1.GIRIS VE AMAC

Tiiberkiiloz (TB), basta akciger olmak iizere, viicudun tiim organlarinda M.
tuberculosis complex olarak tanimlanan bir grup mikobakteri tarafindan olusturulan,
cok degisik klinik goriiniimlere sahip kronik, nekrozitan bir infeksiyondur. Hastaligin
olusumundan %97-99 oraninda M. tuberculosis sorumludur. Tim organlar
tutabilmesine karsin, TB denildiginde daha cok akciger tiiberkiilozu hatta, Yayma
Pozitif Akciger Tiiberkiilozu akla gelmektedir. Aslinda boyle bir ¢agrisim, hastaligin
sadece bireyi degil, toplumu ilgilendiren bir sorun olmasindan kaynaklanmaktadir.
Yayma pozitif akciger tiiberkiilozlu vakalar hastaligi saglam kisilere bulastirarak
toplum icinde yayilmasina neden olmaktadirlar 1882 yilinda etkenin (M.
tuberculosis) bulunmasina, 1921 yilinda bir asinin gelistirilmesine ve 1950'li yillarin
ortalarindan beri etkili bir sekilde tedavi edilebiliyor olmasina karsin TB, tiim
diinyada, gecen binlerce yillik siire i¢inde insidansinda artis ve azalmalarla seyretmis
diinya da ve iilkemizde halk saglig1 acisindan kalict bir tehdit olma o6zelligini her
zaman siirdiirmistiir. Ge¢cmiste ¢icek, veba veya kolera gibi hastaliklarla birlikte
bircok dramatik salginlara neden olan tiiberkiiloz, giiniimiizde AIDS ile birlikte
benzer bir salgin sergilemektedir. Tiim diinya niifusunun yaklasik iigte biri TB basili
ile infektedir ve her yil 8 milyon yeni hasta ortaya cikmakta ve 3 milyon kisi
tiiberkiilozdan 6lmektedir (81).

Oksidatif stres, asirt oksidana maruz kalma ve/veya antioksidan kapasitenin
azalmasidir. Biyolojik sistemlerde bir veya daha fazla eslesmemis elektron ihtiva
eden atom veya molekiillere oksidan veya serbest radikal denmektedir. Oksidanlar
hiicre yapisini, hiicre dis1 matriksin yapisini, silia fonksiyonunu ve DNA hasari
yaparak genetik yapiyr bozmaktadirlar. Mitokondrial, endoplazmik ve niikleer
elektron transport sistemlerinde (sitokrom P-450), peroksizomlarda, monosit ve
notrofillerin fagositozu gibi normal metabolik olaylar sirasinda bol miktarda serbest
radikal iiretilir. Serbest radikaller DNA, protein ve hiicre fosfolipidlerinin ¢oklu
doymamis yag asidleri olmak iizere bircok organik ve inorganik bilesiklerle
reaksiyona girerler. Ozellikle DNA’y1 etkileyen serbest radikaller 6nemli zararlara
neden olurlar. Bu zararlarda karsinojenik mutasyonlara neden olabilmektedir. Bu
radikallerin olusumunu ve meydana getirecegi hasar1 6nlemek icin viicudta bir ¢cok

savunma mekanizmalar1 geligsmistir. Eger bu radikaller savunma mekanizmalarinin



kapasitesini asarlarsa hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
onemli bilesenlerinde hasara neden olurlar. Antioksidatif savunma mekanizmalari;
A, E, C vitaminleri, B-karoten, indirgenmis glutatyon (GSH) gibi bazi vitamin ve
kimyasal maddeler ile cesitli antioksidan enzimlerden olusur. Serbest radikaller,
ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar, kanser, alerji, diabet, katarakt gibi bir¢cok
hastaligin patogenezinde rol oynayan ve bu nedenle son zamanlarda iizerinde en ¢ok
calisilan konular arasinda yer almaktadir (83,84). Akciger oksidanlardan en ¢ok
etkilenen organdir ¢iinkii hava kirliligi ve kan kaynakli oksidanlarin etkisindedir.
Ayrica en fazla oksijen ile karsilasan organdir. TB da oksidatif stresin arttigi
gozlenmis, yapilan arastirmalarda 6zellikle kronik akciger tiiberkiilozlu hastalarda
akciger kanser insidansinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte
akciger tiiberkiilozlu hastalarda kanser olusum mekanizmas ile ilgili arastirmalar
oldukca azdir (55).

Komet assay olarak ta bilinen alkalen hiicre elektroforez yontemi
hiicrelerde olusan DNA hasarin1 ve kanser olusum riskini gosteren kolay, giivenilir
ve ucuz bir yontem olup, DNA hasar caligmalarinda son yillarda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (55).

Bu calismada kronik akciger tiiberkiilozlu hastalarda mononiikleer 16kosit
DNA hasari, plazma protein oksidasyonu (PO), total oksidant seviye (TOS),
antioksidant kapasite (TAK), lipd peroksidasyonu (MDA) ve oksidan/antioksidan
orant incelenerek, DNA hasar1 ve oksidatif stress parametreleri ile akciger

tiiberkiilozu arasindaki iligki arastirildi.



2.GENEL BILGILER

2.1.Tiuberkiiloz

90’dan fazla antijene ve degisik virlilans faktorlerine sahip TB,
Mycobacterium tuberculosis basili ile konagin  mononiikleer fagositleri ve T
lenfositlerinin iliskisine bagli olarak gelisen kronik graniilomatoz bir infeksiyon
hastaligidir (33,34,35). Tiiberkiilozda hastalik olusumunun temeli, basil ile konak
arasindaki savasin seyrine baghdir. Her ikisinin birbirine karsi1 kuvvetli ve zayif
taraflar1 vardir. Diinya niifusunun iigte biri M.tuberculosis basili ile infekte olmus
durumdadir. M. tuberculosis ile infekte olan kisilerin %90 kadarinda
mikroorganizmalar sessiz kalan odaklarda tutulur ve klinik belirti vermezler, yani
hastalik olusturmazlar. Basille infekte kisilerin %3-4 kadarinda basille karsilasma
sonrasindaki bir yil icinde hastalik gelisebilir; %5-15 olguda hastalik hayatin her
hangi bir devresinde “gec¢ niiks” biciminde goriiliir (41,42). Basil solunum, sindirim,
deri, genitoliriner sistem, konjuktivadan girebilir. Siklikla solunum yoluyla alveole
ulasan basil burada alveolar makrofajlarca fagosite edilir, aktif olmayan
makrofajlarda iirer, sonunda bu hiicreler pargalanir, yeni hiicreler infekte olur. Bu
donemde mikobakterilerin yikilarak yok edilmesi alinan mikobakterilerin virulansi
ve konak fagositlerinin intrensek mikrobisidal kapasitelerine baghdir. Baslangictaki
hiicre i¢i yikimdan kagabilen mikobakteriler ¢ogalip makrofajlarin parcalanmasina
yol acacaktir. Basiller, hiicre debrisi, konak kemotaktik faktorleri (C5Sa....) ile
dolasimdan monositleri ve lenfositleri bu bolgeye cekilir. Bolgeye gelen monositler
makrofajlara diferansiye olur; bunlar basilleri daha kolay fagosite eder, ama tahrip
edemez. Bu devrede mikobakteriler logaritmik olarak ¢ogalir, monositler birikmeye
devam eder. Basiller lenf yoluyla komsu lenf bezlerine tasinir kan akimina karisan
basiller kemik iligi, dalak, bobrek, karaciger, kemik, merkezi sinir sistemine (MSS)
yayilir (36,44,70,71). Olayin baslangicindan 2-4 hafta sonra kendilerine sunulan
antijen ile aktive olan CD4+T hiicreleri bolgeye gelir ve erken lezyonlarda ¢cogalirlar.
Bu yardimci T hiicreleri saldiklar1 degisik sitokinlerle makrofajlar1 aktive edip
basilleri oldiirebilme yetenegi kazandirir. Bu devrede basillerin logaritmik ¢ogalmasi
durur. Bu primer leyonlardaki merkezi solid nekroz mikobakterilerin hiicre disi
tiremesini inhibe eder. Sonugta infeksiyon stasyoner veya dormant hale gecebilir.

Immun denetim yetersiz kalirsa hastalik ilerler (primer infeksiyon); veya dormant



hale gelen lezyonlar sonraki donemlerde (yillar sonra) immun sistem her hangi bir
nedenle zayiflarsa yeniden aktive olur(post primer tiiberkiiloz). Ozetle basil akcigere
ulastiktan sonra farkli konak mekanizmalar1 ile karsilasir. M.tuberculosis ile
infeksiyonun sonucu, basilin iireme ve Oldiiriilmesi ile doku nekrozu, fibroz ve

rejenerasyon arasindaki dengeye baglidir (49,53,54,56).

2.1.1.Tarihcesi

Tiiberkiillozun tarihcesi insanlik tarihi kadar eskidir. Eski Misir
medeniyetinde firavunlara ait mumyalarin incelenmesinde M.O. 4000 yilindaki
mumyalarda spinal tiiberkiilozun karakteristik bulgularina ve Cristoph Colomb’un
Amerika kitasim bulusundan evvelki devirlere ait Peru mumyalarinda da primer
akciger tiiberkiilozunun Kkalsifikasyonlarina rastlanmistir (13). Eski Yunan
medeniyetinde Hipokrat (M.O. 460-375) tiiberkiiloz hastalarinin klinik bulgularim
tarif etmis ve Fitizis (eriyip tiikenmek, asir1 zayiflama) diye adlandirmustir. 19.
Yiizyilin baglarinda biiyiik Fransiz hekimi, Laennec’in o zamana kadar ayri birer
antite zannedilen tiiberkiiloza ait cesitli lezyonlarin aslinda ayni hastaligin degisik
anatomopatolojik sathalar1 oldugunu gostermesi tiiberkiiloz konusuna ilk bilimsel
yaklasim olmustur. 1865°te Villemin hastaligin enfeksiyoz tabiatlhi oldugunu ve
hayvana inokiile edilebilecegini gostermis ve 1882’de Robert Koch’un tiiberkiiloz
basilini bulmasi yeni bir ¢igirin acilmasina neden olmustur. 1895°te Roentgen’in X
isinlarimt - kesfiyle ve 1898’de  Bouchard ve Beclere’nin  bunu akciger
radyodiagnostigine uygulamasiyla yine O6nemli bir adim atilmistir. 1941-43’de
Waksman’in streptomisini kesfi ve izonikotinik asit hidrazid’in tedavi sathasina
girmesiyle bu asrin ortalarina kadar daha ziyade hijyenodiyetetik kiiltiirle sinirlanan
tiiberkiiloz tedavisi, yeni ve etkili bir yone girmistir. Bununla beraber tiiberkiilozda
kemoterapi devrinin agilmasiyla beliren tiiberkiilozun ¢ok kisa bir siirede diinyanin
her tarafinda kontrol altina alinacagi ve ortadan kaldirilacagi konusundaki asiri
iyimser tutumlarin gerceklesmedigi zamanla goriilmiistir (14). Tirkiye’de
tiiberkiilozla savas calismalar1 1918’de Prof.Dr. Besim Omer Akalin Pasa’nin
“Veremle Miicadele Osmanli Cemiyeti’ni kurmasiyla baslamistir. Daha sonra
1923’te Dr. Behget Salih Uz “izmir Veremle Miicadele Cemiyet’i Hayriye sini

kurmustur. 1948’de Istanbul’da Ulusal Verem Savas Dernegi kurulmasi



kararlagtirilmistir. Dernegin baskanligina Prof.Dr. Tevfik Saglam secilmistir(15).
1953 yilinda BCG as1 kampanyalarina baslanmistir. 1950-70 yillar1 arasinda
siirdiirilen bu c¢alismalar sonucunda tiiberkiilozla miicadelede O6nemli adimlar
atilmistir. Ancak; 1980’li yillarin sonuna gelindiginde; bu alandaki yatirimlarin
azalmasi sonucu, caligmalarin etkinliginin azaldig: ve tiiberkiiloz enfeksiyon riskinde
belirgin artis oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte gelismis iilkelerde 1970’lerin
sonunda eradike edilecegi diisiiniilen tiiberkiiloz hastaligi, HIV enfekte erigkinlerin
artmastyla tekrar goriilmeye baglamis, hastalik sikli§i ve 6liim oranlarindaki ciddi
artiglar tiim diinyanin goziinii tekrar tiiberkiiloz basiline ¢cevirmesine yol agmistir (14,

16).

2.1.2. Tuberkiiloz Etkeni

TB, Mycobacterium Tuberculosis, Mycobacterium Bovis ve nadir olarak da
Mycobacterium Africanum’un yol agtigi kronik seyirli bir hastaliktir (11). TB
basiller Mycobacytericea’larin Actinomycetales sinifindandir (24). Mycobacterium
cinsi i¢inde aerop, sporsuz, hareketsiz basiller bulunur. Hiicre duvarlar1 lipidten
zengindir ve bu nedenle bakteriler hidrofobik o©zellik kazanirlar. Bu da bir¢ok
dezenfektana direngli olmalarimi saglar ve ayrica bu nedenle Mycobacteriumlar
Gram, Giemsa gibi rutin bakteriyolojik boyalarla boyanmazlar. Bazi 0©zel
yontemlerle boyandiklarinda, boyay asit ile yikanmalarina ragmen birakmazlar. Bu
nedenle aside direncli bakteriler arasinda yeralmaktadirlar. identifikasyonlar1 Ziehl
Neelsen teknigi adinda 6zel bir boyama teknigi ile yapilir. Mikobakterilerin hiicre
duvart diger bakterilerde farklilik gosterir. Hiicre duvarinda peptidoglikan tabakanin
cevresinde arabinogalaktan-mikotik asit tabakasi, en dista da serbest yaglar
(mikozitler, kord faktor, balmumu yapisindaki maddeler) ve polipeptidler yer alir.
Hiicre duvarindaki polipeptidler, hiicresel immun yanit gelisimine yol agarlar ve bu
protein derivelerin ekstraksiyonu ve purifikasyonu ile elde edilen maddeler deri
testlerinde kullanilirlar (PPD) (25). Mikobakteriler 6zel besiyerlerinde ortalama 21
giinde iirerler. Basit sentetik vasati, oleik asit-albumin vasati, kompleks organik vasat
olmak iizere ii¢ tip kiiltiir ortam1 vardir. Kompleks organik vasati diger bakterileri ve

dolayisiyla kontaminasyonu inhibe eden penisilin veya malasit yesili igerir



(Lowenstein-Jensen besiyeri). Bazen kolonilerin goriilmesi 6 haftayr bulabilmektedir

(26).

2.1.3.Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore halen diinya niifusunun 1/3’iinii
olusturan yaklasik 1.7 milyar insan TB basili ile enfekte durumdadir (16).
Tiiberkiillozun klinik seyrindeki iki gelisme, gelismis iilkelerdeki halk saglhigi
kuruluglarinin BCG agsist ile yeniden ilgilenmesine neden olmustur. Bunlardan biri;
HIV enfeksiyonu olan kisilerde her yil % 5-10 tiiberkiiloz enfeksiyonu gelismesi
digeri de; s6z konusu mikobakterinin klasik tiiberkiiloz ilaglarina diren¢ kazanmasi,
multidrug rezistan suslarin artis gostermesidir (17). Diinyada her yil tiiberkiiloza
bagli 2.3 milyon 6liim ve 8 milyonun iistiinde yeni olgu meydana gelmekte ve 15 yas
altt 450.000 cocuk tiiberkiiloza bagli olarak hayatim1 kaybetmektedir (3).
Cocuklardaki tiiberkiiloz enfeksiyon riski; yakin ¢evresinde, ozellikle ayni evdeki
yetigskinlerdeki bulasic1 tiiberkiiloz gelisimine baghdir. Fakirlik, kalabalik evde
yasama, malnutrisyon, yetersiz tiiberkiiloz kontrol programlari, evsizlik, temel saglik
hizmetlerine erisim giicliigii tiiberkiiloz enfeksiyonu i¢in onemli risk faktorlerini
olusturmaktadir. Kalabalik evlerde yasayan cocuklar diger ¢cocuklara gore 5-6 kat
daha fazla aktif tiiberkiiloza yakalanma riskine sahiptirler (1, 18, 19, 20). Siit
cocuklar1 basta olmak iizere 4 yas alti cocuklar, immun yetmezligi olan cocuklar,
lenfoma, diabetes mellitus, kronik bobrek yetmezligi gibi kronik hastalifi olan

cocuklarda enfeksiyonun hastaliga ilerlemesi daha sik goriilen bir durumdur (6).

2.1.4.Bulasma

M.Tuberculosis havadaki damlacik cekirdekleri ile tasinir. Enfeksiyonun
viicuda giris yolu genellikle solunum yolu ile olur. M.Bovis’in gegisi ise genelde
sindirim sistemi yoluyla olabilecegi gibi; havayolu ile bulasabilecegi de
bilinmektedir. Ayrica anneden fetusa transplasental veya enfekte amnios sivisi
yoluyla da M.Tuberculosis bulasabilmektedir. Intrauterin bulasma cok nadir bir
durumdur, ancak annede plasentayr da ilgilendiren yaygin tuberkiiloz hastaliginda
olusabilir (24, 27). 1-5 um c¢apinda olan 2-3 bakteri tasiyan damlacik ¢ekirdekleri

akciger ve larinks tuberkiilozu olan hastalarin konusma, hapsirma, oOksiiriigii



sirasinda etrafa sagilip havada asili kalirlar ve saglam insanlar tarafindan inhale
edilirler (31, 29). Cap1 daha biiyiik olan partikiiller, havada uzun siire kalamayacagi
ve inhale edilse bile alveollere ulasamayacag i¢in bulasmada etkili degildir (29).
M.Tuberculosis, kuru havada canli kalamaz, giines ve ultraviyole 1sinlari
bulastiriciligini kaybetmesine yol acar. Bulastiriciliktan en ¢ok suclanan hastalar
dogrudan yapilan balgam yaymasinda basil goriilen hastalardir. Yetigskin ve adolesan
hastalarin ¢ogunun bulastiriciligl, uygun tedavi baslandiktan sonra 2 hafta i¢inde
kaybolur; balgam yaymasinda basil goriilse bile, diizenli ve yeterli tedavi alan
hastalar bulastiric1 degildirler (6,32). Primer pulmoner tiiberkiilloz bulunan 12 yas
altindaki hastalar akciger lezyonlar kiiciik oldugundan, oksiirilk olmadig1 veya ¢ok
hafif oldugu ve hemen hig¢ basil ¢ikartmadigi i¢in bu hastalarin genelde bulastirici
olmadigr kabul edilmektedir (6). Toplumda cocuklar i¢in bulastiric1 kaynak
eriskinlerdir. Hasta eriskinin bulastiriciligini; balgamdaki mikroorganizma miktari,
oksiiriik varligi, yetersiz tedavi gibi bazi faktorler etkileyebilmektedir. Kontamine
siitlerin GIS yoluyla alinmasiyla olusan M.Bovis enfeksiyonlari oldukca nadirdir.
Bunun yanisira deri temasiyla, enfeksiyon yoluyla; konjoktiva yoluyla bulagsmaya da

ender olarak rastlanmaktadir (24, 31).

