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OZET

KONJENITAL ADRENAL HiPERPLAZILi COCUKLARDA SERUM
PROLIDAZ AKTIVITESININ ANTIOKSIDAN ENZIiM KAPASITESIYLE
ILISKiSi

Ferhat YILDIZ
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. iclal Geyikli CIMENCI
Eyliil 2020, 65 sayfa

Bu c¢alismada Konjenital Adrenal Hiperplazi’li hastalarda prolidaz aktivitesinin
antioksidan molekiillerle iliskisinin diger parametrelerle bir arada incelenmesi ve bu
iliskinin aragtirilmasi1 amaglanmistir. Bu calismaya Konjenital Adrenal Hiperplazi tanisi
konulmus 85 goniillii hasta, yas ve cinsiyet uyumlu 43 goniilli saglikli dahil edilmistir.
Prolidaz aktivitesinin 6l¢iimii modifiye Chinard yontemiyle, MDA diizeyleri
tiyobarbitiirik asit yontemiyle, SOD aktivitesi Sun ve arkadaglari tarafindan Onerilen
yontemle, Paraoksanaz ve Arilesteraz diizeyleri ise Rel Assay tarafindan gelistirilen tam
otomatik yontemle Olciildii. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yas ve cinsiyet
bakimindan anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Prolidaz aktivitesi saglikli kontrol
grubuna kiyasla hasta grubunda anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<0,05). Hasta
grubunda MDA diizeyleri saglikli gruba gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu.
(p<0,05). SOD diizeyleri hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore anlamli derecede
diisiik bulundu (p<0,05). PON ve ARE diizeyleri agisindan hasta grubu ile kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Hasta grubunda 17 OH progesteron
ve 11 deoksikortizol diizeyleri KAH tipleri arasinda anlamli derecede fark bulundu.
Konjenital Adrenal Hiperplazinin reaktif oksijen tiirleri iirettigini, hastalarda oksidatif
stresin arttigini, hiicreleri serbest radikal hasarina karsi olusan savunma sisteminin
aktivitesindeki diisiisiinii gordiik. Ayrica prolidaz aktivitesinin diizenliginin kollajen
metabolizmasinda bozulmalar olarak kendini gdsterdigini gozlemledik. Bu ¢alismanin
bize KAH’da prolidaz aktivitesinin roliiniin ve antioksidan molekiillerle iligkisinin yeni
yaklagimlarin ortaya ¢ikmasi agisindan 6nemli oldugunu diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: antioksidan, konjenital adrenal hiperplazi, malondialdehit,
prolidaz, stiperoksit dismutaz



ABSTRACT

SUMMARY THE RELATIONSHIP OF SERUM PROLIDAASE ACTIVITY
WITH ANTIOXIDAN ENZYME CAPACITY IN CHILDREN WITH
CONGENITAL ADRENAL HYPERPLASIA

Ferhat YILDIZ
Master Thesis, Department of Medical Biochemistry
Supervisor: Professor Dr. iclal Geyikli CIMENCI
September 2020, 65 pages

In this study, it was aimed to examine the relationship between prolidase activity and
antioxidant molecules together with other parameters in patients with congenital adrenal
hiperplasia and to investigate this relationship. In this page, 85 volunteer patients
diagnosed with Congenital Adrenal Hyperplasia and 43 essential healthy individuals
who are matched for age and gender are included. Prolidase activity was measured by
the modified Chinard method, MDA levels by thiobarbituric method, SOD activity by
Sun et al., Paraoxanase and Arylesterase levels were measured by a fully automated
method in Relay Assay. No significant difference was found between the patient and
control groups in terms of age and gender (p> 0.05). Prolidase activity was found to be
significantly higher in the patient group compared to the healthy control group (p
<0.05). MDA levels in the patient group were found to be significantly higher than the
healthy group. (p <0.05). SOD levels were found to be significantly lower in the patient
group compared to the healthy control group (p <0.05). No significant difference was
found between the patient group and the control group in terms of PON and ARE levels
(p> 0.05). Significant differences were found in 17 OH progesterone and 11
deoxycortisol levels between the types of CAH in the patient group. We have seen that
Congenital Adrenal Hyperplasia produces reactive oxygen species, increased oxidative
stress in patients, and a decrease in the activity of the defense system against free
radical damage. In addition, we observed that the regularity of prolidase activity
manifested itself as disruptions in collagen metabolism. This study suggests that the role
of prolidase activity in CAH and its relationship with antioxidant molecules are
important for the emergence of new approaches.

Key Words: antioxidant, congenital adrenal hyperplasia, malonedialdehyde, prolidase,
superoxide dismutase



1.GIRIS ve AMAC

Konjenital Adrenal Hiperplazi (KAH), adrenal kortekste kortizol sentezi igin gerekli
olan 5 enzimden birinin eksikligine bagl olarak gelisen, otozomal resesif bir hastalik
grubudur (1). KAH hastalarinin %90’dan fazlasinda 21-Hidroksilaz enzim eksikligi
bulunur ve bu da kortizol tiretim kusuruna sebeb olur (2). Kortizol eksikliginde, adrenal
yetmezlik gelisir ve hayati tehdit eder. Enzim eksikligi derecesi degisken oldugu icin
klinik tablo da degisir. Klinik olarak klasik ve klasik olmayan seklinde siniflandirilir

).

Klasik KAH formunun kiiresel insidansi, tarama programlari tarafindan belirlenen
1:15.000 canli dogumdur (3). Insidansi bazi etnik gruplarda ve cografik bolgelerde
degismektedir. Klasik olmayan KAH (NKAH) olgularinin belirlenmesinde yenidoganin

taranmasi yetersiz kaldigindan, gercek insidansi bilinmemektedir (1).

Insanda, sitokrom P450 enzimlerinin katalizledikleri ¢ok ©nemli reaksiyonlar
bulunmaktadir. Bunlardan birisi steroid hormon biyosentezidir. Steroid 21-hidroksilaz
(CYP21A2), agirlikli olarak adrenal kortekste eksprese edilen bir mikrozomal P450'dir.
CYP21A2'deki mutasyonlar, steroidojenez yolundaki kusurlardan kaynaklanan

otozomal resesif hastaliklar ailesi olan KAH’a yol agar (4).

Sitokrom P450 (CYP450) bir reaktif oksijen tiirleri (ROT) kaynagidir. ROT, CYP450
katalitik donglisiiniin parcalanmast veya ayrilmasinin ardindan ortaya c¢ikar. ROT’un
tiimii, hidroksil radikal olusumuna yol agarak patolojik etkilerinin ¢ogunu gosterir.
Hidroksil radikali veya yakindan iligkili bir tiir, muhtemelen en serbest radikal kaynakli
doku hasarmin nihai aracidir (5). Siiperoksit dismutaz (SOD) ROT’a kars1 ilk savunma
hattini olusturur. SOD, siiperoksit radikalini (O2") hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler

oksijene (O2) katalizleyen enzimatik bir antioksidandir (6).

Prolidaz, C-terminal ucunda bir prolin veya hidroksiprolin kalintisinin bulundugu
imidodipeptitleri ayristirma yetenegine sahip cok islevli bir enzimdir. Prolidazlar, prolin
geri doniisiimiine katildiklar1 diisiiniilen arkea ve bakterilerden izole edilmistir. Memeli
tiirlerinde, prolidazlar sitoplazmada bulunur ve esas olarak protein katabolizmasinin son
asamasinda, oOzellikle kollajenin biyosentezi ve bozulmasi sirasinda prolin serbest
birakma islevi goriir. Kollajen viicuttaki toplam proteinin yaklasik {i¢te birini igerir ve

doku yapisini ve biitiinliigiinii korumak i¢in gereklidir (7).



Prolidaz aktivitesinin rolii ve antioksidan molekiillerle iliskisinin KAH’l1 hastalardaki
yeni yaklasimlarin ortaya ¢ikmasi yoniinden 6nemli oldugu diistintilmiistiir. Dolayistyla
bu c¢alismada KAH’li hastalarda prolidaz aktivitesinin antioksidan molekiillerle
iliskisinin diger parametrelerle bir arada incelenmesi ve bu iliskinin arastirilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Sitokrom P450 Enzim Sistemi

Sitokrom P450 monoksijenazlar (CYP450), genellikle fizyolojik kosullar altinda,
nispeten basit alkanlar veya yag asitleri dahil olmak {iizere ¢ok cesitli molekiiller
tizerinde bir¢ok farkli oksidatif doniisiimiin yani1 sira steroidler ve ekzojendzler de dahil
olmak Tlzere bir¢ok farkli oksidatif doniistimii katalize edebilen tiyolat hem

proteinleridir (8).

CYP450 st familyast ¢cok sayida hem igeren monoksijenazdan olusur. Bircok insan
CYP450'si insan hastaliklarin1 tedavi etmek ic¢in kullanilan ilaglar1 metabolize eder.
Digerleri insan fizyolojisi i¢in gerekli olan endojen bilesiklerin sentezi i¢in gereklidir.
CYP450 enzimleri tiim biyolojik kralliklarda bulunur ve simdiye kadar filumlarin
cogunlugu incelenir. Insanlarda 57 CYP450 tanimlanmustir ve hala bu enzimlerin
ozellikleri ve farkli hastaliklardaki rolleri hakkinda yeni bilgiler ortaya ¢ikmaya devam
etmektedir. Genel olarak, tibbi alaka diizeyine sahip CYP450'ler, 6nemli endojen
substratlar tizerinde etkili olan ve bir¢cok durumda seviyelerini kontrol eden enzimlerdir

(9,10).

2.2. Sitokrom P450 ailesi

CYP450, tim biyolojik kralliklara dagilmig 15.000'den fazla bilinen gen ile yapisal
olarak cesitli ve fonksiyonel olarak ¢ok yonlii hem iceren enzimlerin bir Siiper ailesini
olusturur. CYP450 proteinleri ¢ok ¢esitli birincil dizilere sahiptir ve amino asit dizisi

kimliklerine bagli olarak aileler halinde gruplandirilir (11).

Insan genomunda 57 geni kodlayan 18 memeli sitokrom CYP450 familyasi
vardir. CYP2, CYP3 ve CYP4 aileleri diger 15 aileden ¢ok daha fazla gen igerir; bu ii¢
aile aym1 zamanda kemirgen genomlarinda Onemli Olglide daha biiyiik
ailelerdir. CYP1, CYP2, CYP3 ve CYP4 familyalarindaki genlerin  ¢ogu  eikosanoid
metabolizmasinda yer alan enzimleri kodlar ve ¢esitli ¢evresel uyaranlarla (yani diyet,
kimyasal indiikleyiciler, ilaglar, feromonlar vb.) Genellikle tek bir liyeye sahiptir ve
nadirdir. CYP2 olmasina ragmen ve CYP3 familyalar1 biiyiik 6l¢iide gereksiz ve karigik

olarak kabul edilebilir, geri kalan 16 gen ailesinin bir veya daha fazla genindeki ayni alt



familyada (CYP1Al1l, CYP1A2 vb.) mutasyonlar veya diger kusurlar oncelikle
CYP450'ye 6zgii hastaliklardan sorumlu olanlardir (12).

2.3. CYP450 ile Reaktif Oksijen Tiirleri Uretimi

CYP450 enzimleri, reaksiyon dongiileri boyunca hiicresel ROT’a katkida bulunan
cesitli bir hema monoksijenaz grubudur. CYP450 enzimleri insan fizyolojisinde ¢ok
onemli bir rol oynar. Ilag ve ksenobiyotik metabolizmasinin yani sira endojen
molekiillerin biyosentezinde yer alir ve insan viicudunda ifade edilir. Bununla birlikte,
CYP450 katalitik dongiisii sirasinda, enzimatik dongiiniin ayrilmasi yoluyla ROT
tiretir. ROT'un, hiicre hasarina ve dliime yol agabilen ve hastalik gelisimine katkida
bulunabilen lipitler, proteinler ve niikleik asitleri iceren endojen molekiilleri degistirdigi
bilinmektedir. ROT, kanser ve yaslanma da dahil olmak {izere ¢ok c¢esitli hastalik ve

kosullarda rol oynamaktadir (13).

