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OZET

Son yiizyildaki tiim bilimsel alanlarda gozlenen gelisme ve ilerlemelerin sonucu
olarak, insanlarin yagam siireleri uzamis ve sosyal standartlarinda artma meydana gelmistir.
Ileri yas insan grubunda kemik kalitesinin azalmasina bagl olarak, femur kirigi daha basit
travmalarla ortaya ¢ikabilmektedir.

Biiyiik agirlik tasiyan eklemi ilgilendiren tibia iist u¢ kiriklar ise siklikla fonksiyonel
bozuklukla sonuglanan ciddi hasarlanmalara yol agmaktadir. Normal diz fonksiyonunu
korumak i¢in eklem biitiinligiinii devam ettirmek, normal mekanik aksi korumak, eklem
stabilitesi ve tam hareket araligin1 saglamak gerekir.

Prolidaz enzimi (EC 3.4.13.9), protein katabolizmasinin son basamaklarinda aciga
¢ikan C-terminalinde prolin ve hidroksiprolin amino asitleri ihtiva eden dipeptidlerin (X-
proline or X-Hydroxyproline) yikimindan sorumludur. Prolidaz enzimi ile agiga ¢ikan prolin
ve hidroksiprolin amino asitleri, kollajen dokusunun yaklasik %25’ini olusturmakta ve bag
dokusunun devamliliginin saglanmasi igin gerekmektedir.

Oksidatif stres; viicudumuzda mevcut oksidatif-antioksidatif dengenin oksidanlar
lehine bozulmasi sonucu meydana gelen patolojik durumdur. Oksidatif stresin toplam degert;
total oksitatif status/seviye (TOS) olarak ifade edilir. Bu fenomen, asir1 reaktif oksijen
ve/veya nitrojen tiirlerinin iiretimi veya antioksidan tampon mekanizmasmin eksikligi
sonucu olusur. Normal kosullarda organizma, endojen ve eksojen serbest radikallerin
olusturdugu oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir antioksidan savunma sistemine
sahiptir ve total antioksidan kapasite veya seviye (TAK, TAS) olarak ifade edilir.

Hasta ve kontrol grubumuzun kanlarinin toplam oksidatif ve antioksidatif durumlari
tam otomatik kolorimetrik EREL yontemiyle, prolidaz aktiviteleri modifiye Chinard metodu
kullanilarak manuel olarak 6lciildii. Istatistiksel analizler SPSS Versiyon 11.5 (SPSS Inc.
Chicago USA) bilgisayar programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Gruplarin ortalamalari
arasindaki farkin 6nemi One-Way ANOVA testi ile karsilagtirilmigtir. Ayrica parametreler
arasi1 korelasyon Pearson korelasyon testi ile yapilmustir.

Bulgularimiz 1s1ginda, femur preop donemde prolidaz enzim aktivitesi azalmigken,
tibia preop-postop ve femur postop hasta grubunda prolidaz enzim aktivitesinde anlamli artis
goriilmiistiir. Hasta grubunda kontrol grubuna gore oksidatif stres indeksi anlamli derecede
yiikksek bulunmustur. Hasta grubunda goriilen artisin etiyopatogenezinde kirigin rol
oynayabilecegini sdylemek miimkiin géziikmektedir.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, antioksidan enzim, prolidaz enzim aktivitesi,
femur kirigy, tibia kirigi.
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ABSTRACT

As a result of progress and developments observed in all scientific fields in the last
century, life time duration of humankind became longer and their social standards has been
improved. In the group of people having advanced age femoral fractures can occur because
of simple traumas due to the reduction in bone quality.

Fractures in the upper end of the weight-bearing joint, tibia often results in serious
damages which leads to functional disorder. In order to maintain normal function of knee,
the integrity of the knee joint and normal mechanical axis should be maintained, joint
stability, and full range of motion should be provided.

Prolidase enzyme (EC 3.4.13.9) has a responsibility in destruction of dipeptides (X-
proline or X-Hydroxyproline), which contains proline and hydroxyproline in its C-terminal
which is being formed in the last steps of protein catabolism. Proline and hydroxyproline
amino acids which are released by Prolidase enzyme, constitutes approximately 25% of the
collagen tissue and they are essential for continuity of connective tissue.

Oxidative stress is a pathological condition which is caused by degradation of
oxidative-antioxidative balance of the body in favor of oxidants. The total value of oxidative
stress can be expressed as total oxidative status (TOS). This phenomenon is the result of
production of extremely reactive oxygen and/or nitrogen types or lack of the antioxidant
buffer mechanism. Under normal circumstances, the organism has a complex antioxidant
defense system which fights against oxidative stress which is caused by endogen and exogen
free radicals, this defense system can be determined by total antioxidant capacity or status
parameters (TAC or TAS).

TOS and TAS levels of patients’ and control groups were determined by fully
automatic colorimetric EREL method and prolidase enzyme activity by modified Chinard
method manually. Statistical analyses was carried out using a computer program (SPSS
version 11.5 which is a product of SPSS Inc., Chicago USA). The importance of mean
difference between groups has been compared by applying “One-Way ANOVA” test. The
correlation analyses were performed with Pearson correlation test.

According to our results, a significant increase has been detected in enzyme activity
of Prolidase in the patients’ group. Oxidative Stress Index (OSI) was found significantly
higher in the patients’ group compared with the control group. It is possible to say the
fracture plays a role in the etiopathogenesis of this increase in the patients’ group.

Keywords: Oxidative stress, antioxidant enzyme, prolidaz enzyme activity, femoral fracture,
tibia fracture.
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1. GIRIS ve AMAC

Son yiizyilldaki tiim bilimsel alanlarda gozlenen gelisme ve ilerlemelerin
sonucu olarak, insanlarin yasam siireleri uzamis ve sosyal standartlarinda artma
meydana gelmistir. Ileri yas insan grubunda kemik kalitesinin azalmasina bagh

olarak, femur kirig1 daha basit travmalarla ortaya ¢ikabilmektedir.

Biiyiik agirlik tasiyan eklemi ilgilendiren tibia iist uc¢ kiriklari ise siklikla
fonksiyonel bozuklukla sonuglanan ciddi hasarlanmalara yol agmaktadir. Normal diz
fonksiyonunu korumak i¢in eklem biitiinliigiinii devam ettirmek, normal mekanik
aks1 korumak, eklem stabilitesi ve tam hareket araligini1 saglamak gerekir. Tibia plato
kirigr tiim viicut agirligini tagiyan alt ekstremitede bulunmasi, eklem i¢i bir kirik
olmasi, dolayisi ile sadece kemik yapiy1 degil eklem kikirdagi, meniskiisler, baglar
gibi yapilar1 da ilgilendirmesi ve ileride gelisebilecek dejeneratif osteoartrit riski
nedeni ile biiyilk 6nem tagimaktadir. Boyle bir kirikta amag¢ eklem hareketlerinin

tekrar kazanilmasi, agrisiz ve stabil bir diz ekleminin tekrar elde edilmesidir.

Prolidaz enzimi (EC 3.4.13.9) protein katabolizmasinda son basamakta olusan
prolin ve hidroksiprolini C-terminalinde bulunduran dipeptidlerin (X-Prolin veya X-
Hidroksiprolin) yikiminda gorevlidir. Bu enzimin aktivitesinin eksikligi durumu,
olduk¢a nadir karsilasilan otozomal resesif gecisli kalitsal bir hastaliga yol
acmaktadir. Hastaligin semptomlar1 ¢ok degisken olup kronik tekrarlayan
enfeksiyonlar, mental retardasyon, splenomegali ve cilt lezyonlar1 goriilebilmektedir.
Prolidaz enzimi ile agiga cikan prolin ve hidroksiprolin amino asitleri, kollajen
dokusunun yaklasik %25’in1 olusturmakta ve bag dokusunun devamliliginin
saglanmast ic¢in ise gereklidirler. Prolidaz enzimi; intestinal mukoza, bobrek,
karaciger, beyin, kalp, uterus, timus, eritrositler, lokositler, fibroblastlar ve plazma
gibi pekcok dokuda bulunmaktadir. Genis doku dagilimi olmasi prolidaz enzim

aktivitesindeki degisimlerin pek ¢ok hastaligin gelisiminde ve sonucunda 6nem
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kazanabilecegini diisiindiirmektedir. Prolidaz, kollajen metabolizmasinda, matriks

yeniden-yapilanmasinda ve hiicre biiyiimesinde 6énemli rol oynar.

Oksidatif stres; viicudumuzda mevcut oksidatif-antioksidatif dengenin
oksidanlar lehine bozulmasi sonucu meydana gelen patolojik durumdur. Oksidatif
stresin toplam degeri; total oksitatif status/seviye (TOS) olarak ifade edilir. Bu
fenomen, asir1 reaktif oksijen ve/veya nitrojen tiirlerinin iiretimi veya antioksidan
tampon mekanizmasinin eksikligi sonucu olusur. Reaktif oksijen ve nitrojen triinleri
toksiktir ve hiicrenin lipit, protein ve DNA (Deoksiriboniikleik asit) gibi
biyomolekiillerine zarar verir. Damar endoteli de bu durumdan kismen
etkilenmektedir. Normal kosullarda organizma, endojen ve eksojen serbest
radikallerin olusturdugu oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir antioksidan
savunma sistemine sahiptir ve total antioksidan kapasite veya seviye (TAK, TAS)

parametreleri ile tespit edilebilir.

Bu ¢aligmamizda femur ve tibia kirig1 olgularinda prolidaz enzim aktivitesini,

TAS ve TOS degerleri ile oksidatif stres indeksini (OSI) degerlendirecegiz.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Femur Ve Tibia Fraktiirii (Kirig)

Femur kiriklar1 daha ¢ok 65 yas iistii insanlarda goriiliir. Ortalama yas 66-76
yillar1 arasindadir (27-30).

Degisik serilerde, kadinlarda erkeklere oranla 2 ile 8 kat daha fazla goriildiigi
bildirilmistir. Kadinlarda sik goriilmesinin nedenleri arasinda metabolik kemik
hastaliklarina daha sik maruz kalmalari, pelvis yapisinin daha genis ve femur boyun-
cisim agisinin daha dar olmasi, daha uzun yasamalar1 gosterilmistir. Kemik mineral
yogunlugu 0,6gr/cm altinda olan kadinlarin % 16.6' sinda, intertrokanterik kirtk

olusmaktadir. Femur boyun kiriklarindan 4 kat daha sik gériilmektedirler (15-20).

Femur viicudun en biiyiik ve alt ekstremitenin major yiik tasiyan kemigi olmasi
nedeniyle kiriklar1 onemli morbiditeye sebep olmaktadir. Ayrica siklikla yiliksek
enerjili travmaya bagli olarak gelistigi i¢in ek yaralanmalarla birlikte goriilme

olasilig1 fazladir. Dolayisiyla izole femur cisim kiriklarinda bile mortalite yiiksektir

(4).

Tibia uzun kemikler icinde en sik kirilan kemiktir. Fakat bu kiriklarin genelde
basit kirik olmasi ve iyilesmeye meyillerinin fazla olmasi nedeniyle fazla

onemsenmemektedir (158).

Biiytik agirhik tasiyan eklemi ilgilendiren tibia iist uc¢ kiriklari, siklikla
fonksiyonel bozuklukla sonuglanan ciddi hasarlanmalardir. Proksimal tibia kiriklar
iki alt baslikta incelenebir: eklemi ilgilendiren ve eklemi ilgilendirmeyen. Eklemi
ilgilendiren kiriklar, tibia platosunun veya tibia kondilerinin kiriklardir, dizin
hizalanmasini, stabilitesini ve hareketini etkiler. Eklemi ilgilendirmeyen tibia
proksimal metafiz veya cisim kiriklari, dizin hizalanmasini, stabiliteyi ve giicii etkiler

(159).
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Tibia plato kiriklarinin hasar spektrumu Oylesine genistir ki, her durumda
basarili oldugu kanitlanmis bir tedavi yontemi yoktur. Bir¢ok yazar, ozellikle
yaslilarda, diisiik enerjili tibia plato kiriklar1 i¢in, cerrahi olmayan ve cerrahi tedavi
yontemlerinin her ikisinin de kullanimiyla yeterli sonuglar bildirmistir. Diger yandan,
fizyolojik olarak geng hastalardaki orta ve yiiksek enerji travmalarinin sonucu olarak

goriilen tibia plato kiriklar1 genellikle cerrahi tedavi edilir (106,161).

2.1.1. Femur Ve Tibianin Yapisal Ozellikleri
2.1.1.1. Anatomi

Femur viicuttaki en uzun ve en kalin kemiktir. Uzunlugu viicut uzunlugunun
dortte biri kadardir. Femur diafizi genis bir mediiller kavitesi olan kompakt silindirik
yapidadir. Uglara dogru kompakt yapi incelir ve kavite trabekiiler kemik ile dolmaya

baslar (4,8).

Distal femur, tibia ile eklem teskil eden kondillerden olusmaktadir. Tibia ve
fibula diz ekleminden itibaren vertikal planda uzandigindan femurun oblik yapisi,

ayakta durma ve yiirlime esnasinda, ayagi viicut agirligi ¢izgisinde bulundurur (9).

Femur ayakta iken oblik goriinimdedir. Uzun ekseni yukaridan asagiya ve
digyandan i¢yana dogrudur. Ayrica konveksligi 6ne bakan hafif bir egrilik gosterir.
Kalga ve diz eklemleri arasinda bulunur ve viicut hareketlerinin en énemli kismini

olusturur. Femuru proksimal, cisim ve distal bolge olarak inceleyebiliriz.

Tibia, lateral taraftan bilek eklemini tamamlayan fibula ile birlikte kas
tutunmasina hizmet eder ve viiclidiin ana agirlhik tasiyan kemigidir. Agirhigim %
85’1ni tagir. Tibia cisminin iist ucu genigleyerek lateral ve medial kondilleri olusturur.
Proksimal eklem yiizeyi 6nden arkaya ve asagiya dogru yaklasik 10 derece egimlidir.
Platolar arasinda, medial ve lateral tibial ¢ikintilar birlestiren, meniskiisler ve ¢apraz
baglarin tutunma bolgelerine sahip olan interkondiler eminensiya yerlesir.

Subkondiler bolgedeki iki kemik ¢ikinti, baglar i¢in tutunma noktalarini olusturur
(162).
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2.1.1.2. Norovaskiiler Yapilari

Femurun kan dolagimi tiim uzun kemiklerde oldugu gibi periostal, metafizial
ve endosteal yolla gergeklesir. Femoral arter; arteria iliaka eksternanin ligamentum
inguinalis altindan gecerek femoral liggene girmesiyle bu ismi alir. Femoral liggenin
icinde verdigi en 6nemli dal A. Profunda femoristir ve inguinal ligamentin yaklagik 4
cm altinda disa dogru ayrilir. A. Profunda femoris; femoral arterin 6nce dis, sonra
arkasinda biraz indikten sonra m. adduktor longusun arkasindan uylugun arka lojuna
gecer, harmstring kaslarinin derininde asagiya dogru iner, burada 3-4 adet perforan
dalin1 verir. En 6nemli iki dali ise femoral iiggende verdigi a.sirkumfleksia femoris
medialis ve lateralistir (8,12).Anterior grup kaslar femoral sinirden, posterior grup
kaslar siyatik sinirden, adduktor grubu kaslar ise obturator sinirden innerve olurlar
(11,12,14).

Tibia, cerrahi agidan bacak dort kompartmana ayrilmistir. Kompartman, kemik
ve fasia gibi, belirli yapilari igeren direncli sert sinirlarla tanimlanmaktadir. Anteror
kompartman, tibia tarafindan medialde, interosseaz zar tarafindan posterorda, fibula
tarafindan  sinirlandirilmistir.  Ayak bilegi ve bagparmak ekstansiyonundan
sorumludur. Lateral kompartman longus kaslar1 ve peroneal sinirin yiizeyel dalini
icerir, bilegin fleksiyonundan ve ayagin eversiyonundan sorumludur. Yiizeyel
posterior kompartman, popliteus kaslarin1 ve sural siniri igerir, ayak ve ayak
bileginin fleksiyonundan sorumludur. Derin posterior kompartmani, flexor digitorum

longus kaslarini, peroneal arterleri ve tibial siniri igerir (162).

2.1.2. Femur Ve Tibia Kiriginda Etyoloji

Klasik olarak biiyiik trokanter ile kii¢iik trokanter arasindaki bolgede meydana

gelen kiriklar, intertrokanterik femur kiriklari olarak adlandirilirlar (16,17).

Femur ve tibia kiriklar1 direkt ve/veya indirekt kuvvetlerin etkisi sonucu
olusurlar (162). Direkt kuvvetler basit diisme veya yiiksekten diisme sonucu ya
femur aks1 boyunca etkileyerek ya da biiyiik trokanter tizerine dogrudan etki yaparak

kiriga sebebiyet verirler (16).
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Indirekt kuvvetler, m. iliopsoas'in kiiciik trokanter veya abduktor kaslarin
biiyiik tronkanter iizerine uyguladiklar1 ani ¢ekme kuvvetleri etkisinde ya da uyluk
abduksiyonda iken diisme sonucu kanselloz yapidaki bolgenin proksimal ve distal

kortikal bolgeler arasinda ezilmesine sebebiyet verirler (16,17,31).

