Guncel Biyokimya
Calismalari 11

Editor
Dogan YUCEL



© Copyright 2019

Bu kitabin, basim, yayin ve satis haklar1 Akademisyen Kitabevi A.S.ne aittir. Amlan kurulusun izni
alinmadan kitabwin tiimii ya da boliimleri mekanik, elektronik, fotokopi, manyetik kagit ve/veya bas-
ka yontemlerle ¢cogaltilamaz, basilamaz, dagitilamaz. Tablo, sekil ve grafikler izin ahinmadan, ticari
amagh kullamlamaz. Bu kitap T.C. Kiiltiir Bakanhg bandrolii ile satilmaktadir.

ISBN
978-605-258-585-6

Kitap Ad1
Giincel Biyokimya Calismalar: II

Editor
Dogan YUCEL

Yayin Koordinatorii
Yasin Dilmen

Sayfa ve Kapak Tasarimi
Akademisyen Dizgi Unitesi

Yayina Sertifika No
25465

Baski ve Cilt
Bizim Dijital Matbaa

Bisac Code
MEDO008000

GENEL DAGITIM

Akademisyen Kitabevi A.S.

Halk Sokak 5/ A
Yenisehir / Ankara
Tel: 0312 43116 33

siparis@akademisyen.com

www.akademisyen.com




ONSOZ
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Boliim 1

TIBBI BIYOKIMYA LABORATUVARLARINDA
UYUSTURUCU MADDE TARAMA ANALIZLERI: HANGI
DURUMDA HANGI YONTEM SECILMELI

Saliha AKSUN*

GIRIS

Madde bagimlilig1 6nemli bir halk saglig1 sorunudur. Bagimlilik yaptig: bili-
nen ve tarama programlarinda yer alan uyusturucu maddeler disinda, tedavi i¢in
kullanilan ve regete ile verilebilen bagimlilik yapic1 potansiyeli olan bazi ilaglarin
da kotiiye kullanimi goriilebilmektedir. Madde bagimlilig: testlerini yapan tibbi
laboratuvarlarin en ¢ok kullanilan ve iyi bilinen maddeleri 6l¢ebilmeleri 6nem-
lidir, degerlidir (1). Ama laboratuvarda analizi yapilan test parametreleri her du-
rumda yeterli midir?

Bagimlilik siiphesi olan kisilerde, bireyin kullandig1 maddenin analitik olarak
varliginin kanitlanmasy, kisinin egitim ve takip programlarina alinabilmesi agisin-
dan 6nemlidir. Tibbi olarak kullanicinin kendisinin zarar gormesi, madde etkisin-
de sug islemesi ya da isyerinde kaza yapmasi gibi her durum geri doniisii olmayan
sonuglara yol agabilir. O halde madde taramalarinin hangi testler igin yapilacagy,
test panellerinin ne kadar genis tutulmas: gerektigi, bolgede, s6z konusu hastane-
de hangi maddelerin taranmasina ihtiyac oldugu konusu ve laboratuvarda ¢alisi-
lacak test listesi ihtiyac1 karsilayabilecek 6l¢iide belirlenmelidir. Test listeleri, tibbi
biyokimya uzmanlarinin koordinasyonu ile psikiyatristler, acil servis hekimleri,
madde testlerine ihtiya¢ duyan diger klinisyen hekimlerle birlikte belirlenmelidir.

Yasakli madde kullanimu ile ilgili tetkik istekleri tibbi, idari, adli nedenlerle
olabilir. Her durumda kisiden alinan biyolojik numunede madde varliginin dog-
ru olarak saptanabilmesi énemlidir. Ulkemizde Adli tip kurumlarinda ve tibbi
biyokimya laboratuvarlarinda uyusturucu ve uyarict madde analizleri yapilabil-
mektedir.

Bu béliimde, kendi laboratuvarimizdaki deneyimlerimiz de eklenerek, has-
tanelerde tibbi biyokimya laboratuvarinda, tarama amagl olarak yapilan madde

1

Doktor Ogretim Uyesi. Izmir Katip Celebi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, izmir
Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi. salihaaksun@yahoo.com
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analizleri i¢in kullanilan yontemler, yontemlerin se¢iminde dikkat edilecek hu-
suslar ve pratik uygulama sirasinda karsilagilan zorluklardan s6z edilmistir.

Hastane tibbi biyokimya laboratuvarinda yapilan madde analizleri i¢in istem-
ler genellikle su birimlerden yapilmaktadir:

1. Acil servislere madde kullanimi siiphesi ile klinik bulgularla getirilen hasta-
lardan tibbi amagla istenmektedir.

2. Acil servise, bir kaza ya da su¢a karigma nedeni ile bagvuru yapilan adli olay-
larda yasakli madde kullaniminin olup olmadig1 degerlendirilmek istenmek-
tedir.

3. Alkol ve madde bagimlilig1 tedavi merkezi (AMATEM) birimi olan hastane-
lerde, hastanin Amatem poliklinigine basvurarak tedavi talebinde bulunmasi
durumunda, kullanilan maddeyi idrar 6rneginde saptamak ve tedavisine bas-
lamak iizere tedavi amaci ile istenmektedir.

4. AMATEM yatakl servislerinde yatirilarak takip ve tedavi edilen hastalardan
istenmektedir.

5. Denetimli serbestlik poliklinigi bulunan hastanelerde, denetimli serbestlik
midirligi tarafindan sevki yapilan ve belirli zaman araliklari ile takipte olan
kisilerden idari amagla istem yapilmaktadir.

6. Hastane yogun bakim birimlerinde ya da klinik servislerinde madde etkisi
altinda oldugu disiiniilen bireylerden tibbi amagla istenebilir.

7. Gemi calisanlar, fabrika calisanlari, s6{6r olarak ¢alisanlardan istek yapilabil-
mektedir.

Denetimli Serbestlik Nedir?

Ulkemizde 2005 yilinda madde bagimhilarinin rehabilitasyonu i¢in denetimli
serbestlik sistemi kurulmustur. Denetimli serbestligin 6zelligi, uyusturucu ya da
uyarict madde kullananlarin gerek sorusturma ve kovusturma asamalarinda, ge-
rekse bu kisiler hakkinda verilen kararlarin infazi asamasinda rehabilitasyonun
hedeflenmesidir (2). Bu yeni sistem ile bir taraftan uyusturucu/uyarict madde
kullananlarin rehabilitasyonu saglanmakta, diger yandan madde kullaniminin
kisinin kendisine ve sosyal ¢evresine verdigi zarar 6nlenmeye ¢alisiimaktadir. So-
nucta madde kullaniminin neden oldugu suglarda azalma saglanmaya ¢alisiimak-
tadir. Ulkemizde uyugturucu madde kullanmak ve satmak sugtur. Kolluk kuvvet-
lerince, uyusturucu madde kullandig: tespit edilen kisi 6nce denetimli serbestlik
midirlagiince takip altina alinir. Denetimli serbestlik poliklinigi bulunan bir
hastaneye idari bir yazi ile sevk edilir. Sevk edilen denetimli serbestlik hastane bi-
riminde buranin sorumlusu olan hekim tarafindan takip edilir, uyusturucu mad-
de ile ilgili tetkikleri istenir. Tetkikler genellikle idrar 6rneginde yapilmaktadir.

_2-
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Bizim laboratuvarimizdan, denetimli serbestlik polikliniginde takip edilen
hastalar i¢in denetimli serbestlik yonetmeligine gore (3), en ¢ok 2 ya da 3 haftaya
kadar olan aralarla ardigik 3 kez tetkik istenir ve iigiinde de testlerin negatif ol-
mas1 durumunda hastanin raporu denetimli serbestlik mudiirliigiine yazilir. Bu
tetkiklerden herhangi birinde bir pozitiflik olmas: halinde ise hastanin ardisik
kontrolleri devam eder. Bu siiregte ek olarak, hastanin madde bagimliligindan
kurtulabilmesi i¢in hastane egitimleri baslar.

Madde bagimlilig: testleri i¢in 6rnekler nerede alinabilir? Alinan 6rnekler la-
boratuvara nasil gonderilir?

Saglik Bakanlig1 Saglik Hizmetleri Genel Midiirliigiiniin 2014 y1li, Yasadis1 ve
Kotiiye Kullanilan Ilag ve Madde Analizi Yapan Tibbi Laboratuvarlar ile Madde
Bagimlilig1 Teshis ve Tedavi Merkezlerindeki Tibbi laboratuvarlarin Caligma Usul
ve Esaslar1 hakkindaki genelgesine gore (4) idrar 6rneklerinin alinmasi igin en
uygun yontem su sekilde 6zetlenebilir. Hasta idrarini, bir saglik memuru bir de
hastane giivenlik gorevlisi olmak iizere iki kisinin gozetimi altinda verir. Idrar ici-
ne, idrar 6zelligini bozacak bir maddenin karistirilmadigindan ya da idrarin su ile
seyreltilmediginden emin olmak 6nemlidir. Bu nedenle idrar alinan tuvalet 6zel
bir tuvalet olmalidir. Tuvalet igerisinde hastanin mahremiyetini engellemeyecek
sekilde yerlestirilmis bir ayna diizenegi olmalidir. Idrar érnekleri alinir alinmaz 4
dakika i¢inde idrarin sicaklig1 ol¢iiliir ve kaydedilir. Hastanin onami alinir. Nu-
muneyi veren kisinin kimlik bilgilerini, numune alinma tarihi ve saatini igeren bir
numune formu diizenlenir. Biyolojik numune ve form kilitli cantaya yerlestirilir
ve bir giivenlik gorevlisi ile laboratuvara gonderilir (5). Kilitli tasima ¢antasinin
bir anahtar1 6rnegi gonderen birimin sorumlu gérevlisinde olur bir diger anahtar
laboratuvarda 6rnekleri teslim alan laboratuvar teknisyeninde bulunur. Hastanin
laboratuvar1 tanimamasi, laboratuvarin yerini bilmemesi, tetkiklerin analizi asa-
masinda sonuglara miidahil olma girisiminde bulunmamasi agisindan 6nemlidir.
Bu nedenle 6rnek alma igleminin tetkikin istendigi birimde olmas: tercih edilme-
lidir.

Uyusturucu uyarict madde taramalari i¢in kullanilan biyolojik 6rnek tipi:

Madde taramalari igin kullanilan numuneler kan, idrar, tiikiiriik, sag ya da di-
ger viicut sivilari olabilir. Ancak hastanelerin tibbi biyokimya laboratuvarlarinda
kullanilan 6rnek tipi genellikle idrardir. Idrarda kullanilan madde ve metabolitleri
daha uzun siire kalabildiginden idrar 6rnegi, tarama ¢aligmalarinda kullanilacak
en uygun 6rnek olarak kabul edilmektedir (1).

Hastanelerin tibbi biyokimya laboratuvarlarinda uyusturucu uyarict madde
taramast i¢in kullanilacak yontemler nelerdir:
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Hastanelerin tibbi biyokimya laboratuvarlarinda idrar 6rneginde calisilacak
uyusturucu, uyarict madde testleri i¢in farkli yontemler bulunmaktadir. Hastane-
nin biyiikliigi, hasta sayisi, hizmet sunulan birimler, test panelinde yer almast is-
tenilen testlerin ¢esitliligi, tibbi biyokimya laboratuvarinin isgiicti kapasitesi, test-
lerin sonuglanmasi i¢in gerekli olan siire tibbi laboratuvarlarin madde bagimlilig
testlerini ¢aligma yontemini belirlemektedir (1).

AMATEM biriminin oldugu hastanelerde istek yapilan 6rnek sayisi, AMA-
TEM birimi bulunmayan, sadece acil servis ve yogun bakimlardan gelen madde
tarama isteklerine gore daha fazla olmaktadir. Bu durumda segilen biyokimyasal
yontem tibbi biyokimya laboratuvarina gelen 6rnek sayisina bagli olarak farklilik
gosterebili. AMATEM biriminin oldugu bir hastanede ek olarak, denetimli ser-
bestlik poliklinigi hizmeti i¢in de yetki alinmigsa ve bu hizmet veriliyorsa 6rnek
sayist oldukea artmaktadir.

Tibbi biyokimya laboratuvarinin ¢alisacagr yontemi belirleme asamasinda,
klinisyenlerin, 6zellikle AMATEM birimlerinde ¢alisan psikiyatri uzmanlarinin
gortsleri alinmali ve test paneli birlikte belirlenmelidir.

Uyusturucu madde analizi kapsaminda yapilabilecek olan test parametresi sa-
yis1 oldukga cesitlidir. Amerika Birlesik Devletlerinde siklikla kotiiye kullanilan
maddeler asagidaki sekilde siniflandirilmistir(6).

Kannabinoidler: Esrar (marihuana)
Uyaricilar: Amfetamin, metamfetamin, MDMA, kokain

Narkotik analjezikler ve Opiatlar: Afyon, eroin, kodein, morfin, oksikodon,
hidrokodon, meperidin, metadon, fentanil.

Santral sinir sistemi depresanlari ve trankilizanlar: Barbitiiratlar, ¢esitli benzo-
diazepinler, metakualon, gamahidroksi biitirat (GHB).

Anestezikler: Ketamin, fensiklidin.

Haliisinojenler: LSD (lizerjik asit dietilamid).

Substance Abuse And Federal Health Service Administration (SAMSHA) ad1
ile ABDde kurulan sistem Federal madde analizlerinden ve zorunlu isyeri analiz-
lerinden sorumlu tutulmustur. Samsha’nin isyerleri i¢in taranmasini istedigi mad-
deler baslangigta SAMHSA-5 olarak bilinen sadece bes ilaci taramay1 6nermis ve
kullanilmigtir. Bu maddeler; Amfetamin, kokain (inaktif metaboliti benzoilekgo-
nin), opiatlar, PCP (fensiklidin) ve marihuana (inaktif metaboliti 11-nor-9 kar-
boksi A-9 tetrahidrokannabinol, THC) gruplaridir. Ancak protokole dahil olan bu
ilaglar daha sik analiz edilmekle birlikte yine de bazi laboratuvarlar rutin kotiiye
kullanilan ilag tarama ya da kapsamli kétiiye kullanilan ilag tarama protokolle-
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ri ile laboratuvarlar arasinda farklilik gosterecek sekilde tarama yapmislardir. Bu
protokollerde, barbitiiratlar, benzodiazepinler, oksikodon, metadon, matakualon,
propoksifen yer almistir (7,8).

SAMHSA daha sonra, taranacak maddelerin igerisine MDMA testlerini de ek-
lemistir ve esik degerlerini belirtmistir.

Ulkemizde de denetimli serbestlik poliklinigi hastalarinda en az bes maddenin
taranmast istenmektedir:

T.C. Saglik Bakanligi, Saghk Hizmetleri Genel Midiirliigii, Tibbi Laboratuvar
Hizmetleri Dairesi Bagkanliginin 2016 yilinda yayimladigy, Idrar Numunelerinde
Yasadig1 ve Kotiiye Kullanilan ilag ve Madde Analizi Yapan Tibbi Laboratuvarlar
ile Madde Bagimlilig:1 Teshis ve Tedavi Merkezlerindeki Tibbi Laboratuvarlarin
Isleyis Esaslar’nda belirtildigi bicimde (5), Tiirkiye igin taranmas istenilen stan-
dart test panelinde; Amfetaminler, Benzodiazepinler, Esrar, Kokain, Opiatlar yer
almaktadir. Ve resmi gazete, tibbi literatiir gibi kaynaklarda madde tanimi kapsa-
minda yer alan tiim maddelerin ihtiyaglara gore laboratuvar test paneline eklene-
bilir oldugu belirtilmektedir.

Tablo 1: Ulkemizde taranmasr istenilen maddeler ve belirtilen esik degerleri:

Uyusturucu madde ya da metaboliti Esik deger (ng/ml)
Amfetamin 500
3-4 Methylendioxy Metamfetamin =i

(MDMA)
Kokain ya da metaboliti 150
Benzodiazepinler 300
Opiatlar 2000

11-nor-A9-THC-9-COOH

50
(kannabinoid,THC) Esrar

Denetimli serbestlik poliklinigi hekimi, en az bu parametreler olmak iizere
daha fazla cesitte test yapilmasi i¢in laboratuvardan talepte bulunabilir. Benzer
sekilde madde kullandigini belirterek tedavi isteyen kisiler icin AMATEM hekim-
leri de Tablo 1'dekilere ek olarak, hastanin tanilanmasi, tedavisinin baslanabilmesi
ve takibi i¢in daha fazla test parametresi isteginde bulunabilir. Acil servislere tibbi
nedenle gelen basvurularda da ozellikle sentetik esrar bilesikleri (yaygin olarak
bonzai olarak tanimlaniyor) olmak iizere pek ¢ok baska madde kullanilmis ola-
bilmektedir. Bu maddelerin 6lgiilebilmesi ve test panelinde yer almasi 6nemlidir.
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Test parametresi ¢esitliliginin disinda testlerin sonug¢lanmasi i¢in beklenebi-
lecek siire de test yontemini belirlemekte etkilidir. Acil servis ve yogun bakim
tinitelerinden istenilen madde bagimlilig: testleri icin 6rneklerin laboratuvara
ulagmasi ve pozitif olan idrar numunelerinin hemen sonuglandirilabilmesi bazi
durumlarda kritik olarak 6nemlidir (1,9,10).

Bu durumda madde bagimlilig1 analizleri i¢in yontemlerin se¢ilmesinde, ih-
tiya¢ duyulan test parametre cesitliligi ve testlerin sonuglanmast i¢in gerekli olan
zaman belirleyici etkenlerden olacaktir.

Asagida madde bagimlilig testlerinin yapilmast icin en ¢ok kullanilan yon-
temler, birbirlerine gore avantajlar1 ve dezavantajlar1 verilmistir.

Klinik laboratuvarlarda uyusturucu ve uyarici madde tarama analizleri i¢in
farkli biyokimyasal yontemler tanimlanmuigtir:

1. Idrar uyusturucu madde tarama kart testleri
2. Immiin kimyasal yontemler
3. Kromatografik yontemler

Bu yontemlerin her birinin birbirine gore istiinliikleri ve eksik olan yonleri
vardir.

Uyusturucu madde analizlerinde kart testlerin ¢calisma prensibi:

Uyusturucu/uyarict madde analiz isteginin ¢ok olmadig1 hastanelerde genel-
likle kart testler ile tan1 yapilmaktadir. Hasta sayisinin yetersiz olmasi, otomatize
sistem kullanmak i¢in ihale yapmay1 engelleyebilmektedir. Diger taraftan otoma-
tize sistemler var oldugunda dahi, daha hizli yanit alinabilmesi nedeni ile baz1
durumlarda acil servis ve yogun bakim birimlerinde olan hastalar i¢in kart test ile
calisilarak sonug verilmektedir.

Kart test yontemi en hizli sonug veren yontemdir. Ilag tarama hizli testleri
kompetetif immiin yontemle ¢alismaktadir. Bu yontemle cesitli ilaglarin ve mad-
delerin kalitatif olarak sonucu verilmektedir (11).

Kart testler ile ¢aligmanin avantaji:

1. Idrar materyali toplanip laboratuvara ulagtiktan sonra, birka¢ dakika i¢inde
sonug verilir.

2. Diger yontemlere gore test maliyetleri daha ucuz olabilir

3. Kart test ile sonug verebilmek i¢in egitim verebilmek kolaydir.

Kart testler ile galigmanin dezavantaji:

Ay

Calisilan testler birbiri ile capraz reaksiyon verebilir.

N

Sonuglar kartta olusan rengin gorsel olarak degerlendirilmesi nedeni ile go-
recelidir. Yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglar verilerek hatali raporlamalar

-6-
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yapilabilir. Ozellikle pozitif olarak sonuglanan olgularda daha gelismis, kanti-
tatif bir yontemle tekrar ¢aligilmas gerekli olmaktadir.

3. Buyontemle taranilan metabolit icin sayisal deger verilememektedir, sonuglar
kalitatif olarak raporlanmaktadur.

4. Kart test tizerinde yer alan parametre ¢esitleri ne kadar ise o kadar test i¢in
sonug verilebilmektedir. Kart testte yer almayan ve hastanin kullanmis oldu-
gunu disiindiigiimiiz bir madde i¢in tayin yapilamamaktadir.

Kart testler ile sik¢a kullanilan madde gruplar1 ve metabolitleri i¢in ¢alisilir.
Genellikle, amfetamin, barbitiiratlar, benzodiazepinlar, opiatlar, kokain, kanna-
binoidler, sentetik kannabinoid K2.1, K2.2, K2.3, metadon, metamfetamin, me-
tilendioksimetamfetamin (MDMA, ekstazi), buprenorfin, trisiklik antidepresan-
lar (TCA) igin ¢aligma yapilabilir. Laboratuvarin istegi tizerine, kart testlerde yer
alan, taranacak analit listesini, iiretici firma baska maddelerin taranmasi i¢in ge-
listirebilmektedir.

Kartlar ile taranacak olan parametreler i¢in karta emdirilmis olan standart an-
tikor miktar1 “ne kadar ise”, pozitif ya da negatif sonug buna gore belli olacaktur.
Kartlarda genellikle Substance Abuse and Mental Health Services Administration
(SAMHSA)'nin 6nerdigi esik konsantrasyonlar yer alabilmektedir (12). Her bir
analit i¢in laboratuvarin talep ettigi esik degerlerde kartlar hazirlanabilir. Satin
alma stirecinde laboratuvarin raporlama yapacagi esik degeri belirtmesi, kart testi
istedigi parametreler ve istedigi esik degerler i¢in satin almasi gereklidir.

Kart test yonteminin prensibi nedir?

Tum ilag hizli testleri benzer prensiple ¢aligmaktadir. Her bir kartin tizerinde
calisilacak olan parametrelerin timi i¢in sira ile dizilmis petler yer almaktadir.
Hastanin idrar 6rnegi kartta yer alan parametrelerin tiimii i¢in kartin u¢ kismin-
daki immersiyon bélgesine ekilir ya da emdirilir. Idrar 6rnegi daha sonra kapiller
bir hareketle test stribi boyunca ilerler. Immersiyon bélgesine, iiretim sirasinda
test stribine her parametre i¢in serbest konjuge antikorlar konulmustur Bu an-
tikorlarin miktar: laboratuvarin istedigi esik degerlere gore belirlenmektedir. Bu
bolgedeki antikorlar test stribi boyunca idrarla birlikte hareket eder. Eger test
stripine emdirilen idrarda analit var ise baslangi¢ noktasinda bulunan antikorlar
ile bu analitler baglanir. Ve birlikte stripin diger ucuna dogru siiriiklenirler. Test
stribinin test ¢izgisinin oldugu diger ucunda, yine stribe tiretimde yerlestirilmis
olan serbest hedef antijenler bulunmaktadir. Immersiyon bélgesinde bulunan
serbest antikorlar idrarla birlikte test ¢izgisine siiriiklenip kartin bu noktasinda
ticari olarak yer alan serbest antijenlere, yani maddelere baglanirlar. Bu baglanma
sonrasinda test ¢izgisinin oldugu bolimde goriinebilen kirmizi bir ¢izgi olusur.
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Bu kirmizi ¢izginin olugsmasi, immersiyon bolgesinde bulunan antikorlardan test
cizgisinde yer alan substansla baglanacak serbest bir miktarin oldugunu gosterir.
Eger immersiyon bolgesine emdirilen hasta idrarinda esik degerin daha az1 kadar
analit var ise antikorlarin bir kismi serbest kalamayacag icin kapiller hareket-
le yiiriidiikten sonra strip sonunda bulunan serbest antijenlere baglanacak olan
serbest antikor miktar1 azalmis olacakti. Bu durumda hasta idrarindaki analitle
birlesmemis olan sadece serbest kalan antikorlar test bolgesindeki serbest anti-
jenle birlesecek ve yine bir ¢izgi olusacakti. Serbest kalan antikor miktar: ne kadar
ise antijenle birlesme orani o oranda olacagindan akiimtilasyon miktar1 daha az
olabilecek ve kirmiz1 bir ¢izgi yerine hafif pembe bir ¢izgi olusabilecektir. Kirmizi
ya da hafif bir kirmizi ¢izgi olustugu her durumda, stribe ekilen ve immersiyon
bolgesinde serbest antikorla birlesen analit miktar: esik degeri gegmemistir. Ve
test negatif olarak adlandirilir. Immersiyon bolgesine ekilen idrardaki analit mik-
tar1 esik deger tizerinde oldugu durumlarda, bu bélgede bulunan tiim antikorlar
analitle baglanmis olacagindan, stribin son noktasinda test ¢izgisinde bulunan an-
tijenle baglanacak higbir serbest antikor kalmadigindan test ¢izgisi olusmayacak,
bu bolge hi¢ renklenmeyecektir. Bu durumda idrardaki analitin esik deger tizerin-
de oldugu anlasilir ve test pozitif olarak yorumlanir (12).

Bu ¢aligma yonteminde test ¢izgisinde belirecek olan hafif bir kirmizi-pembe
¢izgi dahi idrarda bulunan analitin esik degerin altinda oldugunu gostermektedir
ve negatif olarak raporlanmalidir. Ancak laboratuvarda testi yapan kisinin siib-
jektif degerlendirmesine agik olan bu niteliksel yontem yanlis pozitif ya da yanlis
negatif sonu¢ vermemize neden olabilir.

Laboratuvarimizda, acil servisden mesai saatleri iginde gelen 6rnekler im-
miin kimyasal yontemle (EMIT, Siemens), mesai sonrasi ve hafta sonu acil servis
ornekleri ise kart testler kullanilarak ¢alisilmaktadir. Kart testler ile calistigimiz
sonuglar1 degerlendirdigimiz bir ¢alismamizda, yanls pozitiflik oranimizi bildir-
dik. 548 adet kart test madde analizi caligmasinda, ekstazi testi i¢in 60 adet sonug
gercek pozitif verilirken, 13 sonug yanlis pozitif olarak verilmistir. Kart test ile
caligilan diger parametreler i¢in gercek pozitif/yanlis pozitif orani sirasi ile; esrar
testi i¢in;100/10, benzodiazepin i¢in;63/16, opiat igin; 15/5dir. dir. Bu sonugla-
ra gore de goriilmektedir ki bazi durumlarda kart testler ile yanlis pozitf sonuca
neden olabilecek okumalar yapilabilmektedir. Miimkiin oldugunca, kart testleri
kullanmak yerine mesai dis1 saatlerde de immiinkimyasal yontemler ile tarama
yapilmasi daha uygun olacaktir.

Kart testlerde caliymalarda uygulanmas: gerekli olan kurallar:

1. Kart test satin alinmasi sirasinda, her bir strip iizerinde yer almas: istenilen
parametreler tek tek belirlenmelidir.
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2. Istenilen parametreler icin kullanilacak esik degerler tanimlanmalidir

3. Kart testler hasta i¢in kullanilmaya baslanilmadan 6nce, her kutu i¢in isteni-
len esik konsantrasyonlar: da igeren, degeri bilinen standart kalibratorler ya
da kontrol materyalleri ile kontrolleri saglanmalidir.

4. Kart test kutusunun tizerinde hangi esik degerler i¢in hazirlandig: bilgisi yer
almalidir.

5. Calisilan her bir 6rnek i¢in laboratuvarda en az iki kisi tarafindan degerlen-
dirme yapilmalidir.

6. Kart testler igin dis kalite kontrol programina {iye olunmalidir.

Immiin kimyasal analiz yontemleri:

Katiiye kullanilan maddelerin idrarda tarama analizleri i¢in hastane labora-
tuvarlarinda daha siklikla immunkimyasal yontemler kullanilmaktadir. Immiin
yontemler genellikle terapétik ilag izleminde kullanilan yontemlere benzer yon-
temlerdir.

Immiin yéntemler otomatizedir, bir tek numune ile istenilen tiim uyarici ve
uyusturucu maddeler analiz edilebilir (1).

Bu yontemler igin yillik hasta sayis1 yeterli sayida olan hastanelerde kit karsi-
1181 cihaz kurmak tizere ihale yapilmaktadir. Sartnamelerde o hastane igin ¢aligil-
mas1 planlanan test parametreleri ve yillik sayilar1 yazilir. Her bir parametre ayr1
bir kit kutusu olarak alinmis olur. Kitler rutin biyokimya otomatik analizérle ¢a-
lisma tekniginde oldugu gibi cihaza aplike edilir. Immun kimyasal yontem olarak
adlandirilan bu yontemde kitte reaktifin bilesenlerinden biri olarak bir antikor
bulunmaktadir. Bu antikor monoklonal ya da poliklonal olarak hazirlanmistir ve
analite spesifik antikorlardir. Monoklonal bir antikor poliklonal bir antikora gore
hedef analit icin daha spesifik olacaktir (7). Kit immiinkimyasal bir testtir ancak
yontem tam bir immiinanaliz degildir. Cihaz okumay spektrofotometrik olarak
yapar. Klinisyenin istegine gore testler bazen tek tek istenebilir ya da genellikle
uyusturucu kullanimu ile ilgili tarama yapilacag i¢in laboratuvarda ¢alisilabilen
tim uyusturucu ve uyarict maddeler birlikte istenebilmektedir. Bu yontemde la-
boratuvara teslim edilmis olan idrar 6rnegi higbir islem yapilmadan direkt olarak
cihaza yerlestirilebilir. Kullanilan 6rnek hacimleri disiiktiir.