2.1.5.Bakteriyoloji

Mycobacterium cinsi bakterilerin temel Ozellikleri yavas iiremeleri, aside
direncgli olmalar1 (yani arilmetan boyalarla bir kez boyandiktan sonra asit ve alkol ile
dekolorize edilemezler), hiicre duvarlarinda bol miktarda lipid icermeleri ve
genomlarinda %59-65 GC icermeleridir. Bu asitler hiicre duvari kalinligindan ve
biiyiik oranda da hiicrenin aside direncli olmasindan sorumludur. Mikolik asitler,
trehaloz gibi bir sekere baglanarak ip faktorii (cord factor) olusturabilirler. En dig
tabaka ise bir grup hetorojen peptidoglikolipidler ve/veya fenolik glikolipidden
olusmustur ve mikozidler olarak adlandirilirlar M. tuberculosis disinda 70'in iizerinde
tiir tammlanmistir. Bunlarin icinde major 2 patojen:

M. tuberculosis (Koch, 1882)

M. leprae (Hansen, 1874)

Bakteriyolojik oOzellikleri ve DNA benzerlikleri nedeniyle birbirleriyle

yakin iligkili tiirler "complex” baghigi altinda toplanmaktadirlar. Klinik agidan



bakildiginda hastalik yapma potansiyeli ve halk sagligi ile yakin iliskisi nedeniyle M.
tuberculosis cinsin en Onemli iiyesidir ve giiniimiizde insanlarda goriilen
tiiberkiilozun esas nedenidir. Cok az sayida (%1-2) olguda M. bovis ve M. africanum
etken olarak saptanir. M .microtti ise kemiriciler i¢in patojen olup insanlarda hastalik
yapmaz.

M. tuberculosis compleks disindaki mikobakterilere "tiiberkiiloz disi
mikobakteriler" veya "atipik mikobakteriler" denmektedir. Bunlar dogada, toprakta,
suda bolca bulunurlar, insandan insana gegisi ¢ok enderdir ve cogu patojen degildir.
Bu grubun iiyeleri ender olarak hastalik olusturur ve anti tiiberkiiloz ilaglarin coguna
direnglidirler. Immun sistemi zayiflamis konakta ciddi infeksiyonlara neden
olabilirler. Mikobakteriler karbol fuksin gibi bir anilin boyasi ile boyandiktan sonra
asit ve alkol ile yapilan renk giderme islemine direnglidir ve bu nedenle asit ve alkole
direngli basil (ARB) olarak adlandirilmaktadir. Bu 0©zellik hiicre duvarindaki
peptidoglikan ve arabinomannan'in olusturdugu ag tabakasi ile iligkilidir. Anilin
boyasi bu tabaka ile bag olusturarak asit ve alkol etkisine karsin yerinde kalir. Bu
yontem son 60 yildir kullanilan Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) teknigi ile klinik
orneklerde ARB'nin saptanmasini saglar. M. tuberculosis'in iiremesi yavas olup
ancak 18-24 saatte kendini esler ve standart kiiltiir ortaminda liremesi ortalama 4-6
haftada gerceklesir. Olumsuz kosullara olduk¢a dayaniklidir ve uzun siire canliligini
siirdiirebilir. Aerob olan bakteri +4°C’de haftalarca, -70°C’de yillarca canlilifinmi
koruyabilmesine karsin, 60°C'de 20 dakikada, 70°C'de bes dakikada oliir (81).

2.1.6.Patogenez

Basilin  virulans1 ve konagin genetik duyarlili§i, enfeksiyonun
patogenezinde rol oynamaktadir. Dannenberg, basilin viicuda girmesiyle baslayan
enfeksiyon olusumunu 4 evrede incelemistir (31,68).

Birinci evre: inhale edilen damlacik cekirdegindeki basiller konagin
alveollerinde depolanir. Hastalifin olusabilmesi icin 5-200 kadar basilin dahi
alinmasi yeterlidir (25,68). Makrofajlar alveollere ulasan tiiberkiiloz basilini yutarlar,
hiler veya mediastinal lenf nodlarna tasirlar. Basiller burada organizmanin

virulansina ve makrofajlarin oldiiriicii aktivitesine bagl olarak baskilanabilir, yok



edilebilir ya da cogalmaya devam edebilirler. Makrofajlar basili yok edemezse;
basiller makrofajin 6liimiine sebep olur (31).

Ikinci evre: Basil iceren makrofajlarin 6liimii sonucunda ortaya c¢ikan
hiicre artiklar1 diger alveoler makrofaj ve dolasimdan gelen heniiz aktive olmamis
makrofajlar tarafindan fagosite edilirler. Basiller hiicre i¢inde cogalarak logaritmik
olarak artar. Makrofajlar basillerin ¢ogalmasini durduramaz ve bu evre “simbiotik”
veya “logaritmik ¢ogalma evresi” olarak bilinir. Lezyon bolgesinde daha fazla
makrofaj ve basil birikir (31,68).

Uciincii  evre: Hiicresel bagisikligin - basladign  donemdir.  Alveoler
makrofajlar mikobakteriye karsi spesifik olarak aktive olur. Aktive makrofajlar
sayesinde basil sayisindaki artis azaltilir(31,68,69).

Dordiincii evre: Makrofajlarin asir1 tepkisi nedeniyle graniilomanin
likefaksiyonu, yirtilmasi ve kavite olusumunun oldugu donemdir. Bu donemde
cocuklarda hematojen yayilim olabilir, pulmoner yaygin hastalilk ya da
ekstrapulmoner tiiberkiiloz olusabilir. Basil nekroz ve parcalanmis doku artiklari
icinde ilk kez hiicre disinda logaritmik olarak ¢ogalabilir. Hastalar basilleri damlacik

enfeksiyonu ile etrafa yayabilir (68,69).

2.1.7.Immiinoloji

Tiiberkiiloz infeksiyonu hiicresel immiin yanit (T lenfositler, makrofajlar
ve bunlardan salinan sitokinler) ile kontrol edilebilen hiicre i¢i infeksiyonlarin tipik
bir 6rnegidir. Zengin bir antikor yanitinin olusmasina ragmen humoral immiinitenin
konak¢r savunmasina anlaml katkis1 yoktur. Makrofajlarca fagosite edildikten sonra
bir sekilde kurtulmay1 basaran viriilan basiller fagozomlarda cogalmaya baslarlar.
Immiin yanmtin heniiz gelismedigi ilk iki haftada basiller makrofaj icinde, alveol
boslugunda ve bu sirada lenfohematojen olarak yayildiklar1 odaklarda serbestce
cogalirlar. Makrofajlar i¢inde parcalanan basillerin bazi antijenik kisimlari
(epitoplar) islenerek major histokompatibilite antijenlerine (MHC) baglanir ve bu
sekilde makrofaj yiizeyine tasinarak T Ienfositlerine sunulur. Antijenler CD4+
lenfositlere MHC class II ile, CD8+ lenfositlere ise MHC class 1 ile
taginabilmektedir. Gamma-delta T lenfositler ise MHC’den bagimsiz olarak basilleri

timiiyle tanmiyabilmektedir. Antijen-MHC kompleksini alarak aktive olan T



lenfositleri iirettikleri IL-2 ile benzer sekilde reaksiyon veren bir T lenfosit klonu
olustururlar. Bu klon basil antijenleri ile uyarildiginda koruyucu immiinite, gecikmis
asirt duyarlilik, sitoliz, antikor iiretimi ve bellek hiicrelerinin uyarilmasi veya
supresyonu gibi degisik immiinolojik olaylara katilir. Ayrica CD4+ lenfositler basil
ile infekte makrofajlarin lizisine aracilik etmekte ve bu sitotoksik etkiler
infeksiyonun baslamasimnin 6. Haftasinda en {iist diizeye c¢ikmaktadir. T helper
lenfositlerinin alt grubu olan TH1 lenfositleri IFN-gamma, IL-2 ve TNF-beta gibi
lenfokinler salgilayarak makrofajlarin antijenin kaynaginda toplanip aktive olmasini
saglarlar, makrofajlarin mikrobisidal giiciinii de arttirirlar. Aktive olan makrofajlar
biiylir, mitokondri ve lizozomlarin sayis1 ve siiperoksit tiretimi artar. Yiiksek diizeyde
biriken litik enzimler ve reaktif oksijen ve nitrojen metabolitleri (6zellikle NO)
mikrobisidal yetenegi arttirir. Fagositoz sonrasi bir¢ok sitokin makrofajlardan
salgilanir. Bunlardan IL-1, IL-8, TNF ve GM-CSF proinflamatuar molekiillerdir ve
lenfosit ve monositlerin lezyon bolgesinde toplanmasini kolaylastirir. IL-1 pirojendir
ve tiiberkiiloza 6zgii atesin olusumuna katkida bulunur. IL-6 aktive B lenfositlerden
immiinglobulin salinimini  arttirarak  tiiberkiilozlu hastalarda sik¢a goriilen
hiperglobulinemiye neden olur. TNF-alfa ise IFN-gamma ile birlikte bakterisidal
nitrik oksit metabolitlerinin liretimini arttirir ve graniilom olusumuna katkida
bulunur. Ayrica TNF, ates, kilo kayb1 ve tiiberkiilloza 6zgii doku nekrozlar gibi
bircok immiinopatolojik olaya neden olur. Immiinsupresif etkili IL-10 lenfosit ve
monositlerden sitokin salinimini inhibe ederken, TGF-beta (transforming growth
factor-beta) ise T hiicre proliferasyonunu ve makrofaj fonksiyonlarini inhibe eder.
Bu iki sitokin kontrol edilemeyen inflamatuar yanitta asir1 inflamasyon ve doku
nekrozunu onleyebilir.

Tiiberkiiloz infeksiyonu sirasinda aktive lenfosit toplulugu belirli bir
biiytikliige ulaginca doku asirt duyarliligi veya tiiberkiilin deri testi pozitifligi olusur
(infeksiyonun baslangicindan 3-9 hafta sonra). Ayn1 donemde hiicre aracilikli immiin
yanit da ortaya c¢ikar. Hiicresel immiinitenin bu iki yanitinin ayni mekanizmanin
birbirine zit iki ucunu mu gosterdigi, yoksa bu yanitlarin birbirine paralel ve

yakindan iliskili farkli siirecler mi oldugu heniiz bilinmemektedir (77,80,81).
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2.1.8.Patoloji

Tiiberkiilozda gozlenen patolojik degisimler biiyilkk oranda yerel basil
antijen konsantrasyonuna ve asir1 duyarlilik reaksiyonunun derecesine baglidir. Yerel
antijen yiikiiniin ya da doku hasarlayict immiin yamitin fazla oldugu durumlarda
eksiidatif lezyonlar, antijen yiikiiniin ve doku hasarlayict yamitin az oldugu
durumlarda proliferatif lezyonlar ortaya ¢ikar. Cogu olguda bu iki lezyon tipinin bir
arada oldugu karisik lezyonlar daha yaygindir. Yerel antijen yiikiine gore lezyonlar
ilerleyebilir, tip degistirebilir, stabil kalabilir hatta gerileyebilir. Tek bir lezyonun bir
kismu ilerlerken diger bir kismi gerileyebilir.

Proliferatif veya prodiiktif lezyonlar, tiiberkiiloz graniilasyon dokusu ile
karakterizedir. Akcigerlerde lenfohematojen yayilim odaklarinda olusan ilk
lezyonlarin yayilimini 6nlemek i¢in konakg1 tarafindan bu lezyonlarin etrafina inaktif
makrofajlarin toplanmasiyla tiiberkiiloza 6zgii graniilomlar (tiiberkiiller) olusturulur.
Boylece lezyonlu bolge saglam olan komsu dokudan ayrilarak hem basillerin
cogalmasi hem de yayilmasi onlenir. Burada merkezde yan yana dizilen makrofajlar
ve bunlar1 cevreleyen fibroz doku ve lenfositler bulunur. Zamanla makrofajlar
epiteloid hiicreye doniisiirken, iki veya daha fazla makrofajin birlesmesiyle Langhans
tipi dev hiicreler olusur. Basillerin yok edilme giiciine bagl olarak graniilom
merkezinde degisik biiylikliikte kazeifikasyon nekrozu gelisebilir (yumusak
tiiberkiil) veya gelismeyebilir(sert tiiberkiil). Tipik bir tiiberkiilde merkezde bulunan
(veya bulunmayan) bir kazeifikasyon alani, bunu ¢evreleyen epiteloid hiicreler ve
Langhans tipi dev hiicrelere sahiptir. Daha dista monosit ve lenfositler, en dista da
fibroblastlar bulunur. Epiteloid hiicreler, mononiikleer hiicreler, fibroblastlardan
olusan bu ii¢ tabakal1 yapiya graniilasyon dokusu denilir. Proliferatif lezyonlarin tipik
ornegi olan sert tiiberkiillerde bag doku hiicreleri de yer alir ve bu lezyonlar siklikla
fibrozis veya skar gelisimi ile iyilesirler. Eger lezyonlardaki basil yiikii ve asir
duyarlilik reaksiyonu fazla ise, kazeifikasyon nekrozu giderek genisleyecektir.
Sonucta ya genellikle birbirleriyle birlesen kiigiik, gevsek bir organizasyon gosteren,
yumusak tiiberkiiller ortaya cikacak (miliyer veya dissemine tiiberkiiloz) ya da kii¢iik
ve genis tiiberkiilloz pnomonisi odaklar1 gelisecektir. Olusan bu eksiidatif
lezyonlarda, gevsek bir durumda yerlesmis lenfositler, makrofajlar ve graniilositler

goriiliirken, epiteloid hiicreler ve dev hiicreler ya seyrek olarak goriilecek ya da hig
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goriilmeyecektir. Bu lezyonlarda yaygin eksudasyon ve doku nekrozu olacak, eriyen

doku nekrozlart sonucunda kavite gelisecektir (79,80).

2.1.9.Tiiberkiilozda Semptomlar

Tiiberkiilozda semptomlar tipik olarak sinsi bir baslangic gosterir, erken
donemde hicbir semptom vermeyebilir ve tesadiifen saptanabilir. Hastalik kronik
seyirlidir ve haftalar aylar i¢inde semptomlar gelisir. En sik goriilen genel
semptomlar istahsizlik, yorgunluk, kilo kaybi, 6gleden sonra cikan ates ve gece
terlemeleridir. Bu semptomlar yavas gelisir ve hasta tarafindan iyi tolere edilir ve
genellikle 5Gnemsenmez. Solunum sistemi semptomlari hastaligin ilerledigini gosterir.
En sik goriilen semptom oksiiriiktiir. Kaviteden hava yoluna materyal bosalmasi hafif
bir oksiiriige yol acarken, bronsiyal tutulum gelisince oOksiiriik siddetlenir. Ug
haftadan uzun Oksiiriigli olan hastalarda ve/veya hemoptizisi olan hastalarda
tiiberkiilozdan kuskulanilmali ve gerekli tanisal incelemeler yapilmalidir. Oksiiriikle
beraber mukoid balgam goriilebilir.

Tiiberkiilloza bagli 6zgiin fizik muayene bulgular1 yok gibidir. Hasta
soluktur, kilo kayb1 nedeniyle zayiftir. Kiiciik hava yollarinda meydana gelen kalict
bozukluklar nedeniyle apekslerde oksiiriik sonrasi raller duyulabilir. Daha genis
lezyonlarda konsolidasyona ©6zgiin bulgulara rastlanir. Plorezi ve plevral
kalinlagsmaya ait bulgular olabilir. Yerel biiyiimiis lenf bezinin bronsa basis1 sonucu

wheezing duyulur. Yaygin lezyonlar varsa comak parmak gelisebilir (148).

2.1.10.Tiiberkiiloz Klinigi

Tiim tiiberkiiloz olgularinin %80-90’1nda hastalik akcigerlerde ortaya cikar.
Diger organ tiiberkiilozlarinin bir¢ogu da akcigerlerdeki tiiberkiiloz enfeksiyonunu
takiben meydana gelir. Akciger disi tiiberkiiloz tiirlerinde bakteri sayis1 akciger
tiiberkiilozuna gore daha az olmasina ragmen tutulum yerine gore ortaya c¢ikan
hastalik agir klinik sorunlara yol acabilmektedir. Tiiberkiiloz hastaliginin sik
goriildiigli diger organlar, lenfatik sistem, plevra santral sinir sistemi, genitoiiriner
sistem, kemikler ve eklemlerdir; ya da yaygin olarak tiim organlar: tutabilir ki buna
milier tiiberkiiloz ya da dissemine tiiberkiiloz adi verilir. Semptom ve bulgular,

tutulan organa gore degisim gostermektedir. Ornegin bobrek tiiberkiilozunda idrarda
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kan, omurga tiiberkiillozunda sirt agrisi, plevra tiiberkiilozunda yan agrisi, omuz
agris1 olabilir. Akciger tiiberkiillozu bulastiricilik nedeniyle tiiberkiiloz tiirleri

arasinda halk saglig acisindan en 6nemlisidir (81).

2.1.10.1.Primer Tiiberkiiloz

Tiirkiye gibi tiiberkiilozun yaygin oldugu iilkelerde tiiberkiiloz basili ile
karsilagmanin yasamin erken yillarinda olmasi dolayisiyla primer tiiberkiiloz daha
cok c¢ocukluk caginda izlenir ve c¢ocuk tiiberkiilozu da denmektedir. Primer
infeksiyonu izleyen 5 yil icinde tiiberkiiloz gelismesi primer tiiberkiiloz, 5 yildan
sonra gelisen tiiberkiiloz ise sekonder tiiberkiiloz(erigkin tiiberkiilozu) olarak
adlandirilabilir. Infeksiyonun 0-4 yas arasinda alinmasi durumunda ozellikle de
yenidogan doneminde hastalik gelisme riski yiiksek olarak bildirilmistir. Primer
infeksiyondan sonrasi primer tiiberkiiloz gelisme riskinin arttigi diger iki donem
adelosan ve gen¢ yetiskinlik donemi ile yashlik donemidir. En sik goriilen

semptomlar ates, oksiiriik, kilo kaybi, gece terlemesidir (81).