Kemigin dayanikliligini azaltan tiimdr, metabolik hastaliklar, osteoporoz gibi
faktorler diislik enerjili travmalarla femur ve tibia kirig1 olusmasina neden olurlar.
Dondiiriicti kuvvetler spiral, biikiicli kuvvetler kisa oblik, ¢ekici kuvvetler transvers

kirik hatt1 olusturur (32).

En sik rastlanan sebepler sirasiyla; trafik kazasi, yiiksekten diisme, atesli silah
yaralanmalar1 ve is kazalaridir. Trafik kazasi sikligi Winquist’in serisinde %79,

Ege’nin serisinde %56, Thorasen’in serisinde %82’dir (10,33-35).

Kiriklarin %75'inden fazlasi yaglilarda ylirlime veya ayakta durma esnasinda

goriilen basit diigmeler sonucu meydana gelir (16,31).

2.1.3. Femur ve Tibia Kiriginda Tan
2.1.3.1. Bulgu ve semptomlar

Birgok hasta evde kayma veya basit diisme tarif ettiklerinden bas donmesi,
gecici biling kaybi sorgulanmalidir. Onceden kalga agrisinin varligi patolojik bir
lezyonu veya artriti diislindiirebilir. Ek olarak hastada diger ekstremitelerinde ve
omurgasinda agri ve patoloji bu bdlge kiriklarminda birlikte olma olasiligi (%7-15)

g6z oniinde bulundurularak arastirilmalidir (16,17).

Ayni tarafl kalga kirig1 veya dislokasyonu pelvik agr yapar. Pelvik halka lokal
hassasiyet acisindan muayene edilmeli ve eklem seviyesinin palpasyonu sirasinda

lokalize duyarlilik ve 6dem, yumusak doku travmasini diisiindiiriir (38).

Lieurance’in c¢alismasinda izole femur kirikli 53 hastadan 21’inde kan

transfliizyonu ihtiyacit dogmustur (42).

Tibia kiriklarinin tanisi, kemik cilt altinda oldugundan c¢ok rahat bir sekilde

konulabilir. Olusan bulgular agri, fonksiyon kaybi, deformite, anormal hareket ve
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krepitasyondur. Fizik muayene esnasinda cilt yaralarinin olup olmadig dikkatli bir

sekilde degerlendirilmelidir (163,164).

2.1.3.2. Radyografik degerlendirme

Direkt radyografi genellikle tan1 i¢in yeterli olmaktadir. Tiim femur ile beraber

kalca ve diz eklemi de mutlaka goriintiilenmelidir (39,40).

Lateral radyografinin acil 06zelligi olmamasina karsin hasta radyografi
masasinda iken ilk degerlendirme i¢in ¢ekilmesi kolaylik yaratir. Mediolateral
projeksiyon (Launstein ve Hickey Metodu) kirik kalgada uygulamak zor olabilir. Bu
durumda axiolateral projeksiyon uygulanabilir (Danelius-Miller modifikasyonu)

veya hasta traksiyon masasinda iken lateral radyografi ¢ekilebilir (41).

Kirik siiphesi ve klinigi mevcutsa yaralanmadan 48 saat sonra technetium 99m

kemik sintigrafisi ile tan1 konabilir (24).

Yaralanmadan 3 giin sonra kemik sintigrafisinin % 100 pozitif oldugu
gosterilmistir. Gilinlimiizde MRI (Manyetik Rezonans Goriintiileme) ile kemik
sintigrafisinden ¢ok daha kisa siirelerde ve tekrara gerek kalmadan taniya

ulagilabilmektedir (16,17).

2.1.4. Femur ve Tibia Kiriginda Siniflandirma

Femur ve Tibia igin bircok siiflandirma yapilmistir. Bunlar arasinda
kullanilan AO/ASIF grup (The Association for the Study of Internal Fixation)

siniflandirmasi sunlardir:

2.1.4.1. AO/ASIF tibia siniflandirmasi

Tip A: Metafiz kiriklari olup eklem dig1 izlenmektedir.
Tip B: Kismi eklem i¢i kiriklar olup, metafiz ve diafiz ile iliskisi bozulmaz

B1: Eklem yiiziine kismi uzanan split (tam ayrilma veya yarilma) kiriktir. D1g

veya i¢ kondillerde marjinal, sagital, 6n ve arka yerlesimli olabilir.
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B2: Saf ¢okme ile izlenen kismi eklem kirigidir. Lateralde total ¢okme (bir
parca halinde veya mozaik seklinde), lateralde sinirli ¢okme (periferik, 6n ve arkada)

ve medialde periferik, merkezi, 6nde ve arkada ¢okme seklinde olabilir.

B3: Split ve ¢okmenin izlendigi kismi eklem kirigidir. Bunlar 6n ve arka dis

kondilde ¢okmeler, i¢ kondilde 6ne ¢cokme ve arkaya ¢cokmeler seklindedir (165).

Al | A2 A3

c1 ) | ca | ca
Sekil 3. Tibia proksimal bolge kiriklarinin AQ/ASIF simflandirmasi (165)
2.1.4.2. AO/OTA Morfoloji Femur Siniflandirmasi

Kirik tipi ve lokalizasyonunu baz alir. Biitiin AO smiflandirmalarinda oldugu
gibi femur kiriklari da 27 farkli subgruba ayrilmistir. Siniflandirma AP ve Lateral
grafiler 1s181nda yapilir.

Tip A: kiriklar basit kiriklardir. A1 spiral kiriklari, A2 oblik kiriklart ve A3

transvers kiriklari igerir.

Tip B: kiriklar wedge kiriklardir. B1 spiral kama, B2 bending wedge ve B3

fragmanli wedge kiriklari igerir.

Tip C: kiriklar kompleks kiriklardir. C1 biitiin kompleks spiral kiriklari, C2
segmenter kiriklart ve C3 pargali kiriklari igerir (49).
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Sekil 4. AO/OTA Morfoloji Femur Siniflandirmasi.(49)

Kemik iyilesmesi dort fazda medana gelir. Inflamasyon faz1 1-3 giin siirer.

Agri, 6dem ve sicaklikla karakterizedir. Bu faz kartilojindz elemanlarin goriilmesi ile

sona erer. Yumusak callus faz1 fibroz veya kartilojin6z doku tarafindan klinik

kaynamanin gerceklestigi zamana denk gelir. Histolojik olarak kapiller gelisim ve

kondroblastlar gortliir. Sert callus fazi bu fibrokartilojin6z kaynamanin fibroosse6z

kaynama ile yer degistirdigi fazdir. Klinik olarak 3-4 ayda meydana gelir.

Remodelling fazi kaynamanin basladigi zaman baslar ve kemik normale donene

kadar devam eder. Mediiller kanalin restorasyonunu igerir. Histolojik olarak fibréz

dokunun yerini kemigin lamellar dokusu almistir. Aylar veya yillar siirebilir.Kemik

tyilesmesini etkileyen faktorler (32):

10
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a. Yas

b. Nutrisyonel durum

c. Hormonal faktorler

d. Hastaliklar (Diabet, anemi, ndropati)
e. Vitaminler (A, C, D, K)

f. Ilaglar (Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar, Faktor 13, kalsiyum kanal
blokerleri)

g. Diger maddeler (Nikotin, alkol)

h. Kirigin tipi ve lokalizasyonu

2.1.5.1. Konservatif Tedavi

Sadece kirigin kaynamasi isteniyorsa konservatif tedavi yeterli olmaktadir. Son
yillarda antibiyotik kullanimiyla enfeksiyon riskinin azaltilmasi, ameliyathane
sartlarinin gelistirilmesi ve gelismis implantlarin kullanima girmesi ile konservatif
tedavi geri plana itilmistir. Intertrokanterik kirikta konservatif tedavinin rolatif
endikasyonlari; agrist az olan yataga bagimli akli dengesi bozuk hastalar, eski kirikli
hastalar, terminal donem hastalig1 olan hastalar veya stabil olmayan saglik sorunlari

olan hastalardir (59).

En 6nemli handikap1 uzun hastanede kalis ve evde bakim siirelerine sebep
olmasidir. Okul ¢ag1 ¢ocuklarinda ve addlosanlarda bu uzamis kisitlhilik déneminin,

cocuk ve ailesi lizerinde olumsuz psikososyal etkileri s6z konusudur (60,61).

2.1.5.2. Traksiyon

Cilt traksiyonunun, major dezavantaji kirik rediiksiyonu saglamasindaki
yetersizligidir, ¢iinkii cilt traksiyonunda agirlig1 fazla arttirma sansi yoktur. Bir diger
dezavantaji1 ise direk cilde uygulandigi i¢in olusabilecek cilt nekrozudur. Yetiskinde
ise iskelet traksiyonu uygulama imkanm1 yok ise agri azaltma amach ve acil
immobilizasyon veya nakil durumlarinda kullanilir. Yapistiric1 bantlarin uyluk iist

kisimlarina dek uzatilarak dairesel sarilmasi seklinde uygulanir (10, 62).

11
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2.1.5.3. Cerrahi Tedavi

Cerrahi tedavinin amaci kirik parcalarini stabil olarak rediikte ettikten sonra,
mekanik olarak gii¢lii, 1y1 yerlestirilmis bir implant ile tespit etmektir. Cogunlugunu
yaslt hastalarin olusturdugu bu tip kiriklarda cerrahi tedavi sonrasi erken hareket
onem tagimaktadir (55,63,64). Kirigin implant ile tespitinin yeterliligini
degerlendiren Kaufer (65) ve arkadaslarmin bildirdigi etkenler bir¢ok yazar
tarafindan kabul gérmiistiir:

Bu etkenler;

1. Kemigin kalitesi

2. Kirigin sekli

3. Kirik rediiksiyonunun kalitesi

4. Implatin tipi

5. Implantin yerlestirilmesi

2.1.6.Femur ve Tibia Kiriginda Komplikasyonlar
2.1.6.1. Derin Ven Trombozu

Geriatrik hasta grubunda oldukga sik rastlanan bir komplikasyondur. Venografi

ile kanitlanmis derin ven trombozu oranlar1 %40-%90 arasindadir (16,54).

Klinik olarak farkedilebilen derin ven trombozu insidansi ise %2 olarak
bildirilmistir. Pulmoner emboli insidansi ise %3 olarak bildirilmistir (51).
2.1.6.2. Enfeksiyon

Ameliyat sonrasi yara enfeksiyon oranlart %0,15 ile %16,9 arasinda
degismektedir (16-18,50,52,53). Profilaktik antibiotik uygulanan serilerde

enfeksiyon oranlar1 diisiik olarak bulunmustur (50).

2.1.6.3. Dekiibitis Yaralari

Kalga kirigi nedeni ile yatirilan hastalarin %20'sinde cilt tilserleri gelismektedir
(53,55).Topuk, sakrum ve kalcalar en sik etkilenen bdlgelerdir. Bu hastalarda 6liim

oranlar da yliksek olarak bildirilmistir.

12
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2.1.6.4. Kisalik

Daha ¢ok varus pozisyonundan kaynaklanmaktadir. Genellikle klinik 6nemi
olmayan degerlerde goriiliir. Degisik serilerde ortalama 1 cm den, 2 cm ye dek

bildirilmistir (16,55).

2.1.6.5. Kaynamama

Nonunion insidansi intertrokanterik kiriklarda %1-2 olarak bildirilmektedir
(16,17,47,56,58). Ozellikle, kalkar femoralenin ¢ok pargali oldugu kiriklarda ve
kemik beslenmesini bozacak derecede yogun cerrahi girisimler sonrasi risk fazladir.

Genellikle tedaviden 1-5 yil iginde ortaya ¢ikar.

2.2. Prolidaz
2.2.1. Prolidazin Tanim

Prolidaz hidrolazlar sinifina ait bir enzimdir (149,150). Uluslararasi
smniflandirmaya gore; EC 3.4.13.9 sinifinda yer alir. Hidrolazlar gesitli baglarin
hidrolizini kataliz ederler. Bu baglar; C-O, C-N, C-C ve fosforik anhidrit bagini da
iceren bazi bazlardir. Prolidaz enzimi karboksil terminal pozisyondaki prolin veya

hidroksiprolin i¢eren dipeptitlerin hidrolizini katalizler.

Prolidaz, domuz intestinal mukoza artiklarinda aminopeptidaz ve
karboksipeptidaz aktivitelerinin arastirilmasi sirasinda kesfedilmistir. Prolidaz, bir alt
grup olarak saflastirilmig, domuz bdbregi ve domuz, sigir ince bagirsagindan elde
edilmistir. 1937 yilinda Bergmann ve Fruton glisil-prolin’in 6nceden bilinen
peptidazlardan farkli, intestinal mukozal bir enzim tarafindan hidroliz edildigini
saptamiglardir. O tarihten itibaren prolidaz adi verilen bu enzimin pek cok memeli
dokusunda varlig1 gosterilmistir (151,152). Enzim yaklasik 70 yi1l 6nce bulunmasina

ragmen onemi 35 yil 6nce eksikligi calismalar1 yapildiginda anlagilmistir (153).

2.2.2. Prolin

Prolin esansiyel olmayan bir imino asittir. Glutamatin halka yapisindaki bir
tirevidir. Prolin sentezinde glutamatin y-karboksi grubunun ATP (Adenozin
Trifosfat) ile tepkimeye katilmasi sonucu y- glutamilfosfat olusmaktadir. Bunun

NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) ile indirgenmesi sonucu olusan

13
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glutamat y-semialdehit sonra kendiliginden c-prolin-5-karboksilat olusturmak iizere
halkalagmakta ve bu yapt indirgenerek prolini olusturmaktadir. Prolin
katabolizmasinda prolin oksidaz ile prolinden olusan c-prolin 5-karboksilat, glutamat
y-semialdehit ile ornitine transamine olabilmekte veya glutamata oksitlenmektedir.
Prolinin diger amino asitlerden farki R grubunun hem amino grubu hemde o karbon

grubuna bagli olarak siklik bir yapiya yol agmasidir.

£ on, Nfts
H | R—C-coo™
_C-€00 |
2 H H
Prolin Amino Asit

Sekil 5. Prolin ve diger amino asidin genel yapisal goriiniimii

Benzersiz yapisal 6zellikten dolay1 prolin bir peptit sekansina girdigi zaman
onemli konfarmasyonel ozellikler gosterir. Bu aminoasidin siklik yapis1 polipeptit
omurganin yapisal yonlerine temel sinirlamalar getirmektedir. Prolin siklik yapisinin
sonucu olarak higbir fonksiyonel grup icermez ki bu durum da hidrojen bagina veya
peptit bir bagin rezonans stabilizasyonuna katilmay1 engeller bu nedenle prolin, o
helix veya [ tabakali sekonder yapilarina uyumlu olmayan tek amino asittir. Kemik,
tendon ve destekleyici membran dokularinin ana bileseni olan kollajen, prolinin
yapisal Ozelliklerine belirgin bir sekilde baglidir .Prolinin siklik yapisi a karbon ve
nitrojenin bir peptit bagindaki rotasyon acisini smirlamaktadir ki normal olarak
bitisik amino asitlerin reel gruplart arasindaki siterik engelleme veya elektrostatik

repulsiyona baglhdir.

Prolin potansiyel bir yap1 kirict olan ve peptit zincirlerinin yoniinii degistirme
egilimine sahip, peptit zincir i¢ine sabit bir egim takdim eder. Proteinlerin
yiizeyindeki ters bir doniis veya sa¢ tokast egimi seklinde dnemli yapisal olayin
proteinler igindeki en onemli sonucu prolin tarafindan olusturulmasidir. Prolin ve
hidroksiprolin, kollajen yapisinda yer alan en 6nemli amino asitlerdir. Prolin
tiirevleri olan 3-hidroksiprolin ve 4-hidroksiprolin karigik fonksiyonlu oksigenazlar

kullanilarak polipeptit zincirinde bulunan prolin kalintilarindan elde edilmektedir.
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Hidroksiprolinin hidroksiprolin oksidaz ile par¢alanmasi sonucunda glioksalat ve

piruvat olusmaktadir.

Prolin, biyolojik olarak aktif peptitlerin enzimatik degradasyonuna karsi
korunmasimi saglamaktadir. Bu durum peptit veya protein prekursorlerinin post
transyasyonel modifikasyonlarinin regulasyonunda agik¢a bellidir. Polipeptit
zincirinin i¢inde yerlesik olan prolin amino asitleri, zincirlerin enzimatik stireci
oncesinde modifikasyon boliimiinde bulunur ve polipeptit zincirinin hassasiyetini
proteolizle siirlayan yapisal unsurlar olarak hareket eder. Bu durum peptitlerin post-
translasyonel modifikasyonunda gorev alan ekzopeptidazlarin ozelligi ile iligkili
aragtirmalarda gosterilmistir. Pek ¢ok biyolojik olarak aktif peptitlerin amino ucuna

yakin yerlerde ortaya ¢ikan prolin gozlemiyle desteklenmektedir.

Prolin ve hidroksiprolin prolidino halkasindaki azot atomuna bir hidrojen
atomunun girmesi ile olusmaktadir. Bunlar genelde imino asit ismiyle adlandirilir. L-
prolin amino asitlerin hiicre dis1 havuzunun temel bilesenidir. Bunu sadece glutamin
ve alanin amino asitleri takip eder. Hidroksiprolin oncelikle viicut sivilarinda
oligopeptitlerde bulunmaktadir. Insanlarda hidroksiprolinin yapis1 4-hidroksi —L-
prolin seklindedir ve viicut sivilarinda daha az bulunur. Protein yapisinda bulunan

hidroksiprolin peptide bagl prolinin hidroksillenmesi ile olugmaktadir.