Immiin kimyasal yontemlerin avantajlar: ve dezavantajlar:

Bu yontemle hizli sonug verilir. EMIT; CEDIA, KIMS FPIA immiin kimya-
sal yontemlerin birkagidir. Bizim hastanemizde immiin kimyasal analiz yontemi
olarak EMIT (Siemens) kitleri kullanilmaktadir. Idrar orneginde, Amfetamin,
Ekstazi, Benzodiazepin, Kokain, Opiat, THC (esrar), sentetik kannabinoid K2.1,
sentetik kannabinoid K2.2, Buprenorfin testleri ¢alisilmaktadir.
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Sayilan parametreler taranmasi gerekli olan en az bes parametreyi karsilamak-
tadir. Ancak sentetik esrar kullanimi ile saptanabilen 6rnek sayisi az olmaktadir.
Gergekte klinik bulgulara gore kullanildig: diistiniilmekte olan ya da hasta ve ya-
kinlar1 tarafindan kullanimu itiraf edilen ancak piyasada ¢ok fazla gesitte bulunan,
stirekli olarak bir yenisi tiretilen sentetik olarak tasarlanmis uyusturucu maddele-
rin hepsinin saptanabilmesi i¢in kit tiretmek miimkiin olmamaktadir. Bu durum
bu yontemle ¢alismanin bir dezavantaji olarak diisiiniilebilir.

Bununla birlikte, 6rnek i¢in bir 6n islem gerektirmemesi, ve hizla sonug verile-
biliyor olmasi yontemin bir avantajidir. Hastanemize bagvuran denetimli serbest-
lik programinda olan hastalarin uyusturucu tarama sonuglarinin ayni giinde ra-
porlandirilmasi ile ilgili bir zorunluluk yoktur, buradaki hastalar idrarlarini verir
ve sonuglar1 daha sonra hekim tarafindan degerlendirilebilir. Ancak AMATEMde
madde birakma programinda olan hastalarin bazilarinin ayni giin, sonuglarina
gore regete almalar1 gerekmektedir. Hastalarin bir bagka giin ¢ikacak olan sonug
i¢in tekrar davet edilmesi tedaviyi birakmalarina kararliliklarindan vazge¢meleri-
ne neden olabilir. Bu durumda hastanin ve doktorun isini kolaylastirabilmek i¢in
laboratuvarin da destek olmas, tetkikleri hizla ayni giin i¢inde sonu¢landirmasi
gerekmektedir. Bu konuda en ¢ok ihtiya¢ duyulan Buprenorfin testlerinin hizh
sonuc¢lanmasidir. AMATEM polikliniginde opioidleri birakma tedavisinde olan
hastalara Suboxan adli ilagla yerine koyma tedavisi yapilmaktadir. Bu hastalarin
belirli periyotlarda poliklinik ziyaretleri olmakta ve ilaglarini regete ettirmekte-
dirler. Klinisyen hastanin ilacini regetelemek i¢in bir 6nceki dénemde vermis ol-
dugu ilacin kullanildigini idrarda Buprenorfin miktari ile kontrol eder. Eger idrar
analizinde Buprenorfin testi 5ng/ml {izerinde ol¢iiliirse bu durumda hastanin
Suboksan ilacini kullandig: ve tedaviye uyumlu oldugu disiiniilerek yeniden ilag
recete edilir. Ancak daha diisiik idrar Buprenorfin sonuglarinda hastanin ilacini
kullanmadigi, tedaviye uyumsuz oldugu ustelik belki de bu ilac1 baska amaglarla
kullandig: diisiiniilerek regetesi verilmez. Laboratuvarda Buprenorfin analizi im-
miinkimyasal yontemle yapildiginda hastanin sonucu ¢ok beklemeden birkag saat
icinde rapor edilebilir.

Benzer sekilde AMATEMde poliklinigine gelerek tedavi ve yardim isteyen
hastalarda idrar numunesinde tarama sonucunun hemen sonuglandirilmas: ile
ne tiir madde kullandig: kesinlesir ve yatarak ya da ayaktan tedavi programi ayni
giin igerisinde belli olmus olur.

Ancak ne var ki, tarama yapmak istediginiz analit i¢in tretilmis mevcut ti-
cari kit yoksa o analit i¢in saptama yapilamaz. Bu nedenle 6zellikle idari olarak
denetimli serbestlik durumunda bulunan hastalarda ya da tibbi nedenlerle tet-
kik edilen hastalarda bu durum akilda tutulmalidir. Laboratuvarin tarama yaptig
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maddeler disinda daha pek cok madde gesidinden birinin kullanilmis olabilecegi
ve verilen sonugcta taranan maddelerin hepsi negatif olsa bile bu durumun kisinin
temiz oldugunun tam kanit1 olmadig: bilinmelidir. Yukarida belirttigimiz sentetik
kannabinoidler disinda, laboratuvar, ihale ile kitini almamais oldugu i¢in, fentanil,
tramadol, petidin, ketamin yoksa bu maddelerden herhangi birine kolay ulastig:
ve de kullandig diisiiniilen bir kisinin idrar sonucunda tiim testleri negatif olarak
cikacaktir. Bu konuda verilebilecek bir diger 6rnek de Pregabalinin suistimalidir.

Pregabalin; etkisini, santral sinir sisteminde, noronlarda, a2§-subunit-igeren
voltaja bagimli ¢alisan kalsiyum kanallarinin inhibisyonu ile olusturan bir ilagtir.
Pregabalin kullanimi; dopamin harig, noradrenalin, substans P, glutamat gibi ek-
sitatuar molekiillerin disa akisini bloke etmektedir. Bu aktivite ile néronal uyariy:
bloke etmektedir (13, 14). Bu durumda antikonvulsan, uyku modiile edici, ank-
siyolitik etkiler olusmaktadir. Pregabalinin terapotik dozlarda, diger ilaglara gore
daha az bagimlilik yapic1 potansiyeli vardir. Ancak diger ilaglara benzer sekilde
disosiyatif ve 6forik etkileri bulunmaktadir (14). Baslangicta kotiiye kullanim po-
tansiyeli bildirilmemis olmakla birlikte son yapilan yayinlara gore pregabalinin
opiat ve opioidlerle birlikte kétiiye kullanildig goriilebilmektedir (15).

Immiinkimyasal yontemle tarama yapilan laboratuvarda eger test listesinde
pregabalin yoksa yine bu maddenin kétiiye kullanimin: diisiindiirecek kanit elde
edilememektedir. Idrarda pregabalin tarama testinin taranmast igin bir zorunlu-
luk yoktur ancak bu konuda bir ihtiyacin varlig1 klinisyenle konstilte edilmelidir.
Pregabalin testi immiinkimyasal olarak ¢aligmalara kit saglayan treticilerin bazi-
larinda mevcuttur.

Immiin yontemler ile ilgili bir baska dikkat edilecek konu, bu yntemin yanlis
pozitif ve yanlis negatif olmak iizere interferanslara agik olmasidir. Immiinkim-
yasal testler ile yaptigimiz analizlerde, aradigimiz analitlere benzerlik gésteren
bazi1 maddeler ile gapraz reaksiyonlar goriilebilir. Hastanin tedavi i¢in kullanmig
oldugu ve kitte bulunan antikorla ¢apraz reaksiyon verebilecek olan tiim ilaglar
ya da gidalar test sonucumuzun yanlis pozitif olmasina yol agacaktir (16). Bunun
disinda opiat testleri icin immiin yontem interferanslari tanimlanmaigtir.

Uyusturucu ve madde bagimlilig1 kapsaminda immiin kimyasal yontemle id-
rarda tarama yapabilmeyi saglayan mevcut testler:

Amfetaminler, 6-asetilmorfin, barbiturat, benzodiazepin, buprenorfin, kan-
nabinoid (THC), kokain, kokain metaboliti benzoylecgonin, ekstasi (MDMA),
EDDP, etilglukuronid (ETG), eroin, fentanil, gamahidroksibiitirat, ketamin, ko-
tinin, LSD, metadon, meperidin, opiat, oksikodon, fensiklidin, propoksifen, sen-
tetik kannabinoid JWHO18, sentetik kannabinoid UR144, sentetik kannabinoid
AB-PINACA, tramadol, trisiklik antidepresanlar.
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Bunlara ek olarak bazi firmalarda terapotik ila¢ takibi i¢cin gabapentin prega-
balin kitleri vardir.

Tarama analizinde pozitif ¢ikan madde daha sonra idari ya da adli istekler
olursa dogrulama analizi ile galisilir. Dogrulama analizleri GC-MS ya da LC-MS/
MS ile maddenin gaz ya da likid kromatografi ile ayirimini takiben kiitlesinin
olgiilmesi ile yapilir.

Kromatografi ve Kiitle Analiz Yontemi:

Saglik Bakanligi tarafindan yayimlanan Idrar Numunelerinde Yasadii ve
Kotiiye Kullanilan flag ve Madde Analizi Yapan Tibbi Laboratuvarlar ile Mad-
de Bagimlilig1 Teshis ve Tedavi Merkezlerindeki Tibbi Laboratuvarlarin isleyis
esaslarinda, madde analizlerinde temel olarak tarama ve dogrulama olmak {izere
iki basamakli analiz stratejisi uygulandigi, tarama analizlerinde siklikla immii-
nokimyasal yontemler, dogrulama analizlerinde ise kromatografik yontemlerin
kullanildig belirtilmektedir (5). Immiinkimyasal yontemler kullanilarak yapilan
taramalarda test panelinde yer almayan tetkiki yapilamamis pek ¢ok analiz nede-
ni ile tam bir uyusturucu/uyarict madde taramasinin gergeklesemeyecegini daha
once de belirtmistik. Bunun disinda, belirtilmesi gerekli bir konu da sudur ki;
mevcut olan her immiinkimyasal kit hastane laboratuvarinin ihale listesinde yer
alsa ve tarama listesine alinmis olsa, her bir testin ayr1 ayr1 maliyetlerinin toplami
cok ytiksek olabilecektir. Her ne kadar gerek isleyis esaslarinda gerekse bu konuda
kaynak olarak gosterilen kitaplarda tarama i¢in immiinkimyasal yontemler, dog-
rulama i¢in kromatografik yontemler onerilse de, 6zellikle denetimli serbestlik
hastalar: gibi idari olarak uyusturucu madde kullaniminin belirlenmesi istenilen
kisilerde taramanin daha genis bir yelpazede sivi kromatografisi ile maddenin ay-
rim1 ve ardindan kiitle analizi ile yapilmasi daha net ve kesin ¢oziimler saglaya-
caktir.

Kromatografik analizlerde bir avantaj; immunkimyasal yontemlerden farkli
olarak maddenin ve maddenin pargalanmasi ile olusan yavru iyonlarin kiitlesi
ol¢iildiigi icin, gapraz reaksiyon endisesinin ve yanlis pozitif sonug alinma olasi-
liginin olmamasidir (17-19).

Diger bir avantaj kalibratérii bulunabilen her madde igin kantitatif analiz yapi-
labilmesidir. Boylece pek ¢ok madde taranabilir durumda olmaktadir.

Analizi yapilacak maddeler i¢in internal standartlar kullanilarak elde edilen
sonucun kantitasyonunun daha dogru olmasi miimkiin olmaktadir.

Opiat, amfetamin, benzodiazepin gibi test gruplarinda bu maddelerin herbiri-
nin metabolitleri ya da bilesenleri ayr1 ayr1 6l¢tilebilmektedir. Yanlis negatif sonug
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alinmamaktadir.

Sentetik uyusturucu maddeler daha genis bir yelpazede taranabilmektedir. 1d-
rar orneginin bir enjeksiyonu ile kalibrasyonu yapilmis olan tiim maddeler i¢in
sonug elde edilebilmektedir.

Ancak kromatografik analizler i¢in deneyim gerekmektedir. Cihaz kurulum
maliyetleri yiiksektir. Bir analizin tamamlanmas: gerekli olan siire immunanaliz
yontemlerine gore daha uzundur.

Hastanemizin madde taramasi i¢in bu yila kadar amfetamin, ekstazi, benzo-
diazepin, kokain, opiat, barbitiirat, THC, sentetik kannabinoidlerden K2.1, K2.2,
K2.3 ve buprenorfin testleri taranmaktaydi. Bu seneki planlarimizda ise immiin
yontemle tarama testlerinin yani sira ek olarak ayr1 bir ihale ile LC-MSMS y6n-
temi ile tarama yapilmasi da eklenmistir. Planlamada, hizla cevap vermemiz ge-
reken testler icin, 6zellikle Buprenorfin isteginin yer aldigt AMATEM hastalari
i¢cin immiin kimyasal yontemle taramanin devam etmesi, denetimli serbestlik
hastalarinin idrar 6rnekleri gibi zaman kisitlamasi olmayan 6rnekler igin ise kro-
matografik yontemin daha 6n planda kullanilmas: diistiniilmiistiir. Boylece ida-
ri yonden tetkik istenen ve pozitif sonu¢ alindiginda, bagiml oldugu maddeden
egitimlerle, rehabilitasyonla kurtulabilecek olan kisiler i¢in daha genis bir tarama
sanst dogmustur. Her iki ihale i¢gin test sayilar1 bu duruma gore planlanmustir.
Tiim bu kararlar klinisyenlerin de goriisleri alinarak birlikte verilmistir. Klinis-
yenlere iki ayr1 yontem igin ayr1 kodlama alanlar1 agilmis ve ihtiyaca gore uygun
olan sadece bir yontemi kodlamalar1 saglanmigtir.

Genel olarak immiinkimyasal yontemlerin dogrulugunun degerlendirilmesin-
de, ayn1 6rnegin immiinkimyasal metod sonuglari, LC-MS/MS ya da GC-MS/MS
ile yapilan ¢alisma sonuglari ile karsilastirilmakta ve bu yontemler referans yon-
temler olarak kabul edilmektedir (20). Immun kimyasal yontemlerde bir madde-
nin kendisi ya da metabolitleri tek bir kitle 6l¢tilmektedir. Kromatografik ayrim
ve sonrasinda kiitle analiz yontemlerinde ise ana madde ve tiirevleri farkli mole-
kiiler kiitlelere sahip olduklarindan ve farkl retansiyon zamanlarinda kromatog-
rafik olarak elde edildiklerinden farkli farkli maddeler olarak degerlendirilmekte,
kantitasyonlar1 ayr1 yapilmaktadir.

Laboratuvarimizda LC-MS/MS (Qtrap, Sciex) ile taranan test parametre lis-
tesi agsagidaki sekildedir ve bir numune i¢in yapilan tek enjeksiyonda tiim testler
icin kantitatif olarak sonu¢ alinmaktadir. Amfetamin, Metamfetamin, Ekstazi,
MDA, MDEA, MBDB, THC-COOH, delta 9 THC, Kodein, Morfin, 6-monoa-
setilmorfin, eroin, benzoilcgonin, kokain, pregabalin, gabapentin, buprenorfin,
norbuprenorfin, alprozolam, klonazepam, diazepam, lorazepam, lormetazepam,
midazolam, oksazepam, nordiazepam, nitrazepam, bromazepam, flurazepam,
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flunitrazepam, klormetildiazepam, klobazepam, triazolam, JWH-018, JWH-
073, JWH-122, JWH-015, JWH-018 N Pentanoik, JWH 018-N-5-OH Pentyl,
JWHO019, JWH-073 40H Butyl, JWH 073 N Butanoik asit, JWH-081, JWH-200,
JWH-203, JWH-250, AM-2201, AKB-48, XLR-11, RCS-4, WIN(55-212), PB-22,
efedrin, norpseudoefedrin, pseudoefedrin, ketamin, fentanil, tramadol, naloksan,
naltrexone, metadon, petidin, norkodein, dihidrokodein, EDDP, oksikodon, nor-
morfin, etilmorfin, kokaetilen, propilbenzoilkgonin.

Bu yontemi kullanarak ¢alistigimiz yedi aylik siire i¢erisinde, laboratuvarimiza
gelen orneklerin beste birinde Pregabalin varlig: saptandi.

Kotiiye kullanilan madde taramasinda kromatografik yontem neden tercih
edilebilir:

Bazi sentetik maddeler immun yontemler ile taranamayabilir. Cok fazla gesit-
te mevcut olan sentetik esrar tiirevi madde bulunmaktadir. Ancak immun y6n-
temler ile bu maddeleri saptayabilecek kit cesitliligi sinirlidir. Bu nedenle de asir1
dozda sentetik bir madde ya da immun yontemle taranmayan bagka bir madde
varliginda negatif toksikoloji sonucu verilebilmektedir. Kromatografik analizde
ise aranilan sentetik maddenin standardi bulunabilirse o maddenin kiitle analizi
ile dl¢iilebilmesi miimkiindiir. bu nedenle kromatografik analiz yontemi ile daha
fazla gesitte sentetik madde saptanabilmektedir.

Immun yéntemler yanlis pozitif ve yanlis negatif interferanslara agik ydntemler-
dir. Kromatografik ayirim ve maddenin kiitlesinin 6lgiilerek sonug verildigi durum-
larda ise analiz sonucunda bulunan madde aranilan maddedir. Dogada bu madde-
nin kendisinin ve yavru iyonlarinin molekiil agirlig: bilinmektedir ve ayni molekiil
agirhigina sahip baska bir madde bulunmasi ve karismasi olasilig1 ¢cok disiiktir.
Ayni zamanda aranilan maddenin standard: ile ¢alisildig1 i¢in molekiil agirlig: ve
kromatografi ile kaginc1 dakikada elde edilecegi bilinen bir madde aranmaktadir.

Diger taraftan monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilarak ¢aligilan
immiinkimyasal yontemlerde kullanilan kitlerin maliyetleri yiiksektir. Kromatog-
rafik analizlerde cihaz maliyetleri yiiksektir.

Saglik Bakanlig1 Saglik Hizmetleri Genel Midiirliigiiniin, Denetimli Serbest-
lik Tedavi Hizmetleri konulu 2015 yilinda yayimlanan genelgesine gore, dene-
timli serbestlik hastalarinin uyusturucu ve uyarici madde analizine yonelik is ve
islemler, Saglik Bakanliginin, “Tibbi laboratuvar yonetmeligi ve yasadis1 ve kotiiye
kullanilan ila¢ ve madde analizi yapan laboratuvarlar ile madde bagimlilig: teshis
ve tedavi merkezlerindeki tibbi laboratuvarlarin calisma usul ve esaslar1 hakkin-
da genelgesi” uyarinca yapilmaktadir. Bu genelgede tibbi laboratuvar béliimiinde,
“yeni... ve yaygin kullanilan uyusturucu ve uyarict maddeleri de saptayacak uy-
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gun laboratuvar altyapisinin kurulmasi beklenmektedir” denilmektedir (21). Bu
genelgeye gore bir tibbi laboratuvarin toplumda yaygin kullanildig: bilinen mad-
deleri tarayabilmesi gereklidir. Bunun disinda laboratuvarin kullandig1 yontemle
saptayabildigi sik kullanilan bagka maddeler varsa idari kurumlarla bu bilgileri
paylasmasi kotiiye kullanim potansiyeli olan yeni maddelerin tartisilmast igin bi-
limsel destek vermesi sorumlulugu vardir.

Ayrica Saglik Bakanhg Idrar Numunelerinde Yasadisi ve Kotiiye Kullanilan
[lag ve Madde Analizi Yapan Tibbi Laboratuvarlar ile Madde Bagimlilig1 Teshis ve
Tedavi Merkezlerindeki Tibbi Laboratuvarlarin Isleyis Esaslarinda; “GC-MS, LC-
MS/MS uygulamalari cihaz yatirim maliyetleri nedeni ile heniiz tarama amagh
yaygin olarak kullanilmamaktadir. Ancak bu yontemler ile genis bir madde ve ilag
paneli hizla taranabilmektedir. Diger yontemlerle taranmasi miimkiin olamayan
pek ¢ok maddenin taranabilmesini saglamasi karakteristik avantajidir. Yanlis po-
zitif ve yanlis negatif sonuglar ¢ok diisiik oranlardadir. Giinéimiiz teknolojisi ile
diistik numune hacmi ile ¢ok sayida numunede ¢ok sayida maddenin taranmasi
i¢in uygundur” denilmektedir. Kit karsilig1 cihaz ihalesi yapilan ve hasta sayisinin
yiiksek oldugu hastanelerde, kromatografik yontem bir kere kurulduktan sonra,
genis tarama gerekli olan hasta grubu i¢in, idrar 6rneginin bir kez enjeksiyonu
ile ¢cok sayida madde, ayni sayidaki maddenin immiin analiz yontemleri ile ta-
ranmasina oranla daha diisiik kit maliyetiyle yapilabilmektedir. Ozellikle dene-
timli serbestlik takibinin yeni basladig kisilerde, denetimli serbestlik hastasinin
madde kullandigini itiraf etmedigi diistintilmelidir. Bu durumda daha genis bir
yelpazede tetkik yapilabilmesi bagimlilig1 saptayabilmek i¢in avantajdir. Bir di-
ger taraftan, adli olaylarda, daha 6nceden taramasi yapilarak sonug verilen idrar
ornegi dogrulama i¢in hastane laboratuvarindan tekrar istenebilir, bu nedenle
pozitif olarak tarama sonucu verilen numuneler en az alt1 ay, 3 ayr tiipte bozul-
madan saklanmalidir. Saklanan bu numune sahit numunedir. Ancak ne var ki
rutin uygulamada mahkemelerde davalarin goriisiilmesi ve numunenin istenmesi
i¢in gecen siire genellikle alt1 aydan daha fazla olmaktadir. Genelge geregi tara-
may1 yapan laboratuvar pozitif 6rnegi yasal siire olan alt1 aydan sonra daha fazla
saklayamiyorsa bu stireden sonra numune igin adli makamlardan gelen isteklere
cevap verilememektedir. Tarama yontemini kromatografi segmek elbette 6rnegin
dogrulamasinin yapildigi anlamina gelmemektedir, numunenin dogrulama mo-
dunda ¢alisilmast ile ilgili analitik siire¢ farklidir. Ancak yine de tarama modunda
bile olsa, ¢ok noktali kalibrasyon yapan, internal standart kullanan ve i¢ kalite
kontrol ¢alisan bir laboratuvarda kromatografi ile verilen sonuglarin yanlis pozitif
olma riski olmayacaktir. Adli kurumlardan ge¢ istenmesi nedeni ile 6rnegin ve-
rilemedigi yargilama durumlarinda, bu yontemle yapilmis tarama sonuglar1 daha
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giivenilir kanitlar ortaya koymus olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Madde bagimlilig1 analizleri, MS/MS kromatografi, im-
munkimyasal analiz, kotiiye kullanim, denetimli serbestlik
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Boliim 2

EPiGEl\]ETiK MEKANi_ZMALA_R _iLE PAR_KiNSON
HASTALIGI ARASINDAKI iLISKININ KLINIK ACIDAN
ONEMi

Orcun AVSAR!

1.GIRiS

Parkinson hastaligi (PH), yasla birlikte ilerleyen, gesitli motor ve motor olma-
yan semptomlar igeren ve semptomlarin zamanla artis gosterdigi yaygin bir néro-
dejeneratif hastaliktir. Parkinson hastalig1, Alzheimer hastaligindan sonra en sik
goriilen ikinci nérodejeneratif hastaliktir ve 65 yas tistii niifusun %1-2’sini etki-
lemektedir [1]. PH, motor semptomlar olan bradikinezi, tremor, rijidite, postural
instabilite ve motor olmayan semptomlar olan koku alma disfonksiyonu, depres-
yon, kabizlik, REM uyku davranis bozuklugu ile karakterizedir. Bu semptomlar,
ilk kez 1817de James Parkinson tarafindan tanimlanmustir [2]. Patolojik agidan,
Substantia Nigra pars compacta (SNpc)da dopaminerjik ndronlarin oliimii ve
etkilenen beyin boélgelerindeki noronlarda Lewy cisimlerinin meydana gelmesi
seklinde ifade edilmektedir. Lewy cisimleri, biiyiik oranda a-synuclein igerirken
daha az oranlarda ubiquitin ve bagka proteinlerden olugmaktadir [3]. Parkinson
hastalarindaki sivi hareketlerinin giderek azalmasi, Substantia Nigra pars com-
pactada dopamin sentezinin azalmasindan ve 6zellikle dorsal striatuma iletilme
sorunundan kaynaklanmaktadir [4].

PH vakalarinin biiyiik gogunlugu (>%90) ailesel degildir ve sporadik ya da
idiyopatik olarak kabul edilmektedir. Ailesel PH vakalari ise yaklasik %5-10 ora-
ninda goriilmektedir ve PARK2, SNCA, LRRK2, PINK1, GBA genlerinde gorii-
len nadir mutasyonlar Mendel kalitimi ile etki gostermektedir. Ancak, sporadik
Parkinson hastaliginda altta yatan nedenler hala gizemini korumaktadir [1, 5].
Bu baglamda, tek bir neden degil bireysel farkliligin altinda yatan mekanizmalar
karsimiza ¢ikmaktadir. Ailesel Parkinson hastaliginin diisiik prevalansi; gevresel
faktorlerin, patojenlerin, yasam boyu hem niikleer hem de mitokondriyal DNAda
meydana gelen mutasyonlarin Parkinson hastaliginin ortaya ¢ikmasinda 6nemli
rolii oldugunu gostermektedir [6]. Yaslanma, PH i¢in en 6nemli risk faktoriidiir
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ve insidans1 60’11 yaslarda ¢ok hizli bir sekilde artis gostermektedir. Bocek ilacina
maruz kalma ve travmatik beyin hasari risk faktorii olarak ele alinirken tiitiin
kullanimi ve fiziksel aktivite ise koruyucu faktorler olarak degerlendirilmektedir
(Tablo 1 ve Tablo 2de) [7]. Normal yaslanma; oksidatif stresin artmasi, beyinde
demir ve ndromelanin birikmesi, bozulmus otofaji, hiicre igerisinde a-synuclein
birikmesi, mikroglia ve néroenflamasyonun aktivasyonu gibi sonuglar doguran
yolaklardaki bozukluk nedeniyle meydana gelmektedir ve néron azalmasi ile ka-
rakterizedir. Bunlara ek olarak genetik, ¢evresel ve epigenetik faktorler ise normal
yaslanma siirecini artmis dopamin norodejenerasyonu goriilen Parkinson hasta-
ligina ¢evirmektedir [8].

Tablo 1. Koruyucu Faktorler ve Biyolojik Etkileri [7].

Koruyucu Faktor Biyolojik Etkileri

Nikotin,nikotinik asetilkolin reseptériine baglanarak

Titin kullanimi .
noral hasar1 azaltir

Fiziksel aktivite Serum fiirat diizeyini, norotrofik faktorleri artirir
Urat Antioksidan etki gosterir
Ibuprofen PPARY aktivasyonu ile anti-inflamatuvar etki gosterir

Dopaminerjik néronlarin mitkondrilerindeki kalsiyum

Ll el Lol kanali ile indiiklenen stresi inhibe eder

Kafein Adenozin A2A reseptoriinit bloke eder
Tablo 2. Risk Faktorleri ve Biyolojik Etkileri [7].
Risk Faktorii Biyolojik Etkileri
Tarim ilaci Oksidatif stres, mitokondriyel toksin
Sit tirtinleri Siit tiriinlerinin tire dissiiriicii etkileri
Kan beyin bariyerinin yikilmasi, beyin inflamasyonu,
Travmatik beyin hasari mitokondri fonksiyonunun bozulmasi, a-synuclein
birikmesi
. Erken PHde dorsal raphe nukleusundaki serotonerjik
Anksiyete ya da .
noronlarim kaybi (prodromal semptom olarak
depresyon

dustntlebilir)
Norepnefrin néron kaybini ve norepnefrin eksikligini

Beta-blokerler
artirma

Bu boliimde, epigenetik mekanizmalarin Parkinson hastaligindaki etkilerin-
den ve tedavideki potansiyel 6zelliklerinden bahsedilecektir.
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2. EPIGENETIK VE PARKiINSON HASTALIGI (AH)

Modern epigenetik goriisiin kokeni, Aristoteles’in gelisim sirasinda genotip ile
fenotip arasindaki farkliligi tanimlamak i¢in kullandig1 epigenez fikrini temel alan
Waddingtona dayanmaktadir [9]. Gliniimiizde ise epigenetik daha yaygin olarak,
gen ekspresyonundaki kalitsal degisikler i¢in kullanilmaktadir. DNA sekansin-
da herhangi bir degisim goriilmezken DNA metilasyonu, histon modifikasyonu,
nukleozom konumlandirmasi gibi kromatin degisiklikleri epigenetik olayin mey-
dana gelmesine sebep olmaktadir [10]. Epigenetik islemler; DNA, histon ve ¢esitli
kodlama yapan ve yapmayan RNAlarin kimyasal modifikasyonlarini icermekte-
dir. Son yillarda, teknolojik gelismeler sayesinde epigenetigin sinirbilimdeki rolii
biiytik dl¢iide arastirilmistir. Bu nedenle, 2009 yilinda PubMedde “néroepigene-
tik” terimi ortaya ¢ikmustir ve giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir [11].