2.1.10.2.Sekonder tiiberkiiloz:

Primer infeksiyon geciren ve tiiberkiilin deri testi pozitiflesen kisilerde,
infeksiyondan en az bes yil sonra, yasamlarinin her hangi bir doneminde gelisen
tiilberkiiloz, sekonder tiiberkiilloz veya yetiskin tipi akciger tiiberkiilozu olarak
tanimlanir. Sekonder tiiberkiiloz, en yaygin goriilen akciger tiiberkiilozu olup,
hastalig1 saglam kisilere bulastirmaktan sorumlu oldugu icin halk saglig: acisindan
biiyiik 6nem tasir. Bu tiiberkiiloz sekli endojen reaktivasyonla veya ekzojen
reinfeksiyonla gelisebilir. Yetiskin akciger tiiberkiillozu konusunda hangi

mekanizmanin belirleyici oldugu konusu tartigmalidir (81).

2.1.10.2.1.Endojen Reaktivasyon: Primer infeksiyon sirasinda lenfo-
hematojen yolla akcigerlerden diger organlara yayilan basiller, bu organlarin
retikiiloendotelyal sisteminde tutulurlar ve yayilim odaklarinda kiigiik tiiberkiiller
olustururlar. Bu lezyonlardaki basiller belli bir sayiya ulastiginda aktive T
lenfositleri lezyonlara girerek kazeifikasyon nekrozu olustururlar ve yayilim

odaklariin cogu kontrol altina alinir ve yok edilir. Fakat oksijen parsiyel basincinin
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yiiksek oldugu kemik, bobrek, meninksler ve ozellikle de akciger apeksi gibi bazi
organlarda geride kalan az sayida basil, makrofajlar, kaze6z odaklar ve kalsifiye
odaklarda canliliklarini siirdiiriirler. Dormant basiller olarak tanimlanan, canli fakat
cogalmayan bu basiller uzun yillar bulunduklar1 odaklarda canli kalirlar. Primer
infeksiyondan sonra kapali kazeéz odaklarin %50’sinde ve kalsifiye odaklarin
%15’inde canli basillerin bulundugu gosterilmistir. Gecirdikleri primer infeksiyon
nedeniyle tiiberkiilin deri testleri pozitif olan bu kisilerde, yasamlarinin ilerleyen
yillarinda stres, steroid tedavisi, kanser kemoterapisi veya AIDS infeksiyonu gibi
hiicresel immiin yanitta gecici supresyon yapan olaylar gelismesi durumunda,
yayilim odaklarindaki dormant basiller ¢cogalmaya baslarlar. Hiicresel immiin yanitin
tekrar diizelmesiyle bu odaklarda kazedz nekroz ve erimeler olusur. Bu olay akciger
dis1 organ tiiberkiilozu ve kaviter akciger tiiberkiilozu gelisimine neden olmaktadir.
Apikal akciger tiiberkiilozu meydana gelmesindeki bu siire¢ endojen reaktivasyon

olarak tamimlanir (37).

2.1.10.2.2.Ekzojen  Reinfeksiyon: Tiiberkiillin  pozitif  kisilerde,
inhalasyonla aldiklar1 yeni basillerin olusturdugu hastalik gelisim siireci ekzojen
reinfeksiyon olarak tanimlanmaktadir. Daha 6nce primer infeksiyonu gecirmis ve
titberkiilin deri testi pozitif olan eger tiiberkiiloz basili ile yeniden karsilasirlarsa,
mevcut hiicresel immiinite bu basillerin alveole tekrar yerlesmesini biiyiik olciide
onlemektedir, fakat bu koruma tam degildir. Eger tiiberkiiloz basilleriyle yeniden
karsilasma yogun ve sik¢a tekrarlaniyorsa basiller hava yoluyla geldikleri akciger
apeksine yerlesebilirler. Bu basiller diisiik virulans oOzelligi gosterirler. Akciger
apeksine yerlesen bu basiller cogalarak belli bir sayiya ulasinca immiin T lenfositler
tizerinden lezyon bolgesine gelerek kazeifikasyon nekrozu olustururlar. Boylece
basilin biiyiik cogunlugu yok edilirken az sayida basil dormant konuma gecer. Daha
sonra hiicresel immiinitenin zayifladig: bir anda basiller tekrar cogalmaya baslar ve
aynen endojen reaktivasyonda oldugu gibi kaviter akciger tiiberkiilozu gelisimine
neden olurlar. Gelismis iilkelerde ekzojen reinfeksiyon cok kiiciik bir 6neme sahiptir
(AIDS’1i hastalar gibi). Gelismekte olan iilkelerde ise tiiberkiiloz gelisiminde ekzojen

reinfeksiyonun 6nemli rolii olduguna inanilmaktadir.
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2.1.10.3.Miliyer Tiiberkiiloz

Miliyer tiiberkiiloz, primer infeksiyon sirasinda ya da bundan uzun bir siire
sonra tiiberkiiloz basillerinin yogun hematojen yayilimina bagh olarak olugsmaktadir.
Basilyemi miktar1 ve konagin immiin durumu bu yayilimin siddetini belirlemektedir.
Primer infeksiyon geciren cocuklarin %1-3’linde enfeksiyonun 3.-6. aylarinda
gelismektedir. Genellikle sinsi baslayan hastalikta kilo kaybi, istahsizlik, hafif ates
gibi bulgular vardir. Birka¢ hafta icinde cocuklarin %50-70’inde yaygin
lenfadenopati ve hepatosplenomegali gelisir. Nadiren hastalik giiriiltiilii baslar.
Radyografide 3-4 hafta sonra akcigerin tiiberkiillerle doldugu izlenir. Solunum
sitkintist ve yaygin raller veya “wheezing” gelisebilir. Ciltte papiilonekrotik
tiiberkiiller veya nodiiller olusabilir. Miliyer tiiberkiilozda birka¢ hafta iginde
menenjit tiiberkiiloz gelisebilir. Miliyer tiiberkiilozlu hastalarin %30’unda tiiberkiilin
testi negatiftir. Karaciger ve kemik iligi biyopsileri tani koydurabilir. Kiiltiir
olgularin %33’linde tan1 koydurmaktadir. Iyilesme uygun tedavi ile yavas

olmaktadir.

2.1.10.4.Ekstrapulmoner Tiiberkiilozlar

Ekstrapulmoner tiiberkiiloz lenfohematojen yayilim veya direkt invazyonu
sonucu gelisebilir. Bir de yiiksek derecede infeksiydz partikiiller iceren solunum
yollar1 sekresyonlarinin sindirim kanalina yayilmasi sonucu infeksiyon gelisebilir ki
bu ii¢iincii yola intracanalicular yayilim denmektedir. Bir¢ok orgam tutabilir ve
0zgiin olmayan semptomlara neden olarak bir ¢ok hastalikla karisabilir. Tiim
titberkiiloz olgularinin %85’1 pulmoner tiiberkiiloz, geri kalan %15’ini tiim ekstra
pulmoner tiiberkiiloz olgulari olusturmaktadir.

Ekstrapulmoner tiiberkiilozlarin dagilimi ise su sekildedir: Lenf nodu
tiiberkiilozu %28, Plevral tiiberkiiloz %22, Genitoiiriner tiiberkiiloz %15, Kemik
eklem tiiberkiilozu %9, Miliyer tiiberkiilloz %9, Meninks tiiberkiilozu %4, Periton

tiiberkiilozu %4, Diger formlar1 %9 seklinde bir dagilima sahiptir (148).
2.1.10.4.1.Tiiberkiiloz Lenfadenit

“Scrofula” olarak da isimlendirilir. Yaklasik 3000 y1l once tanimlanmistir.

En sik rastlanan ekstrapulmoner tiiberkiilloz formudur. Hastalik primer pulmoner
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odaktan hematojen yayilan tiiberkiiloz basilleriyle meydana gelmektedir. En sik

tutulan lenf nodlar1 anterior servikal ve supraklavikiiler lenf nodlaridir (1,2,3).

2.1.10.4.2.Plevra Tiiberkiilozu

Ekstrapulmoner tiiberkiilozlarin en sik rastlanan ikinci klinik seklidir.
Effiizyon siklikla primer parankimal odagin bulundugu taraftadir. Nadir olarak
hematojen yayilima bagli olarak bilateral effiizyon seklinde goriiliir. Plevral boslukta
toplanan s1vi %98 oraninda plevral membranin spesifik allerjik reaksiyonu sonucu
olugsmaktadir.  Halsizlik, istahsizlik, kilo alamama, gibi belirtilerin yam sira
effiizyonun derecesine bagli olarak gogiis agrisi ve dispne en sik goriilen
semptomlardir. Fizik incelemede tutulan alanda solunum seslerinde azalma ve

kaybolma olusur (148).

2.1.10.4.3.Genitoiiriner Tiiberkiiloz

Basilin uzak bir odaktan hematojen yayilimi ile olusmaktadir. Genellikle
her iki bobrek de infektedir. Fakat yalmz birinde hastaligin ilerledigi kabul
edilmektedir. ik lezyon kortikomeduller birlesme yerinde olur. Hipertonik olmasi
nedeniyle immiin mekanizmalarin etkin olmadigi medulla bolgesi infeksiyonun
yerlesmesine uygun bir ortami1 olusturur. Alt liriner infeksiyon kaginilmazdir. Prostat,
vezikoseminalis, vas deferens, epididim, testis, fallop tiipleri, vagina, over ve iiretra
da infeksiyona katilabilir. Hastalik sinsi gidisatli olup olgularin ¢ogu
asemptomatiktir. Noktiiri, pollakiiiri, hematiiri, ve steril piyiiri goriilebilir. U¢ giin

sabah ilk idrarin incelenmesi ile olgularin %90 1nda pozitif sonug alinabilmektedir.

2.1.10.4.4.Iskelet Sistemi Tiiberkiilozu

Hematojen yayilimla vertebra cisminin 6n kismina veya uzun kemiklerin
metafizlerine yayilim sonucu olusur. Siyah 1rkta daha fazla goriiliir. Sinsi bir hastalik
olan osteoartikiiler tiiberkiilozda agr1 en erken ortaya cikan bulgudur. Tutulan

alandaki lokal iltihabi bulgular1 haftalar hatta aylar sonra radyolojik degisimler izler

(81).
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2.1.10.4.5.Tiiberkiiloz Perikardit

Genellikle komsu lenf bezlerinden direkt yayilim ile ortaya ¢ikmaktadir. En
stk gecis yol mediastinal lenf bezleridir. Baslangic1 genellikle sinsi olmaktadir.
Klinik olarak oksiiriik, gogiis agirsi, kilo kayb1 ve ates gozlenir. GOgiis agris1 ve ates
giderek artabilir. Ayak bileginde 6dem, gece terlemesi, efor kapasitesinde azalma,
karinda distansiyon eslik eden bulgulardir. Fizik incelemede ates, hepatomegali,
tagikardi, ayak bileginde ©dem, paradoksal nabiz, perikardiyal siirtiinme sesi,
disritmi, siyanoz gibi bulgular goriiliir. Oliim genellikle tamponad sonucu

olmaktadir. Geg sekeli konstriiktif perikardittir (81).

2.1.10.4.6.Tiiberkiiloz Menenjit

Tiiberkiilozun en agir klinik formudur. Her yasta goriilebilirse de ozellikle 5
yas altinda siktir. Primer infeksiyonun erken veya ge¢ komplikasyonu olarak gelisir.
Primer infeksiyonda ki basil hematojen yolla basil meninkslere ulagmaktadir.
Tiiberkiilloz menenjitte basiller daha cok beynin bazal yiiziinde bulunan meninksleri
tutmaktadir. Konveks kismi pek etkilemez. Kalin bir eksiida intrapedinkiiler ve
pontin sisternalar1 dolasir. Halsizlik, depresyon, konfiizyon, kisilik degisikleri ile
baslayabilir. Meninks irritasyon belirtilerinin baglamasi1 ile olusan bas agris1 ve
kusma, hastanin en Onemli sikayetlerini olusturur. Degisik derecede ates, ense
sertligi, Kernig ve Brudzinski isaretleri pozitiflesir. %20-30 kraniyal sinir tutulumu
vardir. En sik tutulan sinir altinci sinir olup bunu ii¢ ve dordiincii kraniyal sinirler
izlemektedir. Paralizi tek veya c¢ift tarafli olabilir. Tan1 icin BOS incelemesi esastir.
Hiicre artis1 genelde 500 mm® civarinda ve cogunlugunu lenfositler olusturmaktadir.
Protein seviyesi artar, seker seviyesi diiser. BOS sedimentinin ARB boyanmasiyla
%10-40 arasinda pozitiflik elde edilir. Ard arda dort BOS 6rneginin incelenmesi ile
ARB pozitifligi %87 ‘ye ulasabilecegi bildirilmistir. Kesin tan1 BOS Kkiiltiiriinde

tiiberkiiloz basilinin iiretilmesi ile konulur (1,2).

2.1.11.Tuberkiilozda Tam
Klinik, radyolojik ve/veya histolojik bulgularla bir hastada tiiberkiilozdan
stiphelenilebilir. Fakat hastaligin kesin tanis1 yalnizca klinik orneklerden tiiberkiiloz

basilinin gosterilmesi ile konabilir. Mikobakteriyoloji laboratuvarinin tiiberkiiloz tani
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ve tedavisine katkisi, mikobakterilerin saptanmasi, ve izolasyonu, mikobakteri
tirlerinin tiir tayini, ve iiretilen basillerin tiiberkiiloz ilaglarina kars1 duyarliligim
saptamayi1 icerir. Bunun i¢in de incelenen 6rnegin (balgam, brons lavaji, BAL, plevra
stvisi, kan, idrar, BOS vb) uygun sekilde elde edilmesi ve yine uygun sekilde
laboratuara gonderilmesi, gonderilen Ornegin laboratuarda organik atiklardan
temizlenmesi, yayma ve Kiiltiiriiniin yapilmasi, iiretilen basilin biyokimyasal veya
diger yontemlerle tip tayininin yapilmasi ve son olarak antibiyotiklere direng
ozelliklerinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Tiim bu siire¢ 2-8 haftay1 almaktadir.
Tiiberkiiloz tanisinda son 100 yildir kullanilan geleneksel bakteriyolojik yontemler
yerine, daha hizli, daha duyarli yeni tani yontemleri iizerinde calisgilmaktadir.
Radyometrik sistemin kullanimi, klinik orneklerden mikobakteri saptanmasi ve tip
tayini i¢in gereken siireyi Onemli oranda kisaltmistir. DNA problar1 basilin
izolasyonundan sonra tip tayini i¢in gereken siireyi 4-6 hafta kisaltabilir. Halen
kullanilmakta ve aragtirilmakta olan bir ¢ok kromatografik yontem, polimeraz zincir
reaksiyonu, immiinolojik ve serolojik yontemler, hibridizasyon metodlar1 {imit verici
yontemler olarak goriilmektedir. Giintimiizde hizli tanm1 yontemlerinin gerekliligi
tartisilamaz. Fakat bu yontemlerin ¢ogu heniiz arastirma asamasindadir. Gelismekte
olan iilkelerde rutin kullanima girebilmeleri i¢cin hem duyarli hem de 0Ozgiil
olduklariin kanitlanmasi, hem de maliyetlerinin diisiik olmas1 gerekmektedir. TB
hastaliginda hastaligin ayirici tanisi agisindan fiziksel de muayene gereklidir. Ancak
akciger tiiberkiillozunda genellikle belirgin bir fiziksel muayene yoktur.Hastalik
ilerleyene kadar minimal ek sesler duyulur. Plevra sivis1 ya da plevra kalinlasmasi
bulgular1 olabilir.Hepatomegali, splenomegali erigkin tip tiibrkiillozda nadir olarak
goriilir. Uzun siiren hastaliklarda comak parmak olabilir. Oksiiriik akciger
tilberkiilozunun en sik rastlanan, ayrica en Onemli semptomudur. Onemi, her
oOksiiriikle etrafa ¢cok sayida basil iceren damlacigin yayilmasindan gelmektedir. Bu
nedenle ilic haftadan uzun siiren Oksiirik yakinmasi olan hastalarda, mutlaka
tiiberkiiloz arastirllmalidir. Oksiiriik baslangicta balgam ile birlikte olmazken,
dokuda inflamasyon ve nekrozun ilerlemesiyle birlikte, balgam da eslik etmeye
baglarki hastaligin tanisinda balgam muayenesi en dnemli aractir. Halsizlik, ¢abuk
yorulma istahsizlik, kilo kaybi, ¢ocuklarda kilo almada duraklama, ates, gece

terlemesi tiiberkiilozlu hastalarda goriilen genel bulgular arasindadir. Ates genel
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olarak intermittandir; sabahlar1 yoktur, ©Ogleden sonra iirperek yiikselir, gece
terleyerek diiser (1,2,3,81).

Akciger tiiberkiillozunda akciger filmi hemen daima bulgu vermekle
birlikte, yalmizca radyoloji ile de tiiberkiiloz tanis1 konulamaz. Akciger
radyolojisinde, lezyonlar tiiberkiilozu diisiindiirebilir; fakat tiiberkiillozda goriilen
lezyonlar baska bir ¢ok hastalikta da vardir. Akciger filmlerinin aktif TB tanisinda
duyarligi%70-80 dir.Ozgiillik (spesifite) ise nispeten daha azdir,%60-70 dir.
Endobronsiyel tiiberkiiloz ve HIV pozitifligi ile birlikte olan tiiberkiilozda film
normal goriilebilir. Akciger grafilerinin degerlendirilmesinde, filmin uygun teknikle
cekilmis  olamsina, akciger filmini okumadan O©nce film kalitesinin
degerlendirilmesine cok dikkat etmek gerekir. Filme ait teknik sorunlar yanlis
okumalara neden olabilir. Filmin dansitesi iyi olmali, simetrik ¢ekilmeli, akcigerleri
icermelidir. Filmin kalitesi degerlendirmeye engel ise tekrar ¢ekilmelidir. Grafilerin
degerlendirilmesindeki bir diger sorun ise okuyucular arasindaki farkhi
degerlendirmelerdir. Kavite darligi, lenfadenopati ve aktif hastalik olup olmadigi

konularinda okuyucular arasinda uyum azdir (81).

2.1.11.1.Uygun Ornek Alma Esaslar

Tiiberkiilozun degisik organ sistem tutulumlart ile seyredebilme ozelligi
nedeniyle tanida balgam, gastrik aspirasyon sivisi, BAL, akciger dokusu, plevral sivi
ve biyopsi 6rnegi, lenf nodu, kemik iligi, karaciger, peritoneal sivi, idrar, diski, BOS
ve kan gibi cesitli klinik 6rnekler kullamilabilir. Orneklerin steril agz1 kapakli kaplara
uygun kosullarda alinmasi ve en kisa zamanda laboratuara ulastirilmasi dogru tani

icin Onem tasiyan ilk basamagi olusturur (81).