Prolin ayrica Kreps ve Ure dongiileriyle metabolik olarak baglantilidir. ¢ -
prolin-5- karboksilik asit prolin metabolizmasinda iki dongiiyii birbirine baglayan bir
pozisyondadir. Prolinin karbon zincirinden Krebs dongiisiine gecisi, tiim dokularda

bilinen klasik yoldan 2-oksaglutarik asit metabolizmasi ile olur (154).
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A-Prolin-5-karboksilik asit
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Sekil 6. Prolinin metabolik yollarla baglantis1 (Scriver 1978)
2.2.3. Prolidazin Yapis1

Prolidaz enzimi dimer yapida olup ve ancak bu sekilde katalitik aktivite
gosterir. Glikoprotein yapisindadir ve agirlik olarak %5 karbonhidrat icermektedir.
Enziminin aktif merkezinde tiyol grubu yer alir ve bu grup bloke edilirse aktivite
diiser. Dogal enzim i¢in optimum Ph:7,6-7,8dir ve izoelektironik nokta pH:4,4-4,5
olarak saptanmis olup bu deger yapidaki asidik amino asitlerin varliginm

belirtmektedir (155,156).

2.2.4. Prolidazin izoenzimleri

Deri fibroblast kiiltiirlerinden ve normal insan eritrositlerinden ayristirilan
prolidazin 2 formunun oldugu goriilmiistiir. Bunlar prolidaz I ve prolidaz II olarak
isimlendirilmistir. Bu iki izoenzim substrat spesifitesi ile baz1 kimyasal 6zellikler

bakimindan farkliliklar gosterirler.

Prolidaz I’in molekul agirligt 112 kDa olup ve birbirini tamamlayan esit

molekiil agirliginda 2 subuniteden olusur (56kDa) ve tiim insan dokularinda bulunur.

Prolidaz II ‘nin ise molekiil agirliginin 185 kDa’dur ve birbirine es iki
subtiniteden (95 kDa) olugmustur. Prolidaz II’nin gly-pro dipeptidine kars1 diisiik bir
aktivite gosterirken en yiiksek aktiviteyi met-pro dipeptitine karsi gosterdigi

saptanmigtir. Prolidaz II plazmada bulunmamaktadir ( 157 ).
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2.2.5. Prolidaz Inhibitorleri ve Aktivatorleri

Yapilan ¢alismalarda enzimin aktivasyonu i¢in gerekli olan Mn*? iyonu yerine
baska metal iyonlarinin ilavesi ile inhibisyon oldugu goézlenmistir. Domuz bobrek
prolidazi iizerinde yapilan calismalarda Fe™?, Co*, Ni*?, Cu™ zn™, cd* Ag+1,
Hg*2, Pb* ve Pt** iyonlarmimn prolidazi inhibe ettigi bulunmustur. Ortalama 10°x10™
M araligindaki konsantrasyonlarda glutatyon kullanildiginda optimal stabilizasyon ve
aktivite saglandigi, ancak glutatyonun yiiksek konsantrasyonunun inhibisyona sebep

oldugu bulunmustur (157 ).

2.2.6. Prolidazin Kollajen Yapim ve Yikiminda Onemi

Kollajenler, hayvansal bag dokunun temel bileseni olup viicutta en fazla
bulunan proteinlerdir. Bag doku iskeletinin yapisini olusturan kollajen, inflamasyon
ve yara iyilesmesinde temel rol oynar. Kollajenin aminoasit kompozisyonu %33
glisin, %20-25 prolin ve hidroksiprolin, %5-11 lizin ve hidroksilizinden olusur.
Farkli genler tarafindan kodlanan en az 15 tip kollajen vardir. Tip I, II, III, V ve XI
fibriller kollajen olarak isimlendirilir. Kollajenler bir¢ok dokuda fibroblastlar
tarafindan sentezlenirler. Ribozomlarda preprokollajen olarak baslayan sentez
sitozolde prokollajen seklinde devam eder ve hiicre dist alanda tropokollajen ve
kollajen olusumu ile sonlanir. Kollajen molekiilleri alfa zincirleri adi1 verilen, birbiri
etrafinda tcli heliks halinde sarilarak ip benzeri yapi olusturan ii¢ polipeptitten
meydana gelir. Polipeptit yapilarinin her li¢ pozisyondan birinde en kii¢lik aminoasit
olan glisin bulunur. Glisin heliksin ii¢ zincirinin bir araya geldigi kisitli alana
sigmaktadir. Glisin kalintilari, Gli-X-Y olarak tekrarlayan, X’in genelde prolin ve
Y ’nin hidroksiprolin veya hidroksilizin oldugu zincirin bir pargasidir. Kollajen diger
bir¢ok proteinde bulunmayan hidroksiprolin ve hidroksilizin igerir. Hidroksiprolin
kollajenin {iglii heliks yapisinin dayanikligim1 saglamada onemlidir. Kollajenin yari
omrii 50-300 giindiir. Bu Omiir; gelisme, biiylime, doku yapimi ve yara iyilesmesi
gibi durumlarda uzar. Kollajenlerin yikimi genellikle notral pH’da aktif olan pek ¢ok
matriks metalloproteinazlarinin (kollajenazlar) sinerjistik aktivitesinin bir sonucudur.
Bununla birlikte jelatinaz, stromelizinler, polimorf elastaz ve katepsin gibi
nonspesifik proteinazlar da bu yikima katilirlar. Kollajenazlar; fibroblast, kondrosit,

osteoblast ve endotelyal hiicrelerden latent proenzim formunda salinirlar ve
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plazminle aktivasyonu takiben ¢apraz bagli kollajeni parcalayarak dipeptitlere
ayrirlar. Bu dipeptitler de prolidaz, prolinaz ve diger dipeptidazlar tarafindan serbest

aminoasitlere pargalanirlar(110 ).

Prolidazin biitiin biyolojik fonksiyonunun prolin dongiisiiyle beraber kollajen
dejenerasyon irlinleri ve diger Xaa—Pro dipeptidlerin metabolizmas1 olduguna
inanilmaktadir. Prolidaz, C-terminalinde amino asidi prolin veya hidroksiprolin olan
dipeptidleri hiicre i¢inde hidroliz eder. Prolin yeniden dongiiye girer ve yeni protein

sentezinde kullanilirken hidroksiprolin idrarla atilmaktadir (110).

Kollajen yapisindaki amino asitlerin yaklagik %25’ini prolin ve hidroksiprolin

olusturdugundan, prolidaz kollajen yikiminda énemli rol oynamaktadir (110).

Prolidaz, hiicre i¢i protein yikiminin son basamaginda, Ozellikle yiiksek

miktarda prolin iceren prekollajenin yikimi1 asamasinda rol oynamaktadir (97,98).

Enzim i¢in substrat kaynagi kollajen olup imminopeptidler kollajenin
yikimmin son basamaginda ortaya g¢ikmaktadir. Kollajen yikiminda prolidaz ve

prolinazin yeri asagidaki sekilde goriilmektedir (Sekil- 7).

fleri sentez

X-Pro-COOH
X-Hyp PROLIDAZ
v / N
EOE__)! ATEN 'minodipeptidler
droksi ldraria
N atihr
NH-Pro-X ROLINAZ

NH-Hyp-X

Tleri sentez

Sekil 7. Kollajen yikiminda prolidaz ve prolinazin yeri (Myara ve Myara 1984) (110)

Prolidaz, beslenme ile alinan proteinlerden ve viicuttaki depo kollajeninden

imino asitlerin geri kazanilmasinda 6énemli rol oynar (110).

Prolidaz, C-ucunda prolin veya hidroksiprolinin imino azotunu igeren peptid
bag1 bulunduran bilesiklerin hizla hidrolizini katalizleyen tek enzim oldugu igin

spesifitesi yiiksektir (110).
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Prolidaz eksikligi prolinin normal dongiisiindeki bozulmayla sonuglanir.
Prolidaz eksikliginde biiyiik miktarda hidroksiprolin iire ile disar1 atilir. Prolidaz
enzim aktivitesi eritrosit, 1okosit ve fibroblastlarda ¢ok diisiiktiir. Etkilenen hasta
bireylerde prolidaz enzim aktivitesi saptanamaz. Iminopeptidiiri, ayn1 zamanda
ragitizm, hiperparatiroidizm ve paget hastalig1 gibi durumlarda da tanimlanir. Fakat

Iminopeptidiiri prolidaz eksikliginde ¢cok daha yiiksektir.

Prolidaz eksikligi cilt ve diger kollajen dokularda anormalliklerle karakterize
bir sendromla sonuc¢lanir. Bu nadir goriilen genetik prolidaz eksikligi otozomal
resesif olarak geg¢mektedir. Prolidaz geni bagka bir kalitimsal rahatsizlik olan

miyotonik distrofi ile ilgili olmas1 agisindan dnemlidir.

Prolidaz enzimi uzun zamandan beri bilinmesine ragmen 6nemi, son yillarda
eksikligi ile ilgili calismalarla iyice anlasilmistir. Bu yiizden bu konuda az sayida
caligma bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarin ¢ogu da eritrosit prolidazi ile ilgili olup
serum prolidazi hakkinda ¢ok sey bilinmemektedir. Prolidaz enziminin genetik
eksikliginin sonucunda mental gerilik, tekrarlayan infeksiyonlar ve deri lezyonlart ile
karakterize bir klinik tablonun ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Prolidaz eksikligi olan
kisilerde prolidaz I aktivitesinin deri fibroblast kiiltiirinde ve kan hiicrelerinde

azaldig da gosterilmistir (110).

Fetal biiyiime sirasinda kollajen turnoverinin yiiksek oldugu tahmin
edilmektedir. Dismatiir bebeklerde prolidaz aktivitesi (amniyotik sivida) anlaml
derecede diisiik bulunmustur. Bu nedenle prolidaz aktivitesinin fetal matlirasyonun
derecesini gosterdigi diisiiniilmektedir. Amniyon sivisinda Olgiilen prolidaz
aktivitesinin fetal matiirasyonun ve gelisme geriliginin bir indikatorii olarak
kullanilabilecegi one siiriilmektedir. Ayrica kollajen metabolizmasinda bozuklukla
seyreden silikoziz hastaliginin tedavisinde de prolidaz enziminin kullanilmasi
hedeflenmektedir. Boylece hizla kollajen yikimi ile seyreden silikozis hastalarinda
prolidaz enzim aktivitesinin artirtlmas1 tedavide faydali bir yaklagim olarak

distiniilmektedir (110).
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2.2.7. Prolidaz’in Hastahklarla liskisi

Ilk olarak, insan derisi fibroblast1 kiiltiirlerinde prolidaz aktivitesinin hiicre
yogunluguna bagl oldugu ve hiicre yogunlugu artti§i zaman bu enzimin yiikseldigi
Myara ve ark. tarafindan ortaya konmustur. Prolidazin katalize ettigi reaksiyon,
memelilerde iki 6nemli fizyolojik fonksiyonda gdrev yapmaktadir. Birincisi, prolin
cevrimini tamamlayan kolajen degradasyonunun son adimini katalize etmektedir.
Prolidazin ikinci oOnemli fizyolojik fonksiyonu da beslenme yoluyla alinan

proteinlerin sindirimidir ( 82 )

Prolidaz eksikligi prolinin normal dongiisiindeki bozulmayla sonuglanir.
Prolidaz eksikliginde biiyiik miktarda prolin ve hidroksiprolin iire ile disar1 atilir.
Iminopeptidler gibi amniyon asitleri baglar ve sonug olarak toplam prolin eksikligi
olusur. Etkilenen hasta bireylerde prolidaz enzim aktivitesi saptanamaz.
Iminopeptidiiri, aym1 zamanda rasitizm, hiperparatiroidizm ve paget hastalig1 gibi
durumlarda tammlanir. Fakat Iminopeptidiiri prolidaz eksikliginde cok daha
yiiksektir. Prolidaz eksikligi cilt ve diger kollajen dokulardaki anormalliklerle
karakterize bir sendromla sonuglanir. Bu nadir genetik prolidaz eksikligi otozomal
resesifdir. Prolidaz enziminin genetik eksikliginin sonucunda mental gerilik,
tekrarlayan infeksiyonlar ve deri lezyonlar ile karakterize bir klinik tablonun ortaya

ciktigr bildirilmistir ( 157 ).

2.3. OKSIDAN-ANTIOKSIiDAN DENGE

Oksidatif stres; prooksidan/antioksidan balansin oksidanlarin lehine artmasi
olarak tanimlanmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri oldukg¢a giiglii prooksidanlardir

(140).

Oksidatif hasart Onlemek i¢in dokular glutatyun peroksidaz, katalaz ve

stiperoksit dismutaz gibi ¢ok sayida antioksidan enzim igerirler (167).

Bunun yani sira meydana gelebilecek muhtemel peroksidasyonun dnlenmesi
icin oto katalitik zincir reaksiyonlarinda yer alan lipit serbest radikallerini tutan
maddelerde bulunmaktadir. Transferrin ve seruloplazmin major koruyucu
antioksidanlar olarak islev goriirken, askorbat, iirat, protein siilfhidril, []-tokoferol ve

karotenler oksidanlarin zincirlerini kiran antioksidanlar seklinde islev gortirler (168).
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Serbest radikallerin, DNA ataklar1 mutasyonlara ve hiicre dliimlerine yol
acmaktadir. Oksidatif DNA hasarlar1 da denilen bu tip hasarlar mutagenezise,

kanserogenezise ve yaslanmaya yol agmaktadir (166).

2.3.1. Serbest radikaller

Insanin etkin olabilmesi i¢in gerekli olan mekanik enerjinin kaynag, aslinda

besinlerin viicudumuzda kimyasal enerjiye donlismeleridir (74,75).

Her tiirlii fiziksel etkinligin gerceklesmesi i¢in enerji gereklidir. Efor siddeti

arttikca, gereksinim duyulan enerji miktarinda da artma olur (76).

Kas aktivitesindeki artis, enerji liretimi ve tiikketimi dolayisiyla ¢alisan kasa kan

akimini ve oksijen kullanimini 6nemli derecede arttirir (74,77).

En dig yoriingesinde ciftlesmemis elektron bulunan atom ya da molekiillere
serbest radikal denir. Serbest radikaller reaktif yapilardir ve tek elektronlarini
ciftlemek iizere diger molekiiller ile hizla reaksiyona girmeye, dolayisiyla onlarin
yapilarimi degistirmeye egilimlidirler. Yeryliziinde hayatin dogusuna serbest
radikallerin neden olduguna inanilmakla birlikte bu bilesiklerin ayn1 zamanda hemen
hemen tiim canlilarda yagam siiresince olusan hasarin ve 6liimiin temel nedeni olarak

da kabul edilmektedir (78-80).

[k defa 1969 yilinda Mc Cord ve Fridovich’in yapmis oldugu bir ¢aligmada
Siiperoksit Dismutaz (SOD)’in enzimatik fonksiyonlari ve biyolojik sistemlerde
Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)’nin varlig1 gosterilmistir. Daha sonraki bilimsel
caligmalarda serbest oksijen radikallerinin ve antioksidan enzimlerinin hastalik ve

sagliktaki onemi gosterilmistir (82).

Organizmanin yasami ve biitlinliigli, homeostatik dengenin siirdiiriilmesine
baglidir. Homeostazis hem i¢ hem de dis etkenlerle devamli tehdit altindadir. Serbest
radikallerin yikici etkilerine karsi hiicreler ve bir biitiin olarak da organizma
antioksidan sistemlere sahiptir. Bu mekanizmalar serbest oksijen radikallerinin
onciil maddelerini safdis1 ederek ya da olusan serbest radikalleri temizleyerek etki

etmektedirler (81).
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Serbest radikaller yasam siireleri ¢ok kisa olmasina karsin, yliksek aktiviteleri
nedeniyle organizmada yiiksek diizeyde tahrip edicidirler. Serbest radikallerin
olusum hiz1 ile ortadan kaldirilma hizi arasinda denge oldugu siirece, organizma
bundan etkilenmemektedir. Bu denge bozuldugunda, oksidanlarin arttigi veya
antioksidanlarin yetersiz kaldig1 durumlarda organizma oksidatif strese maruz kalir.
Bunun sonucunda, hiicresel metabolizma isleyisi bozulur, olusan molekiiler yikim ile
kalp, bobrek, karaciger, mide, akciger, beyin gibi bircogu yasamsal dneme sahip

organlarda doku hasar1 meydana gelir (83-86).

2.3.1.1. Bashca serbest radikal iiretim kaynaklari

Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal
tiretimini arttirirlar.  Sitokrom  P-450, sitokrom b5, ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz, lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipid
peroksidasyonu, oksidatif stress yapan iskemi, travma ve intoksikasyon gibi
durumlar, mitokondrial elektron transport sistemi (ETZ), molekiiler otooksidasyon
yapan tiol, hidrokinon, katekolamin, flavin ve antibiyotik gibi molekiillerin hepsi

hiicresel serbest radikalleri olustururlar (89,90).
Serbest radikal olusturan kaynaklar iki gruba ayrilabilir ( 86).