DNA metilasyonu, histon modifikasyonu, kodlamayan RNA diizenlemesi,
RNA editleme, nukleozomlarin yeniden modellenmesi ve konumlandirilmasi,
epigenetik modifikasyonlar1 olusturmaktadir. Bu modifikasyonlar, DNA sekan-
sina etki etmeden gen ekspresyonunu diizenlemektedir. Epigenetik modifikas-
yonlar; transkripsiyon, X-kromozomu inaktivasyonu gibi temel hiicresel siiregleri
diizenlemektedir ve yasa bagh gen ekspresyonu ile ¢evresel faktorler arasindaki
boslugu doldurmaktadir. Epigenetik modifikasyonlar; dinamiktir, hiicreye 6zgii-
diir ve bireyler arasinda farklilik gostermektedir. Ayrica, noron gibi boliinmeyen
hiicrelerde de meydana gelmektedir [12, 13].

Ozellikle DNA metilasyonu; promotor veya intragenik lokuslarda gen eks-
presyonunu diizenlemektedir. Ayrica, kodlamayan (regiilator) DNA sekanslarinin
modifiye edilmesi yoluyla da diizenleme yapmaktadir. CpG boélgelerindeki DNA
metilasyon degisikliklerini iceren epigenetik degisimler, Parkinson hastalig1 gibi
norodejeneratif hastaliklarda rol oynamaktadir [14, 15]. DNA metiltransferazlar
(DNMT1), histon transferazlar ve metil-CpG-baglanma proteini gibi proteinleri
kodlayan epigenetik diizenleyici genlerin mutasyonlar1 Parkinson hastalig1 gibi
norodejeneratif hastaliklarda etkili olmaktadir. Ayrica, genlerde meydana gelen
mutasyonlar, sekonder epigenetik modifikasyonlara da sebep olmaktadir [16, 17].

Cevre, yaglanma ve bireyin genetik altyapisi gibi epigenetik degisiklikleri tetik-
leyen faktorler, nérodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda etkili olmaktadir.
Genel olarak yaslanma ise, DNA metilasyon seviyelerinde meydana gelen azalma
ile iligkilidir [18].

2.1. Parkinson Hastaliginda DNA Metilasyonu

DNAnin metilasyonu, hiicreyi yabanci DNAdan korumaktadir ve yabanci
genlerin ekspresyonunu engellemektedir ve biiyiik olasilikla prokaryotik prote-
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in metilasyonundan evrildigi diistintilmektedir. Memeli genomundaki intergenik
bolgelerin biiyiik bir kismi (DNA sekansinin %95’ini olusturur), DNA metilasyo-
nu ile etkili bir sekilde baskilanan transpozon ve viral elementlerden olusmaktadir
(19, 20]. Okaryotik genomlarda DNA metilasyonu, biiyiik oranda C5 pozisyonun-
daki sitozinleri guaninin izledigi bolgelerde (CpG adaciklar1) gerceklesmektedir.
CpG adaciklarindaki sitozin metilasyonu, DNA ipligindeki kovalan epigenetik
modifikasyondur ve gen ekspresyonunu baskilamaktadir. Kadinlarda goriilen X
kromozomu inaktivasyonu ise bu modifikasyona 6nemli bir 6rnektir [21, 22].

Parkinson hastaliginda DNA metilasyonunun roliinii arastirmaya yonelik ¢a-
ligmalar her gegen giin artis gostermektedir. Parkinson hastaliginin kan ve tiikii-
ritkteki DNA metilasyon seviyeleri ile dogrudan iliskili oldugu gosterilmistir [23].

Sporadik PH, gliniimiizde bireysel farkliliklara ek olarak yasa bagli degisiklik-
lerin, genetik varyantlarin ve kompleks gen-gevre etkilesiminin bir sonucu olarak
degerlendirilmektedir [24].

SNCA geni, dejenere dopaminerjik noronlardaki Lewy cisimlerinin en 6nem-
li bileseni olan a-synuclein proteinini kodlamaktadir. PH ile yapilan ilk DNA
metilasyon ¢alismalar1 SNCA genine odaklanmistir ve intron 1, transkripsyonel
acidan aktif olan ve metilasyona bagl olan bir bolge olarak tanimlanmustir [25].
SNCA genindeki CpG adaciklarinin fonksiyonel 6nemi, bir DNMT inhibitori
olan 5-aza-2’-deoksisitidine maruz kalan dopaminerjik néronlarda gosterilmis-
tir ve ilgili genin up-regiile oldugu belirlenmistir [26]. Yapilan bir ¢calismada, PH
vakalarina ait beyin 6rneklerinde DNMT1 seviyelerinin azaldigi rapor edilmis-
tir [27]. {lging bir gekilde, yapilan ¢alismalarda SNCA metilasyon 6zelliklerinin
beyin ve kanda paralellik gosterdigi belirtilmistir [28]. Parkinson hastalarinin
kanindan elde edilen DNAda bir aday genin degisen metilasyon paterni goster-
digi kanitlanirsa, biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bir¢ok
caligmada, SNCAi1 geninin kandaki metilasyon durumu arastirilmistir. Periferik
kan mononukleer hiicrelerinin analizinde, SNCAilI geninin PH vakalarindaki hi-
pometilasyonu dogrulanmistir ve yas, cinsiyet, hastalik siiresi, L-Dopa’ya maruz
kalma ile korelasyon gosterdigi rapor edilmistir [29, 30, 31]. Erkek hastalarda,
daha yiiksek L-Dopa uygulamasinin SNCAil metilasyonunu artirdig1 ve a-syn
protein ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir. Ancak, L-Dopanin DNA metilas-
yonu iizerindeki farmakolojik etkileri tam olarak agiklanamamuistir. L-Dopa ile
tedavi edilen Parkinson hastalarinda S-adenozilmetionin (SAM)/S-adenozilho-
mosistein (SAH) metabolizmasinin degistigi ve homosistein diizeyinin artis gos-
terdigi bildirilmistir. Ayrica, azalmig SAM diizeylerinin genlerin ve proteinlerin
metilasyonunu modiile edebilecegi fikri one siiriilmiistiir [32]. Artmig SNCAil
metilasyonu ile ge¢ PH baslangi¢ yas1 arasinda iliski oldugu gosterilmistir. Saglikli
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erkeklerde saglikli kadinlara kiyasla metilasyon diizeyinin diisiik oldugu ve bu
durumun erkeklerin Parkinson hastaligina daha duyarli olmasina neden olabile-
cegi ifade edilmistir [14, 33]. SNCA metilasyon ¢aligmalarinin aksine, parkin ge-
ninin promotor bolgesindeki metilasyon diizeylerinin degismedigi gosterilmistir
[34]. MAPT promotor bolgesinin hipermetilasyonunun, MAPT ekspresyonunu
azaltarak noroprotektif 6zellik gosterdigi rapor edilmistir [33]. Sonug olarak, kan
ve beyindeki SNCA ve MAPT metilasyon degisimleri PH ile giigli bir korelasyon
gostermektedir.

2.2. Parkinson Hastaliginda Histon Modifikasyonlari

Histonlarin N-terminal uglari, kromatin modifiye edici enzimlerin islevleri-
ni yerine getirebilecekleri bir bolgedir ve yaklagik 25-40 amino asit icermektedir.
Lizin veya arjinin kalintilarinin metilasyonu, asetilasyonu, fosforilasyonu, ubikiti-
nasyonu, SUMOilasyonu, ADPribozilasyonu, krotonilasyonu, hidroksilasyonu ve
prolin izomerizasyonu histon modifikasyonlarini olusturmaktadir [35, 36]. His-
ton modifikasyonlarinin, dopaminerjik néronlarin gelisiminde, farklilasmasinda
ve korunmasinda 6nemli rol oynadig ortaya konmustur [37]. Ancak, histon mo-
difikasyonlarinin PH patogenezindeki etkileri hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunma-
maktadir.

Parkinson hastalarinin beyin dokularindan dopaminerjik néronlarin izole
edilmesi ile yapilan bir ¢alismada, yas uyumlu kontrol bireylerine kiyasla histon
H2A, H3 ve H4 proteinlerinin asetilasyon seviyelerinde artis oldugu gosterilmis-
tir. Ayrica, cesitli histon deasetilaz (HDAC) enzimlerinin seviyelerinde azalma
gortulmiistiir [38].

Toksinlere maruz kalma histonlarda degisikliklere neden olmaktadir. Orne-
gin, bir pestisit olan dieldrin farelere uygulandiginda, mezensefalik dopaminerjik
noronlarda H3 ve H4 histonlarinin asetilasyon seviyelerinde artis oldugu goriil-
mistiir. Daha sonra, bir histon asetiltransferaz (HAT) olan cAMP yanit elemani
baglayici proteininin hiicrelerde biriktigi rapor edilmistir [39]. Norotoksik madde
olan parakuat ise in vitro dopaminerjik hiicrelerde histon H3 proteininin asetilas-
yonunu indiiklemektedir [40].

Levodopa ile indiiklenen diskinezi, anormal dopamin D1 reseptor transmis-
yonu ile iligkilendirilmistir. Histon H3 fosfoasetilasyonunun D1 reseptoriiniin
inaktivasyonu ile bloke edilmesi, histon H3 fosforilasyonunun ve/veya asetilasyo-
nunun inhibe edilmesinin diskinezinin dnlenmesinde veya tedavisinde kullani-
labilecegini gostermektedir [41]. Fare modelinde, L-Dopa uygulamasinin histon
H3 fosforilasyonunu indiikledigi gosterilmistir. Bu durum, 6zellikle D1 reseptd-
riinii eksprese eden noronlarda goriilmiistiir ve motor komplikasyonlarda ya da
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diskinezide etkili olabilecek genlerin anormal ekspresyonu ile iliskilendirilmistir
[42].

a-synuclein’in histon asetilasyonunun inhibisyonu yoluyla histonlarla iligkili
oldugu bulunmustur. Ayrica, a-synuclein dogrudan H1 histon proteinine baglan-
maktadir ve siki bir kompleks olusturmaktadir. a-synuclein overekspresyonu, H3
histon proteininin hipoasetilasyonuna neden olmaktadir [43, 44].

Biitiin bu bulgular, kromatin yapisinin yeniden diizenlenmesini saglayan his-
ton modifikasyonlarinin, PH patogenezinde oldukea etkili olabilecegini diistin-
diirmektedir.

3. PARKINSON HASTALIGINDA EPiGENETIiK TEMELLI TEDAVI
YAKLASIMLARI

Parkinson hastaliginda uygulanan tedaviler genellikle semptomatiktir ve has-
taligin ilerlemesi konusunda siirli etkilere sahiptir. Epigenetik mekanizmalar,
hastaligin patofizyolojisini agiklamada biiyiik 6neme sahiptir. Bu nedenle, yeni
tedavi yontemleri DNA metilasyonunu, histon modifikasyonlarini ve kromatinin
yeniden diizenlenmesini hedef alan bazi ilaglarin (epiilag, epidrug) kullanimin
icermektedir. Bu ilaclar arasinda DNA metiltransferaz aktivatorleri ve inhibitor-
leri, histon deasetilaz inhibitérleri, sirtuin aktivatorleri ve histon metilasyon mo-
diilatorleri yer almaktadir [45].

DNA hipometilasyonu ile iligkili PH vakalarinda DNA metilasyonunun aktive
edilmesi giindeme gelmistir. Bu nedenle, folik asit ve B vitamini tedavide iyi bir
gida takviyesi olarak diisiiniilmektedir [46]. Isveg ve Ingilterede yiiksek demans
riskine karsilik gelen homosistein seviyelerinin yiiksek oldugu hastalarda folat ve
B6 vitamini recete edilmektedir [47].

Bazi genlerin hipermetilasyonu, ndrodejenerasyonu tetiklemektedir. Bu ne-
denle, DNA metilasyon inhibitorlerini iceren yaklasimlar PH tedavisinde kulla-
nilabilir. Nukleozid analoglar1 olan 5-aza-20-deoksisitidin (Decitabine) ve 5-aza-
sitidin (Azacitidine) ve kiigiik molekiiller olan hidralazin ve prokainamid gibi
DNMT inhibitorleri hentiz klinik denemelere sunulmus olmamalarina ragmen
norodejenerasyonda potansiyel tedavi olarak diisiiniilmektedir. Diger taraftan bu
epiilaglar; ¢esitli kanser tipleri, talasemi, kardiyak aritmi ve hipertansiyon gibi has-
taliklarin tedavisinde kullanilmak tizere FDA tarafindan onaylanmustir [48, 49].

Histon deasetilaz inhibitérleri (HDACI), antikanser ilaglar1 olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu ajanlar, histon deasetilaz protein ai-
lesinin farkl: tiyeleri tizerindeki etkilerinden dolay1 PH gibi norodejeneratif hasta-
liklarda da karsimiza ¢ikmaktadir. Valproik asit (VPA)’in rotenon, a-syn ve MPTP
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toksisitesine karsi koruma sagladigi gosterilmistir. VPA tarafindan ortaya konan
cevaplara, pro-inflamatuvar faktorlerin seviyelerinin azaltilmasi ve mikroglia
apoptozis indiiklenmesi aracilik etmektedir [50, 51, 52, 53]. Histon deasetilaz en-
zimlerini inhibe eden trikostatin A (TSA)’nin artan histon H3 asetilasyonunun
eslik ettigi mikroglia apoptozisini indiikleyerek néroprotektif ve anti-inflamatu-
var Ozellik gosterdigi rapor edilmistir [54]. Bununla birlikte, bu bilesiklerin bazi
olumsuz ozellikleri bazi ¢aligmalarda gosterilmistir. Ornegin, TSAnin noron
olimiinii indiikledigi, pro-apoptotik genleri aktive ettigi ve biiyiik olasilikla PH
patogenezinde etkisinin oldugu belirtilmistir. Buna ek olarak, TSA'nin ¢esitli deje-
neratif kosullarla iliskili olan mikroglial hiicrelerde pro-inflamatuvar yanitlar: ar-
tirdig1 gosterilmistir [55, 56]. HAT ve HDAC aktiviteleri arasindaki denge normal
hiicresel fonksiyon i¢in hayati énem tagimaktadir. Bir¢ok ¢alisma, HDACI'nin
Parkinson hastaligindaki terapétik potansiyelini degerlendirmekle beraber histon
olmayan protein hedeflerinden dolay1 néronlarda ve diger hiicre tiplerinde isten-
meyen yan etkilere sebep olacagini gostermektedir. Bu sebeple, bu umut veren
potansiyel tedavi yaklagimlarinin uygulanabilirligi icin ek ¢alismalar gerekmek-
tedir [57].

4. SONUC

Epigenetik siiregler, ¢ok hiicreli organizmalarda embriyonik gelisimi kontrol
etmektedir ve genetik olarak es hiicrelerin ve bireylerin fonksiyonel farkliliklarini
belirlemektedir. Epigenetik; 6grenme, hafiza ve yaslanma gibi siireclerde de rol
oynamaktadir.

Epigenetik ve ozellikle metilasyon diizeyindeki degisiklikler, Parkinson has-
taliginda yeni mekanizmalarin ve terapotik hedeflerin tanimlanmasina katkida
bulunabilir. Yapilan ¢alismalara gore ise, SNCA ve MAPT nin metilasyonu Parkin-
son hastaliginda biiyiik 6neme sahiptir.

Parkinson hastaligi; DNA ve mitokondriyal hasar gibi yaslanma ile bazi ortak
ozelliklere sahiptir. Yagla prevelansin artmasiyla birlikte néroinflamasyondaki ar-
tisin Parkinson hastaligindaki epigenomu nasil etkiledigi olduk¢a 6nemlidir. Epi-
genetik degisiklikler, bireysel farklilikla iligkili Parkinson hastalig1 patofizyolojisi-
ne katkida bulunabilir. Gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli olan, DNA
ve histonlardaki molekiiler modifikasyonlar1 igeren epigenetik mekanizmalarin
anlasilmasi Parkinson hastaliginin ilerleyisi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
Histonlarin post-translasyonal modifikasyonlar: gibi epigenetik mekanizmalar,
Parkinson hastaliginin progresyonunu anlamamizda da 6nemli ipuglar1 sunmak-
tadir. Epigenetik mekanizmalar1 hedef alan ajanlar, Parkinson gibi nérodejenera-
tif hastaliklarin tedavisi i¢in umut 15181 olmaktadir.
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Boliim 3

SINYAL ILETIiM MEKANIZMALARI VE KLINIK
YANSIMALARI

Hiiseyin Fatih GUL!
Necip ILHAN?
Yasin BAYKALIR?

GIRIS

Hiicreler belirli bir molekiiliin ortamda esik derisimi tizerinde bulundugunun
bilgisini alir. Hiicre tarafindan bir molekiiliin ortamda var oldugu bilgisi algila-
nirsa, bu bilgiyi fizyolojik cevaba ¢evirmek igin hiicrede bir seri kaskad seklinde
olaylar gerceklesir ki tiim bu siire¢ sinyal iletimi olarak adlandirilmaktadir (1).
Baska bir ifadeyle biitiin sinyaller, 6zel reseptorler tarafindan algilanan ve ¢ogun-
lukla bir kimyasal islem iceren hiicresel tepkiye donistiiriilen bilgiyi temsil eder.
Bilginin kimyasal degisiklige bu doniisiimiine ise sinyal iletimi denir. Sinyal mo-
lekiillerinin kendi reseptorlerine baglanmasiyla hiicrede 6nemli fizyolojik ve bi-
yokimyasal yanitlar baslamaktadir.

Hiicresel sinyal yollar1 hiicresel biiytime, farklilagsma, enflamatuvar yanit,
apoptozis ve ¢esitli kimyasal uyaricilarin altinda hiicresel yanitlarin diizenlenme-
sinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu yollara ait farkli proteinlerdeki fonksiyon islev
kayb1 veya kazanimi bazi mutasyonlara yol agarak basta kanser olmak {izere bir-
¢ok klinik vakalara yol acabilmektedir (2).

1. SINYAL ILETIM YOLAKLARI VE HASTALIKLAR

1.1. G Protein-aracili Reseptor Yolagi ve Klinik Onemi

G protein-coupled receptor (GPRC) yolagy, sinyal iletiminde gorevli resep-
tor ailelerinden 6nemli bir tanesini olusturmaktadir ve bu yolakta G proteinleri
araciligiyla sinyaller iletilmektedir. G proteinlerinde ya da G-proteinin aracilik
ettigi bu yolakta gorevli olan herhengi bir proteinde meydana gelen mutasyon-
lar islev kaybina ya da kazanimina neden olabilir. $dyle ki islev kaybr mutasyon-

' Dr. Ogr. Uyesi., Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Biyokimya A.D., Kars, Tiirkiye, fth 2323@hotma-
il.com
2
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3 Ars. Gor. Dr., Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Zootekni A.D., Elazig, Tiirkiye, ybaykalir@firat.edu.tr
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lar;; hormon direncine sebebiyet verirken, islev kazanimu ile ilgili mutasyonlar
ise endokrin hiperfonksiyonuna neden olmaktadir (3). G proteiniyle ilgili sinyal
iletim yolagindaki aksakliklarin en bilindik patolojik tablolar1 Kolera ve Pertu-
sistir (bogmaca) (2). Ornegin koleraya sebep olan Vibrio cholera G proteinlerini
hedefleyen toksinleri iiretmektedirler. Boylece konakg1 hiicrelerin normal olarak
sinyallesmesini bozarlar. Vibrio cholera tarafindan salgilanan kolera toksini hete-
rodimer yapida bir proteindir. B alt birimi bagirsak epitel ytizeylerindeki kendine
6zgii gangliyositlere baglanir ve A alt birimlerinin hiicre i¢ine girmesini saglar. A
alt birimi konakg1 hiicrelerindeki G proteini olan adenozin difosfat (ADP) ribo-
zillenme faktoriiyle (ARF-6) birlesir. Bu birlesme sonucunda guanozin trifosfotaz
(GTPaz) aktivitesini engelleyerek G proteininin siirekli aktif halde kalmasini sag-
lar. Bu da bagirsak epitel hiicrelerindeki adenilat siklazi stirekli aktif halde tutar ve
adenozin monofosfat (AMP)den siklik adenozin monofosfat (c-AMP) {iretimini
uyarir. Hiicre iginde c-AMP’nin artmasi protein kinaz a (PKA)'nin aktiflesmesine
neden olur. Bunun sonucunda sodyum (Na*) ve hidrojen iyonu (H*) degistiricile-
ri fosforillenerek hiicreden sodyum kloriir (NaCl) ¢ikist olur ve hiicrede yasanan
bu ozmotik dengesizlige cevap olarak su ve elektrolit kaybina yol acar. Ornegin
koleranin klinik tablosu olan diyare meydana gelebilir. Bogmacada ise bogmaca-
nin etkeni olan Bordatella pertussis tarafindan iiretilen pertusis toksini guanozin
difosfat/guanozin trifosfat (GDP/GTP) degisimini engelleyerek konak¢inin solu-
num yollarini enfekte eder. Solunum yollarindaki yabanci maddeleri stipiiren kir-
pikli epitel hiicrelerini yok eder. Kirpikli hareket engellendiginden dolay1 konakgi
stirekli okstirerek solunum yollarindaki yabanci maddeleri disartya atmaya caligir
(1,2).

G proteini sinyal yolaginin bozulmasi ayrica tiim insan kanserlerinin %25’inde
ve bazi1 kanser tiirlerinin daha biiyiik bir kismindan sorumludur. Genellikle Ras
protininde GTP baglanma boélgesi veya P ilmegi yakinlarinda GTPaz aktivitesini
ortadan kaldiran mutasyonlar sonucu Ras proteini i¢sel GTPaz varligiyla bas basa
kalmasi sonucunda siirekli aktif konumda kalir ve siirekli “boliin” sinyali vererek
kontrolsiiz hiicre gogalmasina neden olur (1).

1.2. Fosfotidil Inositol, Diacilgliserol Yolaklari ve Klinik Onemi

Hiicre igi sinyal yolaginda bir fosfolipit olan Fosfotidil Inositol 4,5-bisfosfat
(PIP2)'n fosfolipaz ¢ (PLC) isimli enzim tarafindan hidroliz edilmesi sonucu
di-agil-gliserol (DAG) ve inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) isimli 2 adet ikincil haber-
ci olugur (4). Bu iki haberci Protein Kinaz ¢ (PKC) ve kalsiyum iyonunu (Ca+?)
serbestlestirir. PLC'de bulunan Src Homology 2 (SH2) domaininin diizenleyici
bir¢ok islevi vardir (5). DAG ise PKC'nin allosterik diizenleyicisi olarak serin ve
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treonin kalintilarini fosforillemede gorev alir. PKC ayrica diger hiicre i¢i hedefle-
ri (drnegin Mitojen activated protein kinase [MAPK] yolag: gibi) aktive ederek,
gen ekspresyonu ve hiicre ¢ogalmasinda gorevli olan transkripsiyon faktorlerinin
fosforillenmesinden de sorumludur. Tirozin fosfatazlar ise N-uglarinda bir SH2
domaini ve C-uglarinda sitoplazmik tirozin fosfataz domainleri (SHP1 ve SHP2)
igerir ve bu sayade bir¢ok hiicresel proseste gorev alirlar. Hiicresel biiylimede,
SHP1 ve SHP2 progenitér hiicre gelisiminde, oksidatif stres yolaklarinda, doku
enflamasyonunda, kemotaksisi de igeren hiicresel yanitlarin sekillenmesinde rol
oynarlar (6). Bu hayati fonksiyonlarindan dolay1 bu fosfotazlar nérodejeneras-
yon ve diyabet diginda, kanser gibi hastaliklarin patofizyolojisinde yer almaktadir.
Bazi sinyal iletiminde gorevli proteinlerin SH2 domainindeki goriilen mutasyon-
larin immiin yetmezliklere, diyabete ve bazal karsinomalara neden oldugu bildi-
rilmektedir (7).