Substrate

R)
\

P450 Oxidized
Reaction mmmm)  Substrate
Cycle (ROH) =
> Human Disease
(Cancer, Cardiovascular
Disease, and
l Neurodegeneration)

Reactive 1 Protein Modifications /
Oxygen —

A 1 Lipid Peroxidation
Species t Oxidative DNA Damage

Sekil 2.1: CYP450'lerin ROT aracili insan hastaliklarina katkida bulundugu mekanizma
(14)

CYP450 enzimleri, ¢ok ¢esitli reaksiyonlar yiiriitebilmesine ragmen, en yaygin olan1 bir

substratin (R) oksidasyonudur ve genel reaksiyon mekanizmasi su sekildedir (13):



RH+2H "+ 02+ 2e" — ROH + H0

2.3.1. Sitokrom P450 enzimatik dongiisii

CYP450 enzimleri ¢ok cesitli biyokimyasal reaksiyonlar i¢in ¢ok yonli katalizorlerdir,
ancak genellikle substrat oksidasyonundaki rolleri ile bilinirler. Oksidasyon kapasiteleri
nedeniyle CYP450 enzimleri, ilaglarin ve ksenobiyotiklerin faz I metabolizmasinda

Oonemli bir rol oynar, substratin polaritesini arttirir ve atilima yardimci olur (15).

Reaksiyon dongiisii bilgisi CYP450 enzimlerinin nasil ROT iiretebilecegini ve oksidatif
stresi artirabilecegini anlamada 6nemli bir rol oynamaktadir. Reaksiyondaki ilk adim,
substratin (R-H) hem-tiyolat grubunun ferrik demirine (Fe*") baglanmasidir. Hem-
tiyolat grubunun demiri daha sonra NADPH sitokrom P450 rediiktaz ile bir elektron
indirgemesi yoluyla Fe®** 'dan Fe?* 'ya indirgenir. Bu, oksijenin (O2) demire
baglanmasin1 kolaylastirir. Sitokrom P450 rediiktaz daha sonra ikinci bir se¢im
ilavesiyle Fe?*-O, kompleksini azaltir ve kompleks igindeki oksijeni (Fe?*-O,) aktive
eder. Iki protonun (H*) eklenmesi O-O bagm ayirir ve Ho0 serbest birakir. FeO%*
kompleksi daha sonra reaktif bir ara madde olan RFe3*.OH" birakarak substrattan (R)
bir proton ¢ikarir. Hidroksil grubu daha sonra substrat radikaline aktarilir ve daha sonra

oksitlenmis substrat daha sonra serbest birakilir (13).
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Sekil 2.2: CYP450 Reaksiyon Mekanizmasi (13)



2.4. CYP450 enzimlerinin insan hastaliklarindaki rolii

1970'ler ve 1980'ler boyunca pek ¢ok organizmada (bitkiler dahil) goriiniiste ilgisiz
cesitli yasam siirecleriyle iligkili sitokrom CYP450 raporlarinin sayisindaki artigla
birlikte sitokrom CYP450 enzimlerinin hemen hemen tiim sentezi ve bozunmasinda
onemli oldugu one siiriildii. 1980'ler boyunca, ilaglarin genellikle bitkilerden tiiretildigi
ve bitki metabolitlerinin memeli CYP450 enzimlerinin substratlart oldugu ve CYP450
genlerinin merkezi bir rol oynadig takdir edildi. Kritik bir yasam islevi ile iligkili diger
bircok gen ve enzimde oldugu gibi, bu gendeki belirli mutasyonlar veya diger
degiskenlikler ve dolayisiyla gen iiriinii patolojiye neden olacaktir. Dahasi, gereginden

fazla gen tiriinii yoksa, ciddi hastalik riski ¢ok daha yiiksektir (12).

2.5. Konjenital Adrenal Hiperplazi

KAH, kortizol biyosentezi icin steroidojenik yola dahil olan birka¢ enzimden birinin

eksikliginden kaynaklanan bir grup otozomal resesif bozukluktur (16).

KAH, birkag steroidojenik enzimden birinde tam veya kismi aktivite kaybindan
kaynaklanir. Tim KAH vakalarinin %95'ine kadari, kortizol ve aldosteron iiretimini

azaltan ve adrenal androjenlerin agir1 iiretimine yol acabilen CYP21A2 eksikliginden

kaynaklanmaktadir (17).

2.5.1.Epidemiyoloji

Diinya ¢apinda 6,5 milyona yakin yenidogan taramasindan elde edilen veriler, klasik
KAH'm 1:13,000 ila 1:15,000 canli dogumda gergeklestigini gostermektedir (18).
Klasik olmayan 21-hidroksilaz eksikligi muhtemelen erkeklerde en sik goriilen
otozomal resesif genetik bozukluktur ve Ozellikle Askenazi Yahudileri, Hispanikler,
Italyanlar ve Yugoslavlarda sik goriiliir. Askenazi Yahudilerinde hastalik prevalansi
%3.7; Hispanik'te %1.9; Yugoslavlar'da %1.6; Italyanlarda %0.3 ve cesitli Kafkas
niifusunda %0.1’dir. Hastalarin %75'inde tuz kaybina neden olan fenotip oldugu tahmin

edilmektedir (18,19).



2.5.2. Genetik

Bugiine kadar 200'den fazla CYP21A2 mutasyonu rapor edilmistir. Oysa bildirilen
mutasyonlarin ¢ok sayida ragmen yaklastk 10 mutasyon etkilenen allellerin
¢ogunlugundan sorumludur. Cogu mutasyon, gen doniisiim olaylarindan kaynaklanir.
Gen doniisiim olaylar1 mayoz boliinme sirasinda fonksiyonel gen ve psddojen
arasindaki homolog rekombinasyon baz eslesmesinde bir uyumsuzluga yol ac¢tifinda
gerceklesir. Bu islem sirasinda fonksiyonel gen zararli CYP21A1P elde edebilir.
CYP21A1P geninin bir kismi CYP21A2 geninin bir kismina kaynasmistir. En ¢ok
etkilenen bireyler, her alel iizerinde farkli mutasyonlara sahip bilesik heterozigotlardir.
Mutasyonlar, tam islev kaybindan hafif kayipli mutasyonlara kadar degisir. In vitro 21-
hidroksilaz aktivitesi tahminleri, tuz kaybina neden olan KAH ile iligkili mutasyonlar
icin <%1'den, basit virilize edici KAH i¢in %2-10 ve NKAH i¢in %30-50 araligindadir
(20).

2.5.2.Patofizyolojisi

CYP21A2 sirasiyla progesteron ve 17-hidroksiprogesteronu, 11-deoksikortikosteron ve
11-deoksikortizole dontistiiriir (Sekil 2.3). CYP21A2 adrenal kortekste ifade edilir,
aldosteron ve kortizoliin biyosentezinde énemli bir rol oynar. Kortizol, glisemik kontrol
ve strese yanit i¢in gerekli olan ana insan glukokortikoididir; aldosteron ise tuz
dengesini ve viicut sivi hacmini kontrol eden baslica insan mineralokortikoididir.
CYP21A2'deki mutasyonlar, steroidogenez yolunda CYP11Al'in asagi akisindaki
enzimlerin kusurlarindan kaynaklanan otozomal resesif hastaliklar ailesi olan KAH’a
yol agar. KAH semptomlari, hangi steroidojenik CYP450'nin azalmis aktiviteye sahip
olduguna baglh olarak degisir (4). insanlarda steroid hormonlarinin sentezi ile iliskili alt:
CYP proteini (CYP11A1, CYP11B1, CYP11B2, CYP17Al, CYP19Al ve CYP21A2)
vardir. CYP11A1, CYP11B1 ve CYPI1B2, i¢ mitokondriyal zarda bulunur ve
CYP21A2 dahil olmak iizere diger CYP proteinleri mikrozomal monoksijenazlardir

(17).



P450 21A2

—
Deoxycorticosterone
(o]
P450 21A2 {OH
———
o}
17-OH Progesterone 11-Deoxycortisol

Sekil 2.3: CYP21A2 tarafindan katalize edilen reaksiyonlar (17)

CYP11B1 (steroid 11pB-hidroksilaz) ve CYP11B2 (aldosteron sentaz), her biri 11p-
hidroksilaz aktivitesine sahip iki insan mitokondriyal CYP450'dir ve sirasiyla kortizol
ve aldosteron biyosentezi i¢in gereklidir. Her ikisi de adrenal kortekste ifade edilir, 11-
deoksikortizol CYP11B1 igin substrattir ve 11-deoksikortikosteron CYP11B2 igin
olur. 11p-hidroksilaz aktivitesine ek olarak, CYP11B2 ayrica 18-hidroksilaz ve 18-
oksidaz aktivitelerini katalize ederek aldosteron iiretimine yol agar. Bu iki proteini
kodlayan genler, kromozom 8'de birbirine yakindir ve her iki aktivitede de kusurlar,
esitsiz gecislerinden kaynaklanir, hipertansiyon ve diger semptomlarda ortaya ¢ikan

glukokortikoid ile iyilestirilebilir aldosteronizme yol acar (4).

Cholesterol
StAR
i CYP17A1 cvg;gg;
Pregnenolone “——170H-Pregnenolone ———DHEA
HSD3B2 HSD3B2 lensaz
CYP17A1 cvg;;g;
Progesterone 170H-Progesterone ------ » AD
lAKR1 c3
CYP21A2 CYP21A2
v T
DOC 11-Deoxycortisol
CYP11B2 CYP11B1
v v
Corticosterone Cortisol
CYP11B2

Aldosterone

Sekil 2.4: Adrenal steroid hormon sentezinin yollar1 (21)
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KAH, kortizol sentezinde kalitsal enzimatik eksiklikler i¢in bir semsiye terimdir. Arizal
kortizol iretimi, hipotalamus ve hipofiz bezine negatif geri beslemeyi hafifleterek
sirastyla CRH ve ACTH asir1 salgilanmasina neden olur. Yikseltilmis ACTH, kortizol
sentezindeki blogun iistesinden gelemez, ancak trofik etkisi adrenal bezlerin
genislemesine yol agar. Tiim KAH formlarindaki enzimatik kusurlar tam veya kismi
olabilir, bu da genis bir klinik sunum yelpazesine yol acar. En siddetli bigimlere
geleneksel olarak klasik KAH denir ve taninmasi en kolay olanlardir. Tersine, daha
hafif formlarin veya klasik olmayan KAH'In teshis edilmesi genellikle zordur veya

ozellikleri, birbirleriyle ve diger klinik varliklar ile ¢cakistigindan g6z ard1 edilebilir (22).

2.5.3. Klinik Bulgular

KAH yaklasik 14.000 canli dogumdan birinde meydana gelir ve basit virilizasyon ve tuz
kayb1 formlarindan olusur. Her ikisi de fetal adrenal androjen hiper tiretimi ile disi dis
genital virilizasyonu ve ciddi sekilde bozulmus glukokortikoid ve mineralokortikoid
sekresyonunu igerir. Klasik olmayan formda mineralokortikoid sekresyonu korunur
ve uterusta disi  virilizasyon yok; androjen fazlalifina bagli fenotipik belirtiler
degiskendir. Basit virilizasyon daha ge¢ ¢ocuklukta veya hirsutizm, adet diizensizligi ve
azalan dogurganlik i¢in bagvuran yetiskin kadinlarda goriliir. Erkekler genellikle
asemptomatiktir, bu hafif KAH formunun insidansini degerlendirmenin zorlugunun

altindadir (23).