1. Endojen serbest radikal olusum kaynaklari

2. Ekzojen serbest radikal olusum kaynaklart

2.3.1.1.1. Endojen serbest radikal iiretim kaynaklari

Normal olarak metabolizmada, baz1 biyokimyasal olaylarin cesith
basamaklarinda serbest radikaller olusmaktadir. Her ne kadar serbest radikal yapisina
sahip maddelerin organizmaya zarar verme potansiyelleri varsa da, baz1 metabolik

olaylarin ilerleyebilmesi i¢in bunlarin olugmasi kaginilmazdir.
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a) Mitokondriyal elektron transport sistemi

Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin %1-5 kadar1 siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin
nedeni NADH dchidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene
elektron kacaginin olmasidir. Fizyolojik olarak reaktif oksijen tiirlerinin temel
kaynagi normal oksijen metabolizmasidir. Dolayisiyla fizyolojik kosullar altinda
mitokondriyal elektron transport sistemi serbest radikal iiretiminin en 6nemli kismini

olusturmaktadir (91).
b) Endoplazmik retikulum

Endoplazmik retikulumda bulunan sitokrum P—450 molekiiler oksijeni
kullanarak bir¢ok substrati oksitler. Oksijen molekiiliiniin bir atomu substrata
baglanir, diger atomu ise su olusturur. Bu reaksiyon monooksijenaz veya karisik

fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu olarak adlandirilir.

Kimyasal ajanlarin serbest radikal olusturmadaki en 6nemli mekanizmalari,
mikrozomal sitokrom P-450 sistemi ile aktivasyonudur. Bu sistem, molekiilleri
indirgeyerek veya oksitleyerek serbest radikal olusturur. Son durumda bir elektron
eksikligi vardir ve elektrofilik bilesik olusur. Olusan bu elektofilik {iriin bir niikleofil
ile reaksiyona girer. Bu elektrofilik bilesigi ¢eken en 6nemli bilesik sistein kalintilar
tizerindeki tiyol (-SH) grubudur. Tiyol grubu ise pek cok endojen makromolekiilde
(DNA, RNA, enzimler gibi) bulundugu i¢in reaktif ara iiriinler bu molekiillerle

kovalent baglanarak toksisite gosterebilirler (92).
¢) Redoks dongiisii

Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal reaksiyonlarla
olmamaktadir. Menadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin, gibi bilesikler alternatif
bir redoks siklusuna girerler. Bu bilesikler, ilave bir ¢iftlenmemis elektron kazanma
egilimindedirler. Bu ajanlardan olusan radikaller, tekrar ana bilesige donlismek i¢in

kolayca oksijenle oksitlenir siiperoksit radikalini olustururlar (93).
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Olusan ksenobiyotik ve siliperoksit radikalleri intraselliiler ferritin depolarindan
demiri serbest hale getirirler. Sitozole salinan demir, serbest radikaller arasinda en
reaktif olan ve dolayisiyla daha yikici olan hidroksil radikali gibi ikincil radikallerin

olustugu Fenton reaksiyonunda katalitik rol oynar (94).
d) Arasidonik asit metabolizmasi

Hiicre membranlarinda prostaglandin i¢in en 6nemli doymamis yag asidi
prekiirsorii arasidonik asittir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein
kinazin aktivasyonu, plazma membranlarinda arasidonik asidin salinimina yol agar.
Arasidonik  asidin  siklooksijenaz ~ tarafindan  katalizlenen = oksidasyonu
prostaglandinleri, lipooksijenaz tarafindan katalizlenen oksidasyonu ise l6kotrienleri

verir ve bu tepkimeler sirasinda serbest radikaller olusur .

Arasidonik asid oksidasyonu baglatilmis bir serbest radikal reaksiyonudur.
Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin her ikisi de aktiviteleri i¢in peroksitlere
ihtiyag duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi daha sonra prostaglandinlerin sentezi
iginde gerekli olan endoperoksitlerin olusumuyla sonuglamr. Ote yandan

lipooksijenaz lipit peroksitleri lizerinden 16kotrienlerin olusumunu katalize eder (95).
e) Fagositoz

Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal
tretimini arttirirlar. Aktive fagositler intraselliiler radikal olusumuna neden olurlar
(Tablo 1 ). Aktive olmus fagositlerde liretilen serbest radikaller patojenlerle savasta

onemli rol oynar.

Tablo 1. Fagositlerin iirettigi reaktif oksidan iiriinler

Trombositler H,0,, O, OH

Notrofiller H,0,, Oy, OH', HOCI
Eozinofiller H,0,, Oy, OH', HOCI
Makrofajlar H,0,, O, OH, HOCI, NO
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Monositler, makrofajlar (kupfer hiicreleri, alveolar makrofajlar) gibi fagositik
hiicreler, nétrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi graniilositler, immunojenik veya
0zel bir uyaranla uyarildiktan sonra lizozomlarin1 disar1 vermeye baslarlar. Reaktif
oksijen olusumunun yanisira, mitokondri disindaki oksijen iiretiminde bir patlama
(respiratory burst) olur. Fagosite edilmis, patojenler oksidan ajanlar tarafindan
oldirilir. Solunum yolu ile patlamanin (respitory burst) amaci oksidan ajanlar
saglamaktir. Olusan oksidan ajanlar patojenleri 6ldiirmenin yanisira myeloperoksidaz
sistemine de etki eder. Hidrojen peroksit ve hipoklorit kombinasyonu
myeloperoksidaz sistemine etkiyerek de giiclii bir antimikrobiyal aktivite gosterir. Bu
radikaller memeli bakteri ve parazitlerine karsi sitotoksik etkiye sahip oksidan
ajanlardir. Membran peroksidasyonu, membran proteinlerinin dekarboksilasyonu
ve/veya oksidasyonuna yol agip membran biitiinliigiinii bozabilir ve DNA’y1 okside
ederek pargalayabilir. Fagositik kaynakli oksidan ajanlar; oto-toksik, immunosupresif

ve mutajenik etki olusturabilirler (95).
f) Oto-oksidasyon

Doku bilesenlerinin ¢ogu molekiiler oksijenin varliginda kimyasal olarak stabil
degildirler ve metabolik sartlar altinda az ya da ¢ok oto-okside olurlar. Kolayca oto-
okside olabilen bu bilesenler doku ve hiicrelerin son derece Onemli
komponentleridirler (96,97). Bunlar arasinda, hemoglobin, hormonlar, tiyoller,
doymamis membran lipitleri sayilabilir. Biitiin oto-oksidasyonlar sirasinda serbest
radikal intermediyerleri kadar aktive oksijen tiirleri de {retilir. Bdylece oto-

oksidasyonlar viicudun radikal kaynaklarina katkida bulunurlar.
g) Oksidan enzimlerin reaksiyonlari

Aerobik organizmalarda oksijenin katildigi bircok reaksiyonda oksijenin tek
degerlikli indirgenmesiyle siiperoksid anyonu meydana gelebilir. Glikojen oksidaz,
ksantin oksidaz XOD, NADPH oksidaz, NADH oksidaz, diamin oksidaz, tiirat

oksidaz gibi enzimler bunlardan bazilaridir.

Uzerinde en ¢ok calisilan ksantin oksidaz (XOD) aslinda ksantin dehidrogenaz

(XDH) olarak sentezlenmekte ve dokularda yaygin olarak bulunmaktadir. Bu enzim
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elektronlarini molekiiler oksijene degil NAD’ye verir ve siliperoksit anyon radikali
olusturmaz. Fakat XOD siilfidril oksidasyonu ya da smirli proteolizis ile
dehidrogenaz formunda oksidaz formuna doniisebilir. XOD molekiiler oksijeni

kullanarak H,0, ve O, olusturmaktadir (98).

2.3.1.1.2. Ekzojen serbest radikal olusum kaynaklari

Serbest radikal olusumunun ekzojen kaynaklar1 arasinda sigara, pestisitler,
¢oziiciiler, petrokimya {iriinleri, ilaglar, alkol, gilines 1sinlari, stres, X-1smlar1 hatta
yiyeceklerde bulunan bazi bilesikler en Onemlileridir. Agir bedensel aktivite de

oksijen kullanimindaki artigla beraber radikal olusumunu artirmaktadir (84,99,100).

Kimyasal ve organik maddelerin yanmasi ile agiga ¢ikan 6zel maddelerin,
radikallerin olas1 kaynaklar1 ve tastyicilar: oldugu ileri siiriilmektedir. Sigara dumani,
akcigerlere alinan baslica yanmis organik materyaldir. Sigara dumani gaz fazinin,
invitro poliansatiire yag asitlerinin (PUFA) otooksidasyonunu baslattigi
gosterilmistir. Sigara dumanindaki NO'nin ilk formu nitrik oksit, hemoglobinin hem
demiri ile oldukc¢a hizli reaksiyon verir. Boylece eritrositlerde artan methemoglobin

konsantrasyonu, bu kan hiicrelerini oksidasyona predispoze hale getirir (83).

2.3.1.2.Reaktif oksijen tiirleri

Oksijen 8 atom numarali dogada dioksijen (O2) olarak bulunan kararsiz bir
elementtir. Bu kararsiz konumu, enerji diizeylerinde bulunan elektronlarinin
yapistyla iligkilidir. Oksijen molekiiliindeki, ayn1 yonde donen iki elektrona sahip 2P
son orbitali 6nemlidir. Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali
birakip digerine gectiginde veya farkli yonde dondiiglinde “singlet oksijen” olusur.
Orbitallerden birine ters doniislii iki elektron veya ikisine ters doniislii iki elektron

daha gelirse “oksijen radikali” elde edilir (Tablo 2 ).
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Tablo 2. Oksijen tiirevi bilesikler

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil ( HO- ) Hidrojen Peroksit ( H,0;)
Alkoksil (RO-) Singlet Oksijen (0,™)
Peroksil (ROO- ) Ozon ( O3)
Superoksit ( Oz ) Hipoklorid ( HOCI)
Nitrik oksit ( NO- ) Lipid hidroperoksit ( LOOH )
Azot dioksit ( NO,- ) Peroksinitrit ( ONOO )

Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle ¢ok dengesizdir ve hizla
ortamdan kaybolur. Bu yiizden bu radikaller tek elektronlarini bir baska molekiile
verebilir (rediiksiyon) ya da bir baska molekiilden elektron alarak elektron ¢ifti
olusturabilirler =~ (oksidasyon). Sonugta nonradikal yapiyr radikal sekle
dontistiirebilirler (87,88).

2.3.1.2.1. Siiperoksit radikalleri (Oy)

Stiperoksit radikali (O, ) hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin
(O,) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. indirgenmis gecis metallerinin

otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir.
Fe, T+ O, E— Fe3+ +0y°
Cu" + 0, — Cu’+0y’

Stiperoksit radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil
onemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarmin indirgeyicisi
olmasidir. Siiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktifdir, oksidan

perhidroksi radikali (HO,") olusturmak iizere protonlanir. +H"

0] (007 = (HQO) HO,
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Siiperoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri
okside olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda molekiiler oksijen ve

hidrojen peroksit meydana gelir.
HO, + 0, "+ H" — 0+ H,0,

Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem indirgeyici &zellige sahiptir. Ornegin
ferrisitokrom ¢ ya da nitroblue tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici olarak

davranarak bir elektron kaybeder ve molekiiler oksijene okside olur.
Sitc(Fes")+0, " ——— = O,+sitc(Fey’)

Siiperoksit radikali epinefrinin oksidasyonunda oksidan olarak davranarak bir

elektron alir ve hidrojen perokside (H20,) indirgenir.

Siiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO") ile
birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirii olan peroksinitrit (ONOO ) meydana gelir.
Peroksinitrit, nitrit (NO; ) ve nitrat (NO3 ) olusturmak {izere metabolize edilir.
Peroksinitrit, azot dioksit (NO,"), hidroksil radikali (OH"), nitronyum iyonu (NO,")
gibi toksik iriinlere doniisebilir ki nitrik oksitin (NO) zararl etkilerinden

peroksinitrit sorumludur (101).

2.3.1.2.2. Hidroksil radikalleri (HO)

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en gii¢lii serbest radikal
olarak bilinir. Hidroksil radikalinin en gii¢lii serbest radikal olmasinin nedeni hiicre
niikleusundaki membran bariyerleri kolayca gecmesi ve mutajenik olarak DNA'y1
etkilemesidir. Bu nedenle in vivo olusan bir OH' radikali hemen her molekiile saldirir
ve olustugu yerde de biiyiik hasara neden olur. Nonradikal biyolojik molekiillerle

zincirleme reaksiyonlari baglatir (103-105).

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin gecis metalleri varliginda indirgenmesi
ile (Fenton reaksiyonu) olusan son derece reaktif bir radikaldir. Ayrica hidrojen
peroksitin siiperoksid radikali ile reaksiyonu sonucunda da (Haber-Weiss
reaksiyonu) meydana gelir. Bu reaksiyon katalizérsiiz ¢ok yavas oldugu halde Fe™

katalizorliigiinde ¢ok hizli olusur (103,106).
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O, +Fe™ ——— O, +Fe”
Fe'?+H,0, —— Fe™+OH'+ OH (Fenton reaksiyonu)
H,0, + O, —  OH+OH' +O, (Haber-Weiss reaksiyonu)

Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da
hidroksil radikali olusur (103,107). Bir hidroksil radikali, yiizlerce yag asidini ve yan
zincirini lipid hidroperokside ¢evirebilir. Bu olusan hidroperoksitler birikerek
membran biitiinliiglinii bozar ve hiicrenin kollabe olmasina neden olur. Ayrica bu
hidroperoksitlerden son {iriin olarak toksik ve reaktif olan aldehitler de olusabilir.

Bunlardan en 6nemlilerden biri de Malondialdehit (MDA)' dir (108 ).

Hidroksil radikali, organik ve inorganik bilesiklerde elektron transfer
tepkimelerine neden olur. Ancak normalde OH' radikali olusamaz. Ciinkii OH'
olusumu i¢in molekiiler oksijenin ii¢ degerlikli olarak indirgenmesi gerekir ki, bu
oldukga zordur. OH' meydana gelebilmesi i¢in O,' ve H,O, gereklidir. Bunlarda
SOD, CAT veya GSH-Px enzim sistemiyle uzaklastirilir. Boylece fizyolojik sartlarda
fazla miktarda OH' olusamaz. Bu ii¢ enzim intraselliiler major antioksidanlardir

(105,109).

2.3.1.2.3. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit eslesmemis elektrona sahip olmadigindan aslinda bir radikal
degildir. Siiperoksit anyonunun (Oy) hidrojenle yaptig1r reaksiyona dismutasyon

reaksiyonu ad1 verilir ve dismutasyon hiz1 asidik pH degerlerinde hizlanir (88,102).
Reaksiyon su sekilde ifade edilir;

20, + 2H"

H,O; + 03

Baz1 enzimler ya tekli (NADPH oksidaz) ya da ciftli (Glukoz oksidaz) elektron

eklenmesini katalize ederek O, veya H,0, olusmasini saglarlar.
NADPH + 20, —  2NADP + 20,

R—-CHOH + O3 — R-CHO-H0;
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2.3.1.2.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Hipokloroz asit de radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri (ROS) i¢inde
yer almaktadir. Fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiiriilmesinde 6énemli rol oynarlar.
Aktive olan nétrofiller, monositler makrofajlar ve eozinofiller siiperoksit radikallerini
(Oy) iretirler. Radikal iiretimi fagositik hiicrelerin bakterileri dldiirmesinde biiyiik
onem arz etmektedir. Ozellikle nétrofiller miyeloperoksidaz enzimleri araciligiyla
once O;’in olustururlar ve daha sonra dismutasyonuyla hidrojen peroksiti kloriir
iyonuyla birlestirerek gii¢lii bir antibakteriyel ajan olan HOCI’i meydana getirirler.

(110)
Hy0,+ HCI ———  HOCI + H;0

2.3.1.2.5. Singlet O, (0,T4)

Singlet oksijen eslesmemis elektron icermedigi i¢in serbest radikal degildir.
Bununla birlikte donme yonlerinin farkliligindan dolayr oksijenin yiiksek reaktif
formudur (111,112). Molekiiler oksijende paylasilmamis iki dis elektron ayni yonde,
ayr1 yorlingelerdedir. Singlet oksijende ise elektron donme yonleri birbirine zittir ve
olusturduklar1 delta veya sigma formuna gore ayni veya ayr1 yoriingelerde
bulunurlar. Ayn1 yoriingede ise delta singlet oksijen, ayr1 yoriingelerde iseler sigma
singlet oksijen formu olusur. Sigma formu delta formuna gore daha enerjetik olup

kolayca delta formuna doniisebilir (113,114).

2.3.1.3.Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NO2, NO ¥, NO )

NO enzimatik olarak nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-arjinin’den

sentezlenir.
L-arjinin + NADPH + O, ——  Lssitrullin + NO + NADP”

NO eslesmemis elektron bulundurmasina ragmen bir¢ok biyomolekiil ile
kolayca tepkimeye giremez, 6te yandan peroksil, alkil gibi diger serbest radikallerle

kolayca tepkimeye girerek daha az reaktif molekiiller olusturur (115).