2.1.11.2.Tiiberkiilin Deri Testi

M. tuberculosis ile olusan infeksiyonu gostermede kullanilan tiiberkiilin
deri testleri geleneksel bir yontem olmakla birlikte %100 duyarli ve 6zgiin degildir.
Tiiberkiillozda primer infeksiyonun 2-3. haftasindan sonra gelisen immiin yanit
tiberkiilin adi verilen basil antijenlerine karsi gecikmis tip asir1 duyarlilik
reaksiyonunun gelismesine yol a¢gmaktadir (81). Tiiberkiilin deri testi immiiniteyi

degil asir1 duyarlilik reaksiyonunun derecesini gostermektedir. Bu nedenle de pozitif
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test sonucu hastaligin varhigimi degil yalnizca kisinin tiiberkiiloz basili ile 6nceden
karsilastigin1 ve infekte oldugunu gosterir. Giiniimiizde tiiberkiilin testlerinde en sik
PPD kullanilir. Deriye tiiberkiilin enjeksiyonu lenfositleri uyarir ve gecikmis tip asiri
duyarhilik yanitina yol acan olaylar1 aktifler. Deri reaksiyonu antijen verilen bolgede
vazodilatasyon, ddem ve mononiikleer hiicre infiltrasyonundan olusur (24, 149,54).
Inflamasyon 1-4 giinliik peryod boyunca artar. Kisi; ilk kez test ediliyorsa, reaksiyon
daha yavastir ve en yiiksek seviyeye 72 saat sonra ulasir. Hiicresel infiltrasyon veya
endiirasyon alan1 gecikmis tip asir1 duyarlilik aktivitesini yansitir. Enjeksiyon yapilan
yerde inflamasyon nedeniyle eritem de olugmaktadir. Ancak eritem, vazodilatasyon
ve kapiller konjesyon nedeniyle olustugu icin tek basina pozitif yanit anlamina

gelmez (35).

2.1.11.3.Boyama ve Mikroskopik inceleme

Balgam incelemesi en kolay, en ucuz, en sik kullanilan ve tanisal degeri
oldukca yiikksek bir yontemidir. Boyanmis yayma preparatlarin mikroskopla
incelenmesi, aside direngli bakteri (ARB) aranmasinda ilk asamadir. Yaymada ARB
saptanmasi, klinik ornekte mikobakteri varligin1 gosteren ilk bakteriyolojik kanittir.
Giintimiizde halen balgam ve diger klinik 6rneklerden yayma ile ARB aranmas1 ve
bunun kiiltiir ile dogrulanmasi tiiberkiiloz teshisinde altin standarttir. Nekrotik kanla
karigik partikiilleri iceren balgamin dogrudan yayilmasi veya klinik 6rnegin
islenmesi ve santrifiije edilmesinden elde edilen ¢okeltinin lama yayilmasi (teksif) ile
yayma preparatlar elde edilir. Hazirlanan yaymalarin aside direngli boyalarla
boyanmasinda E. Z. N (Ehrlich-Ziehl-Neelsen), Kinyoun ve Auramin-rhodamine gibi
boyalar kullanilmaktadir. Tiirkiye'de bu amacla yaygin olarak EZN boyama
kullanilmaktadir. Burada Ziehl Neelsen ile boyamadan sonra yayma preparatta 11k
mikroskobunda immersiyon objektifinde incelenmektedir. Kars1 boya olarak metilen
mavisi kullanildiginda aside direngli basiller mavi zeminde pembe-kirmizi ince
cubuklar halinde goriilmektedir. Her giin ¢ok sayida yayma incelemesi yapan
laboratuarlarda fluoresans mikroskobu kullanilmaktadir. Florokrom boyamalarda
yaymalar, daha kolay ve hizli olarak taranabilmektedir. Auramin boyasiyla boyanan
preparat fluoresans mikroskopta 25 veya 40 biiyiitmede incelenir. Aside direncli

bakteriler siyah zeminde parlak sar1 renkte goriilir. Hangi boyama yontemi
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kullanilirsa kullanilsin yaymada gozlenen aside direngli basil (ARB) sayis1 rakamsal
olarak rapor edilmelidir. Bu durum hem tedavi Oncesi hastaligin agirligim ve basil
yiikiinii tayinde hem de hastanin tedaviye verdigi yaniti degerlendirmede onemlidir.
Balgam yaymasinin ARB pozitif olmasi i¢in her iki boyama yonteminde de balgamin
mililitresinde en az 5-10 bin basil bulunmalidir. O nedenle balgam yaymas1 pozitif
olan hastalar bulastiric1 6zelligi en fazla olan hastalar olarak kabul edilmektedir.
Balgam orneklerinin yogunlastirildiktan sonra incelenmesinin testin pozitif prediktif
degerini arttirdigr degisik  kaynaklarda bildirilmistir. Bu amagla cok degisik
yontemler tarif edilmistir. Bu yontemlerden bazilar asetilsistein, sodyum hidroksit,
zefiran trisodyum fosfat yontemleri gibi c¢esitli yontemler tarif edilmistir. Yine
kiiltiir yapamayan fakat balgami yogunlastirmak isteyen laboratuarlar i¢in ¢camasir
suyu (%5 sodyumhipoklorit) kullanarak yogunlastirma yapilmasi tavsiye edilmistir

(81).

2.1.11.4.Kiiltiir

Mikobakterium tiirlerine bagli infeksiyonlarin mikrobiyolojik tansinda
kiiltiirtin mutlak bir yeri vardir. Bunun nedeni, direkt mikroskopiden daha duyarl
olmasi, tiir tayini ile antimikrobiyal duyarlilik testlerine olanak saglamasidir. Bu
yontemin duyarhilign %76, ozgilligi %100’dir. Uzun siireli inkiibasyon
gerektirmesi en Onemli olumsuz Ozelligi olmakla birlikte, heniiz gelismekte olan
testlerin giivenilirlikleri de kiiltiir sonuglariyla karsilastirilarak degerlendirilmektedir.
Mikobakterium tiirlerinin izolasyonunda kullanilmakta olan bir ¢ok besiyeri vardir.
Bu besiyerleri genellikle ii¢ grupta toplanir. BCG asis1 hazirlamakta kullanilan ve
sentetik besiyerleri olarak adlandirilan Long, Sauton, Beck, Proskauer besiyerleri,
muayene maddelerinden ilk izolasyonu saglamak i¢in kullanilan organik madde
iceren yumurtalr besiyerleri ki bunlardan en sik kullanilanlar1 Lowenstein-Jensen
(LJ), Petragnani, Trudeau, Dorset besiyerleridir, ve agarli besiyeri olarak da seffaf
olduklarindan temel olarak antibiyotik direncinin belirlenmesinde kullanilan yar
sentetik besiyerleridir, Dubos, Kirschner, Middlebrook besiyerleri gibi.

Klasik kiiltiir yontemleriyle mikobakterinin {iiretilmesi ve biyokimyasal
testlerle tiir diizeyinde taninmasi i¢in gereken siire ortalama 34 giindiir. Direng

testleri i¢in gereken 2-3 haftalik siire de eklendiginde kesin sonug¢ ortalama olarak
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sekiz haftada verilebilir. Oysa cogul ila¢ direngli tiiberkiiloz sorunu nedeniyle,
isimlendirme ve diren¢ sonuclarini bir an 6nce verecek hizli testlere gerek vardir.
CDC bu islemler icin gereken siirenin iic hafta olmasi gerektigini belirtmistir. Bu
nedenle tiiberkiiloz tanisinda son 100 yildir kullanilan geleneksel bakteriyolojik
yontemler yerine daha hizli, daha duyarli yeni tam1 yontemleri {izerinde
calisilmaktadir.  Bakteriyolojik bir yontem olan BACTEC, mikobakteri iireme
inkiibator tiipli, haberci mikobacteriofaj yontemi adiyla bilinen Lusiferaz testi,
mikroorganizmalarin varligini saptamak amaciyla DNA siralarini kullanan Polimeraz

zincir reaksiyonu bu yontemlerden bazilaridir.

2.1.11.5.PCR

PCR; Orneklerden mikobakteriyi direkt olarak belirleyen bir DNA
amplifikasyon testidir (23,47). Bu teknikte pozitif sonu¢ i¢in 6rnek en az 10
mikobakteriyi icermelidir. Istenilen DNA parcalar1 cogaltildiktan sonra DNA
elektroforezi ile gosterilir. Referans laboratuarlar arasinda testin verimliligi
degiskenlik gosterir. Cocuklarda PCR’in kullanimi sinirhidir. Pahali olmasinin
yanisira laboratuarlarda kontaminasyon ile yanlis pozitif sonuglar da verebilmektedir.
Klinik veya epidemiyolojik olarak kolay tani konamayan belirgin akciger hastalig
olan cocuklarda, immun yetmezlikli hastalarda ve ekstrapulmoner tiiberkiilozda

faydal1 olabilecegi diisiiniilmektedir (8,37,43,49).

2.1.11.6.DNA’nmin Parmak izi (DNA finger printing)
Bu amagla RFLP (Restricted Fragment-Length Polymorphism) yontemi
kullanilir. Ozgiil enzimlerle DNA belli bolgelerden kesilerek mikobakteri DNA’s1

saptanmasi ve tiplendirilmesi miimkiin olmaktadir (43).

2.1.11.7.Sereloji

M.Tuberculosis’e karsi olusan antikorlar1 saptamak i¢in en sik ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) testleri uygulanmistir. Calismalarda; PPD,
AGO, 5,6,5T, lipoarabinomannan gibi antijenlere kars1 olusan antikorlar

aranmaktadir. Cocuklarda yapilan caligmalarda testin duyarliligi ve ozgiilliigi ile
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ilgili ¢ok farkli sonuglar alinmistir. Bu yiizden tani icin heniiz bir standardizasyon ve

gecerlilige sahip olmadiklar1 diistiniilmektedir (50,51,52).

2.1.12.Korunma

M.tuberculosis infeksiyonunun sonlandirilmas: infekte makrofajlar ile T
lenfositleri arasindaki iliskinin basarisina baghdir. Primer veya sekonder bagisiklik
yetmezliklerinde ve ozellikle AIDS’te tiiberkiilozda hiicresel immunitenin 6nemi
acikca gosterilmistir. Basil antijenleriyle uyarilma sonrasinda esas olarak -
interferon(y-IFN) olmak iizere CD4+T hiicreleri sitokinler salarak koruyuculuk
olusturur. CD8+ T hiicreleri ve diger T hiicre alt gruplar1 da sitokinler salarak veya
infekte hiicreleri eriterek savunmada katkida bulunur. T hiicre cevabi agirlikli olarak
antijen 0zgiildiir. Kazanilmig T hiicre cevabi agirlikli olarak MHC ile iliskilidir ve
MHC polimorfizmi hastalik duyarligi ve sonuglar1 arasinda farklilik olmasindan
sorumludur. T hiicrelerinin fonksiyonel cesitliligi de farklilikla iligkili olabilir.
Mikobakteriyel infeksiyonlarda Th1 yaniti koruyucu bagisiklik icin esastir. Nitekim
v-IFN geni calismasina engel olunmus fareler M.tuberculosis infeksiyonuna oldukca
duyarhdir ve y-IFN reseptorii olmayan kisilerde tekrarlayan ve bazen oOldiiriicti
mikobakteri infeksiyonlar1 gelisir. Th2 tipi sitokinler (IL-4) y-IFN uyarimini ve
makrofaj aktivasyonunu in vitro inhibe eder; buna gore konak yanitin1 zayiflatabilir.
Tiiberkiiloz hastalarinda Th2 tipi sitokinlerde artis saptanmistir. Bu konu heniiz tam

netlesmemis olup daha ayrintili bilgilere ihtiya¢ vardir (33,35,36).

2.1.13.Tiiberkiiloz da Tedavi

Tiiberkiiloz uzun siireli tedavi gerektiren, kompleks ve toplum sagligini
yakindan ilgilendiren bir hastaliktir. Genelde tiiberkiilozlu hastalarin sosyoekonomik
sartlarinin  diisiik toplumlarda oldugu da bir diger gercektir. Bu sartlar altinda
tiiberkiilozlu hastalar1 basarili bir sekilde tedavi etmek icin bu konuda iyi egitim
almig, sorunun uzun vadede ¢6ziimii olduguna inanan, hastalarin devamli takibini
yapabilecek ve sadece tiiberkiiloz ile ilgilenen hekimler ve yardimci personele
ihtiyag¢ vardir. Tiiberkiiloz muayene hekimligi sartlarinda takip ve tedavi edilebilecek
bir hastalik degildir. Tiiberkiiloz ilaglarima diren¢ gelisiminde bir diger Onemli

faktoriin yanlis tedavi uygulamalart oldugu bircok calisma ile gosterilmistir.

23



Bunlardan en sik yapilan hatalar siralanacak olursa tedaviye tek ilacla bagslamak,
direncli bir tiiberkiiloz olgusuna veya diren¢ diisiinerek tek ila¢ ilave etmek (ekleme
sendromu =addition sendromu), ikinci secenek ilaglarla tedaviye baslamak, ilaglarin
uygun olmayan doz ve siirede verilmesi, direngli oldugu halde o ilacla tedavi etmek,
yetersiz takip ve her ay yapilmayan hasta ziyareti sayilabilecek belli baslh hatalardir.
1950°’den once tiiberkiiloz icin etkin bir tedavi bulunmamaktaydi. Akciger
tiiberkiilozlu olgularin yaklasik %50’si 2 yil icinde olmekte, Y4’ii iyilesmekte kalan
4’1 ise kronik hastaliklart ile yagamlarini siirdiirmekte idi. Bu donemde uygulanan
sanatoryum tedavisi ilerlemis olgulara etkisizdi. 1950’lerin ortalarinda hastalarin ilag
tedavisi ile hemen tamami tedavi edilebilir hale gelmistir. Giinlimiizde eger hastaya
dogru bir tedavi semasi onerilir ve hasta da bu semay1 uygun bir sekilde uygularsa
hemen tiim hastalar tedavi edilebilir hale gelmektedir. Tedavinin basarili olabilmesi
icin gerekli en Onemli faktorlerin basinda tedaviye uyum gelir. Hastanin tedaviye
uyumu yakindan izlenmelidir. Tiiberkiiloz tedavisinde intraselliiler ve ekstraselliiler
yerlesimli basillerin yok edilmesi, ilaca rezistan suslarin gelisiminin onlenmesi i¢in
kombine ila¢ tedavisi uygulanir. En 6nemli bakterisidal ilaglar: izoniazid (INH) ve
rifampisin’dir (RIF). Pirazinamid (PZA) makrofaj i¢i basillerin o6ldiiriilmesine
katkida bulunurken; streptomisin (SM) acik kavitelerdeki basillere karsi etkilidir.
Etambutol, etiyonamid, para aminosalisilik asit gibi ilaglar ise bakteriyostatik olarak
etki gostermektedir (56). BCG asis1 diinyada 170 kadar iilkede uygulaniyor olmasina
karsin, asinin etkinligi konusunda c¢ok farkli sonuclar bildiren caligmalar vardir. Cok
sayida calismay1 kapsayan bir meta-analizde BCG asisinin tiiberkiilozdan 6liime
kars1 % 71, disemine hastaliga kars1 % 78, menenjite kars1 ise % 64 koruyucu oldugu
saptanmustir. Akciger hastaligindan koruyuculugun ise % 50 civarinda oldugu

bildirilmektedir (67).

2.2.Serbest Radikaller

Atomlardaki elektronlar orbital denilen bolgelerin i¢inde yer alir. Her
orbital birbirine zit yonde yerlesimli en fazla iki elektron icerebilir. Serbest radikaler
ise en dis orbitalinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan kisa omiirlii
bilesiklerdir. Bu nedenle kararsiz bir yap1 6zelligi gosteren serbest radikaller diger

organik ve inorganik molekiillerle reaksiyona girebilme yetenegine sahiptirler.
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Elektronlar orbitallerde c¢iftler halinde bulunurken daha stabil olduklarindan,
radikaller genel olarak non-radikallere gore daha aktiftirler ancak aktivitelerinde
kayda deger farkliliklar vardir. Eger iki radikal karsilasirsa ¢iftlesmemis elektronlari
(- ile sembolize edilir) birlesir ve paylasilan bir ¢ift elektronla kovalent bir bag
olusur. Tek ciftlesmemis elektronu bulunan hidrojen atomu radikalidir ve hidrojen
atomunun iki tanesi kolaylikla diatomik hidrojen molekiiliinii meydana getirir (H- +
H- — Hy) (127,133).

Radikaller radikal olmayan bilesiklerle cesitli sekillerde  reaksiyona
girebilirler. Bir radikal elektronunu non-radikale devredebilir (rediiktan radikal),
veya bir molekiilden elektronunu ¢ift olusturmak iizere alabilir (oksidan radikal). Bir
radikal bir baska non-radikale de katilabilir. Bu {i¢ reaksiyondan hangisi
gerceklesirse gerceklessin, non-radikal tiirler bir radikale doniisiir. Serbest
radikallerle non-radikal reaksiyonlarinin bir 6zelligi de zincir reaksiyonu olusturma
egilimidir, bir serbest radikal digerini olusturur (120,129). Kararli bir molekiil {i¢
yolla serbest radikal halini almaktadir:

1-Homolitik parcalanma XY-=>X-4Y))

2-Tek bir elektron kaybetme (A:—A - +¢)

3-Tek bir elektron alma A+e— A

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel
olarak notral olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Cu?,
Fe3, Mn ve Mo gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis elektronlar1 oldugu halde
serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat, bu iyonlar reaksiyonlar1 katalize

ettiklerinden dolay1 serbest radikal olusumunda onemli rol oynarlar (133).

2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) biyolojide genel bir terim olarak kullanililir.
Sadece oksijen merkezli serbest radikalleri (OH-, O,- gibi) degil aym1 zamanda
radikal olmayan toksik oksijen tiirlerini de (H,O,, HOCI, Singlet O, gibi) i¢ine alir.
Oksijen, canlilarin hayatlarin1 devam ettirebilmesi i¢in mutlak gerekli bir elementtir.
Ciinkii oksijenin yapisal ve fonksiyonel olmak iizere iki gorevi vardir. Organizmay1

olusturan molekiillerin yapisinda bulundugu gibi besin kaynagi olan maddelerinde
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yapisinda bulunan baglica elementlerden birisidir. Oksijenin diger bir gorevi
fonksiyoneldir ve aerobik canlilar i¢in hayati 6nemi vardir. Ciinkii oksijen
oksidasyon tepkimeleriyle solunum sisteminde rol alir. Elektron Transport Zincirinde
(ETZ) oksijen son elektron akseptorii olarak kullanilmaktadir.