2.5.3.1. Tuz kaybettiren 21-hidroksilaz eksikligi

Klasik KAH hastalarinin yaklasik dortte tigii, progesteronun ciddi sekilde bozulmus 21-
hidroksilasyonu nedeniyle yeterli miktarda aldosteron sentezleyemez. Aldosteron
normal sodyum homeostazi i¢in gereklidir. Bu hormonun eksikligi bobrek, kolon ve ter

bezleri yoluyla sodyum kaybina neden olur (24).

21-hidroksilaz eksikligi siddetli oldugunda, adrenal aldosteron sekresyonu distal renal
tiibiillerin sodyum tarafindan emilmesi i¢in yeterli degildir ve bireyler tuz kayb,
kortizol eksikligi ve androjen fazlaligindan muzdariptir. Bobrek tuzu israfi olan
bebeklerde beslenme yetersizligi, kilo kaybi, gelisememe, kusma, dehidrasyon,

hipotansiyon, hiponatremi ve adrenal krize ilerleyen hiperkalemik metabolik asidoz
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(azotemi, vaskiiler ¢okiis, sok ve 6liim) vardir. Adrenal kriz bir ila dort hafta arasinda
ortaya ¢ikabilir. Tuz kaybinin, basta aldosteron olmak iizere, tuz tutucu steroidlerin
yetersiz salgilanmasindan kaynaklandigi varsayilmaktadir. EK olarak, 21-hidroksilaz
enziminin hormonal Onciileri, olgunlasmamis yenidogan bobrek tiibiiliiniin sodyum
koruyucu mekanizmasinda mineralokortikoid etkisine kars1 antagonistler olarak hareket

edebilir (18,25).

2.5.3.2.Basit virilize edici 21-hidroksilaz eksikligi

Klasik basit virilizasyon 21-hidroksilazin géze ¢arpan 6zellikleri, hizli somatik biiyiime
ve erken epifiz kapanmasina ve muhtemelen kisa boyuta yol agan gelismis epifiz
olgunlagmasi ile dogum Oncesi virilizasyon ve progresif dogum sonrasi erkekliktir. Bu

bozuklukta genellikle mineralokortikoid eksikligine dair bir kanit yoktur.

Basit virilize KAH'l1 bir kadinin dogumunda tan1 genellikle goriinen genital belirsizlik
nedeniyle = hemen  yapilir. Dig  genital  boélgeler  yenidogan  erkeklerde,
hiperpigmentasyonda belirsiz olmadigindan, ACTH sekresyonunun ve kortizol
eksikliginin arttifin1  gdsteren tek ipucu kiiciikk testisli biiyiikk bir penis
olabilir. Erkeklerde dogumda tani, dogum Oncesi veya yenidogan taramasina
dayanir. Bir kadin dogum sonras1 erken glukokortikoid replasman tedavisi ile tedavi
edilmezse, genital organlari, asirt adrenal androjenlerin devam etmesi nedeniyle
virillesmeye devam edebilir ve yalanct erken ergenlik goriilebilir. Tuz kaybettiren 21-
hidroksilaz hastalarinda, KAH'dan etkilenen c¢ocuklarda hiperandrojenizm belirtileri
arasinda yiiz, aksiller ve kasik killarinin erken baslangici, yetiskin viicut kokusu ve hizl
somatik biiyiime ve kemik yasi ilerlemesi, yetiskinlikte kisa boya yol agar. Ergenlik,
dogurganlik, davranis ve bilis ile ilgili yukarida tartisilanla ayni1 konular, basit virilize

21-hidroksilazli hastalar igin gegerlidir (18).

2.5.3.3.Klasik olmayan 21-hidroksilaz eksikligi

Klasik olmayan 21-hidroksilaz eksikligi, 21-hidroksilasyonun kismi eksikliklerinin ge¢
baslangica, daha az asir1 hiperandrojenizme ve daha hafif klinik semptomlara veya hig
semptom belirtmesine izin verdigi durumu ifade eder. Bununla birlikte, NKAH formlari

klasik formlarin alellik varyantlaridir.
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Semptomatik formlar: Bunlar, dogum oncesi virilizasyonun olmamasi (normal vajinal
ve liretral delikler ve tan1 aninda labial flizyon olmamas1) ve hafif klitoral genislemenin
dogum sonrasi baglangici gibi hafif androjen fazlalik semptomlarinin ortaya ¢ikmasi
disinda cocukluk boyunca olaysiz seyir ile tanimlanir. Ozellikle peri-pubertal dsnemde
kadinlarda spesifik olmayan hiperandrojenizm ve her iki cinsiyetteki cocuklarda daha
nadiren yalanci erken ergenlik olarak ifade edilirler. Klinik belirtiler (erken puberte,
uzun boylu ve ileri kemik yasi, adet bozukluklari, infertilite, yavas ilerleyen hirsutizm,
akne) daha sonraki ¢ocukluk, ergenlik veya ergenlik sonrasi ortaya ¢ikar. En fazla bir
Klitoromegali gozlenir, ancak bazi durumlarda labia minoranin fiizyonunun varligi,
cocuklukta teshis edilen bir tuz kaybettiren formu ile olduk¢a erken baslangigli bir
klasik olmayan formu arasindaki sinir ¢izgisini ayirt etmenin zorlugunu
gosterir. Aslinda KAH ailelerinin genetik ve hormonal calismalar1 ve 17-OHP
Ol¢timlerinin ortak kullanimi, bu formlarin tan1 yasini geri aldiklarinda bu zorluklar

arttirmaktadir.

Asemptomatik formlar: Tani1 genellikle Klasik 21-hidroksilaz eksikligi olan ailelerin
genotiplenmesi ve hormonal testi sirasinda konur. Akrabalar, klasik olmayan
semptomatik formu olan, ancak semptom olmayan hastalar ile ayni biyokimyasal
profilleri sunar. Bu asemptomatik formlara kriptik formlar denir. Ayn ailede fenotipik
goriiniim varyasyonlarr, CYP21A2 gen mutasyonlart disindaki mekanizmalara bagh
olabilir. Klinik ekspresyondaki degiskenligi agiklarken diger faktorler de dikkate
alinmalidir. Bu hastalar daha az adrenal androjen iiretebilir veya cilt gibi hedef
dokularda inaktif androjen aktivitesine sahip olabilir. Androjen Reseptoriiniin (AR)
duyarliliginin artmasinin, ergenlik doneminde biiylime biiylimesinin zayiflamasini ve
hizla ilerleyen kemik yasini agiklayabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bununla birlikte hem
KAH hem de AR gen mutasyonu ile bagvuran bir ailenin gézlemlenmesi, AR geni
mutasyonlarinin  veya polimorfizmlerinin, KAH kizlar1 tarafindan gosterilen
hiperandrojenik semptomlarin derecesini etkileyen yaygin bir faktdér olmadigim
gostermektedir. Hafif 21-hidroksilaz eksikligi semptomlarinin stres derecesine bagli

olarak CRH-ACTH salimi i¢in degisken uyaranlar saglamak da miimkiindiir (26).
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2.6. Prolidaz

Prolidaz (EC 3.4.13.9), imidodipeptidleri C-terminal prolin veya hidroksiprolin ile
spesifik olarak ayiran bir sitosolik imidodipeptidazdir (27). Immidodipeptidlerin ¢ogu
kollajen bozunma iirlinlerinden tiiretilir. Enzim, kollajen resentezi ve hiicre biliylimesi

icin imidodipeptidlerden prolin geri doniisiimiinde 6nemli bir rol oynar (28).

Dogada c¢ok sayida peptidaz vardir, ancak prolidazdan onceki peptit baglarini
pargalayabilen ¢ok az sayida vardir. Prolidaz, okaryotlarda Xaa-Pro (Xaa: herhangi bir
hidrofobik  amino  asit)  dipeptidlerinin  hidrolizini  katalizleyen  bilinen
tek metaloenzimdir . insan prolidaz1 igin, tercih edilen dipeptit substrati Glisin-
Prolin’dir (GlyPro), ancak diger Xaa-Pro (Xaa: Alanin (Ala), Metiyonin (Met),
Fenilalanin (Phe), Valin (Val) veya Lésin (Leu)) dipeptitleri de kullamilabilir. Insan
prolidazinda fizyolojik olarak ilgili metal iyonlar1 Mangan’dir (Mn?*), ancak aralarinda
Magnezyum (Mg?*) olmak iizere diger iki degerlikli iyonlarin varliginda bir miktar artik
aktivite bildirilmistir (29).

2.6.1. Prolidaz Geni

Prolidaz geni (PEPD) molekiil agirligi 54 kDa olan amino asitlerin 493 bir polipeptidi
kodlayan 15 ekson ihtiva kromozom 19 iizerinde yer almaktadir. Iki dzdes alt birimi
olan bir dimerdir. Insanlarda, PDI ve PDII olmak iizere iki prolidaz izoformu
mevcuttur. Isimsiz polimorfizmler, protein yapisina amino asit degisimi ekleyen nokta
mutasyonlaridir. Birincil amino asit sekansi, olgun protein yapisindan ve proteinin
fonksiyonundan sorumlu faktorlerden biridir. Gen ekspresyonu ve transkripsiyon
sonrast modifikasyonlar, prolidazin fizyolojik seviyesini degistirme potansiyeline sahip

olabilir (30).

2.6.2. Prolidazin Genel Ozellikleri

Prolidazlar, katalizin meydana gelmesi i¢in bir metal kofaktoriin aktif bolgeye yakin
baglanmasinm1 gerektiren metallopeptidazlardir. Daha spesifik olarak, prolidaz i¢in tam
aktivite icin iki metal iyonunun (bir dinilikleer metal merkezi) doluluk oranina ihtiyag
duyulurken, metiyonin aminopeptidaz (MetAP) gibi diger metallopeptidazlar aktivite

i¢cin sadece bir metal iyonu kullanir ve diger metal iyonu aktivite modiilasyonuna katilir
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(31). 1ki degerlikli metal katyonlarinin varligi, enzimi stabilize etmeye ve substratin
baglanma cebine sabitlenmesine yardimei olur. Kristal yapi analizi, gesitli prolidazlarda
tespit edilen metal baglanmasi i¢in énemli bes korunmus amino asidi ortaya ¢ikarmistir

(7,32).

Sekil 2.5, prolin ve glisin arasindaki etkilenen bagm vurgulandigi genel prolidaz
reaksiyonunu gosterir. Substrat aktif bolgeye baglandiktan sonra, reaksiyon makas bagi
tizerindeki metal merkezle iligkili bir hidroksit grubundan bir niikleofilik saldir1 ile
baslatilir. Protonlar, prolin ve Xaa kalintis1 arasindaki amid bagmin yarilmasina izin
veren bir proton mekigi gorevi goren korunmus bir glutamat kalintisi tarafindan
kaydirilir. Serbest prolin serbest birakildiktan sonra prolidaz aktif bolgesi tamamen

yenilenir (33).