30



2. GENEL BILGILER Selma AGLAMIS

Yiiksek miktarlarda O, yapimi NO ile paraleldir ve birbirlerini etkileyerek
'OH ve NO; olusumuna neden olurlar. Tepkime sirasinda ise peroksinitrit (ONOO)

ve peroksinitroz asit (ONOOH) ara iirtinleri olusur (115).
NO +0, ——— ONOOONOO"
+H" ———— ONOOH
ONOOH —————  OH+NO,

2.3.1.4.Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri

Respiratory

Protein enzymes

damage
Mitochondrial
damage
Membrane
damage
DNA YV Cell swelling
damage
Increased
permeability

Massive influx
of Ca?*

Lipid peroxidation

Sekil 8. Serbest Oksijen Radikalinde Hiicre Hasar1 (101)
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Normal metabolism

Inflammation l ’r‘_,r"‘ High pO,

Radiation aaaaany, 0, <« Smog (O3, NO.)

x "YW Chemical
A H,r"', l \L\'L‘_L emicals and drugs

Reperfusion injury

)

Ischen&

Sekil 9. Normal Metabolizma (101)
2.3.1.4.1.Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest

radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.

Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir.
Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler
ve oldukga zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L") ve lipid
peroksit radikallerinin (LOO") olugmasi, reaktif oksijen tirlerinin (ROS) neden
oldugu hiicre hasarimin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin

sebep oldugu lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid peroksidasyonu" denir.

Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri
poliansatiire yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki
konjuge c¢ift baglardan bir elektron i¢eren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun

sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar.

LH—» L-

Y. X
i iaa s
Le
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Lipid radikali (L") dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid
radikallerinin (L") molekiiler oksijenle (O;) etkilesmesi sonucu lipid peroksit
radikalleri (LOQ") olusur. Lipid peroksit radikalleri (LOO"), membran yapisindaki
diger poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol
acarken kendileri de aciga cikan hidrojen atomlarini alarak lipidperoksitlerine

(LOOH) doniistirler ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder (11).

L + O, —» LOO-*
LOOs + LH —» LOOH + L

V" ) X
TN

Lipid peroxide
LOOH

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin (LOOH) yikilim1
gecis metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membran1 ve subselliiler organel
lipid peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve gecis
metallerinin varliginda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H,O,) Fenton

reaksiyonu sonucu hidroksil radikali (OH") olusmasi zincir reaksiyonunu baslatabilir.

Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda cogu biyolojik olarak aktif olan
aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger bdliimlerine hasari
yayarlar. Ug veya daha fazla cift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonunda

malondialdehit (MDA) meydana gelir.

Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA) kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi

oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatoérii olmamakla beraber lipid

33



2. GENEL BILGILER Selma AGLAMIS

peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik
materyalde malondialdehit (MDA) o6lgiilmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatorii
olarak kullanilir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu c¢ok zararli bir zincir
reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve frettigi reaktif aldehitlerle
indirekt olarak diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve birgok

hastaliga neden olur (101).

2.3.1.4.2.Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler, radikallerin etkilerine lipitlere oranla daha az hassastir ve amino asit
dizilislerine baglh olarak etkilenirler. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir iceren
molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi yiiksektir. Bu nedenle triptofan, tirozin,
fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri igeren proteinler serbest
radikallerden daha kolay etkilenirler. immungulobin G ve albumin gibi disiilfit bag

fazla olan proteinlerin ise {i¢ boyutlu yapilar1 bozulur (103,112,116).

2.3.1.4.3.Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosokkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve
okzoaldehitler meydana gelir. Agiga ¢ikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme
ozelliklerinden dolay1 antimitotik etki gostererek etki eder ve bodylece kanser ve
yaslanmaya neden olabilirler (116).Serbest oksijen radikalleri bag dokunun 6nemli
bir bileseni olan hiyaliironik asit gibi karbohidratlarin par¢alanmalarina da yol

acabilirler (117).

2.3.1.4.4.Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Iyonize edici radyasyona maruz kalinmas ile olusan serbest radikaller DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyona neden olurlar. Sitotoksik etki, biiylik oranda niikleik
asit baz modifikasyonlarindan kaynaklanan kromozom degisikliklerine veya
DNA’daki diger degisikliklere baglidir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girer. Hidrojen peroksit zarlardan kolayca gecip hiicre
cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre

Oliimiine neden olabilir (116,118).
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2.3.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 Onlemek i¢in birgok savunma mekanizmalari vardir. Bu mekanizmalar

"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler (101).

Antioksidanlar etkilerini simdiye kadar tespit edilen alt1 degisik mekanizma ile
gosterirler (119-122). Bu mekanizmalar birbirinden bagimsiz veya bir arada

isleyebilmektedirler.

1. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen kon-
santrasyonunu azaltirlar.

2. Hidroksil radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag olusturabilecek
yapidaki tiriinleri temizleyerek peroksidasyonun baglamasini 6nleyebilirler.

3. Membran lipitlerini direkt etkileyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni
baskilayabilir veya temizleyebilirler (121).

4. Metal iyonlarin1 baglamak yoluyla reaktif gruplarin (OH, ferril ya da Fe /Fe
/0, kompleksleri gibi) ve/veya lipit peroksitlerden peroksil ve alkoksil
radikallerinin olusumunu Onleyebilirler. Membranlarda lipit peroksidasyo-
nunun baslamasina hangi reaktif iirlinlerin neden oldugu tartisilmaktadir,
ancak hem baslangic hem de olusan lipit peroksitlerin dekompozisyonu i¢in
transisyonel metal iyonlarina ihtiya¢ olduguna dair genel bir kan1 vardir.

5. Peroksitleri, alkol gibi nonradikal iiriinlere gevirebilirler. Ornegin; GPx,
peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

6. Zincir kirabilirler yani; zincir olusumuna neden olabilen serbest radikallerle
reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu
saliimin Onleyebilirler. Zincir kirici antioksidanlar i¢in de fenoller, aromatik
aminler ve en yaygin olan a-tokoferol yer almakla birlikte baska lipit solubl

zincir kirici antioksidanlar da vardir (121).

Lipit peroksidasyonunu yukaridaki mekanizmalardan ilk dort tanesi ile
Onleyenler 'Koruyucu Antioksidanlar' olarak kabul edilmektedir. Dordiincii
mekanizma ile etki edenler reaksiyon sirasinda tiiketilmezler. Besinci mekanizma ile

etki eden antioksidanlar ise koruyucu olmakla birlikte reaksiyon sirasinda kimyasal

35



2. GENEL BILGILER Selma AGLAMIS

karakterlere gore tiiketilebilir veya tiiketilemezler. Altinct mekanizma ile etki eden
zincir kirict antioksidanlar ise zincir uzama reaksiyonlarina neden olan radikallerle
kompleks yaptiklarindan kirma reaksiyonu siirecinde tiiketilirler. Burada ozellikle
vurgulanmasi1 gereken nokta antioksidanlarin pek c¢ogunun tek bir mekanizma
tizerinden etki etmedigi, birden fazla mekanizma ile asil etkisini olusturdugudur. Ek
olarak oksidatif hasarmn hizli tamiri ki bu, peroksidize yag asitlerinin membran
lipitleri arasindan temizlenmesi seklinde olur, lipit peroksidasyonunu yavaglatabilir.
Membrandaki yapisal degisiklikler de peroksidabiliteye etki edebilir. Antioksidanlar
sadece lipitlerin degil, belki okside olmalar1 ¢ok daha zararli olabilen DNA ve
proteinlerin de korunmasinda etkilidir (103,104,119,121,123-126).

Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler.

1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢evirme toplayici etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal
mukus ve kii¢lik molekiiller bu tip etki gosterirler.

2. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastiric1 etkidir.
Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kirict etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller
zincir kiricr etki gosterirler.

4. Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmas1 onarict etkidir.
Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler. Endojen
antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar

(101).

2.3.2.1. Enzimatik Antioksidanlar
2.3.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz (E.C.1.15.1.1) (SOD)
SOD siiperoksit anyonunun hidrojen perokside dismutasyonunu katalizler.

F0D

Oy +0y+ 2H" H,O, + O,
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SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz oksijen radikalleriyle olusan hasara kars1
baslica enzimatik savunma mekanizmalaridir. SOD ile Oy ‘nin dismutasyonu ile
H,0, c¢ikarilmasi hiicre i¢in biyolojik avantaj saglar. Hiicreden H,O, ¢ikarilmasi i¢in

SOD; katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile birlikte ¢alisir (127,128).

2.3.2.1.2. Katalaz (E.C. 1.11.1.16)

Katalaz (H,0,: H,0;) oksidorediiktaz, ( EC 1.11.1.6 ) yapisinda dort tane hem
grubu bulunan bir hemoproteindir. Katalaz esas olarak peroksizomlarda daha az
olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Katalaz hidrojen peroksidi
(H20,) suya ve oksijene pargalar. Granulomat6z hiicrelerde katalaz, hiicreyi kendi
solunumsal patlamasina karsi koruma islevini de goriir. Hiicrede olusan hidrojen
peroksidi (H,O;) hidroksil serbest radikali (OH") olusumunu onlemek i¢in ortadan
kaldirir (101).

KATALAZ
2H,0, —_— 2H,0 + O,

2.3.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz (E.C 1.11.1.9)

Selenyum igeren peroksidazlara iyi bir drnek olan glutatyon peroksidaz (EC
1.11.1.19), GSH' 1 kullanarak ¢esitli hidroperoksitlerin (ROOH ve H,0,)

rediiksiyonunu katalizler ve bu sayede memeli hiicrelerini oksidatif hasara karsi

korur.
GPx
ROOH + 2GSH —_— ROH + GSSG + H,0O
GPx
H,O0, + 2GSH _ GSSG + ROH + H,0

Memelilerde en az bes ¢esit GPx izoenzimi bulunmaktadir. Her dokuda
bulunmalarina karsin, her izoformun miktar1 doku tipine goére degisir. Sitozolik ve
mitokondrial glutatyon peroksidaz (GPx1), yag asidi hidroperoksitlerini ve hidrojen
peroksidi GSH kullanarak indirger. GPx1 ve fosfolipit hidroperoksit glutatyon
peroksidaz GPx4 (PHGPx) da ¢ogu dokuda bulunur. GPx4 hem sitozolde hem de
membran fraksiyonlarinda lokalizedir. PHGPx peroksidize membran ve oksidize

lipoproteinlerde olusan fosfolipit, yag asidi ve kolesterol hidroperoksitlerini direk
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indirgeyebilir (132). GPx1 daha ¢ok eritrosit, bobrek ve karacigerde bulunurken;
GPx4, renal epitel hiicre ve testislerde bulunur. Sitozolik GPx2 (GPx-G1) ve
ekstraseliiler GPx3' e sirasiyla gastrointestinal sistem ve bobrek disindaki c¢ogu
dokuda az rastlanir. Bu aileye yeni katilan ve fare epidermisinde rastlanan GPx5' in

selenyum bagli olmamasi ise ilgingtir.

PHGPx
H.,0, + 2GSH —_— GSSG + H0

PHGPx
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

PHG
PLOOH + 2GSH — GSSG + POH + H,0

GPx'in molekiil agirligi 80.000 Daltondur. Dort identik subiinitesinin her
birinde enzim aktivitesi i¢in esansiyel olan bir selenosistein (Sec) kalintisi igerir
(133). GPx substratin1 (H207) katalazla paylagsmasina ragmen, lipit ve diger organik
peroksitlerle etkili sekilde tek bagina reaksiyona girer. Glutatyon redoks dongiisii
diisiik seviyeli oksidatif stres i¢cin ana savunma kaynagidir ama Katalaz siddetli
oksidatif strese karst korumada daha onemlidir (134). Katalaz' in H,O,' ye diisiik
afinitesinin GPx' den daha diisiik olmasi yiiziinden uzun bir siire, hayvan
hiicrelerinde ve 6zellikle insan eritrositlerinde H,O,' nin detoksifikasyonunda esas

antioksidan enzimin GPx oldugu diisiiniilmiistiir (86).

2.3.2.1.4. Glutation-S-Transferaz (E.C.2.5.1.18)

Glutation-S-Transferaz (GST)’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok
onemli bagka biyokimyasal fonksiyonlara da sahiptirler. Son zamanlara kadar
GST’lar katalizledikleri reaksiyona gore siniflandirilmaktaydilar. Daha sonra yapilan
caligmalar bu enzimlerin s6z konusu reaksiyonlarin herhangi birine 6zgiil olmadigini,
i¢ ice gecmis substrat Ozgiilliigiine sahip oldugunu ortaya koymus ve bunlar
“glutatyon-S-transferaz” lar adi altinda toplanmistir. Giliniimiizde ise tiire bagimsiz
bir siniflama yapildiginda GST’lar geleneksel olarak {i¢ sitozolik bir de mikrozomal
olmak {izere dort ana gruba ayrilirlar. Basta arasidonik asid ve lineolat
hidroperoksidleri olmak tiizere lipid peroksidlerine karst1 GST’lar Se-bagimsiz GSH

peroksidaz aktivitesi gostererek bir defans mekanizmasi olustururlar.
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ROOH + 2GSH . GSSG+ROH+H;0

Homodimerik veya heterodimerik enzimler olan GST’larin, arastirilan tiim
canlt tiirlerinde bulunmasi bunlarin hayati 6neminin gostergesidir. Bu enzimler
katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Hem detoksifikasyon
yaparlar hem de hiicre i¢i baglayici ve tastyici rolleri vardir. Katalitik olarak; yabanci
maddeleri glutatyon (GSH)’daki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin
elektrofilik bolgelerini notralize ederler ve {irliniin daha fazla suda ¢oziiniir hale
gelmesini saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlar1 boylece organizmadan atilabilir
veya daha ileri metabolize olurlar. Bu yol, GST’larin kanserojen, mutajen ve diger

zararli kimyasallarin hiicre i¢i detoksifikasyonunda rolleri oldugunu gozterir.

Metabolize edilmeyen lipofilik-hidrofobik pek ¢ok bilesigi baglamalari ise bu
enzimler i¢in depo ve tasima rolii Gistlendigini gosterir. Birgok pigment (bilirubin,
hematin, bromsiilfattalein, indosiyanin gren gibi), kolik asitler, steroid hormonlar,
polisilik  ariomatik  hidrokarbonlar bu  proteinler tarafindan  baglanip

taginabilmektedirler (110).

2.3.2.1.5. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (EC 1.6.4.2) molekiil agirligi 120000 dalton olan 2 alt
birimli bir proteindir (168,169). Hidroperoksitlerin rediikte olmasi esnasinda
meydana gelen okside glutatyon (GSSG), Glutatyon Rediiktaz' in katalizledigi
reaksiyonla tekrar rediikte hale (GSH) doniisiir. Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in
NADPH' a ihtiya¢ vardir (78,129-131).

Glutatyon Rediktaz

GSSG + NADPH + H" 2GSH + NADP?

Sekil 10. Glutatyon Rediiktaz (101)

2.3.2.1.6. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Mitokondriyal sitokrom oksidaz solunum zincirinin son enzimidir ve

stiperoksidi (O ) detoksifiye eder.

40, +4H +4e° — 2H,0
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Bu reaksiyon fizyolojik sartlarda stirekli cereyan eden normal bir reaksiyondur,
bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji iiretimi
(ATP) saglanir. Ancak ¢cogu zaman siiperoksit (Oy ) iiretimi mitokondriyal sitokrom
oksidaz enziminin kapasitesini asar ve bu durumda diger antioksidan enzimler

devreye girerek siiperoksidin (O ) zararli etkilerine engel olurlar (101).

2.3.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
2.3.2.2.1. C Vitamini (Askorbik Asit)

Askorbat, alt1 karbonlu bir laktondur ve pek ¢ok memeli tiirlinde karacigerde
glukozdan sentezlenir. Ancak insanda askorbik asidin sentezlenmesi igin esansiyel
olan glukolakton oksidaz enzimi bulunmaz ve bu sebeple sentezi gerceklesemez. C
vitamini elektron donorii ve dolayisiyla indirgeyici ajandir. Bilinen biitiin fizyolojik

ve biyokimyasal hareketleri elektron donorii olmasindan kaynaklanir (135-136).

Vitamin C (askorbik asit) organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda
indirgeyici ajan olarak gorev yapar. Kollajen sentezinde lizin ve prolinin
hidroksilasyonu icin gereklidir. Tirozinden epinefrin sentezinin dopamin f-
hidroksilaz basamaginda goérev alir. Tirozin yikiliminda p-hidroksi fenil piriivatin
homogentizata oksidasyonunda rol alir. Safra asitlerinin sentezindeki 7-a-hidroksilaz
baslangic basamaginda rol alir. Lizinden karnitin sentezinde rol alir. Demirin
emiliminde enzimatik olmayan bir yol ile indirgeyici olarak rol oynar, midede ferri
demiri ferro demire indirger. Immiinite ve yara iyilesmesinde etkilidir. Askorbik asit,
giiclii indirgeyici aktivitesinden dolayr ayni zamanda giiglii bir antioksidandir.
Stiperoksit radikali (O, ) ve hidroksil radikali (OH") ile reaksiyona girerek onlar1
ortamdan temizler. Askorbik asit antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de
gosterir. Askorbik asit proteine bagli ferri demiri uzaklastirarak ya da dogrudan ferri
demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve
sonunda hidroksil radikali (OH") olusturmaya uygun ferro demire doniistiiriir. Bu
ozelliginden dolayr vitamin C, serbest radikal reaksiyonlarinin énemli bir katalisti
veya bir prooksidan olarak degerlendirilir. Ancak bu tip etkisinin sadece diisiik
konsantrasyonlarda goriildiigli, yiiksek konsantrasyonlarda giiclii bir antioksidan

olarak etki ettigi kaydedilmistir (101).
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2.3.2.2.2. A Vitamini (B-Karoten)

B-karoten yagda ¢Ozilinen bir antioksidan olarak serbest radikaller biyolojik
hedeflerle interaksiyonuna girmeden once direkt olarak onlar1 yakalayabilir ve aym
zamanda zincir kiran bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikalleri

olusumunu onler (128,137).