Aerobik organizmalarda serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler
oksijendir. Oksijen molekiillerinin %95-99’u oksidatif fosforilasyon sirasinda
mitokondrial stokrom oksidazlari ile 4 e alarak suya doniistiiriilmekte ve sonugta
ATP elde edilmektedir. Fakat bu siirecte oksijenin % 1-3 kadar1 tam olarak suya
doniisemez ve hidroksil radikali ile siiperoksit anyon radikali meydana gelir.

Insan viicudunda olusan radikallerin biiyiik bir kismi oksijenden
tiiremektedir. Zira oksijen elektronlarinin ikisi eslesmemis sekilde dagilmistir. Bu
yiizden oksijen “diradikal” olarak degerlendirilmektedir. Oksijen bu ozelliginden

dolay1 diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girebilir (128).

e e e e

O , 0 , H0»

H,O

., O0H___ | HO

Sekil 1 :Oksijenin normal metabolizmasi sonucu olusan radikaller

2.2.1.1.Siiperoksid radikali

Rediiktan ve orta derecede oksidandir. Siiperoksid bir serbest radikal
olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla zarar vermemesine ragmen H,0,
olusumuna kaynaklik etmesi ve gecis metal iyonlarinin rediiktani olmasi nedeniyle
zararhdir. H,O,, membran lipidlerinde lipid peroksidasyona, siiperoksid dismutazin
inaktivasyonuna, DNA hasarina neden olmaktadir (3,21,31). O, -’nin yar1 Oomrii
uzundur ve lipofilik 0Ozellik tasimasindan dolayr uzak bdlgelere difiizyonla
yayilabilmektedir. O, daha sonra spontan veya enzimatik (siiperoksid dismutaz,

SOD) olarak dismutasyona ugrayabilir (116,135,136).
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0, + e~ — Oy (siiperoksid radikali)
0,- + 2 + 2H" —  H,O;(hidrojen peroksid)
0, + Oy + H,Y — 0, + H,0; (hidrojen peroksid )

Tablol: Aerobik metabolizmasi olan canlilarda oksijen kaynakli reaktif oksijen

tiirleri yukaridaki tabloda verilmistir.

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (OH) Hidrojen peroksit (H202)
Siiperoksit (027) Singlet oksijen (102)
Nitrik oksit (NO’) Peroksinitrit (ONOO-)
Azotdioksit (NO2) Ozon (0O3)

Alkoksil (RO) Hipoklorid asit (HOCl)
Peroksil (ROO") Lipid peroksit (LOOH)

2.2.1.2.H,0; (Hidrojen Peroksid)

Mitokondrial ~membranlar, peroksizomal mebranlar ve plazma
membranindan kolayca difiize olarak, toksik etkisini ac¢iga ciktigi noktadan daha
uzak hiicre boliimlerinde gosterebilir ve molekiil yiiksiiz kovalent yapiya sahiptir.
H,0; eslesmemis e olmadigr icin aslinda bir radikal degildir ancak siiperoksid
radikali veya Fe gibi gecis metaleri ile reaksiyona girerek hidroksil radikalinin
olusmasina neden olarak toksik etki gosterebilir. Bu doniisiimler Fenton ve Haber-

Weiss reaksiyonlari olarak bilinmektedir.
Fenton reaksiyonu:
0, + Fe ** —~ 0, + Fe®

H0, + Fe™ — OH + OH + Fe™ (hidroksil radikali)
O, + H,O, —» 0O, + OH- + OH (Netreaksiyon)
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Haber-Weiss reaksiyonu

H,O, + 0O, - — OH- + OH + O (hidroksil radikali)

leri derecede reaktif bir radikal olan hidroksilin biyomolekiillerle
reaksiyonu, hidrojen eklenmesi veya c¢ikartilmas1 yada e transferi seklinde olur.
Hidroksilin 6zellikle membranlar iizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Membran
lipidlerin yapisina girerek membran harabiyetine neden olmaktadir. Hidroksilin DNA
tizerindeki etkileri mutajenik ve onkojenik olabilmektedir.

20, + H* - 2HO, - (hidroperoksil radikali)

O; - nin protonlanmasiyla da hidroperoksil ( HO, -) radikali olusur. Bu
radikalin herhangi bir biyolojik sistemde sitotoksik rolii kanitlanmamasina ragmen,
biyolojik membranlar1 kolay gecebilmesi ve yag asitleriyle direkt etkilesime

girebilmesi yoniinden 6nemlidir (123,136,119).

2.2.1.3.Hidroksil Radikali

Hidrojen peroksidin gecis metallerinin varliginda indirgenmesi ile (Fenton
reaksiyonu) olusur. Suyun yiiksek enerjili iyonizasyonundan olusan gercek iirtindiir.

H-O-H - H- + OH-

Bu radikallerden biri hidrojen (H') ve digeri ise hidroksil (OH-) radikalidir.
Hidroksil radikalleri en reaktif radikal olarak bilinir ve OH' her molekiile hiicum
ederek hasar meydana getirir. Olduk¢a reaktif OH ’nin biyolojik molekiillerle
rekasiyonu nonradikal bir tepkimedir. OH Reaksiyonlari DNA’nin piirin ve
pirimidin bazlar1 ile etkilesir, ayrica tiol grubu igeren biyolojik molekiillerden H
atomu cikarabilir. Ornegin;

R-SH + OH - RS- + H;O (Tiyol radikali olusumu)

Sonugta olusan siilfiir radikalleri ilgin¢ kimyasal 6zelliklere sahiptir. Siilfiir
radikalleri, O, ile kombine olabilir ve oksi siilfiir radikallerini olusturur. RSO, ve
RSO gibi bunlarm bir¢ogu da biyolojik molekiillerde hasara neden olurlar (6rnegin

baz1 proteinlerde hasar olusturma 6zelligi gibi).
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Hidroksil radikali, biyolojik molekiillere saldirabilen ¢ok agresiv oksidan
bir ajandir. Tiyol ve karbon iceren molekiillerden hidrojen atomu kopararak su
olusturmak iizere tiyol radikalleri ve karbon merkezli radikallerin olusumuna neden
olurlar. Yar1 omrii kisa olmakla birlikte, asir1 reaktif olmasi nedeniyle cok yiiksek
doku hasarlar1 olusturur. Hidroksil radikalinin suya indirgenmesi biiyiik enerji acig1
olusturur ve yar1 dmiirleri uzun, daha kararli, daha az reaktif bilesimlerin olusmasina
neden olur. OH’ 1n sebep oldugu en iyi karakterize edilmis olan biyolojik hasar lipid
peroksidasyon olayidir. OH', membran fosfolipitlerinin doymamis yag asit yan
zincirlerine hiicum eder. Bu 6zellikle arasidonik asitleri gibi doymamis yag asit yan
zincirlerinin karbon atomunun birinden H atomunu ¢ikartir ve sonucta su olusumunu
saglar (111,121).

-C- + OH- — -C.- + H;O (Karbon merkezli radikal olusumu)

2.2.1.4.Singlet Oksijen

Ortaklanmamuis bir elektron i¢cermedigi icin radikal olmayan reaktif oksijen
molekiiliidiir. Molekiiler oksijenden serbest radikal reaksiyonlari ile olusur ve serbest
radikal reaksiyonlarinin baglamasina sebep olur. Oksijenin elektronlarindan birinin
enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle
olusur. Hipoklordz asid ve hidrojen peroksidin reaksiyonu ile de iiretilebilir.

Patofizyolojik 6nemi hala tartigmalidir (122).

2.2.1.5.Nitrik Oksit ve Tiirevleri

Nitrik oksit (NO), lipofilik ozellikte olup, oksijensiz ortamda oldukc¢a
stabildir (109). Diisiik konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi
stabilitesini koruyabilen NO, bilinen en diisiik molekiil agirlikli, biyoaktif memeli
hiicresi sekresyon {iiriiniidiir (110,112,109). Diger radikallerden farkli olarak diisiik
dozlarda toksik degildir ve cok onemli fizyolojik islevleri gergeklestirir. NO ve
nitrojendioksit (NO,) tek sayida elektronlara sahiptirler, bu yiizden serbest
radikaldirler. Nitrozoksit (N,O) ise serbest radikal degildir. NO viicutta 6zellikle
endotel hiicreleri olmak iizere pek ¢ok hiicre tarafindan iiretilir. NO yan esansiyel bir
amino asid olan L-Argininden, molekiiler oksijen ve kofaktor olarak NADPH

varliginda, nitrik oksit sentaz (NOS) etkisiyle L-Sitrulin ile birlikte sentezlenir.
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L-Arginin - NO- + L-Sitrulin

NO, siiperoksit gibi diger endojen serbest radikallerle reaksiyona girebilir
ve reaktif bir ara liriin olan peroksinitrit(ONOQO") meydana gelir. Peroksinitrit giiclii
bir oksidan olup, DNA ve proteinler gibi biyolojik molekiillerde hasar olusturabilir
ve uygunsuz pH’larda metal katalizorlerden NO- + Oy — ONOO
ve. ONOO + H' — OH + NO

2.2.1.6.Hipokloroz Asid

Aktif notrofillerde olusan giiclii bir oksidandir. Fagosit stoplazmasinda
bulunan, hem iceren myeloperoksidaz enzimi (MPO), klor iyonu ve hidrojen
peroksitten hipokoroz asid (HOCI) olusumunu katalize eder.

H,0, + CI' + H* — HOCI + H0O

Hipokloroz asid Fe** bagimli ve bagimsiz bir reakiyon ile hidroksil radikali
olusumunu arttirabilir.

Fet

H,O, + O — OH- + CI + O

Serbest oksijen radikalleri, ©Ozellikle hidroksil radikali, tiim hiicresel
makromolekiiller ile reaksiyona girebilir. Cesitli patolojik durumlarda normalden
daha fazla serbest oksijen radikali olusumu, ya da organizmanin antioksidan
savunma sisteminin yetersiz kalmasi sonucu artan serbest radikaller, hiicrenin
degisik bilesenleri ve hiicre dist yapilar ile etkileserek; hiicrede metabolik, yapisal ve
fonksiyonel bir bozukluga yol acabilir ve bu da hiicre oliimiiyle sonuglanabilir

(114,113).

2.2.1.7. Ozon

Atmosferde solar radyasyona karsi global bir antioksidan gérevi yapmasina
ragmen yeryiizii seviyesinde toksiktir ve okside olabilen bir kirleticidir. Ozon, baz1
fotokopi makinalarinda ve bilimsel ekipmanlarda kullanilan siddetli 151k kaynagi
vasitasiyla olusur ve sehir havasini kirletir. Ozon, akcigerde lipidleri, ¢cabuk okside
olan proteinleri ve DNA’y1 asir1 derecede zedeler (115,117,111).

2.2.2.Serbest Radikal Kaynaklari
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Hiicrelerde en biiyiik serbest radikal kaynagi,elektron transport zincirinden
elektron sizintisidir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri
bilesenleri biiyiik oranda indirgendigi zaman mitokondrial siiperoksid radikal iiretimi
artar. Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda ise serbest radikal iiretimi
membrana bagl sitokramlarin oksidasyonundan kaynaklanir (109,110,118) .

Serbest radikaller organizmada, normal metabolik reaksiyonlar sirasinda
veya cevresel faktorlerin organizma iizerine etkisi ile olusabilirler.

Cevresel faktorler direkt olarak veya hiicre hasari yoluyla hiicresel
kaynaklar1 aktifleyerek reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu arttirirlar. Olusan
radikaller, c¢oziinen oksijen veya hiicresel kimyasal maddelerle sekonder

reaksiyonlara girebilirler (122,115).

2.2.2.1.Endojen Kaynaklar

Endojen  kaynaklar  hiicrenin  tiim  fraksiyonlarinda  olusabilme
ozelligindedirler. Radikal olusumu hiicre tiplerine gore degisiklik gostermesine
ragmen, tiim aerobik hiicrelerde belirli diizeylerde radikal olusmaktadir. Bunlar:

1) Mitokondri i¢ membranindaki elektron transport zinciri, basta siiperoksid
radikali olmak iizere hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksid olusumuna yol agar.

2) Serbest radikaller, endoplazmik retikulum ve niikleus membraninda
membrana bagli stokromlarin oksidasyonundan meydana gelir. Olusan radikaller,
stokrom P4s9 ve Ps ansatiire yag asidleri ve ksenobiotikleri okside edebilir veya
dioksijeni indirgeyebilir.

3) Peroksizomlar hiicresel H,O, kaynagidir. D-amino asid oksidaz, iirat
oksidaz ve L-o-hidroksiasid oksidaz H»>O» aci8a cikarici 6zellige sahiptirler.

4) Ksantin oksidaz, oksijenin H,O,’e rediiksiyonu sirasinda siiperoksid
radikalini meydana getirir.

5) Coziinebilir 6zelligi olan ve notral s1vi ortamda oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarina girebilen hiicre kompenentlerinden pek cogu (tiyoller, hidrokinonlar,
katekolaminler, flavinler, tetrahidtoproteinler) dioksijenin rediiksiyonunu saglarken
primer olarak siiperoksid radikallerinin meydana gelmesine neden olurlar.

6) Plazma membranina baglh lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimler

serbest radikaller aci1ga cikarmaktadir (110,126,130).
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2.2.2.2.Serbest Radikallerin Eksojen Kaynaklari

Diyet, cevresel etkenler ve bazi ilaclar organizmada serbest radikal
olusturmada etkilidirler.

1) Diyetsel

a.Cok doymamis yag asitlerince zengin beslenme

b.Alkol

c.Fazla kalorili beslenme (obezite)

d.Hayvansal proteinlerce zengin beslenme

e.Asir1 demir ve bakir alinmasi

f.Az sebze ve meyve yenmesi

g.Yiyeceklerin uygun olmayan kosullarda saklanmas1 ve hazirlanmasi

h.Yiyeceklerin pisirme yontemlerindeki hatalar

2)Cevresel

a.Sigara dumani

b.Hava kirliligi(O3, NO,, SO, , hidrokarbonlar)

c.Diger kirleticiler (Asbest, pestisitler)

d.Radyasyon

3)ilaclar

a.Antikanser ilaglar

b.Glutatyon tiiketen ilaclar(Asetaminofen, kokain)

4)Metaller: Metal iyonlari, siiperoksit anyonlari ve H,0, ile biyolojik
sistemlerde hidroksil serbest radikali ve metal-oksijen kompleksleri gibi ¢ok reaktif
tiirleri iiretmek i¢in reaksiyona girerler ve sonucta oksidatif DNA hasar1 olusur.
Kimyasal karsinojeneziste, metallerin aracilik ettigi oksidatif DNA hasari 6nemli rol
oynar (107,106).

Serbest radikallerin hiicre c¢ekirdegi ve DNA’da etkileri genetoksik ve
mutojenik degisikliklere yol acar. OH- radikali olusumu piirin ve primidinlerin
modifikasyonuna veya DNA ipliklerinin kirilmasina neden olur. Serbest radikaller
DNA polimerazi inhibe ederler.

2.3.Serbest Radikallerin Hiicre Diizeyinde Etkileri
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Cesitli patolojik durumlarda normalden fazla miktarda serbest oksijen
radikali olusmasiyla veya organizmanin antioksidan sisteminin yetersiz kalmasiyla
artan serbest radikaller; hiicrenin cesitli bilesenleri ve hiicre dis1 makromolekiiller ile
etkileserek, hiicrede yapisal ve fonksiyonel bozukluga neden olurlar. Oksijen
radikallerinden etkilenebilecek baglica viicut kimyasal maddeleri arasinda; proteinler,
norotransmiterler, niikleik asidler, DNA ve hiicre membranlarinin baslica bilesenleri

olan yag asidleri bulunmaktadir (125,127).

2.3.1.Serbest Radikallerin Enzimlere Etkisi

Hiicre membran1 gibi, mitokondrial ve mikrozomal membranlarinda
fosfolipidlerinde doymamis yag asidlerinin fazla miktarda bulunmasi nedeniyle lipid
peroksidasyonuna kars1 duyarli olduklar1 bilinmektedir. Lipid peroksidasyon hasari,
membran yapt ve fonksiyonunda bozukluklarla  sonuclanabilen  bir
olaydir.Lizozomal membranlarin tahribi, hidrolitik enzimlerin salinmast ve
intraselliiler sindirimle sonuclanir. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran
hasar1 geri doniistimsiizdiir Enzimler de serbest radikal kaynakli fonksiyon kaybina
ugrayabilirler. Ornegin; Ca*™ -ATPaz ve Na* -K' ATPaz enzimlerinin tiyol
gruplarinin oksidasyonu aktive kaybina sebep olur ve buna bagl olarak hiicre i¢i ve
dis1 iyon dagilimi bozulur. Serbest radikaller glutamin sentetaz , pruvat kinaz, kreatin
kinaz, LDH gibi enzimlerde de aktive kaybina yol agarak metabolik fonksiyonel
bozukluklara neden olurlar (116,133).

2.3.2.Serbest Radikallerin DNA ya Etkileri

Stabil bir molekiil olan DNA da lipidler, karbonhidratlar ve proteinler gibi
spontan kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her
hiicresinde DNA’nin giinde 10° kez oksidatif hasara maruz kaldig1 One siirtilmiistiir
(73). DNA hasar1 ve onarimi arasindaki denge nedeniyle, ¢ok diisiik diizeylerde
hasar, saglikli bireylerde de saptanmaktadir. Yeni dogan sicanlarda dahi oksidatif baz
modifikasyonunun (8OHdG) oldugu gosterilmistir (74). ROS olusumundaki artma,
antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve/veya DNA onarim mekanizmalarinda
defekt olmas1 oksidatif DNA hasarinin artmasina yol agmaktadir. Oksidatif hasara

baglh olarak DNA’da, tek ve c¢ift dal kiriklari, abazik alanlar, baz modifikasyonlari
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(baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasari meydana gelebilir veya
DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir (75,76). Bu lezyonlardan bazilari
fizyolojik kosullarda da olusabilmektedir. Ornegin piirin kaybi ile apiirinik alanlarin
olusmas1 insan genomunda giin i¢inde 104 kez meydana gelebilmektedir. Oksidatif
modifikasyon sonucunda DNA antijenik karakter kazanmakta ve anti DNA
antikorlar1 olusmaktadir. Iyonize radyasyon, vyiiksek oksijen konsantrasyonu,
otooksidasyona wugrayan kimyasallar (dihidroksifumarat, dopamin, LDOPA,
noradrenalin, adrenalin), ksantin oksidaz ve substratlar1 ve TNF-a dir(73). DNA’da
oksidatif hasarin olusumu iki hipotez ile aciklanmustir.
“Fenton Kimyas1” hipotezinde OH radikalleri DNA’ya saldirarak hasar olusturur. Oy’
gibi  H,0,’de dogrudan DNA’da hasar yapmaz. OH radikalinin DNA {izerine etkili
olabilmesi icin DNA’da veya ¢ok yakininda olusmasi gerekmektedir. Reaktivitesi
cok yiiksek olan OHe radikalinin hiicre icinde diffiize olarak niikleusa gecme
olasiliklar1 azdir. Olas1 mekanizma membram kolayca gecebilen H,O,’in nukleusta
Fe-Cu iyonlan ile reaksiyonlasarak (Haber- Weiss ve Fenton reaksiyonlari) hidroksil
radikallerini olusturmasidir.