HN—™ o
s—N Pralidase ﬂ H ”
(jf'/ “‘ — = HN._ A + /7 “OH
" “oH
Glyeylproline Glycine Praline

Sekil 2.5: Amid baginin vurgulandig: dipeptit Gly-Pro'yu iceren prolidaz reaksiyonu
(34)

Prolidazlar substrat spesifiklikleri, metal gereksinimleri, dogal yap1 ve kataliz icin
optimum sicaklik bakimindan biiyiik farkliliklar gosterir; bununla birlikte, hepsinin
goreceli olarak dar bir pH aralig1 olan 6-8 araliginda ¢alistig1 goriilmekte olup, optimal
pH baslangic tiirlerine baghdir. Kataliz i¢in optimum sicakliklar, mezofilik
kaynaklardan elde edilen prolidazlar i¢in 35-55°C araligindadir. Prolidazlar hidrolize
ettikleri substrat tipinde oldukca spesifik olmakla birlikte, prolidazlar arasinda dipeptit
substrat spesifikliklerinde farkliliklar vardir. Ala-Pro, Met-Pro, Phe-Pro, Leu-Pro ve
Val-Pro ile aktif olmasina ragmen, insan prolidaz Gly-Lys-Pro ile en yiiksek aktiviteyi

gosterir (35).
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2.6.2. Prolidazin Kollajen Metabolizmasindaki Onemi

Kollajenler omurgalilarda en bol hiicre dis1 matris proteinleridir. Ug¢ kolajen o
zincirinden olusan karakteristik bir tiglii sarmal yapiya sahiptirler. Kollajen a zincirinin
birincil yapisi, kollajen iiclii sarmalin olusumunu saglar. Ozellikle Glisinin her {igiincii
tortudaki yeri ve posttranslasyonel olarak hidroksillenmis Prolin ve Lizin tortularinin
varhig1 kritik faktorlerdir (36). Bir kollajen a zincirinin birincil yapist genellikle glisinin
her {i¢ tortu oldugunu gosteren -X-Y-Gly- olarak tanimlanirken, X ve Y pozisyonlarinda
herhangi bir amino asit olabilir. Bu modifikasyon, kollajen ii¢lii sarmal olusumundan

once endoplazmik retikulumda gergeklesir (37).

Bakteriyel proteolitik sistemlerde, proteinin daha kiigiik peptitlere parcalandig1 protein
bozulmasimin ilk asamalar1 i¢in genis spesifiklige sahip peptidazlar gereklidir. Prolin
siklik yapis1 ve bir peptit zincirindeki varligi ve konumu, biyolojik olarak aktif peptitleri
proteolizden koruyabilir, ¢iinkil prolin ve baska bir amino asit arasindaki bagi hidrolize
edebilen sadece birka¢ peptidaz vardir. Prolin iceren peptitleri parcalayabilen hem
prolin hem de substrata 6zgii yiiksek enzim sinifinin bu biyolojik olarak aktif peptitleri

diizenlemenin bir yolu olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (7,31).

Prolidaz, iirlin olarak serbest prolin iiretmek i¢in prolin i¢eren dipeptitleri parcalayabilen
bilinen tek enzimdir. Prolidazin insanlarda birincil fizyolojik rolii biraz daha iyi
anlagilmistir. Protein katabolizmasi1 sirasinda prolidaz, prolin igeren dipeptidlerin
sitoplazmaya serbest prolin salgiladig hidrolize oldugu hiicre i¢i kollajen, prokollajen
ve diger prolin igeren peptitlerin degradasyonunun son asamasini katalize eder (38).
Prolin bir stres substrati olarak islev goriir ve metabolik sinyale katilabilir. Kollajen
yikimi tipik olarak doku hasar1 sirasinda kan akigindan 6diin verilmesi gibi metabolik
stres kosullar1 sirasinda ortaya ¢ikar. Prolidazin yeni kollajenin olugsma oraninda adimi
siirlayict bir faktor olabilecegini gosteren kolajen biyosentezi i¢in serbest prolin de
gereklidir (39).

Kollajen, bag dokusunun korunmasi i¢in kritiktir ve viicuttaki en bol proteindir. Prolin
ve hidroksiprolin, kollajen igindeki amino asit kalintilarinin %25'ini olusturur. Kollajen
yikimi, endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar tarafindan tripeptitlere ve dipeptitlere
ayrisan daha kiiclik proteinler ve peptitler ile sonuglanan matris metaloproteinazlarin
aktivasyonu ile baglatilir (40). Endopeptidazlar peptit zinciri i¢indeki baglar

parcalarken, ekzopeptidazlar amino asit kalintilarin1 N ve C terminallerinden ayirir. Bu
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nedenle prolidaz, hiicre dis1 matris devirinde kritik bir adimda 6nemli iglevlere sahiptir
(39,40).

2.6.3. Prolidaz’in Hastaliklarla Iliskisi

Prolidaz eksikligi nadir goriilen resesif bir hastaliktir ve tahmini insidans1 1 milyon
dogumda 1-2'dir (41). Klinik olarak bu hastalar, hafif ila siddetli arasinda degisen bir
dizi kronik semptomla basvururlar. Fenotipik belirtiler cesitlidir ve cilt {ilserasyonlar
zeka geriligi, splenomegali, tekrarlayan enfeksiyonlar, fotosensitivite, hiperkeratoz ve
siradist  yliz  goriiniimiinii  igerebilir (7,42). Baslica bir o6zellik, o6zellikle alt
ekstremitelerde cildin kronik inat¢1 lilserasyonudur. Hastaligin baslangi¢ yasit dogumdan
22 yasina kadar degismekle birlikte, baz1 vakalar asemptomatik kalmaktadir (41). Tipik
olarak prolidaz hastalarinda erken ¢ocukluk doneminde yetigkinlige dogru ilerleyen

semptomlar gelisir; bununla birlikte, baz1 ge¢ baslangi¢h vakalar da bildirilmistir (43).

Prolidaz aktivitesinin eksikligi biiyik imidopeptidiiriye yol acar. Idrarda
imidodipeptitlerin saptanmasi i¢in ¢esitli teshis teknikleri gelistirilmistir. Ancak taninin
dogrulanmasi, kiiltiirde eritrositlerde, l0kositlerde veya fibroblastlarda prolidaz

aktivitesinin Sl¢iilmesini ve / veya PEPD geninin sekans analizini gerektirir (41).

Sistemik Lupus Eritematozus (SLE), kan damarlarinin ve bag dokularinin yaygin
inflamasyonu ile karakterize ¢ok sistemli bir otoimmiin hastaliktir ve prolidaz eksikligi
arasinda bir iliski bildirilmistir. Hem prolidaz eksikligi hem de SLE, bagisiklik
fonksiyonundaki bozukluklarla iligkilidir ve ortak birgcok klinik 6zellige sahiptir. Cok
degisken klinik bulgulara ve spesifik otoantikorlara sahiptir. Yetigkinlerde tahmini SLE
prevalanst 100.000 birey basina 12-50'dir. SLE vakalarinin yaklagik %15-20'si 16
yasindan Once ortaya ¢ikar. SLE baglangic1 5 yasindan once nadirdir. Pediatrik SLE
genellikle daha agresif hastalik ve daha kotii prognoz ile sonuglanir (41).

Prolidaz eksikligi hastalarinda mevcut olan semptomlarin bir¢ogunun anjiyopatik
olmasi, prolidazin anjiyojenik sinyallemede Onemli bir rol oynayabileceginin bir
gostergesidir. Anjiyogenez veya mevcut damarlardan yeni kan damarlarinin biiylimesi,
yara iyilesmesinde normal bir siiregtir; bununla birlikte, bir tiimdriin uyku halinden

invaziv bir maligniteye donlismesinde de temel bir adimdir (38).
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Prolidaz aktivitesindeki degisiklikler bircok hastalik ve kanserde belgelenmistir.
Prolidaz aktivitesindeki bir artis veya azalma sadece bir hastalik durumunun varligini
degil, aym1 zamanda durumun ilerlemesini de gosterebilir (7). Meme kanseri,
endometriyal kanser, akciger kanseri ve melanom gibi ¢esitli kanserlerde prolidaz

aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (44).

Diger bazi bozukluklar asir1 kollajen dongiisii ile karakterize edilir ve bu nedenle artan
prolidaz aktivitesi seviyeleri gosterir. Her iki hipertansiyon ve erektil disfonksiyon
olarak, (bir hastalif1 karakterize yan etkilere neden olan) kan damarlarinda artan

kollajen birikimi yiikselmis serum prolidaz aktivite seviyeleri ile gosterilebilir (45,46).

2.7. Malondialdehit

Malondialdehit (MDA), sekonder lipit oksidasyonu sirasinda iretilen en bol
aldehidlerden biridir ve muhtemelen en yaygin olarak oksidasyon markorii olarak
kullanilir. MDA bir¢ok durumda gidalardaki lipit peroksidasyonundan kaynaklanan en
bol bireysel aldehittir (47).

Lipid peroksidasyonu insanda iyi bilinen bir hiicresel hasar mekanizmasidir ve hiicreler
ve dokulardaki oksidatif stresin bir gostergesi olarak kullanilir (48). Lipid
peroksidasyonunun ana birincil {riinleri lipit hidroperoksitlerdir (LOOH). Lipid
peroksidasyonu sirasinda ikincil iirlinler olarak olusturulabilen bircok farkli aldehid
kapsamli bir sekilde incelenmistir (49). Coklu doymamis yag asitlerinden tiiretilen lipit
peroksitler kararsizdir ve karmasik bir bilesik serisi olusturmak i¢in ayrisabilir. Bunlar

arasinda en bol MDA olan reaktif karbonil bilesigi bulunur (48).

1 R: .w° 1 A R2 R, R,
n\—,/E—/ = g R‘\::/E/ -— \_/\Z/

Conjugated Diene

loz

R, R, R,
R N e o
1 Ep—
O — —<*
Endoperoxide Peroxyl Radical

l l H-

" S R,
o SV g W R’} _/’\_/ i
Malondialdehyde O Hydroperoxide

i

(MDA)
OH

Sekil 2.6: Lipit peroksidasyonu sonucu olusan MDA (50)

18



Ozellikle, MDA'min yiiksek reaktivitesi ve proteinler veya DNA gibi ¢oklu biyolojik
molekiiller igeren eklentiler olusturma kapasitesi son on yilda biiyiik ilgi gormiistiir.
MDA'nin yiiksek reaktivitesi esas olarak elektrofilikligine dayanir ve bu da onu temel
amino asit kalintilar1 (Lizin ve Histidin) gibi niikleofillere kars1 giiglii bir sekilde reaktif
hale getirir. Bu reaktivite sadece MDA'nin aldehidik dogasina dayanmaz, ayn1 zamanda
mezomerik olarak stabilize edilmis Schiff bazlarinin olusturulmasini miimkiin kilan 1,3-
dialdehidik yapisindan da etkilenir. Ayrica, MDA'nin yiiksek reaktivitesi, proteomik
caligmalarinda bazik amino asitlerin kontrollii modifikasyonu i¢in de kullanilmistir.
Bununla birlikte, sadece yasam bilimleri alaninda degil, gida analizinde de MDA, lipit
oksidasyonunun (oksidatif ayrisma) bir biyobelirtegcidir. MDA'nin potansiyel
mutajenitesi, aterojenitesi ve kanserojenitesi bu maddenin izlenmesinin 6nemini
vurgulamaktadir. Birlikte ele alindiginda, bu gergekler MDA'nin ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidatif ayrigsmasi i¢in bir biyobelirte¢ olmadigini, bunun yerine diger
kaynaklardan da tiiretilebilecegini ve daha da onemlisi DNA ve protein eklentileri

olusturabildigi i¢in fizyolojik uygunlugu gosterdigini gostermektedir (51).

2.8. Siiperoksit Dismutaz

Oksijen yasam i¢in vazgecilmez bir elementtir. Hiicreler enerji tiretmek icin oksijen
kullandiklarinda, mitokondri tarafindan ATP iiretiminin bir sonucu olarak serbest
radikaller olusur. Bu yan iiriinler genellikle hiicresel redoks isleminden kaynaklanan

ROT ve reaktif azot tiirleridir (RAT) (52).