2.3.2.2.3. E Vitamini (a -Tokoferol)

a-Tokoferol yagda ¢oziinen ve zincir-kirict bir antioksidandir. En 6nemli
gorevi oksijen serbest radikallerinin ataklarina karst membran lipidlerindeki yag
asitlerini korumaktir. Mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma membran
fosfolipitlerinin a-tokoferole karsi ¢ok yiiksek affinitesi vardir. Tokoferoller fenolik
bir hidrojeni peroksidasyona ugramis bir doymamis yag asidindeki serbest peroksit
radikaline aktarirlar (93). Bunun sonucunda serbest radikal zincir reaksiyonlari

kirilir.
ROQO' + Toc-OH E—— ROOH + Toc-O'
ROO'+ TocO© — ROOH + Serbest olmayan radikal
Toc-OH = TOKOFEROL

Olusan serbest a-tokoferol radikali bundan sonra yeni bir serbest peroksit
radikaliyle reaksiyona girer. Boylece a-tokoferol kolay reversibl oksidasyona
ugramaz. Kroman halkas1 ve yan zincir seklindeki serbest olmayan radikal {iriiniine
okside olur. Bu oksidasyon firiinii ikinci konumundaki hidroksil grubu iizerinden

glukoronik asit ile konjugasyona ugrayarak safra yoluyla atilir (138).

Tokoferoliin antioksidan etkisi yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir.
Bundan dolay1 en yiiksek oksijen kismi basinglarina maruz kalan lipit yapilarinda

ornegin eritrosit ve solunum sistemi membranlarinda etkileri belirgindir (139-140).
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2.3.2.2.4. Polifenoller/Flavanoidler

Fenoller, aromatik halkaya bagli OH grubu igeren etkili antioksidanlardir,
¢linkli bu bilesiklerden olusan radikaller, rezonans kararliligina sahiptir, bu nedenle
diger radikallere gore etkin olmayan radikallerdir (86).

2.3.2.2.5. Transferin ve Laktoferrin

Transferin kanda demir tasiyan bir B-globindir. Laktoferrin ise dolasimdaki

serbest demiri diigiik pH’larda baglar (103,141).

2.3.2.2.6. Seruloplazmin

Seruloplazmin olasilikla SOD'a benzer mekanizmayla etki gosterir. Ferro
demiri (Fe*") ferri demire (Fe*") yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve boylece

hidroksil radikali olusumunu inhibe eder (101).

2.3.2.2.7. Albumin

Alblimin kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri baglar. Yiiksek
konsantrasyonlarda (40-60 mg/ml) bulunur. Albumine bagli bakir, Fenton
reaksiyonuna katilabilir fakat albumin yiizeyinde olusacak olan OH radikali albumin
tarafindan temizlenir ve radikalin serbest soliisyona kagmasina izin vermez. Ayni
zamanda myeloperoksidaz tlirevi bir oksidan olan HOCI’1 hizli bir sekilde temizler
(110).

2.3.2.2.8. Urik Asit

Kuvvetli olarak demir ve bakir baglar. Pek ¢ok serbest radikali plazmadan
temizler. C vitaminin oksidasyonunu engeller (110).

2.3.2.2.9. Bilirubin

Bilirubin siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir (101).

2.3.2.2.10. Melatonin

Kan-beyin bariyerini gegebilen lipofilik etkili gliglii bir antioksidandir. Serbest

OH radikalini ortadan kaldiran bilinen atioksidanlarin en giigliisii olarak kabul

42



2. GENEL BILGILER Selma AGLAMIS

edilmektedir. Antioksidan etkisi ile kanserin ilerleme ve gelisme sathalarini geciktirir

(110).

2.3.2.2.11. Glutation (GSH)

Glutatyon (GSH) karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sentezlenebilen
bir tripeptitdir. Glutatyon (GSH) cok 6nemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Hemoglobinin
oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Glutatyon
(GSH) eritrositleri, 16kositleri ve gdz lensini oksidatif strese karsi korumada hayati

oneme sahiptir (101).

2.3.3. Total oksidatif status/seviye (TOS)

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin
aktif yerinde ara firiinler olarak devamli sekilde serbest radikaller olustugunu
biliyoruz. Bazen bu serbest radikal ara iirlinler enzimlerin aktif yerinden sizmakta,

molekiiler oksijenle kazara etkileserek serbest oksijen radikalleri olusturmaktadirlar.

Hiicrede olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS), "antioksidan savunma sistemleri"

veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinen mekanizmalarla ortadan kaldirilirlar.

Ancak bazen hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan kaldirilandan
daha fazla reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusabilir. Organizmada Hiicresel savunma
mekanizmasi vasitasityla ortadan kaldirilandan daha fazla reaktif oksijen tiirlerinin

(ROS) meydana gelmesi oksidatif stres olarak tanimlanir (101).

Vitamin E,
Enzymes,

Oxidative stress

Sekil 11. Oksidatif Stres
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2.3.4. Total antioksidan status/seviye (TAS)

Total antioksidan kapasite (TAK)’yi gosterir. Normal kosullarda organizma,
endojen ve eksojen serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stres ile miicadele eden
kompleks bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. Viicutta olusan oksidan
durumlarin tamponize edilmesinde kan ¢ok ©nemli bir rol oynamaktadir. Kan,

antioksidanlarin tiim viicuda dagitilmasini saglar (146).

TAS/TAK’ye en biiyiik katki plazmada bulunan antioksidan molekiillerden
gelmektedir. Plazmada serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi
proteinler yaninda serbest radikalleri kapan zincir kirici antioksidanlar da
bulunmaktadir. Albiimin, iirik asit ve askorbik asit insan plazmasindaki total
antioksidan kapasitenin % 85’inden fazlasimi olusturur. Bu fark kanda bilirubin,
indirgenmis glutation (GSH), flavanoidler, alfa-tokoferol ve beta-karoten gibi
antioksidan maddelerin miktarinin albiimin, tirik asit ve askorbik asit miktarindan az
olmasindan kaynaklanmaktadir. Plazmada antioksidanlar etkilesim igindedir. Bu
etkilesimden dolay1 bilesenlerin tek baslarina yaptiklar etkinin toplamindan daha
fazla bir antioksidan etki olusmaktadir. Bu sinerjik etkiye ornek olarak; glutationun
askorbati, askorbatin da tokoferolii yeniden aktiflestirmesi verilebilir. Total
antioksidan seviyesinin dl¢iimii, antioksidanlarin tek tek seviyelerinin 6lgiimiinden
daha degerli bilgiler verir. Bu yiizden kanin antioksidan diizeyi durumunu saptamada
bireysel antioksidanlardan ziyade bunlarin toplam antioksidan degerini veren toplam

antioksidan kapasite 6l¢timii yayginlagsmaktadir (147, 148).

2.3.5. Oksidatif stres indeksi (OSI)

Total peroksitlerin, total antioksidanlara bolinmesiyle elde edilen oransal bir

indekstir. OSI’nin yiiksek olmasi oksidatif stresin arttigin1 gosterir (144,145).

TOS, pmol H,0, Equiv./ L.

0si =
TAS, umol trolox Equiv./ L.x10
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3) MATERYAL ve METOD

3.1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Sanlurfa ili, Sanlurfa Egitim ve Arastirma Hastanesi Ortopedi Servisinde tibia
kirig olan 9 kadin, 11 erkek toplam 20 hastadan ameliyattan 3 giin once ve
ameliyattan 3 giin sonra vendz kan 6rnegi alindi. Aymi sekilde femur kirigi olan
hastalardan 11 kadin, 9 erkek toplam 20 hastadan da ameliyattan 3 giin 6nce ve 3 giin
sonra vendz kan Ornegi alinmistir. Alinan vendz kanlar Harran Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Biyokimya laboratuarinda 4000 rpm de
5 dakika santrifiij edildi ve serumlar daha sonra calisilmak tizere -80 derecede
depolandi. Hastalarin anamnezinde kirik disinda herhangi bir sikayeti olmayan, fizik
muayenesinde herhangi bir patoloji saptanmayan, klinik ve laboratuvar tetkiklerinde
lokal veya sistemik hastalik tespit edilmeyen, sigara ve alkol gibi aligkanliklari
olmayan 20 erkek ve 20 kadin toplam 40 birey hasta grubu olarak secildi. Hasta
grubunun yas ortalamasi tibia kirigr hastalarimin 28,35 + 8,39, femur king

hastalarinin 67,10 + 16,44 1di.
Kontrol Grubu

Kontrol grubu olarak ise, fizik muayenesinde herhangi bir patoloji
saptanmayan, klinik ve laboratuvar tetkiklerinde lokal veya sistemik hastalik tespit
edilmeyen, alkol ve sigara kullanmayan, herhangi bir kanser risk faktorii tagimayan
toplam 40 kisi kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edildi.Tibia kontrol 12 saglikli
erkek ve 8 saglikli kadin yas ortalamasi 30,73 + 6,36 dir.Femur kontrol ise 10 erkek,
10 kadin yas ortalamas1 65,20 + 14,40 dir.

3.2. Kullanilan Arag¢ Gerecler

1. Santrifiij (Hettich Universal 30 RF)
2. Derin dondurucu (New Brunswick Scientifi, C54285 model)
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Vorteks (Niive, NM 110 model, Tiirkiye)

Dijital pH-metre (Hanna, pH 211 model, Japon)

Hassas Terazi (Sartorius marka)

Otomatik Biyokimya Analizorii (Architect c4000, USA)
Otomatik Pipetler (Gilson, France)

Benmari (Niive ST 402, Tiirkiye)

© © N o 0 bk~ o

Spektrofotometre Kiiveti

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sodyum Asetat (Merck®)

Asetik Asit (Merck®™)

ABTS radikali (Ambresco®)

Hidrojen peroksit ((Merck™)

Etilen Glykol (Merck®)

Potasyum Hekzasiyano ferrat (11) (Merck®)
Sodyum Kloriir (Merck®)

Siilfiirik Asit Sodyum Kloriir (Merck®)
Xylenol Orange (Merck®)

D-Sorbitol (Sigma®)
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Mangan Kloriir (Merck®)

Triton X-100 (Sigma®)

Glisil Prolin (Gly-Pro) (Sigma®)
Glassial Asetik Asit (Merck®™)
Orthofosforik Asit (Merck®)

21. L-prolin (Sigma®)
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3.4.Toplam Antioksidan Status (TAS) Diizeyi Ol¢iimii

Orneklerin total antioksidan status/seviye (TAS) diizeyi, Rel Assay marka

ticari kitler kullanilarak ol¢iilmiistiir. Olgiim ydntemi &rnekteki tiim antioksidan
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molekiillerin renkli ABTS* katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin
antioksidan molekiillerin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize
olmas1 esasina dayanir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢0ziliniir bir analogu

olan Trolox kullanilir. Sonug¢lar mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade edildi (170).

3.5. Toplam Oksidan Status (TOS) Diizeyi Ol¢iimii

Orneklerin toplam oksidan status/seviye (TOS) diizeyi, Rel Assay marka ticari
kitler kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Ol¢iim testin ¢alisma prensibinde ifade edildigi iizere
orneklerin icerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak
oksitlemesine dayanan, kolorimetrik yontem kullanildi. Sonuglar pmol H,0;

Equivalent/L olarak ifade edildi (169).

3.6 Oksidatif Stres Indeksi Hesaplanmasi

Oksidatif Stresin bir gdstergesi olarak gosterilen Oksidatif Stres Indeksi (OSI),
Toplam Oksidan  Status/Seviye (TOS) diizeylerinin Toplam  Antioksidan
Status/Seviye (TAS) diizeylerine oraninin yiizde derecesi olarak ifade edilir.
Orneklerin Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplanirken TAS diizeyleri 10 ile
carpilarak TOS diizeyleri ile birimler esitlenir (189). Sonuglar Arbutrary Units (AU)

olarak ifade edildi.

TOS, umol H,0, Equiv./ L.

0si =
TAS, umol trolox Equiv./ L.X10

3.7. Prolidaz Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Bu konuda yapilan bir¢ok ¢alismada prolidaz enzim aktivitesi 6l¢limil yontemi
icin en sik olarak Chinard tarafindan tanimlanan ninhidrin tepkimesi kullanilmistir
(171,172).

Bu tepkime daha sonradan Myara ve arkadaslar tarafindan bazi degisiklikler

yapilarak optimize edilmistir (173).

Bu yontemde MnCl; (Mangan kloriir) ile 30 dakika 6n inkiibasyon yapilip
aktive edilen enzim, Gly-pro ( Glisil-prolin ) substrati ile 30 dakika inkiibe edilip,

aci8a c¢ikan prolin miktar1 Ol¢iilerek enzim aktivitesi hesaplanmistir (174).
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3.7.1. Serum Prolidaz Aktivitesi Ol¢iim Yontemi (Optimize Chinard
Metodu)

Substrat olarak glisil-prolin kullanilarak enzim araciligi ile olusan prolinin
asidik ortamda 1s1 etkisiyle ninhidrin ile renkli bir bilesik (pembe renk) olusturma
ilkesine dayanarak serum prolidaz diizeyi Olgiiliir. Rengin siddeti prolin

konsantrasyonuna baglidir ve spektrofotometrik olarak dlgiiliir.

. . PROLIDAZ . .
Glisil-Prolin ——— Glisin + Prolin

Deney 3 basamaktan olusur:

1. Enzim aktivasyonu i¢in; Numunenin Tris-HCI ve MnCl; ile preinkiibasyonu
2. Ornek ile glisil - prolinin inkiibasyonu

3. Serbestlesen prolinin spektrofotometrik olarak dl¢tilmesi

3.7.2. Prolidaz Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullanilan Ayraclar

1. On inkiibasyon ¢dzeltisi: pH:7’de 50 mmol/L Tris HCI tamponu igerisinde,

1 mmol/L GSH, 50 mmol/L MnCl; ¢6zdiiriildi.

2. Substrat ¢dzeltisi: Oninkiibasyon ¢ozeltisi icerisinde 144 mmol/L glisil-
prolin dipeptidi ¢ozdiiriildii. Ancak substrat ¢ozeltisi igin 50 mmol/L pH:
7.8’lik Tris HCI tampon kullanildi.

3. Tepkimeyi durdurma ¢ozeltisi: Glasiyal asetik asit kullanildi.

4. Ninhidrin ¢ozeltisi (modifiye (optimize) chinard c¢ozeltisi): 0.5 mol/L’lik
ortofosforik asit igerisinde 3 g/dL olacak sekilde ninhidrin manyetik

karistirict ve 1s1 yadimiyla 70 °C*de eritildi.

5. Prolin standardi: 5 mg L-prolin bir miktar deiyonize su icerinde

¢ozdiiriiliip son hacmi 100 mL ye tamamland.
Islem
a) Yontemde, 100 pL serum ile 100 pL serum fizyolojik karigtiritlip bu

karistmdan 25 pL alinip, 1 mmol/L GSH ve 50 mmol/L MnCl, pH 7 ‘de
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b)

d)

50 mmol/L Tris HCI tampondan olusan 6n inkiibasyon soliisyonundan 75
uL aliarak 37 °C’ de 30 dakika inkiibe edildi.

Karisimin iizerine 144 mmol/L Gly-pro igeren substrat ¢ozeltisinden 100
uL eklenerek 37 °C’ de 5 dakika inkiibe edildi.

Daha sonra inkiibasyonsuz (sifir zaman) tiipleri hazirland. Inkiibasyonlu
tiiplere inkiibasyonun sonunda 1mL glasiyal asetik asit ilave edilerek
reaksiyon durduruldu. Inkiibe edilmemis &rnek bulunan sifir zaman
tiplerine de aymi hacimde glasiyal asetik asit ilave edilip reaksiyon
durduruldu.

Inkiibasyonlu ve inkiibasyonsuz (sifir zaman) tiiplerin iizerine 300uL Tris-
HCI tamponu (pH:7.8) ve 1 mL Ninhidrin ¢6zeltisi eklendi.

Ninhidrin ¢ozeltisinin eklenmesinden sonra tiiplerin agzi kapatilarak 90
°C’ de su banyosunda 20 dakika bekletildi. Daha sonra buzlu su
banyosunda sogutulup beklenmeden 515 nm’deki absorbanslar substratin
katilmadigr 6rnek koriine karst okutuldu. Olgiilen prolin derisimleri
standart olarak kullanilan 5 mg/dL’lik L-prolin ile karsilastirilarak
hesaplandi. Prolidaz enzim aktivitesi birimi olarak, enzimin Gly-Prolin
substratini pargalayarak prolin olusturdugu basamaktaki 1 dakikada olusan

umol/L cinsinden prolin olarak tanimlandi (151,175-178).