1.3. Protein Kinaz Yolaklari ve Klinik Onemi

Protein kinaz ailesi igerisinde serin/treonin kinazlar 6nemli bir yer olustur-
maktadir. Bu kinazlarin gorevi, serin-treonin amino asitlerinin hidroksil grup-
larina, fosfat aktarilmasini saglamaktir. Bu yolagin i¢indeki bazi kinazlarin akti-
vitesi hiicredeki gesitli patofizyolojik durumlardan etkilenir. Ornegin MAPK’in
icinde yer alan Extracellular Signal Regulated Kinase (ERK) diye adlandirilan
kinazlarin aktivitesi, boliinme sinyalleri ve stresle aktive hale gelen protein ki-
nazlar, onkogenler ve cesitli timor siipresor genlerin ifadelerinin degisiminden
etkilenmektedir. Enzimin aktivitesinin degisiminde hiicredeki DNA hasarinin di-
sinda, cAMP/cGMP, diagil gliserol-Ca+?/Kalmodulin gibi ¢esitli ikincil habercile-
rin oranlar1 da etkilidir. MAPK yolaginda gorevli olan mitogen-activated protein
kinase-kinases (MAPKK) alt ailesinin {iyeleri ise serin-treonin kinaz aktivitesinin
yaninda, tirozin kinaz aktivitesi de gosterebilmektedir. Ote yandan bu MAPK’la-
rin tizerindeki fosfat molekiillerinin koparilmasi ile aktiviteleri sona ermektedir.
Almag aktivitesinin substratlar ile degismesi (artmasi) ya da bu sinyal yolagindaki
islev goren bir proteinin mutasyonu ya da bu kinazlardan fosfat gruplarini uzak-
lagtiran ¢esitli molekiillerin (fosfotazlar gibi.) eksikligi, inhibisyonu bu yolagin
aktiflesmesinde rol oynayabilir (8). Protein kinazlar icinde yer alan bir diger aile
olan tirozin kinazlar ise hiicrede membran ve sitoplazmik yerlesimli bulunabi-
lir. Membranda bulunan reseptor tirozin kinazlardir; hiicre zarinda almag gorevi
goren Ozellesmis bir seri domain igerirler ve uygun substratlar ile etkilestiklerin-
de yani aktiflestiklerinde otofosforilasyona ugrayarak konformasyonal degisim-
ler gostermaktedir. Reseptor tirozin kinaz ailesi icinde birgok biiyiime faktoriinii
barindirir (EGFR, VEGE VEGFR, FGFR gibi.). Diger alt grubu ise sitoplazmik
tirozin kinazlar olusturmaktadir; daha ¢ok lipofilik olduklar: i¢in hiicre zarindan
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gegerler ve direkt gekirdekteki gen transkripsiyonu etkilemek siireti ile hiicrede
metabolik bir takim yanit olusturlar. Ornegin; bir sitoplazmik tirozin kinaz olan
Erb-B protein sinyal iletim yolagindaki yasanan aksaklik, multipl sklerozis basta
olmak iizere, Alzheimer hastalig1 gibi bir ¢ok nérodejenerasyonla seyirli hastalik-
larin patofizyolojisinde 6nemli bir yer tutmaktadir (9). Bircok deneysel ¢alisma,
bu sinyallerin yetersizliginin hayvanlarin kalp, akciger ve beyin gibi hayati 6énemi
haiz olan organlarinda antomik ve fonksiyonel sorunlara sebep oldugunu goster-
mektedir. Ayrica artan EGFR sinyallerinin ¢esitli karsinogenez siireclerinde rol
aldig1 da bilinmektedir (10). VEGFler damar endotel hiicre proliferasyonunda
gorevlidir ve bir¢ok kanserde iyi bir metastaz markeri olarak gosterilmektedir
(11). RET reseptorii aynt zamanda bir protoonkogendir. Reseptor tirozin kinaz
ailesindeki proteinlerin artmis ekspresyonlar1 ya da bu ailedeki mutasyonlar ak-
ciger kanseri i¢inde prognostik ve prediktif degere sahip olduklar: gibi (12). Baz1
meme kanseri molekiiler alt tiplerinde EGFR ailesinde yer alan c-erbB-2/Her-2
neu sentezi artmaktadir. Bu tip kanserler genellikle agresif yapilidir, hiicre bo-
linme hizlar1 yiiksektir ve hormonal tedaviye yanit vermezler. Bagka bir ifade ile
gliniimiiz kosullarinda memedeki tiimériin patolojik kesin tanisinda c-erbB-2/
Her-2 neu mutasyonu pozitif ve dstrojen reseptorii negatif ise, bu olgulara hor-
monal tedavi yapmak bir anlam ifade etmeyecegi gibi tedavide erbB-2/Her-2 neu
reseptorlerini bloke eden trastuzumab gibi rekombinant teknoloji ile iiretilen
monoklonal antikorlarin kullanilmasi elbette dogru bir yaklasim olacaktir. EGFR
proteinlerin artmis ekspresyonlar1 bazi epitelyal kanserlerin yaninda metastatik
non-skuamoz kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserleri (13), kolorektal kanserlerler,
bas boyun boélgesinin yassi hiicreli kanserleri ve pankreas kanserleri ile iligkilen-
dirilirken, tedavide anti-EGFR monoklonal antikoru (cetuximab gibi) ve tirozin
kinaz aktivitesini inhibe eden (erlotinib gibi) molekiiller tercih edilmektedir (14).
Ayrica yine renal hiicre kanserlerinin tedavilerinde (15), gastrointestinal sistem-
de (GIS) tutulum gésteren mezengimal kékenli GIS-stromal tiimérlerin sagalti-
minda (16), yine tirozin kinaz aktivitesi gosteren gesitli sinyal mekanizmalarinin
inhibisyonu hedeflenmekte ve bu dogrultuda kliniktede kullanim bulmus bir ¢ok
kemoterapotik bulunmaktadir

Janus ailesi kinazlar1 (JAK) ve fokal adezyon kinazlar (FAK), sitoplazmik pro-
tein kinazlarin en bilindik tiyelerini olustururlar. Hem hiicre i¢inden hem de di-
sindan gelen sinyaller ile aktivite gosterebilirler. JAK’lar sitokin reseptérleri ile
yakindan iligkilidir. JAK proteinine aktive olan sitokin reseptoriiniinden bir sinyal
geldigi zaman, otofosforilasyona ugrayarak fosfatlanir ve konformasyonal bir seri
degisime ugrayarak aktive olur. Aktif hale gelen JAK proteini artik stoplazmada
bulunan “sinyal doniistiiriici ve transkripsiyon aktivatori’” (STAT) faktorlerini
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uyararak DNAda gen ifadelerini diizenler (17). Bu yolaktaki aksakliklar diger ki-
nazlardaki gibi kanserogenez ile yakindan iliskili oldugu gibi, bu yolaktaki ¢esitli
genlerin susuturulmasinin dogrudan immiin sistemi etkileyerek cesitli immiin
tolerans bozukluklara neden oldugu bildirilmektedir (18). STAT proteinin asil
gorevi transkripsiyon faktortidiir. Aktive olmamuis bir STAT proteini hiicre i¢inde
siirekli hareketli halde bulunur, ilgili sinyaller gelip fosforillenince gekirdege trans-
loke olarak, DNAda spesifik motifine baglanmak kosulu ile sitokin ekspresyonun-
dan sorumlu olan genlerin transkripsiyonunu gergeklestirir (3). STAT proteinle-
rinin inhibisyonundan ise tirozin fosfatazlar ve sitokin sinyal supresérleri (SOCS)
ve STAT aktivasyonunu inhibe eden proteinler (PIAS) sorumludur; tirozin fos-
fatazlar STAT lardaki fosfat gruplarini dogrudan uzaklastirmak kosulu ile onlar1
inhibe ederken diger grup ise JAK’larin fosfotirozin baglanma bolgelerine bagla-
narak dolayli yonden STAT in fosforile olmasini engellerler (19). Ayrica PIASlar
ise DNAdaki spesifik dizilere baglanmak kosulu ile STAT aktivasyonunu inhibe
ederler (20). JAK-STAT yolagindaki aksakliklarin (nokta mutasyonlar gibi.) kan
hiicrelerinde sitokinlere asir1 duyarlilik (21), polisitemiler, esansiyel trombositoz,
akut miyeloid 16semi (22) gibi hematolojik miyeloproliferatif patogenezlerle ile
iligkili oldugu bildirilmektedir (23).

1.4. Nitrik Oksit Yolag1 ve Klinik Onemi

Bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO), pek ¢ok memeli dokusunda bulu-
nan Ca+*-bagimli/bagimsiz NO sentaz (NOS) tarafindan L-argininin terminal
guanidin grubunun NO? ¢evrilmesiyle iiretilir. Endotel orjinli dilatasyon faktori
(EDRF) olarak da adlandirilan nitrik oksit son orbitalinde eslesmemis bir elekt-
rona sahip yiiksiiz bilesiktir. NO’in bu 6zelligi onu essiz bir hiicre i¢i ve dis1 ha-
berci yapar, bu sayede tiretildigi hiicreden yakinindaki hiicrelere diftiize olur. NO,
plazma zarlarindan gegebilecek kadar polar olmayan 6zelliktedir. Hedef hiicrede,
guanilil siklazin hem grubuna (demir ve/veya siilfiir iceren proteinlere) bagla-
narak cGMP iiretimini aktiflestirir. Aktif haldeki cGMP; kalpte Ca+? iyonunu
sitozolden uzaklastiran iyon pompasi veya pompalarini uyararak kasilmalarin
siddetinin azaltilmasina, damar diiz kaslarinda vazodilatasyona, sinir hiicrerinde
(noronlar) iletisimin saglanmasina sebep olurken, norotoksitite ve iltahaplanma
gibi bir seri olaylarda da rol oynar (24).

Memelilerde NO sentezleyen ii¢ degisik NOS vardir. Nitrik oksit sentaz en-
zimleri, néronal nitrik oksit sentaz (nNOS- NOS1/Ca+*-Kalmodulin bagimli),
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS- NOS2/Ca+?-Kalmodulin bagimsiz) ve
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS- NOS3/Ca+*-Kalmodulin bagiml1) ve olmak
lizere ii¢ ana gruba ayrilir. NO anti-aterosklerotik 6zelliklerinin yaninda trombo-
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sit kimelesmesinde, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve ayrica damar-
sal siiperoksit tiretiminde rol oynamaktadir (25).

Sinir sisteminde major form olan nNOS tarafindan sentez edilen ve merkezi ve
periferik sinir sisteminde de haberci madde olarak gorev yapan NO, nérokimya-
sal sistemin 6nemli bir parcasini olusturmaktadir. NO, merkezi sinir sisteminde
hafiza olusumu, sinirsel aktiviteler, serebral kan akiminin koordinasyonu ve ag-
rinin hafifletilmesi gibi birgok fizyolojik fonksiyonda rol alir (26). Ayrica hafiza
ve 0grenme fonksiyonu, koku alma ve gorme iglemi ile ilgili fonksiyonlarda da rol
aldig: tespit edilmistir. Yitksek konsantrasyondaki NO, noérotoksik bir dongiiyii
baglatir. Fokal iskemide, inmede, Alzheimer ve Huntington gibi nérodejenera-
tif hastaliklarda, NO’in N-methyl-D-aspartate (NMDA) reseptorlerini etkileye-
rek ortaya ¢ikardigi asir1 miktarda glutamat’in hiicre éliimiinde etkili oldugunu
gosteren kuvvetli deliller vardir. NMDA'1n aktivasyonu muhtemelen intraselliiler
kalsiyumda artisa neden olmakta, bu da glutamat norotoksisitesini baslatmakta-
dir. NO, bu tiir norotoksisitenin disinda, merkezi sinir sisteminde oksijen noro-
toksisitesi, AIDS demansindaki gibi bagka tiir nérotoksisitelere de kismen aracilik
edebilmektedir (27).

iNOSdan tiiretilmis NO, organizmanin birgok fizyolojik (6rnegin, kan basin-
c1 regiilasyonu, yara onarimi ve konukga savunma mekanizmalar1) ve patofizyo-
lojik (iltihaplanma, enfeksiyon, neoplastik hastaliklar, karaciger sirozu, diyabet)
durumlarinda 6nemli bir rol oynar. iNOS, en sik malign hastaliklarla iligkili olan
sentaz izoformudur. Bununla birlikte, timor gelisimi sirasindaki iNOS’un rolii ol-
dukea karmasik ve tam olarak anlagilamamistir. Tiimo6r mikro ortamindaki lokal
iNOS konsantrasyonuna bagli olarak, hem tesvik edici hem de bastiric1 eylemler
tarif edilmistir. Ozellikle, malingnant transformasyonu, anjiyogenez ve metastaz
gibi temel etkiler iNOS ile modiile edilir (28). Diger yandan, makrofajlardan iNOS
araciligy ile tiretilen NO, timor hiicrelerinin diginda bazi parazit ve virus hiicreleri
tizerinde de potansiyel olarak sitotoksik/sitostatik etkiye sahiptir. NO bu etkilerini,
bazi enzimlerdeki duyarli demir gruplarina baglanarak, ¢ogalmayi saglayan anah-
tar metabolik yollarin blokajina yol agarak ve oksijen ile birlesip, giiglii hiicresel
toksinler olan hidroksil radikali ve antioksidanlar ortaya ¢ikararak gosterir (29).

eNOS tarafindan sentezlenen endotel kaynakli NO, bazal vaskiiler tonusun
onemli bir belirleyicisidir. Bu sekilde sistemik dolasimi regiile eden NO, kalp,
karaciger, beyin gibi organlarin lokal dolagimlarinin diizenlenmesine de katki-
da bulunur (30,31). eNOS eksikligi hipertansiyona sebep olur. Bu iliski deneysel
galismalarlada ispatlanmistir; gerek NOS inhibitorlerinin kullanildigs, gerekse
eNOS genlerinin susturuldugu deneysel calismalarda, ratlarda hipertansiyon ge-
lisimi gozlenilmistir. Ayrica yapilan galismalarda, kronik bobrek yetmezliklerinde
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dimetilarginin’in plazma konsantrasyonlarinin arttigi, bunun NOS’in aktivasyo-
nunu inhibe ederek hipertansiyona neden oldugu tespit edilmistir (32). Endotel
kaynakli NO’in damar biitiinliigiiniin korunmasi, l6kositlerin endotel hiicrelerine
yapismasinin ve diiz kas hiicre proliferasyonunun 6nlenmesi gibi etkilerinin ya-
ninda trombosit adezyonu ve agregasyonunu inhibe etme etkileri de vardir. Bu
yiizden kardiyovaskiiler hemostazda, kritik rolii olan endotel kaynakli NO’nun
aterogenezi inhibe ettigi soylenebilir. NO’nun etkisini, Endotelin-1 (ET-1), anji-
otensin-II ve tromboksan gibi damar daralticilar tizerinden veya prostasiklin ve
hidrojen peroksidaz gibi gevsetici etkenlerin salinimi tizerinden gergeklestirdigi
diistiniilmektir. Bagka bir deyisle NO, damar endotelinde yeteri kadar damar da-
raltic1 ve gevseticilerin salinmasini dengeleyerek damarsal gerginlik homeostazi-
sinin korunmasinda 6nemli bir rol istlenmektedir. Hipertansiyon, kalp ve bobrek
yetmezligi, hiperlipidemi, sigara icme ve diyabet gibi ateroskleroza zemin hazir-
layan ¢esitli kronik faktorlerin tiimii, anormal endotel fonksiyonlar1 ve aktif NO
seviyelerinde azalma ve (ET-1) ve siiperoksid seviyelerinde asir1 artma ile birlikte
seyretmektedir (33). Bu patolojiler, molekiiliin gergek eksikligi ile ya da NO’in ok-
sijen tiirevi radikallerle reaksiyona girerek inaktive olmas ile agiklanabilmektedir.

Yapilan ¢esitli aragtirma sonuglarina gore, NO’in serebral iskemide dual bir
rolii oldugu anlagilmaktadir. eNOS enzimi tarafindan iskeminin akut fazinda sa-
linan NO, serebral kan akiminin devamliligini saglamaya yonelik koruyucu bir
rol oynarken, Yine hemen hemen ayni donemde salinan nNOS kaynakli NO ve
saatler sonra salinan iNOS kaynakli NO ise nérotoksik etki gostermektedir (34).

NO’in en iyi bilinen biyolojik hedefleri arasinda; oksijen gecis metalleri, demir
stilfiir iceren proteinler ve hem igeren proteinlerle etkilesimi yer almaktadir. NO,
yapisinda bu maddeleri ihtiva eden enzimlerle reaksiyona girerek, mitokondri-
yal solunumu inhibe edip hiicre igi enerji tiretimini bozarak hiicre 6liimiine yol
actig1 diistintilmektedir. Ayrica lupus, romatoid artrit, osteoartrit gibi vaskiilit ve
romatizmal gesitli otoimmiin bozukluklarda, septik sok, reperfiizyon hasari, gast-
roozofageal reflii, iilseratif kolit, diabetes mellitus, graft versus host reaksiyonu ve
allograft rejeksiyon gibi ¢esitli hastaliklarda NO aktivitesinin arttig1 bildirilmekte-
dir (35). Ote yandan iskemik hasar, hipertansiyon, ateroskleroz ve vaskiilopatiler,
akalazya, dogustan pilor stenozu ve Hirschsprung gibi patolojilerde ise NO akti-
vitesinin azaldig1 raporlanmigtir (36).

SONUC

Sonug olarak her gegen giin sinyal iletim yolaklarinda rolii olan yeni bir prote-
in glin ytiztine ¢gikmakta ve yeni fonksiyonlarda tanimlanmaktadir. Gelecekte bu
yolaklardaki mekanizmalarin aydinlantilmast ile gelistirilecek molekiiller, genetik
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ve epigenetik siireglerin de etkili oldugu kanser basta olmak tizere diger birgok
olimciil hastaligin tani ve tedavisinde umut verici olabilir.
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Boliim 4

BIYOBELIRTEC OLARAK SuPAR

Huriye ERBAK YILMAZ'
Saliha AKSUN?

GIRIS

Soluble tirokinaz plazminojen aktivator reseptorii (SuPAR), ilk olarak 1990’lar-
da, kanserin ilerleyisinin ve enfeksiyoz hastaliklarin bir biyobelirteci olarak ta-
rif edilmis ve o zamandan beri, SuPAR klinik, tanisal, prognostik amagh farkl
hastaliklarda ¢alistlmistir [1]. SuPAR, glikozil-fosfatidilinositol bagli membran
proteini olan {irokinaz tipi plazminojen aktivator reseptoriiniin (uPAR) ¢oziiniir
seklidir. Membrana bagl form olarak uPAR, monositler, aktive edilmis T-lenfo-
sitler, endotel hiicreleri, keratinositler, makrofajlar, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar
ve megakaryositler, dahil olmak tizere gesitli hiicrelerde bulunur, membrana bagl
olan uPAR’1n salinmasiyla ortaya ¢ikan ¢oziinebilir form olan SuPAR plazma, id-
rar, kan, serum, beyin omurilik sivisinda immiin sistemin aktivasyon derecesine
gore farkli konsantrasyonlarda saptanir [2]. Urokinaz plazminojen aktivotorii re-
septorii (uPAR) iirokinaz plazminojen aktivotoriiniin (uPA) reseptoriidiir. uPA
ve doku plazminojen aktivatorii (tPA) plazminojenin plazmine doniisiimiinde ve
boylelikle fibrinoliziste rol almaktadir. Koagiilasyonda 6zellikle tPA, 6nemli bir
role sahip iken, uPA'nin ayrica hiicre gociinii, adezyonunu ve ¢ogalmasini diizen-
ledigi ve cesitli enflamatuvar ve immiin yanitlarda gorev aldig1 goriilmistiir [3].
UPAnin etkisi; endotelde, aktif T hiicrelerde, nétrofil ve makrofajlarda eksprese
edilen reseptorii olan uPAR%a baglanarak ortaya ¢ikar. Enflamasyon sonucu ar-
tan kemotripsin, fosfolipaz C ve uPA gibi proteazlar hiicre ytlizeyinde dolagima
uPAR salinmasina ve ¢oziinebilir form olan SuPAR olusumuna neden olurlar
[4]. Enflamatuvar hiicrelerin yiizeyinden proteolizisle siyrilip dolasima katilan
SuPAR ise kemotaktik 6zelligi ile monosit, nétrofil gibi enflamatuvar hiicrelerin
toplanmasini ve hematopoetik kok hiicrelerin mobilizasyonunu kolaylastirir [5].
Boylelikle dolasimdaki SuPAR hem enflamatuvar hiicreler hem de inflamasyon
sirasinda olusan proteazlarin seviyesi hakkinda bilgi verebilir. Artmis SuPAR se-
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viyeleri, immiin ve enflamatuvar olaylarda aktivasyon belirteci olarak kabul edilir.
Enflamatuvar yanitin derecesini yansitir ve gesitli hastaliklarda prognostik dege-
re sahiptir [6]. Plazma SuPAR seviyesi immiin aktivasyonunu yansitmaktadir ve
HIV enfeksiyonu, aktif tiiberkiiloz, Streptococcus pneumonia bakteriyemisi, ma-
larya, sepsis, bakteriyel ve viral santral sinir sistemi enfeksiyonunda artar. Ayrica
paroksismal nokturnal hemoglobiniiri, ¢esitli solid tiimorler ve bazi otoimmiin
hastaliklarda artar. Bunlara ek olarak SuPAR seviyelerinin yiiksekligi, artmis inf-
lamasyon, hastaligin prognozu ve mortalite ile iligkilidir [2]. SuPAR'1n 24 saatte 20
dakika araliklarla 6l¢iim yapilarak sirkadien ritmi incelendiginde sonuglar stabil
bulunmustur. SuPAR konsantrasyonlari yas ile pozitif korelasyon gostermektedir
[7]. SuPAR seviyeleri kadinlarda erkeklere gore hafif yitksek bulunmustur [8].

SUPAR MOLEKULU YAPISI

Urokinaz plazminojen aktivotorii reseptérii (uPAR) DI, DII, DIII domainle-
rinden olusmus bir reseptordiir.

Hiicre membranina bagli glikozil fosfatidilinositol molekiilii ve bu molekiile
tutturulmus Domain IIT arasindan kesilerek SuPAR molekiilii serbestlestirilir.

UPAR geni 19q13.2 kromozomunda kodlanir ve 7 ekzon 6 intron igerir [2, 9].
Bu gen 313 amino asitlik DI, DII, DIII (1-92, 93-191 ve 192-282 amino asitler)
kisimlarindan olusan polipeptit dizisini olusturur [9]. Posttranslasyonal modifi-
kasyon ile yaklagik 30 aminoasit kalintis1 yok edilir ve glikozil fosfotidilinositol
bag1 283.aminoasit olan glisinin C-terminal ucuna eklenir. Insan uPAR/SuPAR
molekiilii molekiiler agirligina etki eden bes adet N glikozilasyon bolgesi igerir.
DI ile DII ve DIII arasindaki baglanma bolgeleri preteazlara hassastir ve SuPAR'1n

molekiiler diizenlemesi i¢in 6nemlidir [2].

SUPAR MOLEKULUNUN DUZENLENME MEKANIZMASI

UPAR ekspresyonu, transkripsiyonel diizeyde sitokinler ve hormonlar tara-
findan yiiksek oranda diizenlenirken, hiicresel uPAR protein seviyeleri, mRNA
seviyeleri ile siki bir korelasyon gostermez

UPARn béliinmesi, proteinin GPI baglant1 boliimiinde degil, ayn1 zamanda
gercek reseptor i¢inde de gergeklesir. DI ve DII-IIT'i birbirine baglayan bagla-
yict bolge, uPARn ligand1 olan (uPA), plazmin, kimotripsin, ¢esitli metallopro-
teinazlar (MMP’ler) ve elastazlar gibi birka¢ farkli proteazla pargalanabilir [2].
uPA uPARa baglandiginda plazminojenin plazmine déntismesini katalize eder ve
sonrasinda gesitli matriks metalloproteinazlarinin (MMP’ lerin) aktivasyonuna
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katilir [10]. Caligmalar uPAR {tizerine kuruludur ancak SuPAR ayni genel yapiy1
paylastigindan, bu proteazlarin SuPAR’ da pargalayacag: diisiiniilmektedir

Ayrica, uPA, uPARa baglandiginda plazminojenin plazmine doniismesini
katalize eder ve plazmin, ¢esitli matriks metalloproteinazlarinin (MMP’ lerin)
aktivasyonuna katilir [10]. Bu MMP’lerden biri insan makrofaj elastazi (MMP
12)dir. MMP-12 ve diger MMP’lerin baglayici bolgede bulunan Thr86da uPAR
dogrudan ve verimli bir sekilde parcaladig1 gosterilmistir [7]. Andersen ve ark,
MMP’1in UPAR’ bolmesiyle UPAR1n kemotaktik epitoplarinin ortaya ¢iktigini
gostermistir[7]. MMP-12 genellikle 16kositlerle iliskili elastaz gruplarindan bi-
ridir ve ¢oziilmeyen elastinleri ¢oziiniir peptitlere indirgeme kapasitesine sahip
enzimler olarak tanimlanir [11]. Ayrica katepsin G ve elastaz, baglayic1 bolgedeki
uPAR’ pargalarken, buna ek olarak, bir kimotripsin benzeri katalitik aktiviteye
sahip olan kathepsin G, DIITiin C ucunu pargalamada son derecede etkilidir [11].

HUCRE MiGRASYONUNDA SUPAR’IN ROLU

Dokulara hiicre gocii; enflamasyon, enfeksiyona karsi immiin yanit, kanser in-
vazyonu ve hasardan sonra dokunun yeniden bicimlendirilmesinde 6énemli bir
bilesendir. UPAR/uPA sistemi, migrasyon ve kemotaksis ve adezyon mekanizma-
lartyla dogrudan iligkilidir. Yapilan bir ¢alismada uPA-/- fareler T lenfosit, mono-
sit makrofajin yetersiz goc¢li nedeniyle Cryptococcus neoformans enfeksiyonuna
yenik diismektedir [12]. UPAR geninden yoksun farelerde, pulmoner nétrofil ali-
minda azalma ve UPAR geni bakimindan wild tip farelere kiyasla S. pneumoniae
enfeksiyonunda mortalite artis1 gosterilmistir [13].

UPAR, plazma zarinda integrinler ve EGFR de dahil olmak tizere bir¢ok
trans-membran reseptori ile iliskilidir. May ve arkadaslar1 UPAR nakavt farele-
rindeki ¢aligmalarda, monositlerin tutunma ve go¢iiniin uPAR ve integrinler ara-
sindaki islevsel bir etkilesimi igerdigini gostermistir [14]. UPAR'n integrinlerin
aktivasyon durumunu, yapiskan ozelliklerini ve sinyal kapasitesini degistirerek,
fibrinojen, kollajen ve vitronektin ile integrin araciligindaki yapismalari etkiledigi
calismalarla desteklenmistir

UPAR integrinlerin ve EGFRnin aktivitesini diizenleyerek hiicre bityiimesini
kontrol eden hiicre dis1 sinyallerin kontroliine katilir.

UPA/uPAR kompleksi bir¢ok yolag aktive edebilir. Birgok hiicre tipinde uPA,
uPAR?a baglandiginda fokal adezyon kinazi (FAK) ve ekstraseluller sinyal diizen-
leyici kinaz (ERK) gibi protein tirozin kinazlar1 aktive eder.
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SUPAR’IN KLINIK KULLANIMI

Coziintr iirokinaz plazminojen aktivator reseptorii (SuPAR), enflamasyon ve
immiin aktivasyonun bir biyolojik belirteci olarak tanimlanmistir. SuPAR kon-
santrasyonlarinin artisi, gesitli hasta popiilasyonlarinda hastalik siddeti, mortalite
ile iliskilendirilmistir.

SEPSIS VE ENFEKSIYOZ HASTALIKLAR

Cesitli infeksiyonlarin immiin sistemi aktive etmesi yiiksek SuPAR diizeyleri-
ne yol acar. Bu nedenle, serum SuPAR diizeylerinin immun aktivasyonun derece-
sini yansittig1 diisiiniilmektedir [6]. Bu 6zellikleri nedeniyle literatiirde 6zellikle
yogun bakim hastalarinda SuPAR diizeyi ile ilikili yapilmis birgok ¢aligma mev-
cuttur. Koch ve arkadaslarinin yaptig1 197 sepsisli ve 76 sepsis olmayan 273 yogun
bakim hastasinin yer aldig1 bir ¢aliymada yogun bakim hastalarinda saghiklilara
gore SuPAR diizeyleri oldukga ytiksek bulunmus ayni1 zamanda sepsis olmayan ve
sepsis hastalar1 arasinda anlaml fark saptanmigstir (p<0.05). Bu ¢alismada rutin
kullanimda olan CRP ve prokalsitoninin (PCT), sepsis hastalarinda tanisal degeri
SuPAR%a gore daha iyi olarak bildirilmistir [15]. Organ disfonksiyonu olanlarda
bu belirteglerin karsilastirmasinda ise SuPAR en yiiksek prognostik degere sahip
belirte¢ olarak bulunmustur [15]. Baska bir ¢alismada 132 SIRS hastas1 incelen-
mis olup, kiiltiirde iireme gosterilen hastalar ile digerlerinin PCT, CRP, SuPAR de-
gerleri karsilastirilmis ve SuPAR seviyeleri kiiltiirde ireme olan hastalarda tireme
olmayan SIRS hastalarina gore anlamli yiiksek bulunmus olmakla birlikte bakteri-
yel iremeyi gostermede CRP ve PCT’ye iistiinliigii goriilememistir. Yani SuPAR'In
sepsisteki tanisal giicii rutin enflamasyon parametrelerine benzese de onlarla ya-
risgamamaktadir, fakat prognostik giicii tanisal giiciine gore ¢ok daha iyidir. [16].

Seppala ve arkadaslar1 acil servise bagvurmus ve enfeksiyon siiphesi olan 539
hastada yaptiklar1 prospektif kohort ¢alismasinda SuPAR1n mortaliteyi ngérme-
deki basarisini incelemeyi hedeflemislerdir. Bakteriyel enfeksiyon, SIRS ve sepsise
bagli organ hasari bulunmasina gére gruplandirma yapilmis ve organ hasar1 olan
sepsis grubunda SuPAR diizeyini, sadece bakteriyel enfeksiyon, sadece SIRS ya da
organ hasar1 olmaksizin sepsis olan gruba gore anlamli olarak yiiksek bulmuslar-
dir. Calismada PCT nin sepsis tanisinda en basarili belirte¢ olmasina ragmen mor-
taliteyi ongérmede SuPAR1n PCT'den daha iistiin oldugunu bildirmislerdir [17].

Bakteriyemik 132 hastayla yapilan bir ¢aligmada da yiiksek SuPAR seviyeleri,
mortalite igin bagimsiz risk faktori olarak belirlenmistir. Bakteriyel hastaligin er-
ken sathasinda SuPAR 6l¢iimiiniin klinisyenler i¢in tedaviyi planlamada yol gos-
terici olabilecegi sonucuna varilmigtir [18].
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Sepsiste SUPAR, CRP ve PCT ile karsilastirildiginda sepsis tanisinda prokalsi-
toninden daha kisitli tanisal degere sahip olsa da, prognozu belirlemek a¢isindan
prokalsitonine gore daha iyi olarak saptanmuigtir [6].

HIV (human immunodeficiency virus) enfeksiyonu olan hastalarda ve akci-
ger tiberkiilozunda, artmis SuPAR seviyelerinin sag kalimi azalttig1 belirtilmistir
[19]. Aktif pulmoner tiiberkiiloz tedavisinin baslangic donemlerinde SuPAR dii-
zeylerinin yiiksekliginin mortalite riskini arttirdig1 gosterilmistir [20].