ROT ve RAT, oksijen atomu veya bunlarin esdegerleri ile iliskili ve oksijen yerine diger
molekiiller ile daha gii¢lii reaktiviteye sahip serbest radikallerdir. Genel olarak ROT /
RAT, hiicresel metabolizma ve iyonlastirici radyasyonun yan tirlinleri olarak {iretilir ve
genellikle su dort tiirli gosterir: siiperoksit anyonu (O2™), hidrojen peroksit (H20.),
hidroksil radikali ("OH) ve tekli oksijen (!0). Diger biyolojik olarak énemli serbest
radikaller vardir. Bunlar membran lipitleri ile iliskili lipit hidroperoksit (ROOH), lipit
peroksil radikali (ROO") ve lipit alkoksil radikali (RO"); reaktif azot tiirleri olan nitrik
oksit (NO), azot dioksit (NO2") ve peroksinitrit (ONOO); ve kiikiirt atomu {izerinde
eslestirilmemis bir elektrona sahip tiyol radikalidir (RS) (53).

SOD, yasamin tiim kralliklarinda bulunan bir grup metaloenzimdir. SOD'lar ROT

aracili yaralanmalara karst 6n savunma hattin1 olusturur. Bu proteinler siiperoksit anyon
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serbest radikalinin molekiiler oksijene ve hidrojen peroksite olan dismutasyonunu

katalize eder ve bu da hiicrelere asir1 konsantrasyonda zarar verir (54).

20" + 2H* — H20, +0;

Memelilerde ti¢ SOD izoformu (SOD1 [CuZnSOD]; SOD2 [MnSOD]; SOD3 [ecSOD])
vardir ve her biri farkli genlerin ve farkli hiicre alt1 lokalizasyonunun bir {irtintidiir,
ancak ayni reaksiyonu katalize eder. Bu SOD izoformlarinin bu farkli hiicre alt1
konumu, boliimlere ayrilmis redoks sinyali i¢in 6zellikle 6nemlidir. O2™ H2O2'nin SOD
tarafindan dismutasyon mekanizmasi, Sekil 2.7'de gosterildigi gibi enzimin aktif
bolgesinde Bakir (Cu) ve Mangan (Mn) gibi bir redoks aktif gecis metalinin alternatif
rediiksiyonunu ve yeniden oksidasyonunu igerir. Bu, SOD aktivitesinin bir katalitik

metal gerektirdigini gdsterir (55).

—

SOD-Mpoxidized 02' -
0,
SOD_Mreduced
0, | +2H*
SOD_Moxidized H202
Moxidizedyjreduced - Cu?/Cu' for SOD1 and SOD3

Mn®*/Mn?* for SOD2

Sekil 2.7: SOD'lar tarafindan ortak temizleme mekanizmasi (55)

Onemli olarak, anti-enflamatuar ve antikoagiilan 6zelliklere ve ayrica vazodilatdr etkiye
sahip nitrik oksit, O ile reaksiyona girerek hizla inaktive edilebilir ve gii¢lii oksidan
peroksinitritin iiretimine yol agabilir. Bu reaksiyon, hiperkolesterolemi, hipertansiyon,
diyabet ve yaslanma da dahil olmak iizere endotelyal ve mitokondriyal disfonksiyona
yol agan, Oz'nin vaskiiler liretiminin arttig1 yaygin kosullarda 6nemlidir (55).
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2.9. Paraoksanaz ve Arilesteraz

Paraoksanaz (PON), ¢ok cesitli substratlara ve lipit oksidasyonuna karsi koruma
kapasitesine sahip bir hidrolitik enzimdir. Karaciger tarafindan {iretilen bir enzim olan
PON, vyiiksek yogunluklu lipoprotein parcaciklari ile iligkilidir ve bir antioksidan
fonksiyona sahip oldugu bilinmektedir. insanlarda, PON ii¢ iiyeye (PON1, PON2 ve
PONB3) sahiptir. PON1, PON, Arilesteraz (ARE) ve dyazoksonaz dahil olmak iizere
bilinen ii¢ enzimatik molekiile sahiptir. PON1 proteini, molekiiler kiitlesi 43 kDa olan
354 amino asitten olusur. Ailenin her {i¢ insan {iyesi de niikleotit seviyesinde %70,
amino asit seviyesinde %60 aynidir. PONI, paraokson gibi organofosfatlar1 hidrolize
eder, fenilasetat gibi aromatik esterleri hidrolize eder ve ayrica lipit peroksidasyon

tiriinlerinin birikmesini azaltir (56,57).

Insan serum PON ve ARE, lipofilik antioksidan 6zelliklere sahip esteraz enzimleridir.
Serum PONI, yiiksek yogunluklu lipoproteine (HDL) baglanir ve paraokson gibi
organofosfor bilesiklerinin ve lipit peroksidasyonundan kanserojen lipitte ¢oziiniir
radikallerin ortadan kaldirilmasina katkida bulunur. PON1, insan viicudundaki endojen
serbest radikal siipiirme sistemlerinden biridir. ARE ile birlikte serum PON1'in tek bir
enzim olarak islev gordiigii gosterilmistir. PON1 aktivitesi, kismen polimorfizmlerle
iliskili olan bireyler arasinda biiylik 6l¢ciide degisir. PON1 geninin iki ortak kodlama
bolgesi polimorfizmi vardir. PONI1 aktivitesinin genetik bir polimorfizmi, insan
poplilasyonlarinda yiiksek ve diisiik paraokson hidrolizini belirler. PON1 ayrica aktivite
polimorfizmi sergilemeyen ve dolayisiyla enzim proteininin bir tahmini olarak hizmet

edebilen ARE aktivitesine sahiptir (58).

PONI1 aktivitesini degistiren ¢evresel faktorler arasinda, PONI1 aktivitesini ve
konsantrasyonunu diisiirdiigii bildirilen tiitiin tiiketimi bulunmaktadir. Ayrica, birkag
calisma, PONI1 seviyesinin serumdaki HDL ile siki bir sekilde baglantili oldugunu ve
HDL tarafindan LDL oksidasyonuna kars1 korumaya katkida bulundugunu gostermistir.
Apo A-I iizerinde taginan HDL ile iligkili bir enzim olan insan PON’un lipoproteinleri

oksidatif modifikasyona kars1 koruduguna inanilmaktadir (59).

PONI ayrica plazma membranini serbest radikal yaralanmalarindan korur. Ayrica
PONI, trombosit aktive edici faktor gibi biyoaktif fosfolipidleri degrade ederek damar
i¢ci pihtilasmay1 onler. Son ¢alismalar PON1'in laktonaz aktivitesine sahip oldugunu ve

statin, spironolakton ve glukokortikoid laktonlarin metabolizmasinda rol oynadigini
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gostermistir. PON2 iiriinii heniiz biyolojik dokuda tanimlanmamistir, ancak PON3 gen
liriini son zamanlarda tavsan HDL'sinde bulunan bir laktonaz olarak tanimlanmistir

(60).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Materyal ve Yontem

Bu calisma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dalinda
ve Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Merkez
Laboratuvarinda, Helsinki Deklarasyonu Kararlarina ve yerel etik kurul olan Gaziantep
Universitesi yerel Etik Kurulunun 13.11.2019 tarihli ve 2019/415 nolu onayi ile
baslamistir. Calisma, Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

(GAUN BAP TF.YLT.19.61) tarafindan desteklenmistir.

Bu calismaya Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Cocuk Endokrinoloji Klinigine bagvuran yaslar1 1-18 arasinda olan KAH tanili 85

goniillii hasta alindi. Kontrol grubuna, ayni yas grubundan 43 goniilli saglikli ¢ocuk

dahil edildi.

Kan alma islemi Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Merkez Laboratuvari ¢ocuk kan alma tinitesinde yapildi. Hastalardan oturur pozisyonda
on kol antekubital bolgesi %70 alkollii pamuk ile silinerek yapilan sterilizasyondan

sonra 5 ml kan alind.

Calisma i¢in antikoagiilansiz tlipe alinan kan Ornekleri oda sicakliginda 20 dakika
bekletildikten sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip serum kismi ayrildi. Ayrilan
serum etiketlenmis ependorf tiiplere {i¢ ayr1 porsiyona boliinerek ¢aligma giiniine kadar

-80 °C’ de saklandi.

Hasta grubunda serum 17-hidroksiprogesteron, 11-deoksikortizol, ACTH, Testosteron
diizeyleri 6l¢iildii. Hasta ve kontrol gurubunda Prolidaz, MDA, SOD, PON ve ARE
diizeyleri Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda
olgtildii.
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3.2. Parametrelerin Ol¢iilmesi

3.2.1. Rutin Analizler

17-hidroksiprogesteron,  11-deoksikortizol,  Testosteron ve ACTH

antikoagulansiz tiiplerde Beckman Coulter DXI 800 cihazinda yapilmaistir.

3.2.2. Prolidaz, MDA ve SOD Ol¢iimiinde Kullamlan Aletler

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)

pH metre

Otomatik pipet (20-200 uL)
Otomatik pipet (100-1000 pL)
Vorteks

Isiticili manyetik karigtirici

Hassas terazi

Argelik

Glacier

Merck
Thermo Scientific
Gilson

IKA-VF-2

Stuart US152D

Sartorius TE214 S

Olgtimii

Santrifiij Niive NF-800R

Su banyosu Niive BM 402

Ultraviolet-Visible spektrofotometre Shimadzu UV-1601

3.2.3. Prolidaz

3.2.3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde Ad1 Formiilii Firma ve Katalog No
Prolin CsHgNO2 Sigma P-0380
Glisil-Prolin C7H12N203 Sigma G-3002
Glasiyel asetik asit CH3COO Merck 541
Ortofosforik asit H3PO4 Merck 564
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Mangan kloriir (II) hidrat MnClz 2H.0 Merck 5917

Trizma HCL C4H11NOsHCI Sigma T-3253
Triklorasetik asit (TCA) C2HCI30; Fluka 91232
Ninhidrin CoHeO4

3.2.3.2. Prolidaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Prolidaz aktivitesi 6l¢timiinde modifiye Chinard yontemi kullanildi.

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

konsantrasyonuna baglidir ve spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir (61).

o ’ Prolidaz o ]
Glisil — Prolin — > Gilisin + Prolin

Sekil 3.1: Prolin Olusumu

0O RCHD ﬁ
COOH oH___ N
+ OH + RCOOH + NH3+ CO2
H
NH 0 !
Prolin Ninhidrin Hidrindantin
] 0 0] OH
H 0H ” 0H H e’|f
C=HN—C
QO Cprd
| 0 0
0 0
Ninhidrin Hidrindantin Ninhidrin + prolin

Sekil 3.2: Ninhidrin+ Prolin Olusumu
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3.2.3.3. Ayrraglar

1. Mangan (II) Kloriir (MnCl22H20:5mmol/l): 0,2 g Mangan (II) kloriir distile suda

¢oziillip son hacim 250 ml’ye tamamlandi, uzun siire +4°C’ de saklandi.

2. Tampon: Trizma HCI [Tris (hidroksimetil)-aminometan hidrokloriir]: (100 mmol/l
pH:8): 7,88 g Trizma distile suda ¢oziildii ve HCl ve NaOH ile pH ayar1 yapildi. Islem

sonunda ¢dzeltinin son hacmi 500 ml’ye tamamlandi.

3. Substrat Cozeltisi (Glisil-Prolin:100 mmol/l): 0,172 g Glisil-Prolin karisiminin
pH’sim1 8’e sabitlemek icin karisim distile suda ¢oziildi ve son hacim 10 ml’ye

tamamlandi. Cozelti giinliik olarak hazirlandi.

4. Triklorasetik Asit (%20’ lik): 20 g Triklorasetik asit distile suda ¢dziildii ve ¢ozeltinin

son hacmi 100 ml’ye tamamlandi, +4°C’da saklandi.

5. Ninhidrin Cozeltisi: % 85’lik orto fosforik asitten 16,28 ml alinip, distile su ile 40
ml’ye tamamlanip 6 M orto fosforik asit ¢6zeltisi hazirlandi. 60 ml glasiyel asetik asit,
40 ml 6 M’lik orto fosforik asit soliisyonu ile karistirildi. 2,5 g ninhidrin ¢ozelti iginde

manyetik karistirict ve 1s1 yardimiyla ¢oziildii. Bu ¢ozelti 4 °C’ de saklandi.