3.7.3. Prolidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Prolidaz Enzim Aktivite Diizeyi: =

(A—E)x[5]

A: Inkiibasyon tiipii absorbans degeri

B: Sifir zaman tiipii absorbans degeri (inkiibasyonsuz)

[S]: Standart konsantrasyonu (umol/L)

S: Standart absorbans degeri

Prolidaz enzim aktivite diizeyi: = @ 1 litrede 1 dakikada olusan pumol

prolin konsantrasyonu.
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Serumda aktivite tammmi: 1pumol substrati 1 dakikada degisiklige ugratan

enzim miktar1 olarak yapilmistir. Birim U/L olarak tanimlanmustir.

3.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS Versiyon 11.5 (SPSS Inc. Chicago USA) bilgisayar
programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Gruplarin ortalamalar1 arasindaki farkin
onemi One-Way ANOVA testi ile karsilastirllmistir. Ayrica parametreler arasi

korelasyon Pearson korelasyon testi ile incelendi.
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4) BULGULAR

Demografik ve karakteristik bilgiler Tablo 3 ve 4'de verilmektedir. Tablo 3 ve
4'de hasta ve kontrol gruplarinda yas, agirlik, cinsiyet ve BMI degerlerinin birbine

yakin oldugu goriilmektedir.

Tablo 3. Tibia Hasta ve Tibia Kontrol gruplarinin Demografik ve Karakteristik bilgilerinin Karsilagtilmasi

Tibia (n=20) Tibia Kontrol(n=20) p
X+ S.D. X £S.D.
Cinsiyet (E/K) 11/9 12/8 0,371
Yas (Yil) 28,35+ 8,39 30,73 £ 6,36 0,227
Agirlik (Kg) 70,05 + 10,60 69,00+ 11,09 0,727
Boy (cm) 168,65 + 6,41 168,05 + 7,85 0,769
BMI (kg/m2) 24,74 £ 4,48 2425 +2.88 0,608
X: Ortalama S.D.: Standart deviation

Tablo 4. Femur Hasta ve Femur Kontrol gruplarinin Demografik ve Karakteristik bilgilerinin

Karsilastilmasi
Femur (n=20) Femur Kontrol(n=20) p
X+ S.D. X +S.D.
Cinsiyet (E/K) 9/11 10/10 0,752
Yas (Y1) 68,35+ 13,56 66,20 + 10,51 0,579
Agirlik (Kg) 69,10 £ 17,47 73,50+ 7,24 0,305
Boy (cm) 165,20 + 8,81 165,40 +£5,30 0,931
BMI (kg/m2) 25,38 £ 6,42 26,86 £ 2,35 0,342
X: Ortalama S.D.: Standart deviation

Tablo 5’de Tibia kirig1 preop ve postop hastalarinin ve kontrol grubunun
prolidaz enzim aktiviteleri ile oksidan-antioksidan parametrelerini gdstermektedir.
Tabloda da goriildiigli gibi tibia kirigr hastalarinda prolidaz enzim aktivitesi postop
hastalar1 preopa gore yiikselmistir. Ancak postoplu hastalar kontrol grubuna gore
disiik derecede anlamli bulunmustur. Buna karsin hastalarin antioksidan
parametreleri olan TAS enzim diizeyi tibia kirig1 postop hastalarinda preop

hastalarina gore diisme goriilmiistiir. Ancak kontrol grubuna gore anlamlh diizeyde
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diigmiistiir. Oksidan parametreleri olan TOS, tibia kirig1 hastalarinda postop
donemde preop doneme gore yiikselmisken, kontrol grubuna gore ¢ok anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur. Toplam oksidan statusun, toplam antioksidan statusa
oraninin yiizde ifadesi olarak hesaplanan OSI Tibia kg1 hastalarinda postop
donemde preop doneme gore yiikselmisken, kontrol grubuna gore ¢ok anlamli

diizeyde yiiksek bulunmustur.

Tablo 5. Tibia kirig1 hastalar1 ve kontrol grubunun oksidan — antioksidan ve Prolidaz Enzim aktiviteleri

Tibia Preop (n=20) | Tibia Postop (n=20) Tibia KOEUOI
Testler Ortalama + S.D Ortalama + S.D Grubu (n=20) P
o "~ | Ortalama + S.D.

Prolidaz U/L 724,47 + 72,63 727,67 £126,44 c* | 665,01 £76,27 | 0,072
TOS, pmol H,0, Eqv./L 21,21 £ 5,61a**b*** | 25,56 £ 5,36c*** 13,01 £ 1,92 <0,001
TAS, mmol Troloks Eqv./L 0,99 £ 0,16a** 0,85 £ 0,15¢** 1,04 £ 0,17 <0,001
OSl, Arbitrary Unit 2,21 £ 0,73a***¥p*** | 312 £ (,90c*** 1,27+ 0,23 <0,001

a: Tibia preop ve Tibia postop arasinda fark var

b: Tibia preop ve Kontrol arasinda fark var

c: Tibia postop ve Kontrol arasinda fark var

*** = P<0.001 ** = p<0.01 * =p<0.05

Tablo 6 Femur kirig1 preop ve postop hastalarinin ve kontrol grubunun prolidaz
enzim aktiviteleri ile oksidan -antioksidan parametrelerini gostermektedir. Tabloda
da gorildigi gibi femur kirigi hastalarinda prolidaz enzim aktivitesi postop
hastalarda preopa gore yiikselmistir. Ancak postoplu hastalar kontrol grubuna gore
diisik derecede anlamli bulunmustur. Buna karsin hastalarin antioksidan
parametreleri olan TAS enzim diizeyi femur kirigi postop hastalarinda preop
hastalarma goére diisme goriilmistiir. Ancak kontrol grubuna gore de diigsmiistiir.
Oksidan parametreleri olan TOS, femur kirig1 hastalarinda postop dénemde preop
doneme gore yiikselmisken, kontrol grubuna gore c¢ok anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur. Toplam oksidan statusun, toplam antioksidan statusa oraninin yiizde
ifadesi olarak hesaplanan OSI femur kirig1 hastalarinda postop dénemde preop
doneme gore yiikselmisken, kontrol grubuna goére cok anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur.
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Tablo 6. Femur kirig: hastalar: ve kontrol grubunun oksidan — antioksidan ve Prolidaz Enzim aktiviteleri

Femur Preop (n=20)

Femur Postop (n=20)

Femur Kontrol

Testler Ortalama + S.D. Ortalama + S.D. O(r;t;ulgrlilgnjzs(.)])). P
Prolidaz U/L 672,72 +73,48a* 729,39 + 88,70 700,69 + 18,34 | 0,036
TOS, umol H,O, Eqv./L 15,92+ 2,22a%b** 18,09 & 3,85¢%*** 12,77+2,82 | <0,001
TAS, mmol Troloks Eqv./L 1,02 £ 0,19 a** 0,86 £ 0,14¢*** 1,07 +£0,17 0,001
OSlI, Arbitrary Unit 1,60 £ 0,33a%** p** 2,16 £ 0,61¢*** 1,19+0,21 <0,001

a: Femur preop ve Femur postop arasinda fark var

b: Femur preop ve Femur kontrol arasinda fark var

c¢: Femur postop ve Femur kontrol arasinda fark var

*** = P<0.001

** =p<0.01

* =p<0.05

Tablo 7. Tibia preop grubunda Prolidaz, Total Antioksidan Seviye, Total Oksidan Seviye ve OSI
arasindaki korelasyon tablosu

TAS PROLIDAZ OSi

TOS r -,196 -,069 ,881
p ,408 772 ,000

TAS r ,085 -,607
p 721 ,005

PROLIDAZ r -,094
p ,694

Tablo 8. Tibia post-op grubunda Prolidaz, Total Antioksidan Seviye, Total Oksidan Seviye ve OSI
arasindaki korelasyon tablosu,

TAS PROLIDAZ OSi

TOS r -,338 -, 157 ,856
p ,145 ,509 ,000
TAS r ,058 -, 742
p ,809 ,000

PROLIDZ r -,186
p 432
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Tablo 9. Tibia kontrol grubunda Prolidaz, Total Antioksidan Seviye, Total Oksidan Seviye ve OSI
arasindaki Korelasyon tablosu,

TAS PROLIDAZ OSi
TOS r 166 154 633
p 484 517 003
TAS r 323 -,648
P 164 002
PROLIDAZ r -,073
P 761

Tablo 10. Femur pre-op grubunda Prolidaz, Total Antioksidan Seviye, Total Oksidan Seviye ve OSI

arasindaki Korelasyon tablosu,

TAS PROLIDAZ OSi
TOS r 263 -,082 473
P 263 731 035
TAS r -,062 -,708
p 797 ,000
PROLIDAZ r 007
P 975

Tablo 11. Femur post-op grubunda Prolidaz, Total Antioksidan Seviye, Total Oksidan Seviye ve OSI

arasindaki Korelasyon tablosu,

TAS PROLIDAZ OSi
TOS r -, 120 334 812
P 614 150 ,000
TAS r 345 -,660
P 136 002
PROLIDAZ r 002
P 994

Tablo 12. Femur kontrol grubunda Prolidaz, Total Antioksidan Seviye, Total Oksidan Seviye ve OSI

arasindaki korelasyon tablosu,

TAS PROLIDAZ OSi

TOS r ,631 -,037 ,652
p ,003 ,878 ,002

TAS r ,104 -,163
p ,662 492

PROLIDAZ r -,139
p ,560
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Sekil 12. Tibia kirig1 preop ve postop hastalari ile tibia kontrol grubunda Total Oksidatif Stres kapasitesi
arasindaki fark, dagihim ve standart sapmalari
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Sekil 13. Tibia kirig1 preop ve postop hastalari ile tibia kontrol grubunda Total Antioksidan Seviye seviyesi
arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari
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Sekil 14. Tibia kirig1 preop ve postop hastalari ile tibia kontrol grubunda Oxidatif Stres Indeksi arasindaki
fark, dagilim ve standart sapmalari
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Sekil 15. Tibia kirig1 preop ve postop hastalari ile tibia kontrol grubunda Prolidaz Enzim Aktivitesi
arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari
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Sekil 16. Femur kirig1 preop ve postop hastalari ile femur kontrol grubunda Total Oksidatif Stres
arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari
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Sekil 17. Femur kirigi preop ve postop hastalari ile femur kontrol grubunda Total Antioksidan Seviye
arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari
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Sekil 18. Femur kirig1 preop ve postop hastalari ile femur kontrol grubunda Oksidatif Stres indeksi
arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari
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Sekil 19. Femur kirigi preop ve postop hastalari ile femur kontrol grubunda Prolidaz Enzim Aktivitesi
arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari
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5) TARTISMA ve SONUC

Son yiizyilldaki tiim bilimsel alanlarda gozlenen gelisme ve ilerlemelerin
sonucu olarak, insanlarin yasam siireleri uzamis ve sosyal standartlarinda artma
meydana gelmistir. Ileri yas insan grubunda kemik kalitesinin azalmasina bagh

olarak, femur kirig1 daha basit travmalarla ortaya ¢ikabilmektedir.

Femur kiriklar1 daha ¢ok 65 yas iistii insanlarda gortliir. Ortalama yas 66-76
yillar1 arasindadir (27-30).

Degisik serilerde, kadinlarda erkeklere oranla 2 ile 8 kat daha fazla goriildiigi
bildirilmigtir. Kadinlarda sik goriilmesinin nedenleri arasinda metabolik kemik
hastaliklarina daha sik maruz kalmalari, pelvis yapisinin daha genis ve femur boyun-
cisim acisinin daha dar olmasi, daha uzun yagamalar1 gosterilmistir. Kemik mineral
yogunlugu 0,6 gr/cm altinda olan kadinlarin % 16.6' sinda, intertrokanterik kirik
olusmaktadir. Femur boyun kiriklarindan 4 kat daha sik goriilmektedirler (15-20).

Femur viicudun en biiyiik ve alt ekstremitenin major yiik tastyan kemigi olmasi
nedeniyle kiriklar1 onemli morbiditeye sebep olmaktadir. Ayrica siklikla ytliksek
enerjili travmaya bagli olarak gelistigi icin ek yaralanmalarla birlikte goriilme

olasilig1 fazladir. Dolayisiyla izole femur cisim kiriklarinda bile mortalite ytliksektir

(4).

Tibia uzun kemikler i¢inde en sik kirilan kemiktir. Fakat bu kiriklarin genelde
basit kirik olmasi ve iyilesmeye meyillerinin fazla olmasi nedeniyle fazla
onemsenmemektedir (158). Biliylik agirlik tasiyan eklemi ilgilendiren tibia iist ug
kiriklari, siklikla fonksiyonel bozuklukla sonuclanan ciddi hasarlanmalardir.
Proksimal tibia kiriklar iki alt baslikta incelenebir: eklemi ilgilendiren ve eklemi
ilgilendirmeyen. Eklemi ilgilendiren kiriklar, tibia platosunun veya tibia kondilerinin

kiriklardir, dizin hizalanmasini, stabilitesini ve hareketini etkiler. Eklemi
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ilgilendirmeyen tibia proksimal metafiz veya cisim kiriklari, dizin hizalanmasini,

stabiliteyi ve giicii etkiler (159).

Kollajenler hayvansal dokularin ana bilesigi olup, viicutta en fazla bulunan
proteindir. Diger birgok dokuda oldugu gibi, karacigerde de fibroblastlar tarafindan
sentezlenirler. Hepatositler ve presiniizoidal hiicrelerin de kollajen olusuna katildig:
diistiniilmektedir. Kollajen, bag doku iskeletinin temelini saglar. Bir¢ok hiicre bir

kollajen matriksin i¢inde bulunur (179) .

Kollajen lifleri kemik, dis, kikirdak, tendon ve deri gibi doku ve organlarin
destek proteini olup insan viicudunda genis 6l¢lide yer alir ki bu da bize kolajenin

organizmamizda onemini gosterir (185) .

Hiicre, kollajen iligkisi; inflamasyon, hiicre hareketi, yara iyilesmesi, trofoblast
implantasyonu ve fetal gelisim igin temeldir. Kollajenin aminoasid kompozisyonu,
%33 glisin, %20-25 prolin ve hidroksiprolin, %5-11 lizin ve hidroksilizinden olusur.
Ayr1 genlerden olusturulan en az 24 zincirinden olusan, 15 tane kollajen vardir. Tip
1,2,3,5 ve 11 fibriler kollajen olarak isimlendirilir. Yetigskinlerdeki kollajenin %85-
90’1 tip 1, %8-1171 tip 3, %2-4’i tip 5 icerir. Kollajen sadece pek ¢ok organ ve
dokunun degil ayni zamanda ekstraselliiler matriksin de yapisal bir bileseni olmasi
nedeniyle birgok organ, doku ve hiicre patolojisinden de etkilenmektedir. Ayrica
damarlarin duvarlarinda 6zellikle media tabakasinda, farkli tip damarlarda oranlar
degismek lzere, kollajen fibriller bulunmaktadir. Yani damarlarimiz biiyiik olciide
kollajen doku i¢ermektedir. Kolajenin metabolik dongiisiinde prolidaz spesifik bir
enzim oldugu i¢in 6nemi biiyiiktiir. Kollajenin yikiminda ve prolinin kollajen yapimi
dongiisiine yeniden katiliminda prolidaz aktif gérev almaktadir. Kollajen art arda
birka¢ reaksiyonla iminodipeptidlere ve bunlar da serbest aminoasitlere ayrilir. Bu
aminoasitler genel sistemik aminoasit havuzuna katilmadan tekrar kollajen yapimina
girer. Prolin ve hidroksiprolinin her biri kollajendeki amino asitlerin % 10'unu
olusturur. Fakat hidroksiprolin kollajen sentezine katilmadigindan ve polipeptid
zincirinin posttranslasyonel modifikasyonu sonucu prolinin hidroksillenmesiyle
ortaya ¢iktigindan dolayr kollajendeki amino asitlerin % 20 kadarini prolinin

olusturdugu kabul edilir. Kollajen yikimimin son basamagi prolidaz araciligr ile
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olmaktadir. Prolidaz kollajen sentezi ve hiicre gelisiminde rol alan prolinin

doniisiimiinde 6nemli rol almaktadir.

Prolidaz beslenme ile alinan proteinlerden ve viicuttaki depo kollajeninden
imino asitlerin geri kazanilmasinda 6nemli rol oynar. Prolidaz enzimi (EC 3.4.13.9) -
C wucunda protein katabolizmasinda son basamakta olusan prolin veya
hidroksiprolinin imino azotunu igeren peptid bagi bulunduran bilesiklerin (X-Prolin
veya X-Hidroksiprolin) hizli hidrolizini katalizleyen tek enzim oldugu i¢in spesifitesi
yiiksektir. Bu enzimin aktivitesinin eksikligi durumu, oldukc¢a nadir karsilasilan
otozomal resesif gegisli kalitsal bir hastalifa yol a¢maktadir. Prolidaz eksikligi
prolinin normal dongiisiindeki bozulmayla sonuglanir. Prolidaz eksikliginde biiytlik
miktarda prolin ve hidroksiprolin iire ile disar1 atilir. Iminopeptidler gibi
aminoasitleri baglar ve sonug olarak toplam prolin eksikligi olusur. Prolidaz enzim
aktivitesi eritrosit, 16kosit ve fibroblastlarda ¢ok diisiiktiir. Etkilenen hasta bireylerde
prolidaz enzim aktivitesi saptanamaz. Iminopeptiduri ayni zamanda rasitizm,
hiperparatiroidizm ve paget hastaligit gibi durumlarda tanimlanir. Fakat
Iminopeptidiiri prolidaz eksikliginde ¢ok daha yiiksektir. Prolidaz eksikligi cilt ve
diger kollajen dokulardaki anormallik sendromuyla sonuglanir. Etkilenen boliimler
idrara asir1 miktarda iminopeptid salgilarlar ve bu peptidler prolidaz i¢in substrat
olarak gorev yaparlar. Prolidaz geni baska bir kalitimsal rahatsizlik olan miyotonik
distrofi ile ilgili olmas1 agisindan onemlidir. Prolidaz eksikligi kronik deri iilseri,
tekrarlanan enfeksiyonlar, mental retardasyon, splenomegali, karakteristik bir yiiz
goriiniimii (6rnegin zayif saglar yassi burun diiz alin kalin dudaklar hipertelarizm)
gibi ¢esitli klinik bulgularla baglantilidir. ilk defa 1968 yilinda Goadma tarafindan
tanimlandi. 1974’de Powell ve arkadaslari prolidaz eksikligi oldugunu gosterdi
(179).