KARDIOPULMONER HASTALIKLAR

Astim ve kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) oldukga yaygin hastalik-
lardan olsa da, hastaligin ciddiyetini degerlendirmek ve tekrarlayan alevlenmelere
yatkin hastalar1 tahmin etmek i¢in giivenilir bir enflamatuvar biyobelirte¢ bulun-
mamaktadir. KOAH, solunum yolu enflamasyonu ve doku yeniden sekillenmesi
ile karakterizedir. Balgamdaki suPAR diizeylerinin KOAH’l1 hastalarda arttig1 goz
oniine alinarak, serum suPAR'1n KOAH siddeti ile korelasyonunun degerlendiril-
digi bir galismada plazmin-plazminojen sisteminin lokal inflamasyonda rol oyna-
dig1 ancak hastalik durumunun bu ¢aligmada serum suPAR diizeylerince yansi-
tilmadig1 bulunmustur[21]. Diger taraftan, akut KOAH alevlenmesi olan hastalar
tizerinde yapilan bir ¢alismada bagvuruda odlgiilen ve 7 giin sonra dl¢iilen suPAR
seviyelerinin, akut alevlenme ile korele oldugu gosterilmistir. SuPAR diizeyleri 7
glin sonra tedaviyle azalmais, ancak yine de saglikli bireylerden daha yiiksek bu-
lunmustur. Ayrica suPAR1n akut KOAH alevlenmesinde fibrinojen ve CRP ile
karsilastirildiginda onlara gore daha iistiin bir belirleyici olabilecegi belirtilmistir
[22].

Kardiyovaskuler hastaliklarda SuPAR prognostik 6zelliklere sahiptir. Kardiyak
semptomlar1 olan hastalarda plazma ve aterosklerotik plaktaki SuPAR seviyeleri
daha yiiksek bulunmustur. Ayrica plaktaki SuPAR diizeyindeki artisin plagin yir-
tilma egilimini artirdig1 saptanmigtir [23]. ST ytiksekligi olan miyokart enfarktii-
stinde SuPAR’1n, mortalite ve tekrarlayan miyokard enfarktiisii i¢in oldukga stabil
bir plazma belirteci oldugu gosterilmistir [24]. Periferik arter hastalig1 olan has-
talarla, sadece koroner arter hastalig1 olan hastalar karsilastirildiginda periferik
arter hastalig1 olanlarin daha yiiksek suPAR seviyelerine sahip olduklar1 bulun-
mustur. Ayrica, suPAR seviyeleri hem periferik arter hastaligi hem de koroner
arter hastalig1 olanlarda en yiiksek saptanmistir. SUPAR' I prognostik degerine
uygun olarak, yiiksek suPAR diizeyleri daha yiiksek 6liim oranlariyla iliskilendi-
rilmistir[25].
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GASTROENTEROLOJIK HASTALIKLAR

Akut pankreatit (AP) genis bir hastalik siddeti spektrumuna sahip enflama-
tuar bir siirectir. Akut pankreatit hastanede yatis gerektiren sik goriilen gastro-
intestinal hastaliklardan biridir ve AP’li hastalarin %15-%20’sinde ¢oklu organ
yetmezligi ve 6liim gibi ciddi komplikasyonlar gelisebilmektedir [26]. Bu neden-
le, pankreatitin erken teshisi ve siddetini belirlemek erken tibbi miidahale i¢in
¢ok onemlidir. SuPAR’In AP siddetinini gostermedeki etkisinin arastirildigi bir
caligmada 4.75 ng/mLlik bir suPAR cut-off degerinin, siddetli AP ile hafif / orta
AP ayirimini %93 ve duyarlilik ve 6zgiilliik ile yapabildigi saptanmigtir. SuPAR,
akut pankreatit prognostik skorlama sistemi olan BISAP (Basic Index of Severity
in Acute Pancreatitis) ile karsilagtirildiginda daha iyi hassasiyet ve 6zgiillitk gos-
termistir. Ayrica, suPAR, mortaliteyi 6ngérmede BISAP’tan daha iistiindiir [27].
Serum suPAR seviyeleri akut karaciger yetmezliginde ¢alisilmis ve yiikseldigi gos-
terilmistir. SuPAR diizeyleri, serum aspartat ve alanin aminotransferaz aktiviteleri
ile korele bulunmustur([28].

Kronik karaciger hastaliklarinin tanisinda, siroza gidisin tespitinde ve prognozun
tahmininde 6nemli bir belirtegtir. Sirozun dekompanse doneminde SuPAR diizeyle-
ri daha ytiksek tespit edilmistir. Ayrica SuPAR seviyesi yiiksek saptanan hastalarin,
6lim orani ve transplantasyon ihtiyacinin daha fazla oldugu tespit edilmistir [29].

NEFROLOJiK HASTALIKLAR

Yiiksek SuPAR diizeylerinin potansiyel patojenik role sahip oldugu, SuPAR’1n
fokal segmental glomeriiloskleroz gelisiminde rol oynadig: diisiiniilmektedir. Su-
PAR, normal sartlarda glomeriile girip 3 integrinle etkilesir. SUPAR seviyeleri-
nin yiiksek olmas1 durumunda (33 integrin aktivasyonu artar ve integrinlerin agir1
aktivasyonuyla podositler glomeriil bazal membrana simsiki baglanarak, podosit
disfonksiyonu ve devaminda proteiniiri olusumuna neden olur. Fokal segmen-
tal glomeriilosklerozda bu kaskad énemli rol oynamaktadir [30]. Bu nedenle Su-
PAR'n, enflamatuar hastaliklarda tedavide bir hedef olabilecegi diisiiniilmekte-
dir. Podosit hasarinin bir biyobelirteci olan SuPAR, gesitli bobrek hastaliklarinin
patogenezinde rol oynamaktadir. Podositler {izerinde avp3 integrinleri aktive
ederek, podosit hareketliligini degistirip, podosit fonksiyonlarini etkiler. Tiim bu
veriler suPAR’1n kronik bobrek hastaliklar1 (KBH), fokal segmental glomeriilosk-
leroz (FSGS) ve diyabetik nefropati (DN) dahil olmak tizere farkli patolojilerin
gelismesinde rol oynadig: belirtilen bir mekanizmay1 desteklemektedir[1]. Dola-
simdaki suPAR seviyelerinin, iki biiyiik kohort galismasinda FSGS’li hastalarda
yiikseldigi bulunmustur[31]. Ayrica plazma suPAR konsantrasyonlarinin plaz-
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maferez yoluyla diisiiriilmesinin, podosit f3-integrin aktivasyonunu azalttigi ve
FSGSnin rekiirrensini azalttig1 belirtilmistir[32] Ayrica, transplantasyon oncesi
yiiksek suPAR seviyelerinin, nakil sonras1 FSGS’nin tekrar olugmast riskiyle kore-
le oldugu gosterilmistir[33]. Bu nedenle, suPAR, FSGSde 6nemli bir biyokimyasal
faktoradir.

2003 ve 2009 yillar1 arasinda kardiyak kateterizasyon gegirmis 3683 hastanin
katildig1 prospektif kohort ¢alismasinda SuPAR seviyelerinin GFR diismeden re-
nal hasar1 6ngérmedeki roliinii aragtirmiglardir. GFR’si 6lgiilmis, 60 mL/dk iis-
tiindeki 2292 hastanin SuPAR degerleri 6l¢iilmiis ve bu hastalar SuPAR seviye-
lerine gore 4 gruba ayrilmiglardir. Bu gruplarin GFR hizlarindaki azalma takip
edilmis ve SuPAR seviyesi yiiksek olan hastalarda ilerleyen zamanlarda hizli bir
GFR diistisii saptanmustir. Yani artmis plazma SuPAR diizeyleri, GFRde bir dii-
slis olmadan once hem beyazlarda hem de siyahlarda kronik bobrek hastaliginin
gelisimiyle bagimsiz olarak iligkili bulunmustur. Buna ek olarak, ayni ¢aligma-
da plazma SuPAR diizeylerinin hastaligin prognozu hakkinda da bilgi vermesi,
hastalik baglangicinda hastaligin siddetini siniflandirmaya izin verebilir seklinde
yorumlanmustir [34].

DERMATOLOJIK VE ROMATOLOJiK HASTALIKLAR

Cesitli romatolojik hastaliklarda da SuPAR diizeyi ¢alisilmistir. Bunlarin ara-
sinda en stk incelenenler SLE, romatoid artrittir bunlar1 Behget hastaligi, sistemik
skleroz ve ankilozan spondilit izlemistir. Vasarhelyinin romatolojik hastaliklarda
SuPAR diizeyleriyle ilgili olarak olusturdugu derlemede SuPAR diizeyleri saglikli
grupta 2.80 ng/ml (2.06-3.42), 120 Romatoid Artrit hastasinda 4.24 ng/ml (3.19-
5.40), 33 Ankilozan Spondilit hastasinda 2.97 ng/ml (2.57-3.80), 89 Sistemik Lu-
pus Eritamozus hastasinda 4.58 ng/ml (3.72-6.30), 83 sistemik skleroz hastasinda
4.02 ng/ml (3.19-5.53) ng/ml olarak verilmistir. SLE ve sistemik skleroz grubu ve
kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmustur. Sistemik sklerozlu hastalarda
saglikli kontrollerle karsilastirildiginda anlamli sekilde daha yiiksek plazma Su-
PAR konsantrasyonlar1 bildirilmistir. Ayrica SuPAR1n plazma seviyeleri, diffiiz
kutanoz sistemik sklerozlu hastalarda, sinirli kutanoz sistemik sklerozlu hastalar-
dan daha yiiksek olarak bildirilmistir [35].

Romatoid artrit (RA) eklem hassasiyeti, eklem sismesi ve sinovyal dokunun
tahrip edilmesiyle devam eden kronik enflamasyon durumudur. Romatoid artrit
(RA) hastalarinin sinovyal dokusunda artmis bir uPA aktivitesi ve uPAR ekspres-
yonu gosterilmistir. En yiiksek plazma SuPAR konsantrasyonlar ¢ok sayida not-
rofil bulunduran enflamatuar eksiidalarda bildirilmistir. Periferik kan notrofilleri
ile karsilastirildiginda, RA hastalarinda sinovyal sivida bulunan nétrofiller tara-
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findan 6nemli 6lgiide daha fazla SuPAR salindig: tespit edilmistir [36]. RA hasta
grubunda SuPAR ve CRP seviyeleri arasinda korelasyon izlenmistir [37].

Sistemik lupus eritematosus (SLE), alevlenmeler ve remisyon donemleri ile
karakterize edilen sistemik bir romatizmal hastaliktir. SLE hastas1 198 kisinin ve
100 saglikl kisinin katildig1 genis capli bir ¢caliymada hasta ve kontrol grubu ara-
sinda SuPAR diizeyleri karsilagtirilmistir. Bu ¢alismada hasta ve kontrol grubu
arasinda fark sinirda anlamli olarak tespit edilmistir (p=0.05), Organ hasar1 pu-
anlamasi Systemic Lupus International Collaborating Clinics/ ACR damage index
(SDI) ile yapilmis olup SuPAR seviyeleri ile arasinda anlamli iligki saptanmustir
[38]. Hastalardan IL-10, IL-6, IL-1 ve TNF diizeyleriyle CRP, ESH, kreatinin dii-
zeyleri de calisilmis ve SuPAR ile arasindaki iliski incelenmis ve IL-6 disindaki
diger parametrelerle anlaml iliski tespit edilmistir. SUPAR seviyelerinin organ
hasarini yansitmasi nedeniyle umut verici bir biyolojik belirte¢ olabilecegini be-
lirtmislerdir. [38]. SLE hastalarinin %60’ 1nda gozlenen lupus nefriti, son donem
bobrek yetmezligine neden olabilir. Renal biyopsi ile kanitlanmis lupus nefriti ta-
nist almig olan 202 hastanin takip edildigi bir kohort ¢alismasinda nefritik gru-
bun ve nonrenal tutulum SLE grubunun plazma SuPAR diizeyleri 6l¢tilmiis ve
saglikli kontrollerle kargilagtirilmistir. Akut bobrek yetmezligi, nefrotik sendrom,
noninfekseyoz lokositiiriler, lupus agisindan yiiksek aktivite skorlar1 olan hasta-
larda plazma SuPAR seviyeleri yiiksek bulunmus olup, ek olarak, yar1 kantitatif
bir skorlama sistemiyle yapilmis olan lupus nefriti histolojik 6zellik puanlari ile
plazma SuPAR seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon gozlenmistir. SuUPAR'n
plazma konsantrasyonu, remisyon evresindeki hasta gruplarinda anlaml sekilde
azalmis olup plazma SuPAR seviyesi, uzun vadeli renal sonuglar i¢in bir risk fak-
tori olarak tanimlanmustir [39]. Ayrica, lupus nefritli cocuklarda, dolasamdaki
SuPAR miktarinin artmasi hem multiorgan tutulumu, hem de hastalik siddetini
yansitan sistemik enflamasyonu isaret etmektedir [40].

Lupus nefritinde SuPAR konsantrasyonunun yiiksekligi, biytime faktorleri
ve sitokinlerin (IL-1b ve TNFa) artisinin uPAR ekspresyonunu arttirmasiyla ilis-
kilendirilebilir [41, 42]. Erken baslangi¢li lupus nefritinde, bobreklerde plazmi-
nojen aktivator inhibitorii-1 ekspresyonu belirgin artis gosterir boylece, uPAnin
lizozomal parg¢alanmas artar ve uPAR'1n plazmaya geri doniistimii artar [43].

Ankilozan spondilit (AS), sakroiliak ve 6zellikle aksial eklemlerin etkilendigi
enflamatuar eklem hastaligidir. 33 AS hastasi ve 29 kontrol ile yapilan bir ¢alis-
mada plazma SuPAR diizeyleriyle saglikli kontroller arasinda anlamli fark sapta-
namamistir. Ayrica, Bath Ankylosing Spondilit Hastalik Aktivitesi Indeksi (BAS-
DATI) puanlari, plazma SuPAR diizeyleri ile anlaml1 bir korelasyon géstermemistir
[44]. Dolayisiyla, diger enflamatuar bozukluklarin aksine, ASdeki devam eden
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enflamasyon muhtemelen daha lokal olmasi nedeniyle yiiksek plazma SuPAR
konsantrasyonlari ile yansitilamamigtir.

Behget hastalig1 immiinolojik mekanizmalar tarafindan tetiklenen, kronik sis-
temik bir vaskiilittir. Behget hastalig1 olan 30 kisi ve 41 saglikli kisiyle Kurtipek ve
arkadaslarinin yaptig1 kiigiik bir arastirmada, plazma SuPAR diizeyleri hastalarda
saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte,
plazma SuPAR konsantrasyonu ile hastalik aktivitesi arasinda hi¢bir korelasyon
gozlenmemistir [45]. Bunu, SuPAR seviyelerinin agir1 yiiksekliginin sepsis, siste-
mik enflamatuvar yanit sendromu (SIRS), bakteriyemi gibi daha ciddi durumlar-
da daha fazla yiikselmesi ve Behget hastalig1 tedavisinde kullanilan kolsisisinin,
plazma SuPAR diizeylerine etkisinin bilinmemesiyle aciklamislardir [45].

Psoriazis, ABDdeki popiilasyonun yaklagik% 3’tinii etkileyen, immiin araci-
I1 dermatolojik bir hastaliktir. SUPAR psoriasisli hastalarin dermisinde olduk¢a
belirgindir, ancak serum seviyeleri hastalik siddeti ile korele bulunmamustir [46].

HEMATOONKOLOJIK HASTALIKLAR

SuPAR seviyeleri ayrica hiicre gogii ve anjiyojenezdeki rolii nedeniyle ¢esitli
solid ve likit tiimorlerde arastirilmistir. Akut miyeloid l6semili (AML) 30 hasta-
nin suPAR seviyelerini aragtiran bir calismada suPAR seviyesi 6.71 ng/mL yiiksek
oldugunda, 6liim riskinin yaklasik iki katina ¢iktigi bulunmustur. Diisitk suPAR
diizeyine sahip hastalar, daha yiiksek SuPAR seviyesi olan hastalarla kargilasti-
rildiginda tam remisyona sahip olma ihtimalinin daha yiiksek oldugu da goriil-
miistiir[47]. Multipl miyelom, lenfoma, yumurtalik, meme, mide, prostat, endo-
metrial, kolon, kiiglik hiicreli dis1 akciger ve hepatoseliiler kanserlerde de benzer
prognostik kullanimlar vurgulanmistir[1]. Ek olarak, yliksek suPAR diizeyleri 16-
semili hastalarinin daha fazla kemoterapi seansini takiben yetersiz yanit vermesi
ile iligkili bulunmustur, bu da suPARIn 16semi karakterizasyonu ve kemosensi-
tivite tahmininde 6nemini vurgulamistir[48]. Son olarak, mevcut karaciger bo-
zuklugu olan hastalarin takip edildigi 7 yillik prospektif bir kohortta ve suPAR’1n,
hepatoseliiler karsinomu gelistirme zamanini ve sikligini izlemede, alfafetoprote-
inden daha tstiin oldugunu gostermistir[49].

SONUC

SuPAR; biyokimyasal olarak plazma orneklerinde uzun siire stabil kalmasi,
CRP‘nin aksine aglik ve tokluktan etkilenmemesi, giin icerisinde ¢ok degisme-
mesi gibi 6zellikleri nedeniyle ideal bir belirtectir. Daha 6nce yapilmis olan ¢alis-
malar g6zoniinde bulunduruldugunda, SuPAR'1n daha ¢ok organ hasarinin olus-
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maya basladig1 donemde erken uyar: veren bir belirteg olarak kullanilabilecegi,
tanisal 6zelliginden ¢ok prognostik dzelliginin daha one ¢iktig1 bir biyobelirte¢
olabilecegi sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Soluble iirokinaz plazminojen aktivator reseptori, infla-
masyon, organ hasari, biyobelirteg
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Boliim 5

1, 2, 4-TRIAZOL BILESIKLERININ FARMAKOLOJIK
UYGULAMALARI:

ANTI KANSER, ANTi MiKROBIYAL VE ANTIOKSIDAN
AKTIVITELERI

AKif Evren PARLAK!

GIRIS

Bes tiyeli bir halkada ii¢ azot atomu igeren sistem “triazasiklopentadien” veya
kisaca triazol olarak bilinir. Heteroatomlarin halkadaki durumlarma gore 1,2,3-
(visinal triazol) 1,2,4- (asimetrik, asim-triazol) ve 1,3,4 (simetrik, sim-triazol)
olmak iizere birbirine izomer ii¢ triazol halkas1 (Sekil 1) vardir (Shawmi ve Par-
hangi,1980:17833)

H
12,3 12,4- 1,3,4-
(visial triazol) (asim triazol) (sim triazol)

Sekil 1. izomer iig triazol halkast.

Triazoller 1880’li yillarda Bladin (1885) ve Andreocci (1889) tarafindan bilim
diinyasina tanitilmis ve bu konudaki galismalar giiniimiize dek yogun bir sekilde
devam etmistir. Triazoller, basta tautomerik 6zellikleri olmak tizere, degisik siibs-
titlientlerin yapisi tizerinde yerlestirilmesine uygun kimyasal aktiflikleri ile islek
bir konuyu olusturmaktadirlar. Konuyla ilgili olarak Potts (1960) tarafindan bir
“Review”, Temple (1981) tarafindan da “Triazols” adli kitap yayimlanmistir. Tri-

! Cevre Koruma Teknolojileri Boliimii, Keban Meslek Yiiksek Okulu, Firat Universitesi, Keban/Elazig, Tiir-
kiye akifevren@firat.edu.tr
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azoller H. Von Pechmann tarafindan zazonlardan elde edilmistir ve ozotriazones
veya ozotriazols olarak adlandirilmistir (Briggs vd., 1968: 727).

Triazol ¢ekirdegi iceren herhangi bir dogal bilesige rastlanamamustir. Ancak
triazol yapisi, pek ¢ok bilesigin yapisinda yer alan ve bazi 6nemli fizyolojik olay-
larda rol oynayan maddelerin (Histamin, Histedin, B12 vitamini) yapisinda bulu-
nan imidazol'in bir izosteri sayilabilir ($ekil 2) . Buna en ¢arpici 6rnek, histamin-
deki imidazol halkas: yerine biyoizoster olarak triazol ¢ekirdeginin getirilmesiyle
elde edilen bilegikte de histamine benzer etkilerin elde edilebilmesidir (Inaba vd.,
1988:9091).

/H H
/ N Z ;
N
Imidazol (3) 1.2.4- Triazol

Sekil 2. Imidazol ve 1,2,4- triazol halkas .

Aromatik karakterde olan bu halkalarda hidrojen tagiyan azot atomlarinin
elektronik durumu, piroldeki azot atomunun elektronik durumunun aynisidir.
Diger azot atomlarinin elektronik durumu ise diazollerdeki hidrojen tagimayan
azot atomlarinin durumu gibidir ( Gul vd., 2002: 777). 1, 2, 4-triazol halkasin-
daki azot ve merkapto gruplar1 niikleofil merkezdir ve elektrofiller ile tepkimeye
girebilmektedir. Ornegin S ve N atomunda baz1 alkilasyon ve Mannich reaksi-
yonlarinin gergeklestirildigi bildirilmektedir (Birinci, 2013). Triazol halkasinin
stibstitiisyonu ile biyolojik aktivitesi modifiye edilir (Almajan vd.,2010:6146). Bu
nedenle kullanimlar1 yayginlasmustir.

Bu derlemede, yeni sentezlenen ve iyi sonuglar elde edilen bazi 1,2,4 triazol
tiirevlerinin antikanser, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri konusunda ya-
pilan aragtirmalar sunulmustur.

ANTIKANSER AKTIVITE

Anormal hiicrelerin tiretimi ve yayilmasi ile tanimlanan gesitli hastalik grupla-
r1 olan kanser, bityiik bir kiiresel sorundur (Ferlay vd., 2012). Bu nedenle, modern
kanser arastirmalarinda yeni etkili ve segici antikanser ilaglarin kesfi ve gelisimi
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biiytik 6nem tasimaktadir. 1,2,4-Triazol tiirevleri, bu arastirmalarla iyi sonuglar
elde etme sansina sahiptir ( Chawla ve Kaur, 2013: 72).

Tibbi kimyada aktif bir arastirma alani olarak yeni antikanser ilaglar1 aramak
cesitli yontemlere dayanmaktadir. Tiimor hiicrelerinde bazi hedefleri 6zellikle
tutuklayabilen yeni kii¢iik molekiillerin tasarimi ve sentezi, bircok ¢aligmada en
onemli hedeftir. Karsinogenez iizerinde etkisi olan triazol gibi farkli heterosiklik
gruplarindan ¢esitli sentetik kiiciik molekiiller bildirilmistir ve bunlarin bir¢o-
gu su anda klinik deneyde bulunmaktadir. Bes tiyeli 1, 2, 4 triazol halkas: iceren
heterosiklik bilesiklerin ¢aligma alani son yillarda giderek dikkat ¢ekmektedir.
Triazollerle yapilan arastirmalar biiyiik oranda yeni yapisal triazol bilesiklerinin
gelistirilmesi seklindedir.

Sztanke vd. (2008:419) yeni sentezlenmis 1,2,4 triazolleri ii¢ farkli kanser hat-
tina; insan kolon adenokarsinom LS180 (ECACC87021202), insan rahim kar-
sinomu SiHa (ECACC 85060701) ve insan meme karsinomu T47D (ECACC
85102201) hiicre hattina kars1 aktivitesini arastirmiglardir. Arastirma sonuglarin-
da test bilesiklerinin in vitro insan kolon adenokarsinom hiicrelerine karsi en et-
kili aktiviteye sahip olduklarini bulmuslardir. Ayrica uyguladiklar Comet Analizi
ile Imidazotriazol yapil: test bilesiklerinin meme kanseri hiicre hattinin (T47D)
DNA vyapist iizerinde sitotoksik bir etkiye sahip oldugunu da tespit etmislerdir.

Zhai vd. (2008:945) bir dizi yeni 1,2,4 triazol-amin tiirevlerini insan hepato-
seltiler karsinomu (Bel-7402) ve insan fibrosarkom (HT-1080) iki kanser hiicresi

hattina kars1 in vitro sitotoksisite i¢in degerlendirmislerdir.

Elde edilen sonuglara gore sitotoksik aktiveye sahip bilesiklerde aktivitenin
C-2 pozisyonundaki yan zincirlerindeki yapiya gii¢lii bir sekilde bagli oldugu ve
C-7 pozisyonundaki 4 triflourometil anilinin de antikanser potensi i¢in etkili ol-
dugu bulunmustur.

Yang ve Pan (Yang ve Pan, 2007:141) sentezledikleri 1,2,4-triazol-5-thione bi-
lesiklerini insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1 (Bel-7402) ve ag1z epidermal
karsinom hiicreleri (KB hiicreleri) igin SRB yontemi ile degerlendirmisler, insan
promiyelositik hiicreleri igin MTT yontemiyle de 16semi hiicresi (HL-60) ve in-
san mide kanseri hiicre hattina (BGC-823) kars1 aktivitelerini arastirmiglardir.
Bilesikler arasinda, iki bilesigin KB hiicrelerine kars1 oldukga etkili oldugunu ve
bilesigin Bel-7402 hiicrelerine karsi da oldukga etkili oldugunu bildirmislerdir.
Bu ¢alismada Cl, Br gibi elektron gruplar: meta pozisyonunda igeren bilesiklerin
diger bilesiklerden daha giiclii aktivitelere sahip oldugunu belirtilmistir.
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4-amino-5-merkapto-3-(2 - klorofenil)-1,2,4-triazol bilesiginin antikanser
aktivitesi Singh vd. (2007:141) tarafindan arastirilmistir. Bu bilesik, Ehrlich Asit
Tumorleri tastyan farelerde umut verici antikanser aktivitesi gostermistir.

Bir dizi 4-amino-3-merkapto-1,2,4-triazol ve bunlarin Schiff ve Mannich baz
tiirevleri Sunil ve ark’lar1 tarafindan sentezlenmistir . Schiff ve Mannich bazli ya-
pilardan bazilari, MTT testi ile insan hepatoseliiler karaciger karsinomu hiicre
hattina (HepG2) kars: sitotoksik aktiviteleri i¢in taranmistir. Bu ¢alismada, bir
test bilesiginin IC50 degeri 0.018 g/l olarak bulunmus ve standart olarak kullani-
lan kemoterepi ilac1 doksorubisin ile karsilastirilabilir oldugu (doksorubisin IC50
degeri 0.017 g/l olarak bulunmustur) tespit edilmistir (Sunil vd., 2010:1032).

Cikla ve arkadaslar1 etodolac hidrazidden elde edilen, IC50 degerini 4.29 mM
olan 1,2,4 - triazol-3-thione tiirevinin insan hepatokarsinoma kanseri hattina
(Huh7) kars1 dikkat gekici bir antikanser aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir
(Cikla vd.,2013:146).

Mavrovo ve arkadaslar1 bir dizi sentezledikleri-1,2,4-triazol-tion tiirevlerini
timositlere kars1 in vitro sitotoksisite i¢in taranmislardir. 4-Amino-5- (5-fenilti-
yen-2-il) -2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon bilesiginin IC50 0.012 mM dege-
ri ile dikkat cekici sitotoksik aktivite gosterdigini belirlemislerdir (Mavrovo vd.,
2009.69).

El-Sayed vd. (2012:32) gesitli 1,2,4-triazol tiirevleri sentezlenmis ve segilen bi-
lesiklerin bazilarin1 MCF7 ve insan epitelyal adenokarsinom hiicre hattina (HeLa)
kars1 antikanser faaliyetleri i¢in doksorubisin ile kargilagtirilarak arastirmislardir.
Kemoterapik ila¢ doksorubisin’'in MCF-7ye kars1 IC50 degerini 6.71 ve Hela' ya
karg1 ise 8.0 mg/mL olarak tespit etmiglerdir. Tki 1,2,4-triazol-3-thiones tiirevle-
ri; 2 - {(4-klorofenilamino) metil}-5-{1-(4-klorofenil) - 5-fenil-1H-pirazol-3-il}
- 5-fenil-1H-pirazol-3-il} - 4-fenil-2h-1,2,4-triazol-3(4H)-tiyon ve 5-{1-(4-kloro-
fenil)-5-fenil-1H-pirazol-3-il}-4-fenil-2 - {(piperidin-1-il) metil}-2h-[1,2,4]tria-
zol-3(4H)-tiyon tiirevlerinin MCF7 ve Hela'ya kars1 1C50 degerini sirasiyla 5.26,
5.85; 3.89, 4.20 bulmuslardir. Bu degerlerin kemoterapik ila¢ doksorubisin’in IC50
degerine gore oldukga iyi ¢ikmasi dikkat ¢ekicidir.