6. Prolin standard: (1 mmol/l): 0,012g L-Prolin distile suda ¢oziiniip son hacim 100 ml
olacak sekilde seyreltildi. Hazirlanan stok ¢ozelti porsiyonlara boliintip -20 °C’ ye alind1
ve deneylerde kullanilmak icin saklandi. Calisma soliisyonu olan 0,15 mmol/l, giinliik

standart olarak bu stoktan hazirlandi.

3.2.3.4. Islem

Serum prolidaz aktivitesini 6lgmede kullanilan yontem literatiirde mevcut olan insan
eritrosit ve serum prolidaz aktivitesini Olgmede kullanilan  yontemlerin
modifikasyonudur (62). Eritrosit prolidazi aktivite Ol¢limii sirasinda uygulanan
basamaklar ayrintili bir sekilde anlatildi. Calisma ic¢in ayrilan hasta ve kontrol
gruplarina ait serum Ornekleri derin dondurucudan almip oda sicaklifina gelmesi

saglandi. Biitiin ol¢timler ¢ift tekrar calisildi.
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1. Ilk olarak 50 ul serum, 9.95 ml 2.5 mmol/l MnCl; karstirici ile karistirilip 2 saat 37
°C su banyosunda preinkiibe edildi.

Not: Insan serumundaki prolidaz aktivitesi eritrosit prolidaz aktivitesinden diisiik
oldugundan (yaklasik %6°s1) bu oran degistirildi. Yapilan bir¢ok deney sonucu serum
1/40 oraninda (tampon+Mn*?) sulandirildi. Daha once yapilan serum prolidaz

deneylerindeki 24 saat olan preinkiibasyon zamani ise 2 saate diistiriildii.

2. Ikinci basamakta her 6rnek igin 2 ayr1 tiip alinda.

Aviraclar 1.tiip (0 zaman) 2.tiip (30.dk)
100 mM substrat (ul) 400 400
100 mM tampon (ul) 400 400
Distile su (ul) 100 100
Preinkiibe edilmis 6rnek (pl) 100 100

Inkiibasyon tiiplerinin agz1 parafilmle kapatilip, vorteks ile karistirildi ve 30 dakika
37°C’da su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere 500 pl TCA ilave
edilerek reaksiyon durduruldu. Sifir zaman tiiplerine ise ayni hacimde preinkiibe
edilmis ornek eklenir eklenmez 500 pl TCA ilave edilip reaksiyon durduruldu. Daha
sonra sifir zaman ve inkiibasyon tiipleri 5 dakika 2000 rpm’de santrifiij edildi. Olusan

siipernatandan Iml alinarak spektrofotometrik prolidaz aktivitesi 6l¢timii i¢in kullanildi.

3. Prolidaz aktivitesinin spektrofotometrik 6l¢iimii i¢in; Her 6rnek i¢in agzi kapakli 4

tiip alind1 ve her tiip asagidaki sekilde hazirlandi.

Avyiraclar Kor Standart 0 zaman Inkiibasyon (30.dk)
Glasiyel asetik asit (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5
Stipernatan (ml) - - 1 1

Standart (ml) - 1 - -

Distile su (ml) 1 - - -

Ninhidrin (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5
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Bu dort tiip hazirlandiktan sonra agz1 sikica kapatilarak vortekslenip 20 dakika 95°C
kaynar su banyosunda tutuldu. Kaynar su banyosunun sonunda tiipler reaksiyonu
durdurmak i¢in buzlu su banyosunda 10 dakika sogutularak absorbanslari

spektrofotometrede kore kars1 515 nm’de ol¢iildii.

3.2.3.5. Prolidaz Aktivitesini Hesaplanmasi

Prolidaz aktivite diizeyi: (A-B) x [S] x Faktor
S

B: Inkiibasyon tiipii (30 dakika) absorbans degeri

A: Sifir zaman tiipili absorbans degeri
[S] : Standart konsantrasyonu (mmol/L)

S : Standart absorbans degeri

Faktor : Preinkiibasyon ortamindaki sulandirma x Inkiibasyon ortamindaki sulandirma

Inkiibasyon zamani

F: 40x15
30!(

Prolidaz aktivite diizeyi: (A-B) x [S] x Faktor
S

(1 litrede 1 dakikada olusan mmol prolidaz aktivitesi)

Prolidaz aktivite diizeyi: (A-B) x [S] x Faktor x 60
S

(1 litrede 1 saatte olusan mmol prolidaz aktivitesi)

Serumda aktivite tanimi1: 1 milimol substrati, 37 °C ve 1 saate degisiklige ugratan enzim

miktari olarak yapildi. Birim U/L olarak tanimlandu.
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3.2.4. Malondialdehit (MDA)

MDA diizeylerini belirlemek igin, Jain ve ark. tarafindan tanimlanan tiyobarbitiirik asit
(TBA) metodu esas alinarak yapilmistir (63). MDA igerigi 6l¢iilmesinde MDA’ nin
TBA ile reaksiyona girmesi esas alinir. MDA, TBA ile bir kompleks olusturur. Bu
kompleksin olusturdugu pembe renkli bilesigin 532 nm dalga boyunda verdigi

absorbansin dlgiilmesi esasina dayanir.

OH

S N OH HO N SH
bk at
6 6 S 2y |

IL L Yy
. - Z

HO” “N” “SH O O
Malondialdehyde (MDA) 2-Thiobarbituric acid TBARS

Absorbance at 532 nm

Sekil 3.3: MDA- TBA kompleksinin olusumu (64)

3.2.4.1. Ayrraglar

1. Fosfat tamponu ile tamponlanmis serum fizyolojik ¢ozeltisi: 8.1 gr NaCl, 2.302 gr
Na;HPO4 ve 0.194 gr NaH2POg tartildi ve bir miktar distile suda eritildi. Son hacim 1
L'ye tamamlandi ve pH 7.4'e ayarlandi.

2. %30’luk TCA c¢ozeltisi: 30 gr TCA bir miktar distile suda ¢6ziildii ve son hacim 100
ml'ye tamamlanda.

3. % 0.8’lik BHT ¢ozeltisi: 0.088 gr BHT tartilarak 10 ml mutlak alkoliin iginde eritildi.
Cozelti hazirlandiktan sonra karanlikta muhafaza edildi.

4.0.1 M EDTA cozeltisi: 37.224 gr EDTA- NazxH20 distile suda ¢oziilerek son hacim 1
L'ye tamamlandi.

5. 0.05 N NaOH ¢ozeltisi: 2 gr NaOH bir miktar distile suda eritilip son hacim 1 L'ye

tamamlandi.

6. %1’lik TBA ¢ozeltisi: 1 gr TBA manyetik karistirict yardimi ile 100 ml 0.05 N
NaOH iginde eritildi. Cozelti hazirlandiktan sonra hava almayacak sekilde muhafaza
edildi.
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3.2.4.2. Islem

Calisma igin ayrilan hasta ve kontrol gruplarina ait serum 6rnekleri -80 °C’den alinip
oda sicakligina gelmesi saglandi. 0.2 ml numuneye 0.8 ml fosfat tamponu ile
tamponlanmis serum fizyolojik ¢ozeltisi, 0.025 ml % 0.88’lik BHT c¢dozeltisi ve 0.5 ml
%30’luk TCA ¢ozeltisi eklendi. Tiipler karistirici ile karigtirildiktan sonra 2 saat buzda
bekletildi. Daha sonra 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan kismindan 1 ml
alinip baska bir tiipe aktarildi. Uzerine 0.025 ml % 1'lik TBA ve 0.075 ml 0.1 M'lik
EDTA eklendi. Tipler karistirtldiktan sonra 95°C’lik kaynar su banyosunda 20 dakika
bekletildi. Kaynar suda bekletme asamasindan sonra tiipler oda sicakligina gelinceye

kadar beklendi ve absorbanslar1 kore kars1 532 nm'de spektrofotometrede okundu.

3.2.4.3. MDA Diizeylerinin Hesaplanmasi

Hesaplamalar MDA-TBA kompleksinin 532 nm®“de absorbans degerlerinin molar
ekstinksiyon katsayisiyla (1.56 x 10° cm™*M™) carpilmasiyla elde edildi. Degerler

nmol/L cinsinden ifade edildi.

3.2.5. Superoksit Dismutaz

SOD aktivitesi, Sun ve ark. tarafindan Onerilen yontem kullanilarak yapildi (65).
Reaktif icerisinde bulunan ksantin, ksantin oksidaz (XO) enzimi tarafindan iirik aside
oksitlenirken ortaya c¢ikan O™ radikali numunede mevcut SOD i¢in substrat gorevi
goriir. Bu yontem, ksantin ve ksantin oksidaz (XO) kullanilarak olusturulan siiperoksit
radikallerinin, Nitro Blue Tetrazolium (NBT) ile meydana getirdigi mavi renkli
formazan boyasinin 560 nm dalga boyunda verdigi absorbans degerinin okunmasi
esasma dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit radikallerini ortamdan

uzaklastirarak formazan reaksiyonunu inhibe eder.
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3.2.5.1. Ayiraglar

1. 0.3 mmol/L Ksantin: 9.13 mg ksantin bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra

sonhacim 200 ml'ye tamamlandi.

2. 0.6 mmol/L Etilendiamin tetraasetik asit-2 Na tuzu (EDTA): 25 mg EDTA bir miktar

distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim 100 ml’ye tamamlandi.

3. 150 pmol/L Nitrobluetetrazolyum (NBT): 12.3 mg NBT bir miktar distile suda

¢oziildiikten sonra son hacim 100 ml’ye tamamlanda.

4. 400 mmol/L Na2COs: 2.54 gr Na2CO3 bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra son

hacim 60 ml’ye tamamlandi.

5. 1 gr/L Bovin Serum Albumin (BSA): 30 mg BSA iizerine yaklasik 15 ml distile su
ilave edildi. K&piirtmeden alt iist edilerek karistirildi. Son hacim distile su ile 30 ml’ye

tamamlandi. Isik gecirmeyen sisede +4°C' de saklandi.

[k bes ¢dzeltinin yukarida belirlenen miktarlar1 karistirilarak dlgiim reaktifi hazirland.

Koyu renkli sisede +4°C' de saklandi.
6. 2 mol/L (NH4)2S04: 2.64 gr (NH4)2SO4 alinip 10 ml distile suda ¢oziildi.
7. 167 U/L Ksantin Oksidaz (XO): 10 pL XO alinip iizerine, 2 mol/L'lik (NH4)2SO4

cozeltisinden 1 ml eklendi. Tiip birkag kez alt iist edilerek karistirildi. Enzim ¢ozeltisi

calisma esnasinda hazirland.

3.2.5.2. Islem

KOR NUMUNE
Deney reaktifi 2.45 ml 2.45 ml
Supernatan - 0.5 mil
Distile su 0.5ml -
Ksantin Oksidaz (167 U/l) 0.05 ml 0.05 ml
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Tiipler 25°C’de 20 dakika inkiibe edildi.

Reaksiyon sonucu olusan iirlin formazanin absorbans1 560 nm de okundu.