Prolidaz enzimi ile a¢iga ¢ikan prolin ve hidroksiprolin amino asitleri, kollajen
dokusunun yaklasik % 25’ini olusturmakta ve bag dokusunun devamliliginin
saglanmast ic¢in ise gereklidirler . Prolidaz enzimi; intestinal mukoza, bobrek,
karaciger, beyin, kalp, uterus, timus, eritrositler, 16kositler, fibroblastlar ve plazma

gibi pek¢ok dokuda bulunmaktadir. Genis doku dagilimi olmasi prolidaz enzim
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aktivitesindeki degisimlerin pekcok hastaligin gelisiminde ve sonucunda Snem

kazanabilecegini diislindiirmektedir (179) .

Prolidaz enzim aktivitesi 0l¢limii yontemi i¢in en sik olarak Chinard tarafindan

tanimlanan ninhidrin tepkimesi kullanilmaktadir (171).

Bu tepkime daha sonradan Myara ve ark. tarafindan bazi degisiklikler
yapilarak optimize edilmistir (173). Bu yontemde MnCl; ile 24 saat 6n inkiibasyon
yapilip aktive edilen enzim, Gly-Pro substrati ile (Km =2.9 mM) (180) 30 dakika
inkiibe edilip, agiga ¢ikan prolin miktar dlgiilerek enzim aktivitesi hesaplanmaktadir.
Bu metotda daha sonra Omer Ozcan ve ark. tarafindan optimize edilmistir.
Gerekgeside su sekilde agiklanmistir: Prolidaz enzimi aktivitesi 6lgtimlerinde gozden
kagan, ortamda var olan ve substratin par¢alanmasi ile de agiga ¢ikan prolin amino
asidinin enzimi inhibe etme riskinin varligidir. Ciinkii prolinin prolidaz enzimini
serumda fizyolojik olarak bulundugu konsantrasyonlarda giiclii bir sekilde inhibe

ettigi kanitlanmistir (176).

Bu nedenle biz de bu calismamizda bu optimize metodu kullanmayi tercih
ettik. Prolidaz kollajen yapisindaki prolinin glisil ile yaptig1 peptid baginmi yikan tek
enzim olmasindan dolay1 prolidaz aktivitesinin kollajen turnover hizi ile direkt olarak

iliskili olmasini bekleriz (152).

Iyidogan ve arkadaslar1 yaptiklari calismalarda serum prolidaz aktivitesinin
klinik laboratuvarlarda kemik yapim ve yikiminin bir gdstergesi olabilecegini tespit
etmislerdir (181). Bulgularimiz 15181nda ise hasta grubunda tibia kirig1 hastalarinda
prolidaz enzim aktivitesinde anlamli artig goriiliirken, femur kirig1 hastalarinda preop
donemde azalirken postop donemde artig goriilmiistiir . Zuyderhoultf ve arkadaslar
yaptiklar1 ¢aligmada kemik hastaliklarinda hi¢bir zaman yiiksek prolidaz degerine
rastlanmadi@ini belirtmistir (182). Ancak bulgularimiz 1s181nda, hasta grubunda tibia
kirigr hastalarinda prolidaz enzim aktivitesinde anlamli artis goriilmiistiir. Fakat
femur ki@ hastalarinda preop donemde azalirken postop donemde artis

gorilmiistiir.
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Cambhson ve arkadaslar1 prolidaz eksikligi olan hastalarda immunodipeptidiiri
oldugunu gostermistir. Chamson ve grubu prolidaz eksikliginde en Onemli
degisikligin kollajen yikimimin hizla artmasi oldugunu saptamislardir. Bu olayin
gercekte bag dokusu hastaliginin degil, kollajen biosentezinin azalan prolin havuzu

tarafindan kisitlanmasindan kaynaklandigini diistinmektedirler (183).

Altindag ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada dizde osteoartriti olan hastalarda

serum prolidaz aktivitesinin kontrol grubuna gore azalmis oldugu tespit edilmistir

(184).

Oksidatif stresin olusabilmesi i¢in ya serbest radikaller artmali ya da
antioksidan savunma mekanizmalar1 zayiflamalidir. Cerrahi girisimler oksidatif
strese yol acarlar. Ameliyat oncesi aralarinda oksidan stres olarak herhangi bir fark
bulunmayan her iki hasta grubunda da, ameliyat sonrasinda TAS degerlerinde

literatlirle uyumlu olarak anlamli derecede diisme saptanmustir (187).

Reaktif oksijen metabolitleri yaslanmadan, norolojik hastaliklar ve kanser gibi
pek c¢ok hastaliktan sorumlu tutulmustur. Pek¢ok cerrahi bransta, olusmus
patolojilerin serbest oksijen radikalleriyle olan ilgileri, antioksidan etkileri oldugu
bilinen maddelerin tedavide ya da profilakside kullanilabilirligi, iskemik
onkosullandirma (ischeamic preconditioning), kontrollii reperfiizyon ve nétrofil
terapisi gibi tedavi stratejileri arastirilmakta ve tartisilmaktadir. Organizma, gelisen
oksidatif hasara kars1 kendini koruyabilecek antioksidan mekanizmaya da sahiptir.
Son yillarda serbest oksijen radikallerinin doku hasari tizerindeki etkileri konusunda
bircok c¢alisma yapilmistir. Romatoid artrit benzeri immiinolojik kokenli
hastaliklarda aterosklerozda, bircok kanser ve iskemiye bagli gelisen kardiyak
patolojilerde artmig serbest oksijen radikali etkilidir. Normal konsantrasyonlarda
hiicrelerin bir¢ok fizyolojik fonksiyonuna aracilik eden serbest radikaller, hiicrelerin
antioksidan sistemleri tarafindan inaktive edilir. Siiperoksit, hidrojen peroksit,
hidroksil radikali, nitrik oksit en dnemli serbest radikallerdir. Serbest radikaller ve
antioksidan sistemler arasinda dogal bir denge vardir. Dengenin serbest radikaller
tarafina kaymasi sonucu hasar ya da hiicre 6liimii gergeklesir. Oksijen radikallerinin
fazla oldugu etkilerin toplam1 oksidatif stres olarak adlandirilir. Kunt ve ark ameliyat

oncesinde, ameliyat esnasinda ve ameliyat sonrasinda aldiklar1 kan orneklerinde
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oksidan miktarini belirlemek i¢in oksidatif stres indeksi ve total peroksit, antioksidan
miktarin1 belirlemek icin total antioksidan kapasite miktarlarin1 Slgmiislerdir.
Ameliyat siras1 ve sonrasinda oksidatif stres indeksi, peroksit miktarinin anlamli
derecede yiikseldigini ve total antioksidan kapasite’ nin anlamli derecede diistiigii

saptamiglardir (187).

Bizim caligmamizda ise tibia ve femur kiriklarinda OSI degeri artmig, TAS
degeri azalmistir. Bu da literatiirle uyum gostermektedir. Viicutta meydana gelen
kirik oksidadif stresi arttirmaktadir. TOS degeri ise hem tibia hem de femur
kiriklarinda anlamli derecede yiikselmigtir. Bir kemik kirildigt zaman kirik
bolgesinde arteriyel vazokonstriiksiyon gelismektedir. Bunu takiben gecici bir
iskemik periyot, arteriyel vazo-dilatasyon ve kirik bolgesinde reperfiizyonda bir artis
olmaktadir (Durak ve ark., 1996; Goktiirk, 1997; Gurley ve Roth, 1992; Keskin ve
ark., 1999).

Norazlina ve ark. (2002), serbest radikallerin osteoblastlar iizerinde sitotoksik
etki gosterdigini bildirmektedirler. Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve etki
mekanizmalart kirik iyilesmesi lizerine de olumsuz etkilerinin bulunabilecegini
diistindiirmek-tedir (Garrett ve ark., 1990; Koveshnikov ve Pikaliuk, 1993; Turek ve
ark., 2003).

Ayrica ekstremitelerin ortopedik operasyonlarinda kanamanin azaltilmasi,
anatomik yapilarin detayl sekilde goriinmesi amaciyla siklikla turnike uygulamalari
yaptlmaktadir. Turnike uygulamalart sirast ve sonrasinda dokularda iskemi-
reperfiizyon ve serbest oksijen radikalleri olugsmaktadir (Serin ve ark., 1998). Serin
ve ark. (1998), ratlarda yaptiklar1 bir calismada, iskemi ve iskemi-reperfiizyon
hasarinda serbest radikaller ve bu hasara kars1 viicutta koruyucu bazi degisikliklerin
olustugunu ve bu degisikliklerden kan, kemik ve kas dokulari igerisinde en az
etkilenen dokunun kas dokusu oldugunu bildirmislerdir. Kirik iyilesmesi i¢in ¢ok
onemli olan baslangi¢ fazinda (ilk bes giin) 16kosit, makrofaj ve mast hiicreleri gibi
inflamatuar hiicreler kirik bolgesine ulasmaktadir. Polimorfoniikleer 16kositlerin
aktivasyonuyla iretilen serbest oksijen radikallerinin graniilasyon dokusunu
bozdugu, yara iyilesmesini geciktirdigi bildirilmektedir (Durak ve ark., 1996; Engle
ve ark., 1998; Goktiirk, 1997; Keskin ve ark., 1999; Seyama, 1993).
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Lipid peroksidasyonunun osteoklastlar1 direkt olarak aktive ederek kemik
rezorpsiyonunu artirdigt bildirilmektedir (Garrett ve ark., 1990; Key ve ark., 1990;
Norazlina ve ark., 2002; Suda, 1991). Avitable ve ark. (1996), antioksidan sistemin
diisiik aktivitesi ve kemik demineralizasyonu ile serbest radikal diizeyindeki artis
arasindaki iligkiden bahset-miglerdir. Ima-Nirvana ve ark. (1999), ve Yee ve Ima-
Nirvana (1998), E vitamininin antioksidan 6zelligi nedeniyle kemik rezorpsiyonu ve
kaybini azalttigini bildirmislerdir. Sergeev ve ark. (1987; 1990), besinlerde yetersiz
vitamin E bulunan ratlarda kalsiyum emiliminin ve kemiklerdeki kalsiyum
depolanmasinin azaldigini1 bildirmislerdir. Basu ve ark. (2001), Cohen ve Meyer
(1993) ve Leveille ve ark. (1997), oksidatif stresin artisiyla kemik dansitesindeki
azalma arasinda iliski bulundugunu bildirmislerdir. Morton ve ark. (2001), serbest
radikal toplayicisi olan Vitamin C’nin kemik mineral dansitesinde yararli etkiler
gosterdigini bildirmislerdir. Goktiirk (1997), siganlarda yaptigi bir ¢alismada serbest
oksijen radikallerinin kirik iyilesmesinde onemli rollerinin bulundugu ve kirik
iyilesmesini bozdugunu bildirmistir. Durak ve ark. (1996), tavsanlarin kirik
hematomu {izerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada, alfa-tokoferoliin kirik hematomunda
olusan serbest oksijen radikalleri tlizerinde antioksidan bir etkiye sahip oldugunu ve
serbest oksijen radikallerinin kirik iyilesmesi tizerindeki olumsuz etkilerini ortadan
kaldirabilecegini bildirmislerdir. Xu ve ark. (1995), Vitamin E’nin trabekiiler kemik
formasyo-nunu stimiile ettigini, Adam (1997) ve Seifert ve Watkins (1997), ise
vitamin E’nin osteoprotektif etki gosterdigini bildirmislerdir. Durmus ve ark. (2002),
kopeklerde deneysel radius kiriklarinda, kirik olusumundan sonraki ilk 7 giin stireyle
20 mg/kg dozunda intramuskiiler yolla DIl-alfa tocop-herol acetat verdikleri bir
caligmada, Dl-alfa tocop-herol acetat’in erken donemde (ilk 15 giinde) kirik
lyilegsmesini artirict etkisini serbest oksijen radikalleri lizerine antioksidan etki
gostermesine baglamislardir. Incelenen calismalarm degerlendirilmesi sonucunda
kirik  olustuktan hemen sonra (erken donemde) parenteral olarak verilecek
antioksidanlarin kirik iyilesmesini artirict yonde olumlu etkilerinin olacag: kanisina

varilmistir (186) .

Altay ve Ark. yine yapmis oldugu c¢alismada Legg-Calve-Perthes (LPCD)
hastalarinda prolidaz enzim aktivitesi, TOS, OSI diizeyleri yliksek ama TAS diizeyi

kontrollerle karsilastirildiginda daha diisiik bulunmustur. Prolidaz enzimi aktivitesi
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olumlu TOS ve OSI diizeyleri ile korele idi. Serum prolidaz enzimi aktivitesi onemli
Olciide LCPD ile iligkilidir. Bu da g¢alismamizla uyumlu bir sonu¢ gostermektedir
(188) .

Serbest radikaller son yillarda lizerinde en ¢ok durulan ve arastirmalarin
yogunlastig1 bir konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklar
reaksiyonlar ve serbest radikallere kars1 hiicresel savunma mekanizmalarinin agikliga
kavugmasi, bugiin bilinmeyen pek c¢ok klinik durumun patogenezisine agiklik

getirecektir.

Bizim yaptigimiz ¢aligmada hasta gruplar1 arasinda da baktigimizda tibia kirig
hastalarinda femur kirig1 hastalarina gére TOS, OS], prolidaz enzim seviyesi 6nemli
derecede artmigsken, TAS diizeyinde de 6nemli derecede diistis goriilmektedir. Bu
bulgularimiz bize prolidazdaki artisin sebebi tibia bolgesindeki kollejendz yapilarin
etkilenmis olmasina bagli olabilir. OSI deki artisin sebebini ise kirigin hem bolgesel
tahribati hem de viicutta olusturdugu genel oksidatif hasarla ilgili olabilecegini
gosterebilir. Ya da yas faktorii ve buna bagli oksidatif strese artmis duyarlilik ta etkili
olabilir. Ciinkii tibia hastalar1 daha gen¢ yas grubunu olusturmaktadir. Bu konuda

daha genis capli arastirmalar yapilabilir.

Sonug olarak bu ¢alismada oksidatif stres ve kollajen yikiminda aktif rolii olan
prolidaz enzim aktivitesi tibia kirik hastalarinda yiiksek bulunmustur. Fakat femur
kirig1 preop hastalarinda diistiik bulunmustur. OSI degeri ise hem femur hem de tibia
kirig hastalarinda yliksek bulunmugtur. Buna gére hem tibia kirigr hem de femur
kiriklarinin oksidatif strese yol agtigini kesinlikle sdyleyebiliriz. Fakat kollajen doku
harabiyetine yol actiklarin1 sOyleyebilmemiz i¢in daha genis ¢apli ¢caligsmalara ihtiyac

duyulmaktadir.
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EKLER

Femur ve tibia kiriklarinda prolidaz enzim aktivitesi ve oksidatif stress

indeksinin degerlendirilmesi anket formu:

KIS BILGILERI
1) Ad1 — Soyadi:
2) Yast:
3) Boy:
4) Kilo:
5) BKi:
6) Cinsiyet: K( ) E( )
7) Sosyal Giivencesi: a)Yesilkart b)) SSK ¢) Bagkur
d) Emekli Sandig1 e) Diger
8) Meslek:
9) Egitim Durumu: a) Okur-yazar degil
b) Okur-yazar
¢) Ilkokul
d) Lise
e) Universite
10) Medeni Durumu: a)Evli b)Bekar ¢) Diger
11) Adres:
12) TIf:
13) Ozgegmis: aHT b)DM c)Bobrek yetmezligi
d)Akciger hastaligi e)Diger
14) Soygeg¢mis:
15) Sigara:  a) Kag yildir i¢iyor? ( )
b) Glinde kag tane?  ( )
16) Alkol: a)Kag yildir iciyor?  ( )

17) ilag Kullanima:

18)Beslenme:

19)Tant:

20) Kirigin Olus Sebebi: 1)Arag i¢i trafik kazasi
2)Motorlu arag¢ carpmasi
3)Motorsiklet kazasi
4)Atesli silah yaralanmasi
5)Yiiksekten diisme
6)Spor yaralanmasi
7)is kazasi

21)Hastaneye yatis tarihi:

22)Taburcu tarihi:

Arastirmaci Selma AGLAMIS
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