DNA c¢ok sayida negatif yiiklii fosfat gruplart igerdiginden, cesitli

2+/3+ 1+/2+

katyonlar1 baglama yetenegine sahip biiyiik bir anyondur. Fe ve Cu iyonlar1
negatif yiikli DNAya siirekli baglh bulunabildikleri gibi oksidatif stres altinda hiicre
icinde bulunan demirli ve bakirli proteinlerden serbestleserek de DNA’ya
baglanabilmektedirler. Redoks aktif transisyon metal iyonlarinin baglanmalar1 DNA
molekiiliinii H,O,’in hedefi haline getirmektedir. DNA’ya bagli metal iyonlar1 ile
H,0,’in DNA iizerinde reaksiyonlagsmasindan olusan OH radikalleri, OH radikal
temizleyicileri  tarafindan  uzaklastinlamamaktadir.  Ayrica, OH  radikal
temizleyicilerinin olusturdugu radikaller de DNA’ya hasar verebilmektedir (6). Doku
kiiltiir ortaminin Fe** ve Cu®* iyon konsantrasyonunun arttirilmast ile oksidatif DNA
baz hasarimin arttigt ve H,O,’e maruz birakilan hiicrelerde bakir ve/veya demir
selatorlerinin  (deferoksamin) kullammminin DNA’daki oksidatif hasar1 6nledigi
gosterilmistir (73,77). DNA molekiiliine baglanarak transkripsiyon ve translasyonu
etkileyen ribozomal proteinlerde ¢inko parmak yapilarin bulundugu ve bu yapilarda

cinko yerine demirin baglanmas1 ile radikal olusumunun arttifi saptanmugtir.

DNA’nin oksidatif hasardan korunmasi icin demir selatorleri ve radikal
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temizleyicilerinin birlikte kullanilmalarinin 6nemli fayda sagladigi one siiriilmiistiir
(73). OH radikali dort DNA bazina da saldir1 yapabilirken singlet oksijen (O2) ¢ok
daha secicidir (75). O2 dal kingindan daha ¢ok, guanin tiirevli iirlinler olan 8-
hidroksiguanin ve FAPyGuanin (FAPyG) olusturmaktadir (78). Hiicrede DNA ile
birlikte bulunan Cu?* iyonlarinin bazi fenollerle reaksiyonlagmasi ile ROS olusmakta
ve sonucta baz modifikasyonlari, dal kiriklart ve DNA baz-fenol katilma {iiriinleri
gibi cesitli DNA lezyonlari meydana gelmektedir. In vitro Cu®* iyonlari varliginda
DNA hasarina neden olan fenol bilesikleri 2- hidroksiostradiol, 2-metoksiostradiol,
dietilstilbestrol ve L-DOPA’dir. Baz1 fenolik bilesiklerin bu lezyonlarin olusumunda
rol oynadiklart icin karsinojenik olduklarit 6ne siiriilmektedir. Niikleaz aktivasyonu
hipotezine gore oksidatif stres, sitozolik Ca®* iyon konsantrasyonunda biiyiik bir
artisa neden olarak nukleusdaki Ca2*-bagimli endonukleazlar1 aktive etmekte ve
DNA’nin fragmantasyonuna neden olmaktadir. Nukleaz aktivasyonu DNA
bazlarinda kimyasal degisikliklere neden olmamaktadir. Ca** selatorlerinin kullanimi
ile DNA hasarinin engellenebildigini gosteren arastirmalar bulunmaktadir. In vivo
her iki hipotezin de birlikte gecerli oldugu kabul edilmektedir. Hiicre tipine ve
oksidatif stres etkenine bagli olarak mekanizmalardan biri One ¢ikmaktadir.
Transisyon metal iyonlarimin varligi reaksiyon hizini, mekanizmasm ve baz

modifikasyonunun tiiriinii etkilemektedir (77,79).

2.3.3.Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Serbest radikallere karsi en fazla hassasiyet gosteren biyomolekiil grubu
lipidlerdir. Oksijen radikalleri poliansatire yag asitlerini etkiyerek lipid
peroksidasyonuna yol acarlar. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona
ugrayabilirler. Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin poliansature yag asitlerinin
metilenik karbonlarindan hidrojen atomunu ¢ikarmak icin yaptiklari atakla baslar ve
zincir reaksiyonu seklinde ilerler.  Lipid peroksidasyonun en o©nemli iiriinii
malondialdehid (MDA) dir. U¢ ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon
alig-verisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz baglanmasina yol agar ve

iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden
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olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlar ile reaksiyona girebilir ve
bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve Kkarsinojeniktir

(124,137).

2.3.4.Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin  karbonhidratlar iizerine de Onemli etkileri
vardir.Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Bunlar diabet ve sigara i¢imi ile iligkili kronik
hastaliklar gibi patolojik proseslerde O6nemli rol oynarlar . Enflamatuar eklem
hastaliklarinda synovial siviya gecen PML’lerden extraselliiler siviya salinan H,O,
ve O, buradaki mukopalisakkarit olan hyaliironik asidi pargalarlar. Goziin vitroz
stvisinda bol miktarda hyaliironik asit bulunur. Bununda oksidatif hasar1 katarakt

olusumuna katkida bulunur (128,147,146) .

2.3.5.Niikleik Asit’lere Etkileri

Oksijen radikalleri oksidatif yarilma ile DNA hasarina yol agabilir,
pirimidinler (timin) ozellikle hassastir. DNA halatlarinin kopmasi, DNA ¢ift sarmal
ayrilmasi sonucu hiicrede mutasyonlar ve oOliim gelisebilir. DNA molekiilleri
niikleusta bulunur ve siki helix yapisinda diizenlenmistir, ayrica histonlarla da
korunur. Bundan dolay1 serbest radikallerle temasa bagli degisiklikler azdir

(139,135,139) .

2.3.6. Serbest radikallerin Proteinlere etkileri

Proteinler oksidanlara maruz kaldiklarinda bir cok kovalent degisiklige
ugrar. Bu degisikliklerden bazilar1 serbest radikallerin protein molekiilleri iizerine
direkt etkileri sonucu olusabildigi gibi bazilar1 da oksidasyon yan iriinlerinin
proteinlere kovalent olarak baglanmast ile meydana gelir. Pek c¢ok sayida
mekanizmanin protein hasarina neden oldugu bilinmektedir. Proteinlerde yapisal
degisiklige yol acan baslica mekanizmalar; PCO olusumu ile karakterize edilen
metal-iyon katalizli protein oksidasyonu, protein-tiyol (P-SH) gruplarinin kaybi, 3-
nitrotirozin (3-NT), ditirozin(diTyr) olusumu olarak siralanabilir. Potansiyel olarak

biitiin amino agil yan zincirleri oksidatif modifikasyona ugrayabilme o6zelligine
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sahiptir. Bu iirlinlerin olusum hizinin artmasi veya temizleyici mekanizmalarin
yetersiz kalmasi, proteinlerde dahil olmak iizere diger hiicresel molekiillerdeki
oksidatif modifikasyonlarin artmasina yol agar. Proteinlerin serbest radikal hasarina
kars1t duyarliligi, amino asid bilesimine, proteinin aktivasyonundan veya yapisinin
diizenlenmesinden sorumlu amino asidlerin yerlesimine, hasarli proteinin
onarilabilirligine baglidir. Aromatik aminoasitlerde (fenilalanin, tirozin, triptofan)
doymamis yapilar oldugundan oksidatif ataklara ¢ok hassastirlar. Siilfiir iceren
molekiillerin serbest radikallere duyarlilig1 ¢cok fazladir. Siilfiirlii amino asitler olan
sistein ve sistin de serbest radikal atagina hassas amino asitlerdir. Proteinin temel
yapisindaki degisme, antijenitesindeki degismeye ve proteolize hassasiyete yol
acabilir. Radikaller, membran proteinleri ile reaksiyona girebilirler ve enzim,
norotransmitter ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlarinin bozulmasina neden
olabilirler. Serbest radikaller etkisiyle IgG ve albiimin gibi fazla sayida disiilfit bagi
bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilart bozulur. Boylece normal fonksiyonlarini
yerine getiremezler. Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar
goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin O,". veya H,0; ile reaksiyonu methemoglobin
olusumuna sebep olur (123,141,142,140) .

O,. + 2H" + Hb-Fe-0, — Hb-Fe” + H,0, + O,

H,O, + 2H' +2Hb-Fe-O, — 2Hb-Fe” +2H,0, +0

2.4.Antioksidan Savunma Sistemi

Oksijenli yagsamla birlikte aerobik organizmalar oksijen kaynakli radikalleri
olusturmaya baslamislardir. Bununla es zamanli olarak, serbest radikallerin zararl
etkilerini engellemek iizere, organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kisaca
antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelismistir. Serbest
radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasindaki hassas dengenin korunamadigi
durumlarda, hiicre hasarina kadar giden bir¢ok patolojik durum ortaya ¢ikmaktadir
(143).

Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri, zar yapisinda bulunan lipidlerin
peroksidasyona karst korunmasi olmustur. Bunun sonucu olarak, baslangicta
antioksidanlar ~ lipid  peroksidasyonunu  engelleyen = molekiiller  olarak

tanimlanmiglardir. Giinlimiizde ise, antioksidanlarin tanimi lipidlerin yanisira
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proteinler, niikleik asidler ve karbonhidratlar gibi diger hedef molekiilleri koruyucu
etkilerini de icerecek sekilde genisletilmistir. BoOylece antioksidanlar, hedef
molekiilleri oksidan hasar1 engelleyen ve geciktiren maddeler olarak tanimlamakta ve
bu tanimla baglantili olarak antioksidanlarin etkileri farkli sekillerde olabilmektedir.
Memeli hiicresinde oksidan {riinlere karsi korunma iic prensip i¢inde
gerceklesmektedir:

1.0Olusan radikallerin detoksifikasyonu

2. Radikal reaksiyonlarinin sona erdirilmesi

3. Radikal olusumunun sinirlandirilmasi

Olusan radikallere kars1 savunma sistemleri, enzimler ve diisilk molekiil
agirhikli  serbest radikal tutucular1 olmak {iizere iki grupta toplanirlar. Savunmada
oncelikle etkili olan enzim sistemleridir. Antioksidan savunmanin énemli bir kismini
siiperoksid ve H,0,’i temizleyen 0Ozel enzimler olusturur. Bunlar siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz enzimleridir. Bu enzimlerin aktivitesi, serbest radikallerin sentez ve
yikilma hizina, beslenme ile eser elementlerin (Mn, Se, Fe, Zn, Cu) alinmasina
baghdir (144).

Enzimsel savunma disinda diisik molekiill agirlikli serbest radikal
tutucularini lipidde eriyebilir 6zellikte olanlar ve stoplazmada bulunanlar olmak
tizere iki grupta toplayabiliriz. E vitamini ve B-karoten lipidde eriyebilir 6zellikte
antioksidan Ozellikli vitaminlerdir. GSH, iurik asid, bilirubin ve askorbik asid
stoplazmik yerlesim gosteren antioksidan etkili maddelerdir.

Plazmada yaklastk 300 pM konsantrasyonda bulunan {irik asid,
hemoglobini peroksid oksidasyonundan ve eritrositleri lipid peroksidasyonundan
korur. Bu ozellikleri ile {irat serbest radikal temizleyicisi olarak kabul edilebilir.
Antioksidanlar cesitli kriterlere gore gruplanabilirler:

1.Yapilarina gore; Enzimler ve enzim olmayan proteinler, kiigiik
molekiiller

2.Kaynaklarma gore: Organizmaya ait olanlar(endojen antioksidanlar) ve
disaridan alinanlar (eksojen antioksidanlar)

3.Coziiniirliiklerine gore: Suda ¢oziinenler ve lipidlerde ¢oziinenler
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4.Yerlesimine gore: Hiicre icinde bulunanlar ve plazma ve diger
ekstraselliiler sivilarda bulunanlar.

Bu bahsedilen antioksidanlar disinda, ¢ok sayida endojen molekiiliin
antioksidan etkisi oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu molekiiller arasinda sistein, histidin
gibi amino asidler ile safra asidleri, bilirubin gibi bilesikler ve sitokinler gibi yapilar

ve islevleri ¢cok farkli molekiiller vardir (145).

2.4.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.4.1.1.Superoksid Dismutaz (EC U5.1.1. EC-SOD)

SOD’lar bir grup metalloenzimdir. Siiperoksid radikalinin H,0;’ye
doniisiimiinii katalizleyerek, siiperoksid radikalinin zararli etkilerine kars1 hiicreleri
korurlar. Ayn1 zamanda lipid peroksidasyonunu da inhibe ederler.

SOD aktivitesi yiiksek oksijen kullanan dokularda fazladir. SOD’nin
ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir(82).

Oy + Oy + 2H" — H)0, + O

2.4.1.2. Glutatyon Peroksidaz (EC 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidroperoksitlerin indirgenmesinden
sorumlu enzimdir. Olusan H,O,, GSH-Px veya katalaz araciligi ile suya indirgenir.
Glutatyon peroksidaz fagositik hiicrelerde 6nemli foksiyonlara sahiptir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormesini engeller. Eritrositlerde
de GSH-Px oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki
azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol acar. Bu enzim

fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlara sahiptir (82).

2.4.1.3.Katalaz (EC 1.11.1.6)

Katalaz yapisinda protoporfirin IX Fe (Hem) grubu igerdiginden bir
hemoprotein olarak kabul edilmistir (82). Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve
mukoz membranda yiiksek miktarda bulunmaktadir (82). H,O, olusum hizinin diisiik

oldugu durumlarda peroksidatif tepkimeyle (tepkime 1) veya H,O, olusum hizinin
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yiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkime (tepkime 2) yaparak hidrojen
peroksiti suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirir.

HO, + AH, — 2H,O + A tepkimel

H,O0, + H,O, — 2HO + O, tepkime?2

2.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.4.2.1.p-Karoten (Vitamin A On Maddesi)

B-Karoten yagda ¢oziinen bir antioksidan olarak serbest radikaller biyolojik
hedeflerle interaksiyona girmeden Once direkt olarak onlari yakalayabilir ve aym
zamanda zincir kiran bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikalleri
olusumunu oOnler. Karotenoidler 6zel kimyasal yapilarindan dolayr singlet oksijeni
tutabilirler. Karotenoidlerin singlet oksijen yok etme kabiliyeti, icerdikleri konjuge
cift bag sayisina baghdir. Etkili bir yok etme i¢in dokuz yada daha fazla cift baga
sahip olmak zorunludur. B-karoten onbir konjuge cift baga sahiptir. Bu da onun

singlet oksijen yok edici etkisini arttirmaktadir.

2.4.2.2. C Vitamini

C vitamini (askorbik asid), kapali formiili CcHgOg olan bir ketolaktondur.
Suda eriyebilir vitaminlerden olan askorbik asid, ozellikle yesil renkli sebze, meyve
ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Ince barsaklardan kolayca emilir. Isitilmaya
dayaniksiz, dondurmaya ise dayanmiklidir. Plazma konsantrasyonu 0.5-1.5 mg/dl
kadardir. C vitamini organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici
ajan olarak gorev yapar. Kollagen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu icin
gereklidir. Demirin emiliminde enzimatik olmayan bir yol ile indirgeyici bir rol
oynar. Midede ferri demiri ferro demire indirgeyerek emiliminde gorev alir.
Immunite ve yara iyilesmesinde etkilidir. Cok giiclii bir indirgeyici ajan olan
askorbik asid semidehidroaskorbat radikal iiriini lizerinden kolaylikla
dehidroaskorbik aside okside olur. Gii¢lii indirgeyici aktivitesinden dolayr aym
zamanda giiclii bir antioksidandir. Siiperoksid ve hidroksil radikali ile kolayca
reaksiyona girerek onlari temizler. C vitamininin diger bir 6zelligi, antioksidan etkisi
yaninda okside etki de gostermesidir. Ciinkii C vitamini, ferri demiri ferro demire

indirgeyen siiperoksid radikali disindaki tek selliiler ajandir. Bu yolla askorbat,
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proteine bagli ferri demiri uzaklastirarak ya da dogrudan ferri demiri indirgeyerek
Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksid ile etkilesmeye uygun olan ferro demire
doniistiiriir. Yani siiperoksid iiretimine katkida bulunur. Bu 6zelliginden dolay1 C
vitamini, serbest radikal reaksiyonlarinin onemli bir katalisti veya bir pro-oksidan

olarak degerlendirilir.

2.4.2.3.Vitamin E (a-Tokoferol)

Vitamin E nin biyolojik olarak en aktif formu a-Tokoferoldiir. a-Tokoferol
liproproteinler ve biyolojik membranlar i¢inde bulunan yagda ¢oziinen bir bilesiktir.
Vitamin E yagda c¢oziinen ve zincir-kirict bir antioksidandir. En 6nemli gorevi
oksijen serbest radikallerinin ataklarina karsi membran lipidlerindeki yag asitlerini

korumaktir.

2.4.2.4. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH), basta karaciger olmak {iizere pek cok dokuda yiiksek
diizeyde bulunan ve glutamat, sistein ve glisinden sentezlenebilen bir iri peptittir.
Glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidan

hasara kars1 korur.

2.4.2.5. Melatonin

Melatonin -OH radikalini ortadan kaldiran en giiclii antioksidandir.
Melatonin, OH' radikali ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon radikaline
doniisiir ki bunun da ortamdaki O, radikalini tutarak antioksidan aktivite gosterdigi
kaydedilmistir. Serbest oksijen radikalleri olusturmak suretiyle kansere sebep olan
safrol’tin DNA {izerindeki hasarinin melatonin tarafindan ¢ok etkili bir sekilde inhibe
edildigi gosterilmistir.