3.2.5.3. SOD Aktivitesinin Hesaplanmasi

% inhibisyon = [(Akér - Anumune) / Aksr ] X100

Akér: Koriin absorbansi

Anumune: Numunenin absorbansi

Aktivite (U/ml) = [ (% inhibisyon / 50 x 0,5) x Diliisyon Faktorii ]

1 Unite SOD: NBT rediiksiyonunu %350 inhibe eden enzim aktivitesidir.

3.2.6. Paraoksanaz

Serum oOrneklerinin PON aktivitesi Rel Assay tarafindan gelistirilen tam otomatik
yontem kullanilarak incelendi. Bu metoda gore PON aktivitesi ortamda NaCl (bazal
paraoksonaz aktivitesi) ve NaCl (tuz ile uyarilmis paraoksonaz aktivitesi) olmadan
Ol¢iilir. PON’un hidrolizi ile absorbans artisinin takibi 37 °C ve 412 nm de incelendi.
Miktar1 ortaya ¢ikan p-nitrofenol hidrolizi molar sogurma katsayis1 17,000 M*cm™
kullanilarak hesaplanir (pH 8'de). Enzimatik aktiviteye sahip net deger tuz ile uyarilan
aktivite degerinden bazal aktivite degeri ¢ikartilarak hesaplandi. Sonuglar 1 litrede ve 1
daikada 1 mikromol substratin hidrolizine denk olan litre basina iinite olarak ifade

edildi.

3.2.7. Arilesteraz

Serum Orneklerinin ARE aktivitesi Rel Assay Diagnostics tarafindan gelistirilen tam
otomatik yontem kullanilarak ol¢iilmiistiir. Bu metoda goére ARE aktivitesinin 6l¢limii

icin fenilasetat substrat olarak kullanilir ve fenilasetatin hidroliziyle fenol ve astetik asit
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olusur. Ortaya ¢ikan fenol, 4-aminoantipirin ve potasyum ferrisiyanite katilir ve
kolorimetrik yontemle ol¢iiliir. ARE aktivitesi ortaya ¢ikan renkli kompleksin molar
sogurma katsayist olan 4000 Mcm™ 'den hesaplandi. Sonuglar 1 litrede ve 1 dakikada

1 mikromol substratin hidrolizine denk olan litre basina iinite olarak ifade edildi.

3.2.8. istatistiksel Yontem

Sayisal degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro Wilk testi ile test edilmistir.
Normal dagilan degiskenlerin iki grupta karsilastirilmasinda Student t testi, normal
dagilmayan degiskenlerin iki grupta karsilastirilmasinda Mann Whitney U testi
kullanilmistir. Normal dagilmayan degiskenlerin {ic ve daha fazla grupta
karsilastirilmasinda Kruskall Wallis ve Dunn ¢oklu karsilastirma testleri kullanilmistir.
Sayisal degiskenler arasindaki iliski Spearman rank korelasyon katsayisi ile test
edilmistir. Analizlerde SPSS 22.0 Windows versiyon paket programi kullanilmistir.
P<0,05 anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismaya KAH tanist konulmus 85 goniillii hasta, yas ve cinsiyet uyumlu 43
gontlli saglikli dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen tiim goniillii ¢ocuklarin
ortalama yas1 7,55+4,66. Hasta grubunda ortalama yas 7,81+4,57 iken kontrol grubunda
7,29+4,75 “dir. Istatiksel olarak incelendiginde yas bakimindan hasta ve kontrol gruplari
arasinda anlamli bir farkliik bulunmamistir (p=0,599). Calismaya dahil edilen 85
hastadan 48’1 kiz ve 37’si erkek, kontrol grubu ise 24 kiz ve 19 erkek goniilliidiir.
Istatiksel olarak incelendiginde cinsiyet bakimindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
anlaml bir farklilik bulunmamistir (p=0,333). Ayrica ¢aligmaya dahil edilen hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda kilo, boy ve Viicut Kitle Indeksi Standart Sapma (VKi-SDS)

acisindan anlamli bir farklilik bulunmamastir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Calisma grubunun demografik verileri

Hasta Kontrol Toplam P
n=85 n=43 n=128
Cinsiyet (K/E) 48/37 24/19 72/56 0,333
Yas (Ort.£ SS) 7,81+£4,57 7,29+4,75 7,55+4,66 0,599
Kilo 34,13+£20,75 33,47+20,75 33,8+20,75 0,828
Boy 122,06+28,73 120,49+32,65 121,27+30,69 0,946
VKIi-SDS 1,13£1,56 1,02+1,65 1,07+1,60 0,872

Caligmada yer alan hasta ve kontrol gruplarinin Prolidaz, MDA, SOD, PON ve ARE
diizeyleri Tablo 4.2°de gosterilmistir. Hasta grubunun Prolidaz, MDA ve SOD

Olctimleri kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek bulunmustur (P<0.05).
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Tablo 4.2: Calisilan parametre sonuglarinin  hasta ve kontrol gruplarinda

karsilastirilmast
HASTA KONTROL
n=85 n=43
Ortalama St.Sapma Ortalama St.Sapma P
Prolidaz (U/L) 24,16 11,13 18,60 6,58 0,010*
MDA (nmol/L) 2271,87 731,28 1996,51 462,23 0,026*
SOD (U/ml) 10,45 4,82 12,49 3,68 0,016*
PON (U/L) 270,39 170,19 239,07 167,45 0,266
ARE (kU/L) 454,26 213,84 415,43 219,90 0,269

P<0,05 anlaml

Hasta ve kontrol gruplarinda Prolidaz, MDA, SOD, PON ve ARE diizeylerinin ortalama

ve standart sapma uyumlu grafikleri asagida gosterilmistir.

60,007

50,00

40,007

30,00 .

Prolidaz {UIL)

20,007

10,00 ‘

007

I |
HASTA KONTROL

Sekil 4.1: Prolidaz diizeyinin gruplar arasindaki dagilimi (Dikdortgeni olusturan orta, alt
ve list yatay cizgiler sirasi ile ortanca, 25. ve 75. persentilleri, dikey ¢izgiler interkuartil
aralig1 gostermektedir)
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Sekil 4.2: MDA diizeyinin gruplar arasindaki dagilimi (Dikdortgeni olusturan orta, alt ve
iist yatay cizgiler sirasi ile ortanca, 25. ve 75. persentilleri, dikey cizgiler interkuartil araligi
gostermektedir)
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Sekil 4.3: SOD diizeyinin gruplar arasindaki dagilimi (Dikdortgeni olusturan orta, alt ve
iist yatay cizgiler sirasi ile ortanca, 25. ve 75. persentilleri, dikey cizgiler interkuartil araligi
gostermektedir)
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Sekil 4.4: PON diizeyinin gruplar arasindaki dagilimi (Dikd6rtgeni olusturan orta, alt ve
iist yatay cizgiler sirasi ile ortanca, 25. ve 75. persentilleri, dikey cizgiler interkuartil araligi
gostermektedir)
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Sekil 4.5: ARE diizeyinin gruplar arasindaki dagilimi (Dikdortgeni olusturan orta, alt ve
iist yatay cizgiler sirasi ile ortanca, 25. ve 75. persentilleri, dikey cizgiler interkuartil araligi
gostermektedir)
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Calisilan parametre sonuglart hasta grubunda KAH tipleri (11 BETA, BV, TKT)

arasinda incelenmistir ve anlamli fark bulunmamistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Calisilan parametre sonuglarinin KAH tipleri arasinda karsilastirilmasi

11 BETA BV TKT
Ort.+St. Sapma Ort.+St. Sapma Ort.+St. Sapma P
Prolidaz (U/L) 24,6+49,26 24,1447,87 24,10+£12,08 0,819
MDA (nmol/L)  2329,22+884,25 2350,93+525,81 2245,69+756,52 0,960
SOD (U/ml) 10,68+3,30 11,69+4,66 10,14+5,05 0,549
PON (U/L) 274,00+£168,06 266,92+183,51 270,64+170,84 0,818
ARE (kU/L) 433,88+191,24 464,08+196,53 455,16+224,51 0,965
P<0,05 anlamli
Tablo 4.4: Hasta grubunda biyokimyasal parametrelerin KAH tipleri arasinda
karsilastirilmasi
11 BETA BV TKT
Ort.£St. Sapma Ort.£St. Sapma Ort.£St. Sapma P
17 OH progesteron
diizeyi (tan1) 3,10+3,13 16,48+36,84 51,48+298,07 0,014*
17 OH progesteron
diizeyi (yiiksek) 7,59+6,97 56,89+57,69 147,45+418,04 0,001*
11 deoksikortizol
diizeyi (tan1) 37,61£52,01 1,03+2,39 7,62+19,23 0,001*
11 deoksikortizol
diizeyi (ytiksek) 99,70+86,61 23,23+£76,17 12,55+29,32 0,001*
ACTH (tan1) 150,39+168,66 80,32+121,83 215,16+352,47 0,345
ACTH (yiiksek) 377,96+415,53 2054,42+6507,20 510,89+430,72 0,313
Testesteron (tant) 5559,35+16642,00 33,87+£64,77 88,87+213,21 0,451
Testesteron (yliksek)  106,03+156,39 58,61£63,21 141,53+237,79 0,689
Hidrokortizon m%/giin ~ 18,63+12,41 17,55+10,84 26,99+32,33 0,177

P<0,05 anlamlh
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Hasta grubunda 17 OH progesteron, 11 Deoksikortizol, ACTH, Testosteron verilerinin

tanidaki ve Olciilen en yiliksek degerleri KAH tipleri arasinda incelenmistir. Hasta

grubunda 17 OH progesteron ve 11 deoksikortizol diizeyleri KAH tipleri arasinda

anlamli derecede fark bulunmustur (Tablo 4.4).

Calismaya dahil olan hasta grubunda Prolidaz, MDA, SOD, PON, ARE, 17 OH

progesteron, 11 deoksikortizol, ACTH, Testosteronun birbirleriyle iligkisi incelenmistir.
SOD ile ACTH arasinda negatif yonde zayif bir iliski bulunmustur (r=-0,301; p=0,005).

SOD ile testosteron arasonda negatif yonde zayif bir iliski bulunmustur (= -0,232;

p=0,036). PON ile ARE arasinda pozitif yonde ¢ok zayif bir iliski bulunmustur (r=
0,920; p=0,000). 17 OH progesteron ile ACTH arasinda pozitif yonde zayif bir iligki

bulunmustur (r=0,275; p=0,011) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Hasta grubu korelasyon analizi

) 17 OH 11 deoksi

Prolidaz MDA SOD PON ARE progesteron kortizol ACTH Testosteron
Prolidaz 1,000 1095 080 1100 120 -,064 036 102 -,100
MDA ,095 1,000 | ,052 025 -010 | -,001 018 -025 | -,159
SOD 080 052 1,000 | ,080 045 -017 -,007 -301 | -232°
PON 1100 025 ,080 1,000 |,920% | -043 -,099 -136 | -,036
ARE 120 -010 | ,045 920% [ 1,000 | ,004 -119 -171 | -,090
170H -,064 091 | -017 |-043 | .,004 1,000 -133 275" | 216
progesteron
11 deoksi
kortizol 036 018 -007 |-099 |-119 |-133 1,000 -095 | -,067
ACTH

1102 -025 | -301™ |-136 |-171 | 275" -,095 1,000 | 177
Testosteron .