Bir seri anilino-1,2,4-triazoliin, insan Metiyonin Aminopeptidaz-2’ye (Me-
tAP2) kars1 oldukga etkili inhibe edici aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Ozellik-
le, deney, triazol nitrojenleri ve MetAP2’nin aktif bolgesi arasindaki anahtar-kilit
etkilesimleri dogrulanmstir. Arastirmacilar, Furanilmetil yan zincirlerine sahip
iki bilesigin, insan endotel hiicre proliferasyonunun giilii inhibitérleri oldugunu
gostermislerdir. Ayrica, anjiyojenezin bir aortik doku modelinde yeni kan damari
biiytimesini doza bagl olarak inhibe ettigi bulunmustur (Marino vd., 2007: 3785).
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Hsp27, ilag toksisitesine kars: koruma saglayan, ATPden bagimsiz kii¢iik mo-
lekiiler bir saperondur. Hsp27’yi inhibe etmek, ilaglara kars1 hiicre hassasiyetini
artirabilir ve boylece ilag direnci probleminin tistesinden gelebilir. Yi ve ark.lar,
sentezledikleri triazol tiirevlerinden birinin, ilk Hsp27 inhibitori, in vitro ve in
vivo ilaca direngli pankreatik kanserde hi¢bir yan etkisi olmadan giiglii ve etkili
antikanser aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir (Xia vd., 2009:6096).

Arora ve ark’larinin sentezledikleri triazol tiirevi bilesigin, insan kanser hiic-
relerini hiicre dongiisiiniin G2-M fazinda durdurdugunu, ayn1 zamanda birgok
kanser hiicre hattinin hiicre canliligini inhibe ettigini, spesifik olarak normal in-
san derisi fibroblast hiicre hatlarina karsi sitotoksisite olusturmadigini bildirmis-
lerdir (Arora vd. 2009:1915).

Aragtirmacilar (Huang vd., 2011: 564), tiyofen-triazol tiyon igeren halka siste-
mine sahip bilesiklerin, lenfositler ve timositlere karsi belirgin sitotoksisite goster-
digini rapor etmislerdir.

Ayrica tiyenil kismi olan triazol halkali bilesiklerin tizerinde kuvvetli segici
olan PI3K inhibitorleri bulunmustur ki bu, kanser tedavisi i¢in son derece umut
verici bir sonug olarak belirtilmistir.

Pachuta-Stec vd. (2009: 3793) 1,2,4-triazol-propenoik asidin bazi yeni amidle-
rini sentezlemis ve antikanser aktivitesini incelemislerdir. Bu serinin ii¢ bilesigi-
nin in vitro akciger hiicresi hattina kars1 etkili oldugu bulunmustur. [n vitro meme
karsinom hiicrelerinde iki bilesigin belirgin olarak isaretlenmis antiproliferatif
etkisi tespit edilmistir.

Triazollerle yapilan arastirmalardan bir boliimil ise klinik antikanser ilaglarin
yapisal modifikasyonu seklindedir. Triazollerle, 1s1 sok protein inhibitorii, Histon
Deasetilaz Inhibitorlii, Mikrotiip Polimerizasyon Inhibitorii, Aromataz Inhibito-
rii, Protein Tirozin Kinaz Inhibitorii gibi cesitli inhibitérler ve farkli klinik kan-
ser ilaglar1 (cladribin, decitabin, floxuridin, Pyrrolobenzodiazepinler, amonafid,
,elinafid) modifiye edilerek daha etkili antikanser aktiviteye sahip yapilarin elde
edildigi bildirilmistir (Zhou ve Wang, 2012: 280).

ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITELERI

Giiniimiizde birgok ilaca direngli suslarin artan ortaya cikisi etkisiz klinik an-
tibiyotiklerin ¢ogalmasina yol agmistir. Boylece, yeni antimikrobiyal ajanlarin ge-
lisimine yonelik arastirmalar tiim diinyada 6nemli hale gelmistir. Son yillarda,
bir¢ok arastirmaci, Siilfadiazin ve Linezolid gibi yeni ilaglar elde edebilmek i¢in
oksazol, pirimidin, izoksazol gibi farkli heterosikliklerin antibakteriyel molekiil-
lere sokulmasina yonelik ¢alismalar yapmaya baglamistir. Triazol bilesiklerinin
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antifungal ila¢larin gelisiminde benzeri goriilmemis bir basar elde ettigi bilinir-
ken antibakteriyel ajanlar olarak arastirilmasi nispeten daha ge¢ olmustur. Triazol
bilesiklerinin antibakteriyel ilaglar olarak biiyiik potansiyel sergiledigini gosteren
¢ok sayida aragtirma mevcuttur. Mono-1,2,4-triazol, bis-1,2,4-triazol ve multi -
1,2,4-triazol gibi bazi 1,2,4-triazol bilesiklerinin son yillarda antibakteriyel potan-
siyele sahip oldugu bulunmustur (Zhou ve Wang, 2102: 280).

Bazi aragtirmalarda, bazi mono-1,2,4-triazol tiirevlerinin antibakteriyel akti-
viteye sahip oldugunu bulunmustur. Ornegin yapilan bir ¢calismada bir dizi yeni
kumarin bazli mono-1,2,4-triazol tiirevi tasarlanmis ve sentezlenmistir.

Bu bilesiklerin antimikrobiyal degerlendirmesinde referans ilaglar enoksasin
ve kloromisin ile karsilagtirildiginda kiyaslanabilir veya daha iyi antibakteriyel
etkinlik gosterdigi bulunmugstur. Bu ¢alismadaki test bilesiklerinden kumarinli
mono-triazollerin, sadece kumarin igeren bilesiklerden daha iyi aktiviteler sergi-
ledigi, bis-triazol yapil bilesiklerin de monotriazolden daha giiglii antibakteriyel
ve antifungal etkinlik sergiledigi belirlenmistir. Bu sonuglar heterosiklik 1,2,4-tri-
azol kisminin antibakteriyel aktiviteler {izerinde 6nemli bir etki yarattigini goster-
mistir (Cai vd., 2009:608).

Yapilan baska bir caligmada antibakteriyel aktivite gostermeyen ve bir antifun-
gal ilagtir Oxiconazole ‘iin yapisindaki imidazol halkasini 1,2,4-triazol halkasiyla
degistirilmis ve bunun sonucunda elde edilen bilesiklerin 6.25 pg / mL MIC dege-
riyle sahip mevcut klinik ila¢ gentamisin ile karsilastirildiginda, S. aureus” a kar-
s1 esdeger biyoaktivite sergiledigi belirlenmistir. Ayrica bu bilesiklerin bu kez de
antifungal aktiviteye sahip olmadig1 da tespit edilmistir (Bhandari vd., 2009:447).

Bir diger yapilan ¢alismada ise bir nitroimidazol halkast ile birlestirilmis Tria-
zol tiirevi bilesigin, S. aureus, Bacillus proteus ve E. coli’ye kars diger heterosiklik
stibstitiie edilmis bilesiklerden daha yiiksek inhibe edici aktiviteler gosterdigi tes-
pit edilmistir (Atia, 2009:2446).

Eswaran vd. (2009: 4647) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, kinolon tiirevli
1,2,4-triazol yapisindaki bilesigin standart ila¢ norfloksasin ile karsilastirilabilir
cok iyi diger bir referans ilag siprofloksasinle ise esit olan 6.25 pg/mLlik MiK de-
gerinde antimikrobiyal aktivite sergiledigi ortaya konmustur.

Siilfanilamid 1,2,4-triazol yapisindaki bir bilesigin, E. coli, Bacillus cereus,
Micrococcus flavus ve Staphylococcus epidermidise kars: ticari ajan streptomisin
ile ayn1 antibakteriyel etkinligi gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica, bu bilesikler
kloromisine gore daha yiiksek bakterisit 6ldiiriicii etki gostermistir. Aragtirmalar
ayrica gram negatif bakterilerin bu bilesiklere gram pozitif tiirlerden daha duyarl
gortindiiglinii de ortaya koymustur (Ezabadi vd., 2008:1161).
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El Sayed ve El Kazak ( 2010; 11) adli aragtirmacilarin akridinil tiirevli 1,2,4
triazol yapisindaki test bilesiginin Pseudomonas floresens, Pseudomonas phaseo-
licola ve S. aureus ve Streptococcus pyogenese karsi antibakteriyel aktivite i¢in in
vitro olarak degerlendirimisler ve sonug olarak referans ilaglar kadar aktif oldu-
gunu gostermislerdir.

El-Feky vd. (2010:364) baz1 1,2,4-triazol tiirevlerini sentezlemislerdir ve disk
difiizyon testi kullanilarak E. coli ve S. aureus’a kars1 in vitro antibakteriyel aktivite
icin taramiglardir. Bilesiklerden5-((3-(4-Bromobenzilideneamino)-1H-1,2,4-tri-
azol-5-iltio)metil)-4-(4florofenil)-1H-1,2,4- triazol-5(4H) - tiyonun S. aureusa
kars1 referans antibakteriyel standart olarak ampisilin ile karsilastirildiginda ol-
dukga aktif oldugunu bulmuslardir.

Saadeh vd. (2010:478) sentezlenen ve Metronidazolden tiiretilen yeni 1,2,4-tri-
azol-3-tioliin bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesi MIC olarak belirlendi, mikro-
diliisyon yoéntemi kullanilarak degerlendirilmistir. Iki test bilesiginin Clostridium
sporogenes’ e karsi referans antimikrobiyal metronidazolden daha etkili oldugu-
nu tespit etmislerdir.

Plech vd. (2011: 743) bazi yeni aminometil tiirevli 1,2,4 triazoller sentezleyerek
alt1 gram-pozitif ve dort gram-negatif bakteri suslarina kars: antibakteriyel aktivi-
tesi icin incelemislerdir. Elde ettikleri verilerde bilesiklerin bazilar1 referans anti-
biyotige (ampisilin) esit gli¢lii antibakteriyel aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Plech vd.(2013: 2537) yaptiklar1 bagka bir aragtirmada ise Gram-pozitif bakte-
riyel suslar, S. aureus, S. epidermidis, B. cereus, B. subtilis ve M. Luteus’ a kars1 1,2,4
triazollii Mannich bazlarinin antibakteriyel aktivitesinin, ampisilin ve sefuroksim
gibi genellikle kullanilan antibakteriyel ajanlarin aktivitesinden benzer veya daha
yiiksek ¢iktigini bildirmislerdir.

Baz1 1,2,4-triazollerin ve bunlarin Mannich bazlarinin biyolojik arastirma-
s1 yapilan bir ¢alismada, bu bilesiklerin insan patojenik bakterileri E. coli, Ente-
robacter aerogenes, Y. pseudotuberculosis, P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis ve
B. cereusa kars1 nispeten iyi bir aktivite gosterdigini gosterdigi, bunlar arasinda
4-benzil-5-(furan-2-il)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon ve 4-benzil-5-(fu-
ran-2-il)-2-[(4-metilpiperazin-1-il)metil]-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon
bilesiklerinin E. Coli, E. Aerogenes ve Y. Psodotiiberkiiloze karsi iyi aktivite gos-
terdikleri tespit edilmistir. Ayrica standart referans ilag Ampisilin ile kargilagti-
rildiginda, bu bilesiklerin E. aerogenes tizerinde inhibisyon bélgesi 10 mm ile esit
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Basoglu vd., 2013:236).

Literatiirde, baz1 tri-siibstitiie edilmis triazol bilesiklerinin iyi antibakteriyel
faaliyetler gosterdigini belirleyen ( Fallah vd., 2011:316; Parmar vd., 2010: 161;
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Khalil vd., 2010: 5277), amino grubu igeren triazol tiirevinin, referans degeri olan
norfloksasi‘ne kiyasla daha diistik olan 1.0 ug/mL MIC degerinde 6nemli Escheri-
chia coli aktivitesi sergiledigini (MIC = 8.0 ug / mL) gosteren (Hu vd., 2006:1192),
Bis-amino-triazol tiirevlerinin S. aureus’a ve P. Vulgarise kars: giiglii inhibe edici
aktivite sergiledigini ortaya koyan c¢aligmalar da mevcuttur (Hu vd., 2006:277).

ANTIOKSIiDAN AKTIiVITE

Serbest radikalin neden oldugu hiicrelerin hasar gérmesi, yaslanma siirecinde
ve hastalik gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Antioksidanlar serbest radi-
kal hasarina kars1 ilk savunma hattidir. Giintimiizde antioksidanlar serbest radi-
kallere daha fazla maruz kalinmas: ile nedeniyle daha da 6nemli hale gelmistir (
Elansary, 2014)

Antioksidanlar, serbest radikalleri azaltan veya nétralize eden ¢ok énemli bi-
lesiklerdir, bu nedenle hiicreleri oksidatif hasardan korurlar. Antioksidanlar di-
yabet, kanser, yaslanma, kardiyovaskiiler ve diger dejeneratif hastaliklar gibi ¢ok
sayida yagsam tarzi hastaliginin tedavisi olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu nedenle,
bir¢ok arastirmaci sentetik bir metodoloji ile bazi yeni antioksidanlar tasarlamak-
la ilgilenmektedir (Kiigiikgiizel ve Cikla, 2015:870).

Kus vd. (2004:163) yaptiklar: bir ¢alismada imidazol- 1,2,4-triazol-3-tiyon tii-
revli bilesikleri lipit peroksidasyonu testiyle antioksidan 6zellikleri i¢in incelemis-
lerdir. Bu ¢aligma sonucunda p- ve m-bromo fenil gruplu bilesiklerin pozitif bir
kontrol olarak kullanilan butile hidroksitoliien ile benzer antioksidan aktiviteye
sahip olduklar gosterilmistir.

Ayhan-Kilcigil ve ark’lari, 1,2,4-triazol-3-tiyon yapisinda olan bazi yeni ben-
zimidazol tiirevlerinin sentezini ve antioksidan degerlendirmesini yaptiklar:
calismada, Triazol bilesiklerinin serbest radikal temizleme faaliyetlerini, DPPH
metodu ile 6l¢miislerdir. 5-(2-(P-Klorofenil)benzimidazol-1 ilmetil)-4-metoksi-
fenil-2,4-dihidro-1,2,4-triazol-3-tiyon ve 5-(2-(4 piridinil)benzimidazol-1-ilme-
til)-3,4-diklorofenil-2,4-dihidro-1,2,4-triazol3-tiyon bilesiklerinin DPPH radika-
li ile en yiiksek etkilesimi gosterdigini ve bu bilesikler i¢in IC50 degerlerinin BHT
(butilhidroksitoluen) referans standart antioksidan i¢in daha diisiik oldugunu
tespit etmislerdir (Ayhan-Kilcigil vd., 2005:514).

4,5-distibstitiie-1,2,4-triazol-3-tionlarin yeni tiirevlerinin sentezi ve antiok-
sidan aktivite degerlendirmesi Nadeem ve ark’lar1 tarafindan yapilmistir. Sen-
tezlenen tiim bilesikler, standart olarak askorbik asit kullanilarak stabil DPPH
serbest radikalinin temizleme aktivitesi metodu ile antioksidan aktivite icin test
edilmistir. 4-Heksil-2,4-dihidro-5 - (3-piridil) - 3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (92.5%)
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ve 5-benzil-4-heksil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon (92.3%), bilesiklerinin
DPPH radikal konsantrasyonunda 6nemli bir azalma sagladig1 gosterilmistir (Na-
deem vd., 2013:375).

Aswathanarayanappa vd. (2013:930) serbest radikal atma, anti - hemolitik ak-
tivite, lipit peroksidasyonu ve DNA oksidatif hasara kars: koruyucu etkileri ile
antioksidan ozellikleri degerlendirmek igin 1,2,4-triazol bazli hazirlanan Schift
bazlar1 sentezlemislerdir. 2-(-{[3-(4-kloro-2-metilfenil) - 5-siilfanil-4H-1,2,4-tri-
azol-4-ilJimino} metil) benzen-1,4-diol bilesiginin insan eritrositlerinin H202
kaynakli hemolizine karsi koruyucu etkiyi gosterdigi, 5-(4-kloro-2-metilfe-
nil)-4-[(4-metoksibenziliden)amino]-4H-1,2,4-triazol-3-tiol bilesiginin ise lipit
peroksidasyonunu etkili bir sekilde inhibe etme yetenegi oldugu bulunmustur.
Bilesik 4-[{[3-(4-kloro-2-metilfenil)-5-stlfanil-4h-1,2,4-triazol-4-il[imino}metil]
fenol'tin DNAY1 oksidatif hasara karsi korudugu de bildirilmistir. Aswathanara-
yanappa ve ark. ayrica, ozellikle iki tiirevin aday antioksidan ajanlar oldugunu
bildirdi. Bu bilesikler, sirastyla %89.2 ve %86.8 inhibisyon seviyesinde umut verici
DPPH radikal etkisizlestirme aktivitesi gostermistir.

Koparir ve arkadaslar1 (Koparir vd., 2013 : 346) sentezledikleri aminometil
1,2,4-triazol tiirevlerinin 6énemli antioksidan aktivite gosterdigini bulmuslardir.
Morfolin pargasi olan ii¢ triazol bilesiginin, tiim konsantrasyonlarda referans bi-
lesik olan askorbik aside gore daha iyi DPPH radikal temizleme aktivitesini gos-
terdigini belirlemislerdir.

SONUC

Bu derleme calismasi, gesitli sentetik 1,2,4 triazol tiirevlerinin antikanser, an-
timikrobiyal ve antioksidan aktivitesi i¢in kullanilmalarina kesfetmeye odaklan-
muigtir. Ayni zamanda umut verici biyolojik ajanlar olarak 1,2,4 triazol tiirevlerine
iliskin bir bakis agis1 saglama amaciyla hazirlanmistir. Bu derlemede; antikanser,
antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri dikkat ¢ekici olan 1,2,4 triazol tiirevle-
riyle yapilan arastirmalardan 6nemli sayilabilecek sonuglara sahip bazilarina yer
verilmistir. Bu derlemede yer alan arastirma sonuglary; cesitli hastaliklarin tedavi-
siigin gelecegin farmakolojik agidan 6nemli antikanser, antimikrobiyal ve antiok-
sidan ajanlarini gelistirmeye yonelik ¢aligan arastirmacilar i¢in yararli olabilir. Tip
bilimlerinde tedavisi zor olan birgok hastalik i¢in triazol tiirevlerinin daha fazla
aktivitesini degerlendirmek i¢in daha fazla aragtirma yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: 1,2,4 Triazol, Anti kanser, Anti mikrobiyal, Anti oksidan
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VITAMIN K

Ayhan VURMAZ!

VITAMIN K

Vitamin K (VK)nin insan fizyolojisindeki rolii ilk defa 1929da ortaya cikt1.
Danimarkali bir bilim adami olan Henrik Dam, kolesterolii azalmis diyetle tavuk-
lar1 besledigi bir deneyde kolesteroliin roliinti arastirtyordu. Birka¢ hafta sonra
tavuklar kanamaya basladi. Aritilmis kolesteroliin diyete tekrar girmesine ragmen
kanama durmadi. Dam, kolesteroliin titkenmesi prosediirii sirasinda bilinmeyen
bir bilesigin gidadan ¢ikarilmas: gerektigi sonucuna vardi. Bu hipotetik bilesigin
pihtilasma sorunundan sorumlu oldugunu ve “pihtilasma vitamini” adin1 verdigi-
ni séyledi. Daha sonra, K harfi bu vitamine atfedilmistir (1-3).

VK, iki genel kategoriye giren bir¢ok farkli homolog igerir; VK1 (veya fillo-
kinon $ekil 1) ve VK2 (Menakinonlar $ekil 2). VK1; VK’nin ana diyet kaynagi-
n1 olusturan bir bilesiktir ve ti¢ti doymus dort izopren kalintisindan olusan bir
yan zincir tagir. Bitkiler tarafindan yapilir ve yesil yaprakli sebzelerde (6rnegin
1spanak, lahana) ve bazi yaglarda (soya fasulyesi, kanola ve zeytin) bol miktarda
bulunur. Insan diyetinde baskin olan VK geklidir ve tam fonksiyonel aktiviteye
sahiptir. ABD, Avrupa ve cogu Batili iilkedeki VK baskin diyet sekli fillokinondur,
Japonyadaki en biiytik form menakinon, 6zellikle de nattonun bir bileseni olan
menakinon 7dir (MK-7). Natto, Kanto, Tohoku ve Hokkaido gibi Japonyanin
dogu bolgelerinde en popiiler olanidir, ancak her alanda tiiketilmektedir (4-6).

1

PhD. Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD. ayhan.vurmaz@
gmail.com
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N H

@
Sekil 1: Vitamin K1 (fillokinon) yapisi (7).

X H
O n

Sekil 2: Vitamin K2 (Menakinon) yapisi (7).

VK2, 4-13 ¢ogunlukla doymamuis izopren kalintilarindan olusan yan zincirle-
rinin uzunlugu farkl olan birkag alt tipte bulunur. Bunlara menakinonlar denir
ve MK-n olarak adlandirilir, burada n, izopren kalintilarinin sayisini temsil eder.
VK2, bagirsak bakterileri tarafindan endojen olarak sentezlenir. MK-10 ve MK-
11, Bacteroides, MK-8, Enterobacteria, MK-7, Veillonella, ve MK-6, Eubacteri-
um lentum tarafindan sentezlenir. Ayrica, hayvansal karaciger ve bazi fermente
triinler gibi sinirh sayida gidada bulunur ve tiiketilir. MK-4, menakinon larin
geri kalan kismindan farkhidir ¢iinkii bakteriler tarafindan sentezlenmez, fakat
spesifik dokularda (pankreas, testler ve damar duvari) bir yan zincir ¢ikarma / ek-
leme mekanizmas: vasitasiyla, ara molekiil olarak menadionla dontstiiriliir. Di-
yet filokinonundan dokuya spesifik doniisiimle tiretilir. Filokinondan Menadion,
sentetik form, hayvansal gidalarda eklenir ve karacigerde MK-4'e doniistiiriiliir.
MK-4, in vitro ¢alismalarda oksidatif hasara ve enflamatuvar kaskad aktivasyo-
nuna karg1 koruma sagliyor gibi gériinmektedir. Ek olarak, murin modellerinde
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MK-4 tiikenmesinin daha kétii biligsel performanslarla korele oldugu bulunmus-
tur. Ayrica MK-7 gibi daha uzun zincirli minkinononlarin da MK-4 doniistii-
riilebilecegine inanilmaktadir. Her menakinon tam olarak bilinmemekle birlikte
halen aragtirma konusu olarak kalmaktadir (7-9).

Dogal olarak olusan fillokinon ve menakinonlara ek olarak, filokinon ve me-
nakinonlarda ortak olan temel yapiy1 temsil eden sentetik bir K vitamini formu:
menadion veya K3 vitamini (2-metil-1, 4-nafokuinon ¢ekirdek Sekil 3) vardir
(7-9).

0
CHa,

O

Sekil 3: Vitamin K3 veya Menadion (2-metil-1, 4-nafokuinon) yapusi (7).

VK’nin pihtilagsma ile iliskisi yaygin olarak bilinmektedir. K vitaminine bagl
faktorlerin (II, VII, IX, X, protein C ve protein S) aktivasyonunu saglayan enzim
i¢in bir kofaktor olarak goérev yapar. Ayrica, K vitamini, beyin hiicreleri zarinin
6nemli bir bileseni olan sfingolipitlerin sentezinde bir kofaktér olarak yer almak-
tadir. In vitro ve murin modellerinde yapilan birgok ¢alisma, bu bilesenlerin beyin
metabolizmasindaki roliinii vurgulamistir. Bazi durumlarda, insan ¢alismalari ile
daha da incelenebilecek norodejeneratif hastaliklar ile bir korelasyon ortaya ¢ik-
mustir. Bu bilgiler VK eksikliginin biligsel bozulmanin baslamasiyla iligkili olabi-
lecegini diisiindiirmektedir (3,10).

Yakin zamanda kesfedilen bu islevler, bu vitaminin biiytimeyi durduran spe-
sifik 6 protein ( growth arrest spesific 6 protein Gas-6) ve protein Snin enzimatik
aktivasyonuna katildigini ortaya koydugu rapor edilmistir. ilki, anti-apoptotik,
mitojenik ve miyelinlestirici bir aktiviteye sahiptir, ikincisi, in vivo ve in vitro
olarak iskemik / hipoksik hasar sirasinda néronal koruma saglar. Ayrica, VK’nin
sfingolipit sentezinin bir indiikleyicisi oldugu bilinmektedir. Bu polar lipitler,
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merkezi sinir sistemi (MSS) hiicre zarinin 6nemli bir pargasidir ve néronal proli-
ferasyon ve farklilagsma ile baglantilidir (9,11).

Kiiresel popiilasyonun ilerleyen yaslanmasina bagli olarak, veriler demans
vakalarinin 2020 ile 2040 arasinda ikiye katlanacagini, 81 milyona ¢ikacagini ve
dolayisiyla toplumun ve ulusal saglik sistemlerinin yiikiiniin artacagini goster-
mektedir. Ornegin, Alzheimer'in ABD'deki hastalik vakalar1 yiizyilin ortalarinda
5.4 milyondan 13.8 milyona ¢ikacaktir. Bu nedenle nérodejeneratif patolojilerin
seyrini etkileyebilecek degistirilebilir faktorlerin tanimlanmasi 6nem arz etmek-
tedir (9).

Gas-6

Gas-6, sinir sisteminin gelismesinde ve hayatta kalmasinda merkezi bir role
sahiptir. Ek olarak, noronal ve glial hiicrelerde anti-apoptotik, mitojenik ve mi-
yelinlestirici bir aktivite gosterir. Gas-6, Tyro3, Axl ve Mer (TAM) familyasinin
reseptor tirozin kinazlarini baglar ve aktive eder. Bu reseptorlerin aktivasyonu
i¢cin GAS6’nin y-karboksilasyonu gereklidir. Axl, ¢ok sayida hiicre tipinin gogal-
masinda ve gonadotropin salgilayan hormonun (GnRH) noronlarinin hayatta
kalmasinda, bulbus olfactoriusdan hipotalamusa gegisinde rol oynar. Mer primer
makrofajlar1 oksidatif stres kaynakli apoptozdan korur (9,12).

Tyro3’iin hiicre sagkalimi tizerindeki spesifik rolii heniiz tanimlanmamaigtir.
Bir in vitro ¢alisma, rekombinant Gas-6'nin, hipokampal sicanlarin néronlarini
apoptozdan korudugunu ve bu proteinin TAM proteinlerinin aktivasyonu yoluyla
sagkalimi artirdig1 rapor edilmistir. Axl ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) yolak-
larinin aktivasyonu ile, Gas-6, hem nekroz hem de in vitro ortamda oligodendro-
sit sagkalimini ve mikroglial fenotipini modiile eder ve TNF-a kaynakli apoptozu
onler. ve Bu immiin diizenleyici roliin, Gas-6y1 otoimmiin hastaliklara, daha spe-
sifik olarak multipl sklerozun (MS) patogenezine bagladig: bildirilmistir (9,13).

Mikroglial hiicrelerin murin kiltiirdi kullanilarak gelistirilen ¢alismalar, Gas-
6'nin Interlokin-1p’nin indiikledigi nitrik oksit sentaz ekspresyonunu diisiirdigii-
nii, boylece proenflamatuvar cevabi azalttigini gostermistir (2019 The Relations-
hips Between Vitamin K and Cognition). Ayrica, Gas-6, Alzheimer hastaliginin
bir 6zelligi olan $3-amiloid ile indiiklenen apoptozun, diisiik voltajli Ca+* giris ka-
nallarinin inhibisyonu yoluyla azaldigini1 gostermistir. Bununla birlikte, daha yeni
bir ¢alisma, Gas-6'nin, etkilerinin B-amiloid birikmesini 6nledigi Tyro3’ti inhibe
ettigi ulunmustur.

VITAMIN K ISLEVi

Vitamin K fonksiyonunun en erken kesfi, GGCX aktivitesindeki temel ro-
litydi. GGCX, substrat proteinlerindeki glutamat kalintilarinin gama pozisyonu
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karbonuna bir karboksil grubu ekler. Modifiye edilmis glutamat kalintisina “Gla”
kalintis1 denir. Bu reaksiyon K vitamini hidrokinonunun K vitamini epoksiti-
ne oksitlenmesini gerektirir. K vitamininin bu fonksiyonu, K vitamini dongiisel
kullanim i¢in gerekli olan K vitamini epoksit rediiktaz (VKOR) adi verilen bir
enzimi inhibe ederek varfarin ile bloke edilir. Pihtilasma faktorleri IT, VII, IX ve
X, GGCX igin iyi bilinen substratlardir. Pihtilagma faktorleri II, VII, IX ve X’in
faaliyetlerinin, varfarinin anikoagiilan-pihtilasma fonksiyonunu agiklayan bu
glutamat kalintilarinin y-karboksilasyonu ile diizenlendigi gosterilmistir (Sekil 4)
(10,11).

ca®

-0o¢  co
~ td
(."H
Gammacarboxy-

Crz glutamic acid ( )

Glutamic acid

o
I
CH
1
(Glu) cie

n Gamma glutamyl carboxylase

V)
CO, 0O, R-CH-COO )
Uncarboxylated = active
inactive protein protein
-2 electrons

Vitamin K hydroquinone (red) Vitamin K epoxide (ox)

Vitamin K epoxide -reductase/

NAD+ quinone reductase NADH + H+

-

| Vitamin K (e.g. warfarin) |

Sekil 4: K vitamini dongiisiinde, K vitamini bagimli gama karboksigliitamik asit (Gla)
proteinleri karboksilatlanir ve aktive edilir (14).