Melatonin’in, antioksidan olarak diger Oonemli bir 6zelligi de lipofilik
olmasidir. Dolayisiyla hiicrenin hemen biitiin organellerine ve hiicre cekirdegine
ulasabildigi gibi kan-beyin bariyeri gibi bariyerleri de kolayca gecer. Boylece ¢ok

genis bir dagilimda antioksidan aktivite gosterir.
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3. MATERYAL METOD
3.1. Kullanilan Arac ve Gerecler
Calismamizda Harran Universitesi Arastrma Hastanesi Biyokimya
Laboratuvarinda rutin olarak kullanilan cihazlardan yararlanilmastir.
1. Elektroforez diizenegi
. Santrifiij (Hettich Universal 30 RF)
. Floresan mikroskop (Nikon, Japon)
. Spektroflorometre (Shimadzu RF-1501 MODEL, Japon)
. Derin dondurucu (New Brunswick Scientifi, C54285 model)
. Vorteks (Niive, NM 110 model, Tiirkiye)
. Hassas terazi (Sartorius marka 0,0001 g’a duyarl)

. Su banyosu (Niive, BM 402 model, Tiirkiye)

o 0 N & Ut AW N

. Dijital pH-metre (Hanna, pH 211 model Japon)
10. Otomatik biyokimya analizorii (Aeroset, USA)
11. Isik mikroskobu (Nikon, Japon)

12. Lanset (ISOLAB, Almanya)

13. Lam ve lamel

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

. Normal erime noktasina sahip (NMP, 65°C) agaroz jel (Sigma)
. Diisiik erime noktasina sahip (NMP, 37°C) agaroz jel (Sigma)
. Sodyum-EDTA (Carlo Erba)

. Sodyum kloriir (Merck)

. Louril sarkozin (Sigma)

. Trizma base (Sigma)

. Triton X-100 (Sigma)

. Sodyum hidroksid (Merck)

. Disodyum hidrojen fosfat (Merck)

10. Sodyum dihidrojen fosfat (Merck)

o 0 N S Ut AW N

11. Etidyum bromit (Sigma)
12. 2 4-dinitrofenilhidrazin (Sigma)
13. Hidroklorik asit (Merck)
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14. Trikloroasetikasit (Merck)

15. Guanidin HCI (Sigma)

16. 1,3 dietil tiyobarbitiirik asit (Sigma)
17. o-Dianisidine (Sigma)

18. Ferroz amonyum siilfat(Merck)
19. Hidrojen peroksit (Merck)

20. Histopaque—1077 (Sigma)

21. Siilfiirik asit (Merck)

22. Gliserol (Merck)

23. DMSO(Merk)

24. Xylenol orange (Sigma)

3.3. Hasta ve Kontrol Gruplarmin Olusturulmasi

Hasta Grubu: Bu calismamizda Sanlurfa’ daki cesitli hastanelere ve
Verem Savas dispanserine basvuran ve yapilan tetkikler sonucu tiiberkiiloz oldugu
kesinlesen, anamnezinde akciger tiiberkiiloz enfeksiyonu disinda herhangi bir
sikayeti olmayan, fizik muayenesinde herhangi bir patoloji saptanmayan, klinik ve
laboratuar tetkiklerinde lokal veya sistemik hastalik tespit edilmeyen, alkol ve sigara
kullanmayan, herhangi bir kanser risk faktorii tasimayan ve hastaligi iyilesen 21
erkek ve 4 kadin toplam 25 birey hasta grubu olarak se¢ildi. Hasta grubunun yas
ortalamasi 39.2 + 14.2 idi.

Kontrol Grubu: Bu calismada kontrol grubu olarak yine ayni bolgelerde
bulunan, anamnezinde herhangi bir sikayeti olmayan, fizik muayenesinde herhangi
bir patoloji saptanmayan,klinik ve laboratuar tetkiklerinde lokal veya sistemik
hastalik tespit edilmeyen, alkol ve sigara kullanmayan, herhangi bir kanser risk
faktorii tastmayan 21 saglikli erkek ve 12 saglikli kadin toplam 33 kisi randomize

olarak se¢ildi. Kontrol grubunun yas ortalamasi 36.2 + 8.5idi.
3.4.0rneklerin Hazirlanmasi

Calismaya katilan tiim bireylerden en az 12 saatlik agliktan sonra

heparinize tiiplere kan 6rnekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri hemen buzlu su icine
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konularak laboratura ulagtirildi. Ornekler o6ncelikle DNA hasar 6lciimii igin
mononiikleer 16kositlerin seperasyonunda kullanildi. Kalan 6rnekler daha sonra 3000
rpm de 5 dakika santriifiij edilerek ayrilan plazma oksidatif stress parametrelerinin

Olctimiinde kullanilmak {izere —80 °C  derin dondurucuda saklandi.

3.5.Mononiikleer Lokositlerin Seperasyonu

Bir ml histopaque—1077 iizerine bir ml taze heparinize kan yavasca konup
2100 rpm ve 25°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Orta tabakada biriken mononiikleer
l6kositler pipet yardimiyla almip bir ml tuzlu fosfat tamponu (pH=7.4) ile
karistirildiktan sonra 1600 rpm ve 25°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki
siipernatan atilip pellet tuzlu fosfat tamponu (pH=7.,4) ile 10° mononiikleer 15kosit / ul

olacak sekilde diliie edildi.

3.6.Comet Assay (alkali mononiikleer hiicre elektroforezi) Yontemi ile
DNA Hasar Tayini

3.6.1.Yontemin Prensibi

Comet assay yontemi alkali pH da farkli molekiil agirliklarina ve farkli
elektrik yiike sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli gb¢ etmeleri esasina
dayanmaktadir. Tek hiicreler veya cekirdekgikler agaroza yerlestirilir ve lizisten
sonra zarar gormemis DNA’lar tasinma sirasinda comet (kuyruk) olusturmazlar.
Oysa DNA fragmente olusmussa fragmentler (niikleik asitler) farkli molekiiler
agirliklara ve farkl elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli

hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar (57-58).

3.6.2.Yonteminin Uygulamsi
3.6.2.1.Slaytlarin Hazirlanmasi
%1,0 ‘lik NMP agaroz jel hazirlanarak 80ul jel kenarlari buzlanmis lam iizerine
damlatildt ve iizeri lamel ile kapatilarak buzdolabinda (2-4 °C) 5 dakika
bekletildikten sonra lamelleri kaldirildi. PBS (Fosfat buffered saline) ile mm° te 10*
hiicre olacak sekilde diliie edilmis mononiikleer hiicrelerden 10 ul alinarak 80 ul
%0,5’lik low melting point (LMP) agaroz jel (370C) ile karistirilarak birinci tabaka

tizerine tabakalandirildi ve tekrar lamel ile kapatilarak buzdolabinda donmasi i¢in 5
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dakika bekletildi. Uciincii asamada da aym konsantrasyonda LMP agaroz jel
hazirlanarak ikinci tabakanin iizerine ince bir tabaka halinde tabakalandirilarak

slaytlarin hazirlanmasi tamamlandi (57-58).

3.6.2.2.Lizis asamasi

Hazirlanan lamlar yaklasik bir saat siire ile yiiksek konsantrasyonda tuz ve
deterjan iceren soguk lizis soliisyonunda bekletildi. Lizis soliisyonunun igerigi 100
mM EDTA, 2,5 M NaCl, 10 mM trizma base ve %1 oraninda triton X-100’den
olusmaktadir. Bu soliisyonun pH ‘st 10’a ayarlandi. Lizis tamponu ile hiicre ve

cekirdek zari lizise ugratildi (57-58).

3.6.2.3.Elektoforez Tamponu

Elektrforezde yiiriitmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmasi i¢in slaytlar
alkali elektroforez tamponunda (ImM EDTA ve 300 mM sodyum hidroksit pH <13)
20-30 dakika inkiibasyona birakildi (57-58).

3.6.2.4.Elektroforezde Yiiriitme

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra
DNA’lar bu tampon ¢ozeltisi icerisinde 300 mA, 14 volt’luk elekriksel alanda ve 5—
25 °C’de 30 dakika yiiriitiildii (57-58).

3.6.2.5.Notralizasyon
Elektoroforezde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon
coOzeltisini ortamdan uzaklastirmak icin slaytlar 3 dk siire ile 3 kez noétralizasyon

tamponu ile (0.4 M Tris-HCL, pH 7.5) yikand1 (57-58).

3.6.2.6.Boyama
Notralizasyon tamamlandiktan sonra etidyum bromit boyasi ile (5 pg/ml) boyandi
(152-153). Herbir slayt icin 80 uL. boya slayt lizerine damlatildiktan sonra lamel ile
tizeri kapatilarak 20 biiyiitmeli floresan mikroskop ile (Eksitasyon DB: 546 nm,
Emisyon DB: 580 nm) 50 adet DNA goriintiisii degerlendirildi.
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3.6.2.7.Analiz

DNA ‘daki hasarlarin kuyruklu yildiz goriintiileri florasan mikroskobunda
toplam 50 hiicre sayilarak degerlendirildi ve ampirik olarak (hasarsiz O ve en hasarl
4) belirlenmis 5 farkli goriintiiye gore puanlanarak hasar belirlendi. Elde edilen
sayisal veriler 2 ile ¢arpilarak 100 hiicre iizerinde hasar, arbitary iinitesi olarak verildi

(57-58).

3.7.Protein Oksidasyonu (PO)

Prensip:

Levine ve arkadaslari (63) tarafindan gelistirilen bir metod olup proteinlerin
oksidasyonu sonucu olusan karbonil gruplar1 ile 2,4-dinitrophenylhydrazinin
reaksiyona girmasi ile olusan hydrazone bilesiklerinin renginin spektrofotometrik
olarak Olclimiine dayanan bir yontemdir.

Reaktifler:

DNPH cozeltisii 2 molarhk HCl icinde 10 milimolar 2,4-
dinitrofenilhidrazin.

TCA cozeltisi: Deiyonize su igerisinde % 10 trikloroasetikasit.

Guanidin HCI coeltisi: 6 molar guanidin HCl 20 milimolarlik potasyum
fosfat tamponu (pH=2,3) icinde ¢oziildii.

Yontemin uygulamsi:

15 ul palazma 0,5 ml DNPH cozeltisi ile karistirilarak oda 1sisinda 1 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda iizerine 0,5 ml TCA cozeltisi
eklenerek vortekslendi ve 15000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atilarak
pellet 2 kez 1/1 oraninda etanol/etil asetat ile yikandi. Kalan pellet iizerine 0,6 ml
Guanidin HCI ¢oeltisi ilave edip 15 dakika 37 °C’de inkiibasyona brakarak pelletin
cOziinmesi sagland1 Santrifiij edip spektrofotometre ile 365 nm’de optik dansiteleri
alindi ve cikan absorbansi absorbsiyon Kkatsayisi(€y,,x=22000/M/cm) ile carparak
sonuclart nmol/mg protein seklinde hesaplandi (59, 60 ).
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3.8.Malondialdehid (MDA)

Prensip:

Lipit  peroksidasyonunun sekonder iiriini olan malondialdehid,
thiobarbituric ile asit ortamda 97°C’ de reaksiyonu sonunda pembe renk
olusmaktadir. Olusan pembe rengin Conti ve arkadaslar1 (12) tarafindan gelistirilen
ve florometrik Ol¢iimiine (Eks:525nm, Em:547nm) dayanan bir metoddur.

Reaktifler:

DETBA cozeltisi: 10mmol/L 1,3-diethylthiobarbiitirik asid 75 mol/L fosfat
tamponu (pH=3) icerisinde ¢oziinerek hazirlandi.

Yontemin uygulanisi:

25 ul plazma 0,5 ml DETBA ¢ozeltisi icerisinde karigtirilip 96 °C’de bir
saat inkiibasyona birakildi. Ornekler 5 dakika buz banyosunda birakildiktan sonra 2,5
ml n-biitanol eklendi. Karisim vortekslenerek 1500 X g de 4 C° de 10 dakika
santrifiij edildi ve siipernatan alinip florometrede okutuldu. (Extasyon= 539 ve
emisyon= 553) Standart olarak tetraeoksipropan kullanildi. Sonug¢lar pmol/L olarak

verildi (59,60,61).

3.9.Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Prensip:

Erel tarafindan (137) gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giicli
serbest radikallere kars1 vucudun total antioksidan kapasitesini 6lcen bir metoddur.
Fe**—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak
OH radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen tiirii indirgen diisiik pH’da renksiz
o-dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini
olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk
olusumu artmaktadir. Ancak Orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon
reaksiyonlarini bastirarak renk olusumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik
analizorde spektrofotometrik olarak ol¢iilerek sonug verilmektedir (137).

Reaktifler:

Reaktif-1: 75 mM Clark tamponu ( pH=1.8) icerisinde 10 mM o-
Dianisidine ve 45 AM Fe(NH4)*(SO4)’-6H,0 ¢oziilerek hazirlandi.
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Reaktif-2: 7,5 mM hirojen peroksit 75 mM Clark tamponu ( pH=1.8)

icerisinde karistirilarak hazirlanir.

3.10.Total Oksidant Seviye (TOS)

Prensip:

Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik
iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklagik {i¢
katina ¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir
kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin
siddeti spektrofotometrik olarak oOl¢iilmektedir ve tam otomatik kolorimetrik bir
yontemdir (62).

Reaktifler:

Reaktif-1: 140 mM’lik NaCl ¢ozeltisi igerisine 25 mM H,SO4 ¢oziilerek
ana soliisyon hazirlanir. Ana soliisyonda once % 10 oraninda gliserol ¢oziiliip daha
sonra total voliimde 250 uM Xlenol orange c¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif-2: Ana soliisyon igeriside o©nce 10 mM o-Dianisidine
dihidrocloride c¢oziilip sonra 5 mM amonyom ferrdz siilfat coziilerek reaktif

hazirlanir.

3.11. Plazma Protein Olciimii

Prensip:

Polipeptidler biiiret reaktifi ile reaksiyona girebilen en az iki peptid bagi
igerirler. Alkali ortamda iki degerlikli bakir iyonunun protein nitrojen ile kordineli
kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir.

Reaktif:

Sodyum potasyum tartrate (23,4 mM), Sodyum hydroxide (613 mM)
Potassium iodide (6,6 mM), Copper sulfate (13,2 mM)

3.12. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Total Oksidatif Stress (TOS) / Total Anatioksidan Kapasite (TAK) seklinde
boliinerek Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplandi (60).
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3.13.Yapilan istatistiksel Analizler:

Ticari bir program olan SPSS 11.0 kullanilarak gerekli istatistiksel analizler
ve sekiller yapildi. p < 0.05 olmas1 anlamli olarak kabul edildi. Gruplarin arasindaki
farki degerlendirmek i¢in student’s t-testi kullanildi. Parametrelerin arasindaki

iliskiyi degerlendirmek i¢in ise korelasyon analizi yapildi.

49



4. BULGULAR
Hasta ve kontrol grubuna ait demografik veriler Tablo 2 de verilmistir.
Tablo 2 den de goriildiigii gibi hasta ve kontrol gruplarinda cinsiyet, yas, uzunluk,

agirlik degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.

Tablo 2: Hasta ve kontrol gruplarinda fiziksel degerlerin karsilagtirilmasi

Kontrol (n=33) Hasta (n=25) P
Ortalama + S.D. Ortalama + S.D.
Cinsiyet (E/K)  21/12 21/4 >0.05
Yas (yil) 36.2 £ 8.5 39.2+14.2 >0.05
Uzunluk (cm) 168 £16 165+ 13 >0.05
Agirlik (kg) 69.9 +10.9 67.8 £8.7 >0.05

Tablo 3 ’te knotrol ve hasta gruplarinin mononiikleer 16kosit DNA hasari,
plazma TAK, MDA, PO, TOS ve OSI seviyeleri gosterilmektedir. Tablo 3’te
goriildiigii gibi hasta grubunda mononiikleer 16kosit DNA hasari, MDA, TOS, PO ve
OSI seviyelerinin kontrol grubundan yiiksek (sirasiyla; ( p= 0.001, p= 0.005, p=
0.001, p= 0.011 ve p= 0.001), TAK seviyeleri ise kontrol grubuna goére anlaml
derecede diisiiktii (p=0.014).
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Tablo 3: Hasta ve kontrol gruplarinda DNA hasart ve Oksidan/Antioksidan

parametrelerin karsilastirilmasi

Parametreler Kontrol Hasta P
(n=33) (n=25)
Ortalama + SD Ortalama + SD
Mononiikleer Lokosit DNA Hasar1 (AU) 29.81 £11.79 52.16 £18.65 0.001

Total Antioksidan Kapasite (umol Trolox1.91 + 0.34 1.46 +0.32 0.001
Eqv./L)

Plazma MDA Seviyeleri (umol/L) 4.97+0.71 5.65+0.17 0.005

Protein Oksidasyonu (nmol / mg Protein) 1.40+ 0.24 1.61 +£0.43 0.022

Total Oksidant Seviye (umol H202 Eqv. /16.12 £8.67  29.82+21.16 0.001
L)

Oksidatif Stres Index (AU) 12.04 £3.59 2220+ 13.14 0.001

Tablo 4’te mononiikleer 16kosit DNA hasari, total antioksidan kapasite,
plazma MDA, protein oksidasyonu, total oksidant seviye ve oksidatif stres index
seviyelerinin birbirleriyle iligkileri gosterildi. Tablo 4’te goriildiigii gibi hasta
grubunda mononiikleer 16kosit DNA hasart ile MDA, PO, TOS ve OSI seviyeleri
arasinda pozitif (sirastyla; p= 0.003, r= 0.225; p= 0.001, r= 0.521; p= 0.001, r=
0.509; p= 0.001, r=0.499), TAK arasinda negatif bir iliski vard1 (p= 0.001, r= -
0.435). TAS ile MDA, PO, TOS ve OSI seviyeleri arasinda negatif bir iliski bulundu
(swrastyla; p=0.162, r=-0.186; p= 0.089, r=-0.225; p= 0.003, r=-0.384; p= 0.001, r=
-0.504). Plazma MDA seviyeleri ile PO, TOS ve OSI seviyeleri arasinda pozitif bir
iliski vardi (sirasiyla; p= 0.319, r= 0.133; p= 0.009, r= 0.341; p= 0.069, r= 0.241).
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PO ile TOS ve OSI seviyeleri arasinda da pozitif bir iligki bulundu (sirasiyla; p=
0.160, r= 0.187; p= 0.616, r= 0.650). Ve en son olarakta TOS ile OSI seviyeleri

arasinda pozitif bir iligkinin mevcut oldugu goriildii (p= 0.001, r= 0.857).