-,100 -159 | -232" |-036 |-090 | 216 -067 177 1,000

*:p<0,05 anlamhi **:p<0,001 ¢ok anlaml1
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Calismaya dahil olan kontrol grubunda VKi SDS, Prolidaz, MDA, SOD, PON,
ARE’nin birbirleriyle iliskisi incelenmistir. PON ile ARE arasinda pozitif yonde ¢ok
zayif bir iligki bulunmustur (=0,836; p=0,000) (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Kontrol grubu korelasyon analizi

VKi | Prolidaz | MDA SOD |PON | ARE

SDS | (U/L) (nmol/L) | (U/ml) | (U/L) | (KU/L)
VKIi SDS 1,000 | -,207 -,292 ,189 -,165 | -,084
Prolidaz

-207 | 1,000 ,140 ,046 213 | -,012
(U/L)
MDA

-292 | ,140 1,000 -,202 | ,098 ,055
(nmol/L)
SOD (U/ml) |,189 |,046 -,202 1,000 |,016 |-,068
PON (U/L) -165 | ,213 ,098 ,016 1,000 | ,836™
ARE (kU/L) |-,084 |-012 ,055 -,068 |,836™ | 1,000

*:p<0,05 anlamli **:p<0,001 ¢ok anlamli

40



5. TARTISMA ve SONUC

21-hidroksilaz eksikligine bagli KAH, CYP21A2 genindeki mutasyonlarin neden
oldugu adrenal korteksin otozomal resesif bir hastaligidir (66). Gelisen teknolojiler,
KAH'm dogum Oncesi ve hatta gebelik Oncesi teshisi i¢in firsat sunmaktadir. Erken
teshis, dogum oOncesi androjen maruziyetinin potansiyel sonuglarmin artan
farkindaligiyla ebeveynlere danigmanlik i¢in yardimci olabilse de ciddi sekilde virilize
olmus disiler i¢in halen devam etmektedir. Benzer sekilde, bu popiilasyon i¢in cinsellik
ve yasam kalitesi Olciitlerine iliskin daha ileri ¢aligmalara izin verilmektedir. En
Oonemlisi, degistirilmis salimli hidrokortizon preparati gibi yeni terapotik modaliteler,

KAH'I1 hastalar i¢in daha iyi yasam kalitesi saglayabilir (67).

CYP21A2, progesterondan aldosteron ve 17-hidroksiprogesterondan Kortizol
biyosentezi icin gerekli olan, agirlikli olarak adrenal kortekste eksprese edilen
mikrozomal bir CYP450'dir (4). Yasam boyunca CYP450 enzimlerinin yiiksek diizeyde
korunmasindan dolayi, Onemli igsel islevler oynamalar1 muhtemeldir. CYP450
aragtirmas1 icin bir bagka heyecan verici yol da CYP450'lerin dahil oldugu diger
reaksiyon tiirlerini anlamamizdir (68). Cesitli CYP450 enzimlerinin ayrintili katalitik
etki mekanizmalarinin ROT olusumu / bozulmasiyla iliskili olarak ortaya ¢ikarilmasi,
ROT ve oksidatif stresin oynadigi sayisiz insan hastaligi ile iliskili olarak ROT

metabolizmasindaki CYP450 enzimlerinin roliiniin daha iyi anlagilmasina yol agmalidir

).

Prolin igeren imidodipeptidlerin hidrolizinden sorumlu bir metaloenzim olan prolidaz,
protein metabolizmasinda ki prolinin serbest birakilmasinda énemlidir. Insanlarda
prolidaz, kollajen igeren bag dokusunun korunmasi, yeniden insasi ve bozulmasi igin
gereklidir. Prolidaz aktivitesinin diizensizligi, kollajen metabolizmasinda bozulmalar
olarak kendini gosterir. Prolidaz aktivitesindeki anormallikler, kanserler ve fibrotik
siirecler gibi bir¢cok hastalik durumunda mevcuttur. Prolidaz aktivitesi, bu kosullarin

erken tespiti ve izlenmesinde faydali bir isaret olabilir. (7).

Yaptigimiz c¢alismada prolidaz enzim aktivitesi saglikli kontrol grubuna kiyasla hasta
grubunda anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Calismamizdaki hastalarda

gozlenen yiiksek prolidaz seviyesi onemli bir biyokimyasal parametredir. Prolidaz
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enzim aktivitesi kollajen metabolizmasindaki degisikliklerle birlikte kollajen
dongiisiiniin bozulmasi ve bunun sonucunda metabolik hizdaki artis1 gosterir. KAH’da

prolidaz diizeyinin artmasi patolojik bir durumla iliskilendirilebilir.

Prolidaz aktivitesiyle ilgili bir¢ok klinik calisma bulunmaktadir ve c¢ok kapsamli
calismalar da yapilmaya devam etmektedir. Bozkurt ve arkadaslar1 yaptiklari bir
calismada serum prolidaz enzim aktivitesini ve oksidatif stres saglikli kontrollere
kiyasla Fibromiyaljili hastalarda anlamli olarak daha yiiksek bulmuslardir. Bu veriler,
serum prolidaz enzim aktivitesi ile Fibromiyalji arasinda daha once bildirilmemis bir

iliski oldugunu gostermektedir (69).

Aktirk ve arkadaslar1 koroner arter ektazili hastalarda normal koroner arterleri olanlara
kiyasla prolidaz aktivitesi diizeylerinin daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. Prolidaz

aktivitesini koroner arter ektazi ile onemli 6lgiide iliskilendirmislerdir (70).

Lipid peroksidasyon, biyolojik sistemlerde enzimatik kontrol altinda lipidten tiiretilmis
enflamatuar aracilarin olusturulmasi igin veya enzimatik olmayan sekilde meydana
gelebilen, serbest radikalle iliskili bir siirectir. Bu siirecte hiicresel antioksidanlari da
iceren oksidatif stresin bir sonucu olarak hiicresel hasarla iliskilendirilmistir (48). Lipid
peroksidasyon yan {iriiniiniin birikimi bir¢ok caligmada kapsamli bir sekilde incelenmis

ve bir¢ok toksik doku yaralanmasinda ve patolojik siireglerde rol oynamistir (49).

MDA lipit peroksidasyonun son ftiriiniidiir. Ayrica bir oksidatif hasar indikatorii ve
oksidatif stresin bir gostergesidir. Yaptigimiz calismada KAH’li ¢ocuklarda MDA
diizeylerinin saglikli gruba goére anlamli olarak daha yiiksek bulduk (p<0,05). Oksidatif
stres, oksidanlarin ve antioksidanlarin hiicresel seviyeleri arasindaki dengesizlik
durumudur. Bu durum KAH’lh hastalarda dokularin hiicresel hasarina sebep olma

egiliminde olabilir.

Kili¢ ve arkadaglarinin yaptigi calismada bagirsak solucani ile enfekte hastalarda
kontrol grubuna gére MDA diizeyleri yiiksek bulunmustur. Kili¢ ve arkadaslarina gore
hastalarda yiiksek MDA diizeylerinin ana nedenlerinden biri, dokular1 serbest radikal

hasarindan koruyan savunma sisteminin aktivitesinin azalmasi olabilecegidir (48).
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Cemek ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada akut otitis media ve tonsillitli ¢ocuklarda
serum MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu bulmuslardir (71). Bu

alanda yapilan literatiir caligmalar1 bizim ¢alismamizi desteklemektedir.

SOD’lar, oksijen varliginda yasayan organizmalarin evrensel enzimleridir. Siiperoksidin
oksijene ve hidrojen peroksite doniisiimiinii katalize ederler. Siiperoksit anyonlar, 6zel
sinyal enzimlerinin yan sira mitokondriyal solunum dahil olmak {izere ¢esitli metabolik
islemlerin yan iriiniiniin amaglanan triinidir. Aktiviteleri sayesinde, SOD enzimleri
cesitli ROT ve RAT seviyelerini kontrol eder, bdylece hem bu molekiillerin potansiyel
toksisitesini siirlar hem de sinyal verme fonksiyonlar tarafindan diizenlenen hiicresel

yasamin genis yonlerini kontrol eder (72).

Yaptigimiz ¢alismada olgiilen SOD diizeyi hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore
anlamli derecede diisiik saptanmistir (p<0,05). Bu durum KAH hastalarinda oksidatif
stresin arttigini, hiicreleri serbest radikal hasarina karsi olusan savunma sisteminin

aktivitesindeki diisiisiinii ve SOD aktivitesindeki yetersizligi gosterir.

Karatas ve arkadaslari yaptiklart bir ¢alismada Romatoid artritli hastalarda SOD
aktivitesinin kontrol grubuna gore daha diisiik bulundugunu, bu hastalarda oksidatif
stres arttigin1 ve antioksidan durumu diisiik oldugunu belirtmislerdir. Karatas ve
arkadaslarina gore bu degisiklikler muhtemelen lipid peroksidasyonunu azaltma

cabalarindan ve dolayisiyla doku hasarini azaltma ¢abalarindan kaynaklanmaktadir (73).

Staron ve arkadaglar1 yaptiklari bir ¢alismada Romatoid artritli hastalarda SOD
aktivitesini kontrol grubuna goére daha diisiik bulmuslardir. Staron ve arkadaglarinin
calismast sonucunda SOD aktivitesinin inhibisyonu goézlenmis, bu da Romatoid
hastalarinda oksidatif stresteki artisi dogrulamistir (74). Literatiir ¢alismalar1 bizim

calismamiz1 desteklemektedir.
PON ve ARE, aym gen tarafindan kodlanan ve benzer aktif merkezlere sahip

enzimlerdir (75). Bizim ¢alismamizda PON ve ARE diizeyleri agisindan hasta grubu ile

kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05).

43



Shouman ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir ¢aligmada hemodiyaliz hastalarinda ARE diizeyi
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik, PON diizeyinde anlamli bir fark
bulmuslardir (76). Erdem ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada serum PON veya
ARE diizeyleri agisindan ankilozan spondilit hastalar1 ve kontroller arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 bir fark bulunmadigini belirtmislerdir (56). Ko¢ ve arkadaslar1 yaptiklar
bir calismada PON diizeyinin Tinnitus hasta grubunda kontrol grubuna goére anlamli
olarak diislik bulmuslardir. Kog¢ ve arkadaslarina gore, tinnituslu hastalar gii¢lii oksidatif
strese maruz kalmistir. Oksidatif stres, kulak ¢inlamasi patogenezine katkida bulunan

anahtar faktor olabilir (77).

Sonug olarak Konjenital Adrenal Hiperplazinin ROT iirettigini, hastalarda oksidatif
stresin arttigini, hiicrelerde serbest radikal hasarmna karsi olusan savunma sisteminin
aktivitesindeki diisiisiinii goérdiik. Tim bunlar ROT ve oksidatif stresin oynadig1 sayisiz
insan hastalig ile iligkili olarak ROT metabolizmasinda antioksidan enzimlerin roliiniin
Oonemini gostermektedir. Bununla birlikte protein metabolizmasinda prolinin serbest
birakilmast i¢in kritik dneme sahip olan prolidazin kollajen igeren bag dokusunun
korunmasi, yeniden insasi i¢in gerekli oldugunu, prolidaz aktivitesinin diizensizliginin
kollajen metabolizmasinda bozulmalar olarak kendini gosterdigini gdzlemledik. Bu
calismanin bize KAH’da prolidaz aktivitesinin roliiniin ve antioksidan molekiillerle
iligkisinin  yeni yaklasgimlarin ortaya ¢ikmasi ac¢isindan 6nemli oldugunu
diisiindiirmektedir. Calisgmamizin literatiire faydali olabilecegi ve daha sonra yapilacak

olan ¢alismalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.
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Sonugclar:

1. Prolidaz enzim aktivitesi saglikli kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda

anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).

2. KAH’l1 ¢ocuklarda MDA diizeyleri saglikli gruba gore anlamli olarak daha
yuksek bulunmustur. (p<0,05).

3. Olgiilen SOD diizeyi hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gére anlamli
derecede diigiik saptanmistir (p<0,05).

4. PON ve ARE diizeyleri acisindan hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlaml

bir fark bulunmamstir (p>0,05).

5. Hasta grubunda 17 OH progesteron ve 11 deoksikortizol diizeyleri KAH tipleri

arasinda anlamli derecede fark bulunmustur.

6. SOD ile ACTH arasinda negatif yonde zayif bir iligki bulunmustur (r= -0,301,;
p=0,005).

7. SOD ile Testosteron arasonda negatif yonde zayif bir iligki bulunmustur (r= -
0,232; p=0,036).

8. PON ile ARE arasinda pozitif yonde ¢ok zayif bir iligki bulunmustur (r= 0,920;
p=0,000).

9. 17 OH progesteron ile ACTH arasinda pozitif yonde zay1f bir iliski bulunmustur
(r=0,275; p=0,011).
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