GGCX, endoplazmik retikulumun zarinda bulunur. GGCX’in tipik substratla-
r1, N-terminallerinde propeptitlere sahiptir ve substratlar, propeptit i¢cinde korun-
mus olan karboksilaz tanima boélgesi ile GGCX’i baglar. GGCX'in substratlarinin
¢ogu propeptidin yaninda Gla alanina sahiptir, burada ¢oklu glutamat kalintila-
rinin y-karboksilasyonu islemsel bir sekilde gerceklesir (Sekil 4). Substratlar kar-
boksilatlandiktan sonra, propeptitlerin uzaklastirilmasiyla ile olgun bir protein
haline gelirler (5,12).

Kemik ve kikirdak kalsifikasyonunu diizenleyen osteokalsin (ayrica kemik Gla
proteini olarak da adlandirilir) ve matriks Gla proteini (MGP), GGCX’in subst-
ratlaridir. K vitamini eksikligi varsa, K vitaminine bagli proteinler karboksilasyon
durumlarini arttiramaz (ve onemli dl¢tide diisiik karboksile olurlar), kalsiyum
baglama kapasitelerini kaybeder, boylece kemik metabolizmasi bozulabilir ve vas-
kiiler kalsifikasyon siireci artar (5,7,12,15).
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Diyetle Alim

VK giinlitk alim1 igin Oneriler belirsizlik tagimaktadir. ABD Tip Enstitiisii
Mikrobesinler Paneli, saglikli bireylerden temsili diyet alimi verilerine dayanarak,
tahminen veri eksikligine bagli olarak ortalama gereksinimi erkekler i¢in 120 g/
giin ve kadinlar icin 90 g/giin gibi yeterli bir alim 6nermistir. Daha ytiksek mik-
tarda K vitamini tiiketen kisiler icin herhangi bir olumsuz etki bildirilmedigi goz
ontine alindiginda, tolere edilebilir bir tist alim diizeyi saptanmamustir. 2012 y1-
linda, Italyan Beslenme Dernegi (IBD) tarafindan besinler ve enerji i¢in tahmini
referans diizeyleri, yasa gore siniflandirilmis erkeklerde VK alimi 18-59 yas grubu
icin 140 g/giin ve >60 yas icin 175 g/giin olarak dnerilmistir. Ingiltere Saglik Ba-
kanligrnin Gida Politikalar: Tibbi Yonleri Komitesinin (COMA) tarafindan giin-
likk alim olarak: 1 ug / kg viicut agirlig1 dozunun, muhtemelen kanin pihtilagmasi
i¢in yeterli, ancak kemik saglig1 icin yetersiz oldugu rapor edilmistir (7,16).

VK metabolizmas: hakkindaki bilgilerimizin ¢ogu 6zellikle bagirsak emilimi,
taginim, hiicresel alim ve katabolizma hakkinda filokinonla ilgili olmakla birlikte,
menakinonlar hakkindaki veriler daha sinirhdir. Bitkilerden ve bakterilerden elde
edilen VK formlari, yag bazli ve islenmis gidalarda bulunanlardan daha diisiik bir
biyoyararlanima sahiptir. Cogu ¢alismada fillokinonun 2 nmol/Lnin altinda bir
konsantrasyonu olmasina ragmen, 0.22 ila 8.88 nmol/L arasinda degisen ortala-
ma plazma konsantrasyonu bildirilmistir. Bat1 diyetinde giinlitk VK aliminin 60
-200 g arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Bunun en biiytik bileseni filloki-
non (yaklasik %90) ve daha az konsatrasyonda menakinondur ( %10) (7). Diisitk
plazma konsantrasyonlarinda filokinon diisitk doku rezervlerini yansitir. Yetis-
kinlerde filokinon konsantrasyonlar1 karacigerde, kalpte ve pankreasta yaklasik
10 pmol/g 1slak doku iken beyin, bobrek ve akcigerde (> 2 pmol / g) ise diistiktiir.
MK-4 konsantrasyonlarinin insan beyni ve bobreklerinde (6 pmol/g) ve pankre-
asta (22 pmol/g) plazma ve karaciger gibi dokulara oranla daha yiiksek oldugu
rapor edilmistir (17,18).

MK-4’tin fillokinonun endojen doniisiimiinden kaynaklandig: goz niine alin-
diginda, MK-4’iin spesifik doku dagilimy, fillokinondan lokal sentezin bir goster-
gesidir. MK-4 testislerde, pankreasta ve kan damarlarinda sentezlenir. Ozellikle,
tilokinonun MK-4e doniistimii dogrudan veya menadion (K3)e doniisiim, ardin-
dan MK-4e prenilasyon ile gerceklesir (7).

VITAMIN K METABOLIZMASI

Fillokinon bagirsakta doyurulabilir, enerjiye bagli bir mekanizma (ATP) ile
emilirken, MKn kolonda pasif difiizyon mekanizmasi ile absorbe edilir. Yagda ¢6-

-68-



Giincel Biyokimya Calismalari 11

ziiniir olan, her iki K vitamini formunun da normal bir pankreas fonksiyonuna ve
emilimleri i¢in safra tuzlarinin varligina ihtiyaci vardir. VK plazmada lipoprote-
inler tarafindan taginir. Bagirsak kanalinda sindirimden sonra, diyet VK ve trig-
liseritler (TG), enterositler icinde karisik miseller olusturmak igin safra tuzlari ile
emiilsifiye edilir ve apolipoprotein A (apoA) ve apoB igeren salgilanan silomik-
ronlar i¢inde islenir ve ardindan lenfe salgilanir ve daha sonra kana karisir. Silo-
mikronlar lipoprotein lipazin (LPL) etkisiyle, periferik yag veya kas dokularinda
periferik olarak modifiye edilir ve dolasima yeniden girer, ancak VK lipoproteinin
¢ekirdeginde kalmaya devam eder (7,10).

VK karacigere gecisinin, ayni lipoprotein yolunu ettigi diisiiniilmektedir.As-
linda, silomikronlar karacigere endositoz yoluyla girer ve sonunda daha kiigiik
dusitk dansiteli lipoprotein (LDL) partikiilleri olusur, bu siirecte, VK’nin hala li-
poproteinlerin lipofilik ¢ekirdeginde yer aldig1 varsayilir (5,7,19).

VK kemik dokusuna alinmast ile ilgili olarak, osteoblastlarin fillokinonlarinin
¢ogunu silomikronlar yolu ve MK-7’sinin ¢ogunu LDL yolu ile elde ettigi bilin-
mektedir. Osteoblastlar, silomikronlar ve LDL ile etkilesime giren ve partikiille-
rin ve VK’nin endositoz siirecini baslatan lipoprotein reseptorlerini eksprese eder
(5,7).

Karaciger, ayn1 zamanda fillokinon ve MK’larda sik goriilen K vitamini ka-
tabolik yoludur. Poli-izoprenoid yan zincirleri kisalir, w-oksidasyona ve ardin-
dan B-oksidasyona ugrar, bu, yan zincir uzunluklar1 bes ve yedi karbonlu atomlu
(swrastyla 5C ve 7C metabolitler) olan iki major aglikon metabolitin olusumuna
yol agar. Son olarak, glukuronik asitle konjiigasyondan sonra, metabolitler, esas
olarak glukuronitler halinde safra ve idrarla atilir. Metabolitler safrada (yaklagik
%40) ve idrarda (%20) glukuronitler halinde atilir (5,7,19,20).
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Boliim 7

LABORATUVAR TIBBINDA PREANALITIK HATA
KAYNAKLARI VE COZUM ONERILERI

Aysun EKINCI*

Klinik laboratuvarlar hasta giivenligini saglamada 6nemli bir role sahiptir. La-
boratuvarda kalitenin temeli hasta giivenligi, hatalarin 6lgiilmesi ve hastaya zarar
verilmemesine dayanir (1).

Laboratuvarda test siireci ii¢ ana faz igerir; preanalitik (analiz 6ncesi) faz, ana-
litik faz, postanalitik (analiz sonrast) faz. Laboratuvar tanisinda ortaya ¢ikan hata-
larin yaklagik %60-70 kadar1 preanalitik donemden kaynaklanir. Test se¢imi, nu-
mune toplanmasi, tanimlama, etiketleme ve transfer agamalarini iceren bu donem
pre-pre analitik faz olarak isimlendirilir (2).

Literatiirde laboratuvar tibbindaki hatalari tanimlamak i¢in kullanilan pek ¢cok
farkli terimin ¢ogu (6rnegin, hatalar, kusurlar, aykir1 degerler, kabul edilemez so-
nuglar ve kalite yetersizligi), suglama, bireysel basarisizlik ve sugluluk duygusuyla
ilgili olumsuz ¢agrisimlara sahiptir; sinirli sayida toplam test siireci (TTP) adimi-
na odaklanmaktadir. Yapilan son ve ilging bir oneri, daha 6nce bildirilen terim-
lerle iliskili olumsuz ¢agrisimlari ve ilgili su¢luluk ve sug¢lama korkusunu hafifle-
ten “kalite basarisizlig1” gibi tarafsiz bir terim kullanmaktir. Bu tanim, siiregler ve
prosediirler yerine hasta bakimi ve hasta sonuglarina net bir sekilde odaklanir.
Bununla birlikte, “hata” terimi tibbi literatiirde kullanilmaktadir ve bu nedenle,
ozellikle daha genis hata tan1 konusunun bir pargasi olduklarindan, laboratuvar
tibbindaki hatalar i¢cin de kullanilmalidir. Uluslararasi Standardizasyon Orgiitii
(ISO/TS 22367) tarafindan yayimlanan yazida, laboratuvar hatasini su sekilde ta-
nimlamaktadir:

Planlanan eylemin amaglanan sekilde yerine getirilmemesi veya laboratuvar
dongiisiiniin herhangi bir béliimiinde meydana gelen, test isteminden raporlama
sonuglarina ve uygun sekilde yorumlama ve cevap verme gibi amaglara ulasmak
i¢in yanls bir plan kullanma.

Bu kapsaml1 tanimin bir¢ok avantaji vardir ve zellikle, laboratuvar testlerinde
hasta merkezli hata degerlendirmesini tesvik eder. “Hasta merkezli bakimin tes-

1

Dr. Ogrt. Uyesi, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal1.
draysunekinci@gmail.com
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vik edilmesinin, TTPde ortaya cikabilecek ve sonunda hasta iizerinde olumsuz
etkiye neden olabilecek olas1 herhangi bir kusuru arastirma ihtiyacina ¢evrilmesi
gerektigi vurgulanmistir. Hastanin bakisi agisindan, bir laboratuvar testiyle ilgili
herhangi bir dogrudan veya dolayl1 olumsuz sonug, kaynagin analitik 6ncesi veya
sonrast asamada olup olmadigindan bagimsiz olarak goz 6niinde bulundurulma-
lid1r; ayrica, bir hatanin laboratuvar uzmani tarafindan mi (6rn. kalibrasyon veya
test hatasi) veya laboratuvar dis1 bir operatdr tarafindan mi (6rnegin hasta/numu-
ne yanlis tanimlamasi, uygun olmayan test talebi veya yorumlanmasi) meydana
geldigi ile ilgili degildir. Bu nedenle, TTP, hem ‘geleneksel’ klinik laboratuvarlarda
hem de hasta bast test cihazlarinda laboratuvar hatalarini tespit etmek ve tanim-
lamak icin benzersiz bir ¢ercevedir.

Hatalar1 test etmeyi ve disiplinde hasta giivenligini arttirmay1 amaglayan gi-
risimlere dogru atilan 6nemli bir adim, laboratuvar testlerinde kapsamli bir hata
tanimi Uzerinde uzlasma saglandiktan sonra gerceklestirilecektir. Laboratuvar
tibbindaki hatalar, tespit edilmeleri zor oldugu ve bulunduklar1 zaman diger tibbi
hata tiirlerinden daha az kolay anlasildig1 igin 6ziinde belirsizdir. Ameliyatla ya da
siklikla goze carpan ve belirgin olan diger tedavi hatalariyla ilgili advers olaylar-
la karsilagtirildiginda, laboratuvar hatalarini zamaninda ve yerinde tespit etmek
daha sinsi ve zor olma egilimindedir. Zorluklar, biiytik 6l¢iide, icerdigi birkag adi-
min olmasina baghdir. Ik olarak, laboratuvar testlerinde, doktorlarin istemleri
ve hasta sonuglar1 arasinda zaman farki olmasidir. Hasta miidahalesine en yakin
siireg basamaklarindaki olas1 hatalarin, aslinda hastanin yaralanmasina ya da za-
rar gormesine neden olma olasilig1 daha yiiksektir. Stiregte daha 6nce meydana
gelen basarisizliklarin, stire¢ bozulmasina yol agmas: daha muhtemeldir, ancak
aktif ve pasif savunma bariyerleri - teknolojiye, insanlara dayanan, prosediirler
ve idari kontroller - potansiyel zararlarini azaltabilir veya nihai advers olay iize-
rindeki etkilerinin taninmasini onleyebilir. Ikincisi, test siireci karmasiktir, cok
sayida adimdan olusur ve birden fazla saglayiciya uzanir. Ayrica, yalnizca anali-
tik faz laboratuvar kontroliine girerken, analitik evre 6ncesi ve sonrasi agamalar
klinisyen, hemsire, hasta ve hasta tanimlamasi, veri girisi, numune toplama gibi
laboratuvarlar disindaki farkli paydaslarla ilgilidir.

Laboratuvar tibbinda hata alanindaki ilk ¢aligmalar, analitik hatalarin tanim-
lanmasina ayrilmistir; analitik faz, laboratuvar ¢aligmasinin “cekirdegidir” ve la-
boratuvar personelinin kontroliinde bulunan analitik siireclerdir. Literatiirde top-
lanan ve raporlanan verilerin, 1947'de Belk ve Sunderman tarafindan yayinlanan
ve 90’1 yillardaki Amerikan Patologlar Koleji tarafindan toplanan sonuglarla ve
son olarak da Witte ve caligma arkadaslarinin 1997'de, hata oranlarinin milyon
laboratuvar bagina 162.116 laboratuvar testinden (milyon basina kisim, ppm) 447
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ppmye distiigiint gostermektedir. Hatalardaki yaklasik 300 katlik bu ¢arpici ve
etkileyici azalma, otomasyon, gelismis laboratuvar teknolojisi, test standardizas-
yonu, i¢ kalite kontrolii i¢in iyi tanimlanmis kurallar, etkili kalite giivence prog-
ramlar1 ve daha iyi egitimli personelden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte,
yakin zamanda toplanan veriler analitik kalitenin hala 6nemli bir konu oldugunu
gostermektedir. Westgard, yaygin klinik kimya ve pihtilagma testleri i¢in o skala-
sindaki tahminlerin en iyi ihtimalle 3 ila 4 0 arasinda degistigini ve bunun tatmin
edici olmadigini gostermistir. Tatminkar olmayan analitik performans sadece
klinik kimya alaninda degil, ayn1 zamanda hematoloji, pthtilasma ve molekiiler
biyoloji testlerinde agiklanmustir. Ozellikle, iliskili olumsuz klinik sonuglar1 olan
immiinolojik testler i¢in nispeten yiiksek bir analitik hata siklig1 belgelenmistir.
Bazi durumlarda, bagisiklik tahlillerinde analitik girisim, fena halde hatali sonug-
lara neden olmustur. Son zamanlarda, glukoz, bilirubin, C-reaktif protein, kreati-
nin ve albimin dahil bir¢ok laboratuvar dl¢iimiinde para-proteinlerin etkilesimi
hakkinda toplanan veriler, bu tiir hata sikliginin degisken oldugunu ve muhteme-
len yeterince bildirilmedigini gostermektedir.

Daha 6nce vurgulandig: gibi, son birkag on yilda elde edilen analitik hatalar-
daki etkileyici azalma ve sigma 6lgeginde degerlendirildiginde analitik kalitenin
tatmin edici olmadigina dar mevcut bir kanit yoktur ve Alt1 Sigma amag saglama
i¢in mevcut en iyi yaklagimlardan biri olmustur. Bu nedenle, analitik kalitede elde
edilen etkileyici iyilesmeye ragmen, bir kanitlar grubu daha fazla iyilestirmenin
gerekli oldugunu gostermektedir. Bu, giinlitk uygulamada kanita dayali analitik
kalite spesifikasyonlarinin belirlenmesi ve kullanilmasiyla saglanmalidir (3).

Preanalitik hatalarin daha 6nce laboratuvar islemlerinde hatalarin 6nemli bir
oranina katkida bulundugu ve bir dizi hasta giivenligi riskine katkida bulundugu
gosterilmistir. ISO 15189: 2012’ye gore akreditasyon, laboratuvar Kalite Yonetim
Sistemlerinin uyumsuzluklarin tanimlanmasi ve kontrolii, stirekli iyilestirme,
i¢ denetim ve kalite gostergeleri gibi alanlarda preanalitik siireglerin etkisini ele
almasini gerektirmektedir. Onceki ¢alismalar, preanalitik kalite gostergeleri icin
tanim ve toplama yontemlerinde genis bir varyasyon oldugunu goéstermistir. La-
boratuvar Hatalar1 ve Hasta Glivenligi Uluslararas: Klinik Kimya Calisma Grubu,
preanalitik asama i¢in bir dizi kalite gostergesini tanimlamistir ve uyumlastirilmis
tanimlarin benimsenmesi, laboratuvarlar arasi karsilastirmalar1 ve siirekli gelis-
meyi destekleyecektir. Denetim, manuel kayit islemleri, olay raporlama mekaniz-
malari ve laboratuvar bilgi sistemleri dahil olmak iizere gesitli veri toplama yon-
temleri vardir. Kiyaslama, istatistiksel siire¢ kontrolii, Pareto analizi ve basarisizlik
modu ve etki analizi gibi kalite yonetimi siiregleri verileri gozden gecirmek i¢in
kullanilabilir ve klinik yonetim mekanizmalarina dahil edilmelidir. Laboratuvar
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bilgi yonetim sistemlerinin preanalitik hatalar icin bir kayit mekanizmasi olarak
kullanilmas: tavsiye edilmektedir. Ciinkii bu, veri yakalamanin en kolay ve en
standartlastirilmis mekanizmasini saglar (4).

Pre-preanalitik donemde reddedilen numuneler, tekrar numune génderilme-
sini gerektirdiginden zaman, isgiicii ve maddi kayiplara yol agmaktadir. Bu kayip-
lar1 azaltmak i¢in numune ret sikliklarini belirleyip hatalar: analiz eden pek gok
¢aligma yayinlanmistir (5-9).

Saglik Bakanligi Kalite ve Performans Yonergesi geregi reddedilen 6rnekler
i¢in her laboratuvar kendi pre-pre-analitik hata siniflamasini hazirlamalidir. Bi-
zim laboratuvarimiz i¢in hazirladigimiz siniflama: hemolizli numune, ikterik nu-
mune, lipemik numune, pihtili numune, yetersiz numune, fazla numune, yanlis
tiip, yanlis istem, hatali barkodlama, kayzt iptali, tekrar1 uygundur (9).

Numune ret oranlar1 su formiile gore hesaplanir: (Reddedilen numune say1s1/
Toplam kabul edilen numune say1s1)x100

Numune ret oranlarini inceleyen ¢alismalarda farkli oranlar bulunmugtur
(%0.25, % 0.5, %1.14, %2.7, %1.29) (5-9). Yapilan calismalarda laboratuvar birim-
leri ve galisan insan faktorii farklilik gosterdiginden sonuglar farkl ¢ikabilir.

College of American Pathologists (CAP) tarafindan hazirlanan preanalitik ka-
lite degerlendirme programlarinda (10) ve yapilan diger ¢alismalarda hemolizli
orneklerin en sik gozlenen hatalar oldugu belirlenmistir (11-5). In vitro hemolizi
tetikleyen ekipman, teknik ve kan alabilme yetenegidir (2). Ozellikle kiigiik ve
yiizeyel venlerden kanin ¢ok siddetli ¢ekilmesi (artmis aspirasyon giicii), katete-
rin kismen tikali olmasi, kani enjektorden tiipe hizla aktarma, donmus numune,
pnomatik tiiplerde kuvvetli basinca maruz kalma ya da taginirken numunenin
kuvvetle sallanmasi, analizde gecikme in vitro hemoliz nedenleri arasinda say1-
labilir (12).

Hemoliz, analitik evre 6ncesi laboratuvar hatalarinin 6nde gelen bir nedeni-
dir. Katkida bulunan faktérlerin belirlenmesi, hemolizin azaltilmasi ve 6nlenmesi
i¢in etkili uygulamalarin gelistirilmesine yonelik 6nemli bir adimdir. Yapilan bir
caligmada literatiirde yayimnlanan 40 ¢alisma degerlendirilmis, hemoliz oranlari-
nin acil servislerde daha yiiksek oldugunun gozlendigi tespit edilmistir. Ornekler
profesyonel flebotomistler tarafindan toplanmadiginda, daha biiyiik hacimli nu-
mune tiipleri kullanildiginda, numune tiipleri yaridan daha az dolduruldugunda
ve turnike siiresi bir dakikadan fazla oldugunda oranlar daha yiiksektir. Bu ¢alis-
manin sonuglari, hastanelerin ve klinik laboratuvarlarin acil servislerde fleboto-
mistleri dagitmasini, tiim kani bir damardan gecirmeyi, antekiibital bolgeyi opti-
mum kan toplama bolgesi olarak kullanmasini ve drneklerin laboratuar asistani
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ya da diger personel tarafindan tasinmasini, bu pratik olarak miimkiin degilse
pnomatik tagima sistemlerinin validasyonu, bakiminin yapilmasi ve izlenmesinin
saglanmasini 6nermektedir. Ayrica ¢caligmalar hemolizin yiiksek kalitede personel
egitimi saglanmasini ve hemolizi azaltmak igin standart ¢alisma prosediirlerine
uyulmasini tavsiye etmektedir (13).

Acil servis digindaki birimlerde egitimli flebotomistler tarafindan kan alin-
digindan hemoliz oranlar1 daha azalmaktadir bu da egitimin hemolize bagli ret
oranlarini azaltmada 6nemini gostermektedir (14-16). Hemoliz oranlarini etki-
leyen faktorlerin farkindaligi ve bu risk faktorlerini hafifletmek icin stratejilerin
benimsenmesi, hemoliz oranlarini azaltmak ve hasta bakim kalitesini artirmak
i¢in kaliteli uygulamalar olusturma yolunda 6nemli bir adimdir (13).

Son yillarda hastane bilgi yonetim sistemine Serum Indeksleri (HIL: Hemo-
liz, ikter, Lipemi) tanimlanmastyla hemoliz nedenli numune red sayilar1 6nemli
olgiide azalma gostermistir (19,20,9). Bizim ¢aliymamizda hemolize bagli numu-
ne ret oranlar1 oldukga diisitk goriinmektedir. Biyokimya otoanalizor cihazimiza
HIL indeksi tanimlandigindan hemolizli, ikterik ve lipemik numuneler cihazda
calisilip HIL indeksine gore hesaplanarak sonuglarin verilmesi saglanmistir. Bu da
hemoliz, ikter ve lipemiye bagl ret oranlarini diistirmiistiir (9).

Hemolizi azaltmaya yonelik tasarlanan kan alma aparat veya cihazlari ile yapi-
lan ¢alismalarda, acil servis hastalarinda hemoliz oranlarini azaltmaya katki sun-
dugu gosterilmistir (19,20). Bu aparat veya cihazlarin kullanimi 6zellikle hemoliz-
li numunelerin sik goriildiigi acil servis (21) basta olmak iizere, diyaliz ve yogun
bakim tinitesi gibi 6zellikli birimlerde yayginlastirilabilir.

Hastanemiz laboratuvarinda yaptigimiz ¢alismada ilk 3 siradaki numune ret-
nedenleri sirastyla, pithtili numune, yetersiz numune ve fazla numune olarak tespit
edildi (9). Yapilan farkli ¢aligmalarda da pihtili numune ve yetersiz hacim en sik
ret nedenleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (6,8). Pihtili numunenin en 6nemli
sebebi, kanin tiipe alindiktan sonra antikoagiilan madde ile karigmast igin yeterli
miktarda alt iist edilmemesidir. Toplandiktan sonra kanin antikoagiilan ile uy-
gun olmayan sekilde karistirilmasi pihtilagsmis 6rnekleri agiklayabilir. Kan tiipe
alindiktan sonra nazikge alt iist edilerek kanin antikoagiilan katki maddesi ile ka-
ristirilmasi vakumlu tip treticileri ve Klinik Laboratuvar Standartlar: Enstitiisii
(CLSI) belgeleri tarafindan tavsiye edilir (22,23). Kliniklerde kan gazi numuneleri
alindiktan hemen sonra gonderilmeyip tiim numuneler alindiktan sonra toplu
sekilde gonderildigi durumlar olabilir. Bunun igin hastane bilgi sisteminde konu
ile ilgili yapilmasi gereken dogru uygulamay: duyurarak tiim birimlerin haberdar
olmasini saglayabiliriz. Hemogram numunelerindeki pihtiya bagl ret oranlarini
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azaltmak i¢in egitimlerde dogru kan alma ve tiip karistirma tekniginin 6nemini
vurgulanabilir. Prematiire bebekler, yenidogan, onkoloji ve yogun bakim iinite-
sinde tedavi goren hastalardan yeterli hacimde kan almanin zorlugu bilinmek-
tedir. Bu tiir hastalar i¢in iretilen mikrotiiplerin yaygin kullanimi az miktarda
ornek hacmi ile dogru test sonucuna ulasmamizi saglayabilir.

Yetersiz numuneler siklikla hemogram, koagiilasyon ve sedimantasyon birim-
lerinde ¢alisilan numunelerde goriilmektedir (9). Her ii¢ii de antikoagiilan iceren
katki maddeleri bulundurdugundan yeterli hacimde kan ile tiiplerin tizerindeki
dolum ¢izgisine kadar doldurulmasi gerekmektedir.

Fazla numuneye bagli ret orani siklikla sedimantasyon ¢aligilan birimlerde
karsimiza cikar (9). Egitimlerde kan alan personellere sedimantasyon tiipii iize-
rinde bulunan dolum ¢izgisini ge¢meyecek sekilde kanin doldurulmas: gerektigi

vurgulanmalidir.

Giiniimiizde barkodlama sistemlerinin kullaniminin yayginlasmasi nedeniyle
hata oraninin diismesi beklenmektedir. Caligmalar, elle etiketleme ve hasta bilgi-
lerinin girilmesi ile artan sayida hata oldugunu gostermektedir (24-27). Barkod
sistemleri kullaniminin zamanla artmasi preanalitik hatalar1 azaltmada yarar sag-
lamistir.

7 glin-24 saat hizmet veren laboratuvarlarda kalite gereklerinin uygulanmasi
ve takibi ¢ok 6nemlidir. Preanalitik hatalar1 azaltmak i¢in diizeltici ve 6nleyici faa-
liyetler gergeklestirip kayit altina alinmalidir. Bu kapsamda ¢6ziime yonelik pratik
ve akilci yaklagimlarla egitim basliklar1 olusturulmali, béylece hatalar olusmadan
onlenmeli eger hata olustuysa gozden kagmadan tespit edilmelidir.

Test sonuglarinin dogru ve giivenilir olmas1 hastalarin dogru tani ve tedavi
hizmeti almasini saglayacaktir. Hasta giivenligi kaliteli laboratuvar hizmetlerinde
onemli bir esastir. Ayrica test sonug verme siiresini (TAT) azaltarak zaman ve ge-
reksiz test kayiplarinin 6niine gegebilir, boylece ekonomiye katki sunabiliriz (9).
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Boliim 8

iNSULIN DIRENCI VE GUNCEL GELISMELER

Kamile YUCEL!

GIRIS

Diyabet hastaliginin siklig1 son yillarda giderek artmaktadir. TURDEP-II (Tiir-
kiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans
Caligmasi-1T) sonuglari tilkemizde diyabet sikliginin %13,7’ye kadar yiikseldigini
gostermektedir. Eriskinlerde oldugu gibi ¢ocuklarda da obezite sikligindaki artisa
paralel olarak instilin direnci, tip 2 diyabet, metabolik sendrom sik goriilmekte ve
yol a¢tig1 sorunlar yagam siiresini kisaltmaktadir. Bu artisa insiilin direnci insi-
dansindaki yiikselisin sebep oldugu diisiiniilmektedir (Satman I, 2010).