Tablo 4:Hasta grubunda DNA hasart ve Oksidan/Antioksidan parametreler

arasindaki iliski

Total Plazma Protein Total OSI

AntioksidanMDA  Oksidasyonu Oksidant

kapasite kapasite
Mononiikleer r -0.435 0.225 0.521 0.509 0.499
Lokosit DNAp 0.001 0.003 0.001 0.001 0.001
Hasan
Total Antioksidanr -0.186  -0.225 -0.384  -0.504
Kapasite p 0.162  0.089 0.003 0.001
Plazma MDA r 0.133 0.341 0.241

p 0.319 0.009 0.069

Protein r 0.187 0.65
Oksidasyonu p 0.160 0.616
Total  Oksidantr 0.857
Kapasite p 0.001

Sekil 2-6 da hasta grubunda mononiikleer 16kosit DNA hasar1 ile MDA,
PO, TOS TAK ve OSI seviyeleri arasindaki iliskilerin grafikleri verilmistir. Sekil 7-

12 de ise kontrol ve hasta gruplarinda mononiikleer 16kosit DNA hasar1 ile MDA,

PO, TOS TAK, OSI ve plazma total serbest SH seviyeleri arasindaki fark, dagilim

ve sitandart sapmalar1 gosterilmistir.
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3,0

2,51

Plazma Protein Oksidasyonu (nmol /mg protein)

Mononukleer Lékosit DNA Hasari (AU)

Sekil 2: Hasta gubunda Mononiikleer 16kosit DNA hasari ile plazma total

protein oksidasyon seviyeleri arasindaki iliskinin dagilimi
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Sekil 3: Hasta grubunda Mononiikleer 16kosit DNA hasari ile oksidatif stres

index seviyeleri arasindaki iligkinin dagilimi
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Sekil 4: Hasta grubunda Mononiikleer 16kosit DNA hasart ile total

antioksidan seviyeleri arasindaki iligkinin dagilimi
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Sekil 5: Hasta grubunda Mononiikleer 16kosit DNA hasari ile Plazma Total

Oksidant seviyeleri arasindaki iliskinin dagilimi1
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Plazma MDA Seviyeleri (umol/L)

Mononukleer Lékosit DNA Hasari (AU)

Sekil 6: Mononiikleer 16kosit DNA hasari ile total plazma MDA seviyeleri

arasindaki iliskinin dagilimi
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Plazma Total Serbest SH

Hasta (n=25) Kontrol (n=33)

Sekil 7: Hasta ve kontrol gruplarinda total serbest SH seviyeleri arasindaki

fark, dagilim ve sitandart sapmalari
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Sekil 8 : Hasta ve kontrol gruplarinda plazma Total Oksidant seviyeleri

arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari

Plazma MDA Seviyeleri (Lmol/L)
(0]
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Hasta (n=25) Kontrol (n=33)

Sekil 9: Hasta ve kontrol gruplarinda plazma MDA seviyeleri arasindaki

fark, dagilim ve standart sapmalari
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Sekil 10: Hasta ve kontrol gruplarinda Total Antioksidant Kapasite

seviyeleri arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari
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Sekil 11 : Hasta ve kontrol gruplarinda plazma Protein Oksidasyonu

seviyeleri arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari
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Sekil 12: Hasta ve kontrol gruplarinda Oksidatif Stres Index seviyeleri

arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari
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5. TARTISMA VE SONUC

Akciger tiiberkiilozu kronik bir enfeksiyondur ve M.tuberculosi’n neden
oldugu nekrozitan bir hastaliktir (81). Son zamanlarda M-TB enfeksiyonu ve kanser
arasindaki iligski dikkat cekmekte ve bu konuda caligmalar yapilmaktadir. Yapilan
epidemiyolojik calismalarda, akciger tiiberkiilozlu hastalarda  akciger kanseri
riskinin anlamli bir sekilde yiikseldigi bildirilmis fakat etiyopatogenezi ile ilgili
yeterince aragtirma yapilamamistir. Etiyopatogenezi agiklamak icin genelde ii¢ ana
mekanizma Onerilmektedir.

1.Doku ve diicrelerdeki enfeksiydz ajanlarin direkt etkisi,

2. Immiin baskilayicilar

3. ROS ve RNS fiiriinleri

Reaktif oksijen radikalleri tiiberkiilozda fagositoz sirasinda savunma hattindaki
makrofajlar tarafindan bol miktarda tiretilebilmekte ve iiretile ROS DNA hasarina
neden olabilmektedir (5). Yapilan ¢alismalarda da DNA hasari ile kanser olusumu
arasinda direkt bir iliskinin oldugu gosterilmistir.

Son yillarda ¢ok sayida cevresel ve enfeksiyoz nedenlerin sebep oldugu
genetik hasarin incelenmesinde kullanilan metodlarda mononiikleer 16kositler genis
bir sekilde kullanilmaktadir (28). DNA hasarinin ol¢iimii i¢in kullanilan cesitli
metodlar dan biri olan sigle-cell jel elektroforezi ( comet assay) DNA da meydana
gelen dal kirilmalarinin 6l¢iilmesi i¢in kullanilan ¢ok duyarh ve gii¢lii bir metotdur.
Bizde ¢alismamizda DNA hasarinin 6l¢iimii icin bu metodu kullandik (30).

Biz caligmamizda aktif ve kronik akciger tiiberkiilozlu hastalarda
mononiikleer hiicre DNA hasari ile oksidatif stres parametrelerini olcerek hastalik ile
DNA hasar1 ve olusan hasarin oksidatif sitres ile olan iliskisini arastirdik ve DNA
hasarinin kronik akg¢iger tiiberkiilozu olan hastalarda 6nemli derecede arttigini, DNA
hasar ile oksidatif sters arasinda giiclii bir iliskinin oldugunu bulduk.

Viicudtaki hiicrelerin yeterli derecede farklilasmaya ugramaksizin,
kontrolsiiz ve hizli bir sekilde boliinmeleri ile kendini gosteren ve patolojik bir
durum olan kanserin baglangicinda ve ileriki safhalarinda oksidatif DNA hasarinin
etkili olmasi nedeniyle Oksidatif DNA hasart biiyilk ©6neme sahiptir.Bu
hasarlanmanin ardindan kromozom yikilmasi ve yeniden diizenlenmesi, mitoz

kontrolii bozulmus bir fenotipin iiretilmesine yol acmaktadir. DNA'nin niikleik
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asitleri ile reaksiyona giren serbest radikaller, DNA zincirinde kirilmalar meydana
getirmekte ve bu hiicrelerin kanser hiicrelerine doniismesine yol agmaktadirlar .

Yapilan c¢alismalarin ¢ogunda akciger kanserinin ortaya ¢ikmasiyla
birliktelik gosteren diger akciger hastaliklar1 arasinda iligki olabilecegi gozlendi.
Gansu Province ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada (153), Cin de ocak 1994 ve
nisan 1998 yillan arasinda akciger kanseri tanisiyla 656 erkek ve230 kadin toplam
886 hasta iizerinde yapilan ¢alisma da, kronik bronsit, amfizem, astim, pnomoni,
tiilberkiiloz gibi primer akciger hastaliklari ve bozulan akciger fonksiyonlarinin
akciger kanseri riskini genel olarak yiikselttigi gozlemislerdir (55,72). Oksidatif
streste; organizmanin antioksidan savunma sistemini olusturan enzimlerin adaptif
cevap ile uyarildiklar1 bilinmektedir (96,97,98,99). Aerobik organizmalarin,
mutasyonlardan korunabilmeleri ve yasamlarini devam ettirebilmeleri icin DNA
onarim enzimlerinin dogru fonksiyon yapmalari mutlaka gereklidir. Diisiik
diizeylerde oksidatif DNA hasart minimal hata riski ile etkin bir sekilde
onarilabilmektedir. Ancak, DNA onarim enzimleri ve DNA polimeraz’in oksidatif
stres altinda hasarlanmalar1 dogru replikasyon ve transkripsiyon olasiligini
azaltmaktadir. Onarim tamamlanincaya kadar, hiicreler boliinmelerini genellikle
durdurarak kendilerini korumaktadirlar. DNA'daki oksidatif hasar yasam ile
bagdasmayan yiiksek diizeylere ulastiginda hiicre 6liimii (apoptoz) veya genotoksik
hasarlar gerceklesmektedir (104,105,103). DNA'da dal kiriklarinin olusumundan
sonra DNA onarim mekanizmasinin bir komponenti olan NAD+ bagimli poli
ADPriboz polimeraz enzimi (PARP) aktive olmakta ve DNA hasar1 belirli bir diizeyi
astiginda asim1 NAD® ve ATP tiiketimi sonucunda hiicre o6liime gitmektedir
(77,79,80).

Proteinler oksidanlara maruz kaldiklarinda bircok kovalent degisiklige
ugrar. Bu degisikliklerden bazilar1 serbest radikallerin protein molekiilleri iizerine
direkt etkileri sonucu olusabildigi gibi, bazilar1 da oksidasyon yan {riinlerinin
proteinlere kovalent olarak baglanmasi ile meydana gelir. Proteinlerin radikal aracili
hasar1; elektron kaybi, metal-iyon katalizli reaksiyonlar, lipit ve sekerlerin
otooksidasyonu ile baglatilabilmektedir. Bu iiriinlerin olusum hizinin artmasi veya
temizleyici mekanizmalarin yetersiz kalmasi, proteinlerde dahil olmak iizere diger

hiicresel molekiillerdeki oksidatif modifikasyonlarin artisina yol agar(100,101). ROS,

60



direkt olarak proteinleriizerine etki ederek oksidize aminoasitlerin olusumuna yol
actiklar gibi, indirekt yolla karbonhidrat ve lipidlerin otooksidasyonu sonucu ortaya
cikan reaktif karbonil bilesiklerinin (RCO) etkisi ile de ileri glikasyon son iiriinlerine
(AGE) ve ileri lipoksidasyon son iiriinlere (ALE) doniisiirler (85). Pek c¢ok sayida
mekanizmanin protein oksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir (100,101).
Proteinlerde yapisal degisiklige yol acan baslica molekiiler mekanizmalar: PCO
olusumu ile karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu, protein tiyol (P-
SH) gruplarinin kaybi, 3- nitrotirozin (3-NT), ditirozin (diTyr), olusumu olarak
siralanabilir(100,102). Potansiyel olarak biitiin amino acil yan zincirleri oksidatif
modifikasyona ugrayabilme 6zelligindedir. Bu yiizden, cok sayida ve farkli gesitte
oksidatif protein modifikasyonu olmasina bagli olarak, protein oksidasyonunun tek
bir evrensel belirteci yoktur. Bazi oksidatif protein modifikasyonlari, hem
oksidasyona ugrayan amino asit bakiyesi, hem de olusturulan iiriinler bakimindan
gayet spesifiktir. Baz1 oksidatif protein modifikasyonlar ise global 6zellik tasir, cok
sayilda amino asit bakiyesinde degisiklige yol acgarak, yine cok sayida iiriin
olusturabilir (100).

Biyomolekiillerin tiim biiyiikk smiflart  serbest radikaller tarafindan
etkilenirler, fakat lipidler en hassas olanlaridirlar. Oksijen radikalleri poliansatiire
yag asitlerine etkiyerek lipid peroksidasyonuna yol acarlar. Membrandaki kolesterol
ve yag asitlerinin doymamis baglari,serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyona ugrayabilirler. Lipid proksidasyonu, serbest radikallerin poliansature
yag asitlerinin metilenik karbonlarindan hidrojen atomunu ¢ikarmak i¢in yaptiklar
atakla baslar ve zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid peroksidasyonu ile meydana
gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Hasarli dokularda lipid peroksidasyonu
saglikli olanlardan daha hizli ilerler. Bu dokularda peroksidasyona yatkinliktaki artis,
antioksidanlarin inaktivasyonunun ve metal iyonlarinin (Fe ve Cu) hiicre icinden
serbestlesmesinin neticesidir. Metal iyonlar lipid peroksitlerin sitotoksik iiriinlere
degisimini kolaylastirir (156).

Demir, lipid peroksidasyonunda zincir reaksiyonunun baslangicinda dnemli
rol oynar ve siiperoksit ve hidrojen peroksidin daha giiclii oksidanlara doniistimiinii

katalizler (157) .
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Lipid hidroperoksitleri yikildiginda cogu biyolojik olarak aktif olan
aldehidler olusur. Bu bilesikler, hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya diffiize
olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayabilirler. U¢ ya da daha fazla cift bag
ihtiva eden yag asidlerinin peroksidasyonu, malondialdehid (MDA) meydana getirir.
MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir,
ancak lipid peroksidasyonunun derecesi ile korelasyon gosterir. Peroksidasyonla
olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna
sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 0zelliklerini degistirir. Bu etkiler,
MDA’nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu aciklar (156,157).
Yapilan ¢alismalarda plazma MDA diizeyleri yiiksek bulunmus, lipid peroksidasyon
iriinlerinin DNA hasarina sebep olabilecegi rapor edilmistir. Lipid hidroperoksitleri
direk olarak DNA’da zincir kopmalarina ve lipid peroksil ve alkoksil radikalleri ise
DNA’da baz oksidasyonuna sebep olabilmektedir (154,66). Kronik akciger
tiiberkiilozlu hastalarda LPO diizeylerinin yiiksekligi etki eden serbest radikallere
bagli olabilecegi gibi primer veya sekonder antioksidan enzim sistemlerinin
bozulmasina da bagli olabilir (155,7).

Serbest oksijen radikallerinin zararl etkilerini ortadan kaldirmak i¢in insan
serum, eritrosit ve dokularinda genel olarak antioksidanlar diye adlandirilan bir
defans mekanizmasi mevcuttur. Tiim viicuttaki antioksidan durumu degerlendirmek
icin total antioksidan kapasite Olc¢timleri yapilmaktadir. Antioksidanlar, dogal
(endojen kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere baslica iki ana
gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana gelisini Onleyenler ve mevcut
olanlar etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim ve enzim
olmayanlar seklinde de simiflandirilirlar. Hiicrelerin hem sivi hem de membran
kisminda bulunabilirler ve oksidanlara kars1 birlikte hareket ederler. Antioksidanlar,
hem direkt, hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaclarin, karsinojenlerin ve
toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri korurlar. En
onemli antioksidan enzimler; siiperoksit anyonunu H,O,’ye doniistiiren siiperoksit
dismutaz (SOD), organik peroksitleri detoksifiye eden glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) ve H;0,’yi suya indirgeyen katalazdir. Stiperoksit radikalinin ortadan

kaldirilmasinda bu enzim sisteminin en Onemlisi SOD’ dur. Timoér olusum
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mekanizmas1 lizerine yapilan son calismalarda tiimor hiicrelerinin stiperoksid
radikalleri iiretebildigi gosterilmistir. Bu nedenle de bir¢ok arastirmaci zarar gormiis
tiimor hiicrelerinde temel antioksidan olan SOD ve katalazin diizeyini arastirmaya
yonelmistir. Jaruga ve ark. (158) insan akciger kanseri dokusunda SOD ve katalaz
aktivitesinde diisiis ve DNA lezyon diizeyinde artis tespit ederek olasi kanser
sebebinin serbest radikaller oldugunu yaymlamislardir. Ulkemizde Giiner (159) ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada siiperoksid dismutaz ve katalaz enzimlerinin
akciger kanserinde tiimorlii dokuda normal dokuya gore anlamh bir sekilde diisiik
oldugunu gostermislerdir. Onkogenlerin serbest oksijen radikalleri ile olusan
karsinogenezin her evresinde etkili oldugu diisiiniiliirse antioksidan enzimlerin
genleri antionkogenlerden biri olabilir ve karsinogenez sirasinda bu genlerden birinin
inaktivasyonu tiimor gelismesine neden olabilir. Bu konuda yogun calismalar da
yapilmaktadir. Diyetle alinan alfa-tokoferol lipid peroksidasyona karsi korur ve
sonucta steroidlerin neden oldugu karaciger hiicre hasar1 ve timor gelisimine karsi
kullanilabilir.

Biitiin diinyada oldugu gibi iilkemizi de biiyiik ol¢iide tehdit eden akciger
tiiberkiilozunun kanserle iliskisini verilen bilgilere dayanarak biiyiik Olciide
aciklayabilmek icin kontrol ve hasta gruplarinda mononiikleer 16kosit DNA hasari,
total antioksidan kapasite, plazma MDA, protein oksidasyonu, total oksidant seviye
ve oksidatif stres indeks seviyeleri 6l¢iildii. Yaptigimiz ¢alismalar sonucunada hasta
grubunda mononiikleer 16kosit DNA hasari, total oksidant seviye, oksidatif stres
indeks, protein oksidasyonu ve plazma MDA seviyelerinin kontrol grubundan
anlaml derecede yiiksek oldugunu goriildii. Bunun aksine hasta grubunda plazma
total antioksidan kapasite seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik
oldugu tespit edildi . Bu bulgular tiiberkiilozda oksidatif stresin biiyiik artis
gosterdigini ve antioksidanlarin ise diistiigiinii gostermektedir. Artan oksidatif stres
ile DNA hasar1 arasinda pozitif bir iliskinin bulunmas:1  0Olciilen DNA hasarinin
artan oksidatif stresin bir sonucu olabilecegini akla getirmektedir. Ayrica
mononiikleer 16kosit DNA hasar1 ile MDA, protein oksidasyonu, total oksidant
seviye ve oksidatif stres indeks seviyeleri ile pozitif, total antioksidan kapasite
seviyeleri ile negatif bir iliskiye sahiptir. Total antioksidan kapasite seviyeleri ile

MDA, protein oksidasyonu, total oksidant, seviye ve oksidatif stres indeks seviyeleri
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arasinda negatif bir iliski mevcuttur. Plazma MDA seviyeleri ile protein
oksidasyonu, total oksidant seviye ve oksidatif stres indeks seviyeleri arasinda pozitif
bir iliski, Protein oksidasyonu ile total oksidant seviye ve oksidatif stres indeks
seviyeleri arasinda da pozitif bir iliski ve son olarak da total oksidant seviye ve
oksidatif stres indeks seviyeleri arasinda pozitif bir iliskinin mevcut oldugu goriildii.
Sonug olarak, kronik akgiger tiiberkiilozlu hastalarda mononiikleer 16kosit
DNA hasarinin yiiksek olmast ve DNA hasar1 ile oksidanlar arasindaki pozitif,
antioksidanlarla negatif iliskinin olmasi, kronik tiiberkiilozda konak¢1 defans
mekanizmas1 geregi lretilen oksidanlarin konak¢i DNA’larinda hasara neden
olabilecegi hipotezimizi desteklemektedir. Dolayisi ile akciger kanser olusum riskini
azaltmak i¢in akgiger tiiberkiillozu olan kisiler acilen ve etkili bir sekilde tedavi

edilmelidir.
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