Insiilin direncine gegmeden 6nce insiilin hormonu ve reseptériinden yerinde
olacaktir.

insiilin Sentezi ve Sekresyonu

Saflastirilan, kristallestirilen ve sentezlenen ilk hormon olan insiilin, tiim pep-
tit hormonlar icin bir model olusturmaktadir. 1921 yilinda Banting ve Best tara-
findan asit-etanol karigimi kullanilarak pankreas dokusundan hipoglisemik etkili
insiilin ad1 verilen bir adacik hiicre faktorii izole edilmistir. Kisa bir siire icinde
diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilmaya baglanmustir. Molekiil agirlig: 5.8
kDa olan insan insilini, iki polipeptit zinciri (A, B) igeren kiigiik globiiler bir
proteindir. Bu iki zincir A7’yi B7’ye ve A20’yi B19’ a baglayan iki tane zincirler
arasi disiilfit kopriisiiyle birbirine baglanmustir. Zincirler arasinda yer alan bu di-
stilfit kopriilerinin yani sira ti¢tincii bir disiilfit kdpriisii A zincirin 6. ve 11. amino
asitlerini birbirlerine baglamaktadir. Insiilin yapisinda yer alan disiilfit kopriileri
biyolojik aktivite i¢in gerekli olan kisimlardir. Insiilin molekiilii ile ilgili tiirler ara-
sinda belirlenen farkliliklar A ve B zincirlerinin degisik konumlarindaki amino
asitlerin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu iki zincir birbirinden ayrildi-
ginda, insiilin molekiiliiniin islevsel etkinligi ortadan kalkmaktadir (Guyton AC,
2006).

Pankreasta preproinsiilin ad1 verilen, N terminal amino ucunda salg: kesecik-
lerine gecisini yonlendiren, pre sinyal dizisine sahip, tek zincirli, inaktif bir 6nciil

1

Dr. Ogr. Uyesi, KTO Karatay Universitesi, kamile_yucel@hotmail.com
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olarak sentezlenir. Proinsiilin olusturmak iizere kismi proteolizle ERda pargalanir
ve pankreasin [ hiicrelerindeki salg: graniillerinde depolanir. Kan glikozu, insiilin
salgilanmasini tetikleyecek seviyeye yiikseldiginde, proinsiilinin yapisindaki iki
peptit baginin golgide koparilmasiyla aktif insiilin olusturulur. Insiilinin plazma-
daki yar1 6mrii 3-5 dakika kadar oldugundan hemen plazmadan temizlenir (¢o-
gunlukla karaciger olmak iizere bobrek ve plasenta tarafindan). Insan pankreast
40-50 tinite insiilin salgilamakta olup bu da bezde depolanmis hormonun %15-
20’sini temsil eder.

Insiilin sentezini ve salinimini en giiglii fizyolojik uyaran plazma glikoz kon-
santrasyonunun artmasidir. Insiilin salinimi igin esik deger yaklasik 80 mg/dLdir.
Insiilin salinirken yeni insiilin molekiillerinin sentezi de uyarilir. Bu sekilde sal-
gilama kan glikoz diizeyi diisene kadar devam eder. En yiiksek insiilin seviyele-
rine karbonhidrattan zengin bir yemekten yaklasik 30-45 dakika sonra ulagilir.
Bu diizeyler yemekten yaklagik 120 dakika sonra, kan glikoz konsantrasyonunun
diismesi ile birlikte bazal seviyelere geri doner. Kan glikozu yiikseldiginde glikoz
transporter 2 (GLUT 2) tastyicilar: glikozu pankreas B hiicrelerine tasir ve glikoz
burada hemen heksokinaz tarafindan glikoz-6-fosfata gevrilerek glikolize girer.
Glikoz katabolizmasinin hizi arttiginda ATP artarak hiicre zarindaki ATP-kapili
K* kanallarinin kapanmasina sebep olur. K* ¢ikisinin azalmasi zarda depolarizas-
yona neden olur. Bu da voltaj-kapili Ca* kanallarini agar ve sitozolde meydana
gelen Ca* artis1 ekzositoz yoluyla insiilin salgilanmasini tetikler ($ekil 1). Para-
sempatik ve sempatik sinir sistemi uyarilar1 da insiilin salinimini etkiler (Tip 2
diabetes mellitus tedavisinde kullanilan siilfoniliire grubu ilaglar, K* kanallarinin
kapanmasini ve insiilin salgilanmasini uyarir).

"‘ Glukoz ‘t Insilin
@ g D o
o @y
O D,
GLUT 2 S” O
Ghakoz f f
O (=)
oo ete
Glikokinaz - -
ogo
Glikoz-6-fosfat
Oksidasyon I
4 atp
Ca**
" K ' f
[ e, — Depolarizasyon[ ]1 }
ATP + K+ kanah ° Ca‘; kanah
(kapak) (acik)

Sekil 1. Pankreastan insiilin salgilanmasinin glikoz ile uyarilmasi (Betacell Bilogy,
2004)
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Insiilin salgilanmasini glikoz, arginin ve 16sin gibi monomerler ve ¢esitli hor-
monlar diizenlemektedir. Bununla birlikte proteinden zengin bir yemek sonrasin-
da salinan insiilin miktar1 karbonhidrattan zengin bir yemek tarafindan salinan-
dan ¢ok daha diisiiktiir. Yemek yenilmesinden sonra salinan bagirsak hormonlar:
olan Gastrik Inhibitér Polipeptit (GIP) ve Glukagon Benzeri Peptit 1 (GLP-1) de
insiilin salinmasinin baslamasina yardim ederler. Aclik, stres, travma ve asir1 eg-
zersize yanit olarak salgilanan adrenalin, insiilin salinimini azaltir. Adrenalin sa-
linimi enerji kullanildigini bildirir ve insiilin enerji depolanmasini uyardig igin
daha az miktarda insiilin salgisina ihtiya¢ olduguna isaret eder. Bityime hormo-
nu, kortizol, dstrojenler ve progestinlerin yiiksek diizeylerine uzun siire maruz
kalma insiilin salgilanmasini arttirir. Gebeligin son evrelerinde insiilin salgilan-
masinda ortaya ¢ikan artisin sebebi de budur (Pacini G, 2017).

insiilinin Etki Mekanizmasi

Insiilin hiicre i¢ine giremez, ancak plazma zar1 reseptoriinden sitozoldeki in-
stilin duyarli enzimlere ve belirli genlerin ifadesini uyardigi ¢ekirdege uzanan gok
dall1 bir yolak boyunca giden bir sinyal baslatir. Insiilinin etkilerini olugturan in-
stilin degil, aktiflesmis reseptoriidiir. Hormonun ilk mesaji aktive edilmis reseptor
ve ikinci haberci tarafindan hiicre i¢i enzimlere aktarilir.

Insiilin reseptorii, ‘Biiyiime Faktorii Reseptor Ailesi’ iiyesidir. Siirekli yapi-
lip yikilmaktadur. Insiilin reseptériiniin iki alt iinitesi bulunmaktadir: Tamamen
ekstraseliiler olan ve yapisinda sisteinden zengin bolgeler bulunan a alt {initesine
insiilin baglanir ve daha biiytiktiir. Transmembran proteini olarak islev goren ve
sinyal iletiminden sorumlu olan B-alt iinitesinin sitozoldeki kismi, ATPden belirli
hedef proteinlere bir fosfat grubu aktarilmasini saglayan tirozin kinaz aktivitesine
ve otofosforilasyon noktasina sahiptir (Sekil 2). f subunit ile a subunit disiilfit
bagi ile baglidirlar. Insiilin, kendi reseptorlerinin yani sira daha diisiik diizeylerde
somatomedinler ve insiilin benzeri bazi bityime faktorlerine ait reseptorlere de
baglanabilmektedir (Hubbard SR, 2007).
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Insiilin '
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Sekil 2. Insiilin reseptdriiniin sematik gériiniimii (Guyton AC, 2006)

Insan viicudunda, bircok hiicrede insiilin reseptorii mevcuttur. Insiilin re-
septorleri instlini hizli, yiiksek ozgiilliikle ve pikomolar diizeyde bile taniyarak
baglarlar. Insiilin reseptor baglantisi sonrasinda B alt birimin otofosforilasyonu,
lokal tirozin kinaz1 aktive eder ve sinyal proteinler uyarilir. Insiilinin belirli genle-
rin ifadelenmesini diizenledigi sinyal yolag, her biri digerinin aktiflesmesine yol
acan bir protein kinazlar kademesinden olusur. Insiilin reseptérii, sinyal protein-
lerinden insiilin reseptor substrat-1 (IRS-1) olarak bilinen bagka bir grup hiicre i¢i
enzimin fosforilasyonuna neden olur ve IRS-1, insiilinin metabolik etkilerinden
sorumlu molekiilleri aktive eder. Bu molekiillerden biri fosfotidlinositol-3-kinaz
(PI-3-kinaz) dir. PI-3-kinazdir en 6nemli gorevi intraseliiler bolimden hiicre za-
rina insiiline bagimh glikoz transportundan sorumlu GLUT-4 translokasyonu-
nu saglamaktir, boylece glikozun hiicre igine alimini artirir. Boylelikle periferik
dokuda insiilin, GLUT-4 araciligiyla glikozun hiicre igine alinip kullanilmasini
saglar (Thong F, 2005).

Insan viicudunda kan glikozunu yiikselten ¢ok sayida hormon ve mekanizma
vardir. Kan glikozunu diistirmek goérevinin ise sadece insiilin hormonuna ait ol-
masi dikkat cekicidir. Agirlikli olarak karbonhidrat metabolizmast {izerine olan
etkileri 6n plana ¢ikan insiilin, organizmada karbonhidrat metabolizmasinin yani
sira diger bazi metabolik olaylar1 da etkilemektedir. Insiilinin etkili oldugu temel
hedef hiicreler kas, karaciger ve adipoz doku hiicreleridir.

Insiilinin karbonhidrat metabolizmasina etkisinin net sonucu kan glikoz dii-
zeyini azaltmaktir. Insiilin saliniminin yetersiz oldugu durumlarda ortaya ¢ikan
hiperglisemi ve glikoziiri bunun en 6nemli kanitidir. Karacigerde insiilin, glu-
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kokinaz, fosfofruktokinaz ve piirivat kinaz gibi anahtar enzimlerin miktarini ve
aktivitesini arttirarak glikolizi ve glikoz titketimini hizlandirmaktadir. Kas ve
karacigerde insiilinin glikojen yapimini uyarici etkisi bulunmaktadir. Yine fos-
foenolpiirivat karboksikinaz (PEPCK) enzimi glikoneogenezde hiz kisitlayici ba-
samag katalizler ve bu enzimin sentezi insiilin tarafindan disiirilir ve glikone-
ogenez azalir. Kan glikoz konsantrasyonu azaldiginda, insiilin salgis1 da azalir ve
karaciger depoladig: glikojeni glikoza gevirip kana verir. Béylece kan glikoz kon-
santrasyonunun normal sinirlar icerisinde tutulmas: saglanir (Litwack G, 2006).

Protein metabolizmas: iizerine anabolik etkili olan insiilin, protein sentezini
uyarmakta ve protein yitkimini baskilamaktadir. Insiilin ile amino asitlerin hiicre
igine ozellikle kaslara taginmasi kolaylagsmakta, karaciger, iskelet ve kalp kasinda
protein sentezi diizenlenmekte, RNA ve DNA sentezi de artmaktadir.

Lipogenik bir hormon olan insiilin, karaciger ve adipoz dokuda epinefrin ve
glukagon gibi lipolitik hormonlarin etkisi ile artan doku cAMP diizeylerini baski-
layarak ve hormona duyarli lipazin aktivitesini azaltarak lipolizi engellemektedir.
Lipolizin engellenmesine bagli olarak dolasima saliverilen serbest yag asitleri ve
gliserol miktar1 azalmaktadur. Insiilin dokularinin ¢ogu tarafindan glikoz tiiketi-
mini artirdigindan yag kullanimini azaltici etki sergilemektedir. Ayrica karaciger
hiicrelerinin igine, tiiketebileceginden veya glikojen halinde depo edebilecegin-
den fazla glikoz girdiginde, insiilin bu fazla glikozun yag asitlerine dontisiimiini
hizlandirir. Bu yag asitleri daha sonra triagilgliserol halinde paketlenir ve kan yo-
luyla yag dokusuna taginarak depolanir. Ozet olarak insiilinin etkisiyle kan gliko-
zunun fazlasi iki depo formuna cevrilir: glikojen ve triagilgliserol.

INSULIN DIiRENCIi NEDIR?

Dolasimda normal konsantrasyonda bulunan veya ekzojen verilen insiiline
kars1 azalmig biyolojik yanit olarak tanimlanir. Daha genel bir ifade ile ‘hiicrele-
rin insiiline karg1 duyarsizlasmast’ olarak tanimlanabilir. Insiilin iiretilmektedir
fakat insiilin-yanit sisteminin bazi 6zellikleri bozulmustur. Siirekli vidalanan bir
vida yuvasinin yalama olmasi gibi, hiicreler de siirekli ve yiiksek miktarda insiilin
uyarisina maruz kalinca insiiline cevap vermemeye baslarlar (Garbossa SG, 2017,
Kasuga M, 2006).

Viicudumuzun en 6nemli enerji kaynag: olan glikozun, kullanilabilmesi igin
insiilin hormonu araciligiyla hiicrelerin igine girmesi gerekmektedir. Insiilin, bu
diizenlemeyi yaparken hedef hiicrelerin plazma membraninda bulunan, yiiksek
afiniteli, transmembran glikoprotein yapidaki 6zel “insiilin reseptorii’ne baglanir
ve aktive olur. Bu reseptorde insiiline kars1 bir duyarsizlik gelisirse, insiilin sinyal
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yolunda yetersizlik olursa, iskelet kasi, kalp kas1 ve adipoz dokuda GLUT-4 izofor-
munda defekt olursa veya baska nedenlerle (gen mutasyonu vs) insiilin reseptére
baglanamazsa, glikozun dokulara alinarak kullanilmasi zorlagir. Gen mutasyonu
agisindan GLUT-4 ve glikojen sentazi kodlayan genler ile birlikte diger potansiyel
aday genlerde ¢ok az mutasyon tanimlanmustir (Thong F 2005, Gutch M, 2015).

Saglikli insanlarda metabolizma, glikozu 1 {inite insiilin ile kontrol altinda tu-
tabiliyorken, insiilin direnci olan insanlarda viicut 2-3 iinite insiilin salgilayarak
glikozu kontrol etmeye ¢alisir. Insiilin duyarliligindaki azalma, glikoz kullanimini
ve depolanmasini bozar, kan glikozu artar. Pankreas kandaki glikoz artinca daha
fazla insilin salgilar. Amag glikozu hiicre icine sokup kan sekerini asagi cekmek-
tir. Fakat diren¢ baglamigsa sonug hiicreye giremeyen glikoz ve onu hiicreye sok-
maya ¢aligan ama bagaramayan insiilin fazlalig1 olarak karsimiza ¢ikar. Peki kanda
dolagan bunca glikoz ne olacak? Insiilin hormonu glikozu hiicreye sokamayinca
yag olarak depolamaya baslar ve bireylerin viicut yaglanmasi da artar. Bu yaglar
ozellikle bel ve gobek ¢evresinde depolanir. Kanda giderek yiikselen glikoz ise,
endotel fonksiyonunu bozarak, tip 2 diyabet yiiksek tansiyon, Alzheimer ve kar-
diyovaskiiler hastaliklara giden yolculugu baslatmistir aslinda. Yine 2015 yilinda
yapilan bir arastirma insiilin direnci ve Alzheimer arasindaki giiglii iliskiye dikkat
cekmistir (Willette AA, 2015).

Hedef dokularda insiilin veya reseptor kusuru karbonhidrat, lipit ve protein
metabolizmasinda anormalliklere yol agmaktadir. Yine artan glikoz, hiicre dis1
sivilara biiytik ozmotik basing uygular ve glikoz konsantrasyonu ¢ok biiyiik dii-
zeylere ¢ikacak olursa bu dehidratasyona neden olabilir. Kan glikoz diizeyinin
artan derecede yiikselmesi glikozun idrarla atilmasina sebep olur. Idrarla glikoz
kayb1 bobreklerde ozmotik diiirez yaparken, viicut sivi-elektrolit dengesini de bo-
zar. Glikoz diizeyindeki uzun siireli ytikselme, endotel basta olmak iizere birgok
dokuda hasara yol agabilir.

INSULIN DIiRENCi MOLEKULER MEKANIZMASI

Direncin molekiiler mekanizmasi hakkinda net bilgilerimiz sinirli olsa da in-
stilin direnci temel olarak reseptor bozuklugundan cok, post reseptor sinyal yol-
larindaki aksakliklardan kaynaklanmaktadir. Post reseptor instilin direnci, sinyal
iletim bozukluklary, iskelet kasi, kalp kasi ve adipoz dokuda GLUT-4 izoformun-
daki mutasyonlar sebebiyle ortaya ¢ikmaktadir. Boylelikle insiilin hormonu, re-
septoriine baglanmasina ragmen, reseptor sonrasi mekanizmalardaki aksaklik se-
bebi ile etkisini gosterememektedir. Insiilin sinyalizasyon sisteminin baglatilmasi
kadar durdurulmasi da 6nemli bir basamaktir. Inhibisyon, fosfatazlar araciligtyla
saglanabildigi gibi, serin/treonin fosforilasyonunun aktivasyonu ile de olusabil-
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mektedir. Inhibisyonda meydana gelen aksakliklar da insiilin direncine yol aga-
bilmektedir (Richter EA, 2013).

Insiilin direncinin altta yatan en 6énemli mekanizmalarindan biri de serbest
yag asitlerinin fazla miktarda olmasi ve bu nedenle IRS-1 sinyal iletiminin baski-
lanmasidir. Son yillardaki ¢alismalarla, yag asitlerinin IRS-1"in tirozin fosforilas-
yonunu bozdugu gosterilmistir. $ismanlik, akromegali gibi plazma insiilin diize-
yinin arttig1 tablolarda insiilin reseptoriiniin sayisinin azaldig1 ve hedef dokular
insiiline kars1 daha az duyarli hale geldigi gosterilmistir.

Insiilin reseptor gen mutasyonlari, reseptr izoform aktivite farkliliklart insii-
lin direnci patogenezinde rol alabilmektedir. Insiilin reseptériinde ¢ok sayida mu-
tasyon belirlenmistir. Cok nadir olan ve genellikle sadece tek bir hastada veya tek
bir ailede goriilen bu mutasyonlarda agir1 insiilin direnci goriilmektedir (Richter
EA, 2013, Bach D, 2005).

Insiilin direncini degerlendirmede D vitamini goz ardi etmemekte fayda var-
dir. D vitamini, dokularin insiiline kars1 olan direncini azaltir, boylece insiilin di-
renci nedeniyle glikozuna artisa baglh olarak artan insiilin salinimini azaltmakta
ve dokularin insiilin duyarliligini artirmaktadir. D vitamini yetersizliginin insiilin
direnci ve { hiicre islev bozuklugu ile olan iliskisi ¢caligmalarla da desteklenmigtir
(Cefalo CMA, 2018, Dutta D, 2014, Leung PS, 2016).

Epinefrin, sempatik sinir sisteminin uyarildigi stres durumlarinda plazma gli-
koz konsantrasyonunun yiikseltiimesinde 6nem tagir. Epinefrin, diger hormon-
lardan farkli olarak ayn1 anda hormon duyarli lipazi aktive ederek, plazma yag asi-
di konsantrasyonunu da artirir. Epinefrinin, insiilinin reseptoriine baglanmasini,
GLUT-4 translokasyonunu ve IRS-1 aktivitelerini inhibe ederek periferik insiilin
direncine neden oldugu gosterilmistir (Richter EA, 2013).

Glikoz ve lipit metabolizmasinin kontroliinde fonksiyonu bulunan krom, in-
stilinin etkisini giiclendirmektedir. Krom yetmezligine bagl olarak insiiline di-
reng gelisebilmekte ve insiilin, krom olmadan glikoz diizenleyicisi olarak etkisiz
kalmaktadir.

Periferik insiilin direncinin olusum mekanizmalar1 ve fizyopatolojisi hakkin-
da halen bilgilerimiz yeterli degildir ve bu konuda ¢aligmalar devam etmektedir.
Yeni aday molekiillerin bulunmasi sadece fizyolojiyi anlamada degil, ileride yeni
tedavi hedefleri belirlemede de 6nemlidir. Son zamanlarda “tumor necrosis fac-
tor a” (TNF-a), anjiyotensinojen, plazminojen aktivasyon inhibitorii-1, leptin ve
kompleman gibi peptit mediyatorler ile insiilin direnci arasinda iliski oldugunu
gosteren ¢alismalarin sayisi artmaktadir (Bach D, 2005).
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INSULIN DIRENCININ NEDENLERI

Insiilin direncinin patogenezi halen tam olarak aydinlatilamamigti. WHO,
ailede tip 2 diyabet oykiisii, polikistik over sendromu (PKOS), hipertansiyon ve
koroner kalp hastaligi bulunmasinin 6énemli risk faktorleri arasinda oldugunu
vurgulanmaktadir. Obezite, yiiksek triacilgliserol diizeyleri, D vitamini eksikligi,
sedanter yasam tarzi, uyku problemleri, genetik faktorler, hormonlar, steroid ilag
kullanimz, artan yas ve sigara da insiilin direncine neden olabilir. Yine viicut kiitle
indeksi 25 kg/m*nin iizerinde olan, bel ¢evresi kadinlarda 88 cm, erkeklerde 102
cmiden fazla olan kisilerde insiilin direnci mutlaka arastirilmalidir (Szosland K,
2016, WHO, 2008).

Bel ¢evresinin kalinlasmasi basta olmak iizere, obezite ile insiilin direnci ara-
sinda giiglii bir iligki bulunmaktadir. Viicuttaki yag oraninin artmast insiilin di-
rencine, insiilin direnci de viicutta yag oraninin artmasina ve obeziteye sebep
olur. Adipoz doku sadece triagilgliserol igin basit bir depo gérevi gérmez, ayni za-
manda bir¢ok hormon, sitokinler ve biiytime faktorleri salgilayan aktif bir endok-
rin organdir. Salgilanan maddeler arasinda, leptin, adiponektin, rezistin, TNF-a
sayilabilir. Adipoz dokudan salinan bu maddeler enerji metabolizmasini ve insii-
lin duyarliligini etkiler. Son zamanlarda insanlardaki insiilin direncinde adipoz
dokunun ¢ok 6nemli oldugu konusu iizerinde fazlaca durulmaktadir.

Hareketsiz bir yasam insiilin direnci ve obeziteye davetiye ¢ikarmak demektir.
Viicuttaki glikozun biiyiik kismi kas hiicreleri tarafindan kullanilmaktadir. Kas,
once depoladig glikozu kullanir, sonra kan glikozunu depolamada kullanir ve
boylece kan glikozunun normal sinirlar igerisinde kalmasini saglar. Egzersizden
sonra kaslar gii¢lenir, kan glikoz seviyesinin kontrolii kolaylasir, insiiline duyar-
lilik artar ve insiiline karsi kolay kolay diren¢ gelismez. Hatta egzersiz, kaslarin
instline ihtiyag¢ duymadan daha fazla glikoz kullanmasina yardimei olur.

Insiilin direnci nedenleri arasinda genetik faktorleri de hesaba katmak gerek-
mektedir. Insiilin hormonunun sentez ve saliniminda meydana gelen aksakliklar,
insiilin reseptér mutasyonlari, reseptor sonrasi sinyal yolaklarindaki proteinlerin
bozukluklar: genetik sebepleri diisiindiirmelidir. Ayrica insiilin hormonuna kars1
gelisen antikorlar da insiilin direnci gelisiminde etkin rol oynamaktadur.

Yine ileri yasla birlikte insiilin sekresyonunda azalma olmasi ve/veya dokula-
rin insiiline yanitinin azalmasi, endotel fonksiyonundaki degisim sonucu glikoz
homeostazinda bozulma goriilmektedir.
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INSULIN DIiRENCI BELIRTILERI

Bir oturusta koca bir tabak baklava yiyenlerden misiniz???

Insiilin direncinin belirtileri, ortaya ¢ikardigi sorunlar hastaligin agamalarina
gore degisiklik gosterir ve insiilin direnci olan kisiler genellikle kilo almaya yat-
kindir. Tatl krizleri veya karbonhidrath gidalara, diiskiinliik, durup durup acik-
ma, ge¢ doyma, bel bolgesinde kalinlagma kilo kontroliinde giigliik en agik belir-
tileridir. Yemek yenilmezse kiside el-ayak ¢ekilmesi, el titremesi, fenalik-bayginlik
hissi ve soguk terleme gibi reaktif hipoglisemi belirtileri de insiilin direnciyle be-
raber goriilen glikoz ve insiilin degerlerinde dalgalanmanin sonucudur. Bunun
disinda karacigerde yaglanma, koltuk alti, kasik, boyun bélgelerinde esmerlesme
(akantozis nigrikans), kadinlarda adet diizensizlikleri, titylenme varsa insiilin di-
rencinden siiphelenmek gerekir.

Kilo problemi var ve bu kilolar 6zellikle bel ve gobek ¢evresinde toplaniyor-
sa, kolay kilo aliyor fakat zor veriyorsaniz, viicudunuz adeta kilo vermemek igin
direniyorsa, sik sik acikiyor ve agliga tahammiiliiniiz yoksa, yemek sonras1 uyku-
nuz geliyorsa, caniniz hep tatli unlu gidalar gekiyorsa insiilin direnci belirtileriniz
baslamistir.

Insiilin direncinin bir bagka boyutu da hipoglisemi ataklaridir. Bu atak sirasin-
da eliniz ayaginiz kesilir, gozleriniz kararir, soguk soguk terlersiniz ve bayginlik
hissi baglar. Viicut 8-10 saat aglikta bile kan sekerini diizenleyebilecek sekilde ¢a-
lisir ama sistem bozulunca viicut kan sekerini dengelemekte zorlanmaya baslar.
Sistem bir kere bozulmugsa agliga dayanamaz hale gelirsiniz.

PKOS son yillarda kadinlarin korkulu riiyas: haline gelen, genellikle peripu-
bertal donemden itibaren baslayan menstriiel diizensizlikler, hiperandrojenizm
bulgular1 (hirsutizm, inat¢1 akne, ciltte yaglanma), kilo problemi gibi belirtiler-
le ortaya ¢ikan hormonal bir problemdir. Sendromun prevalansi yaklagik %6-8
olarak bildirilmektedir. PKOS olan kadinlar hamile kalmakta zorlanir ve hamile
kalsalar bile hamilelikleri diisiikle sonlanir. Insiilin direnci ile birlikte hormonal
dengenin bozulmasi kadinlik hormonunun diisiisiine erkeklik hormonunun arti-
sina yol agabilir. Ayrica, LH diizeylerinde ve LH/FSH oraninda artis olabilir. Hor-
monal dengenin bu yonde bozulmasi PKOStan kisirliga kadar pek ¢ok probleme
yol acabilir. Cocuk sahibi olamayan kadinlarin pek ¢ogu bu sorunun arkasinda
PKOS oldugunun farkinda bile degildir. Kadinlarin yagamini kabusa ¢eviren bu
problemin, yaklagik %25-60 olguda insiilin yiiksekligi ve insiilin direnci problemi
ile yakin iliskilidir. PKOS’ta tan1 almamais diyabet siklig1 %10dur (Hart R, 2015,
Legro RS, 2013). Bu nedenlerle PKOS tip 2 diyabet gelisimi igin bagimsiz bir risk
faktorii olarak kabul edilmektedir ve PKOS’lu hastalar insiilin direnci ve diyabet
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yoniinden degerlendirilmelidir. PKOS'u tetikleyen faktor insiilin direncidir, bes-
lenme yanliglaridir. Beslenme modeli diizelmeden PKOS tedavi edilemez.

INSULIN DIiRENCI NASIL TESHIS EDILIR?

Insiilin direnci 6l¢timii igin altin standart ‘hiperinsiilinemik églisemik klemp’
metodudur. Testin temel prensibi hiperinsiilinemik bir ortam olusturup, serum
glikozunu sabit tutmak i¢in sabit insiilin infiizyonu ve degisken glikoz infiizyon
hizlarini kullanir ve bu ortamda glikoz diizeyini normal aralikta tutmak igin veri-
len glikozun, kullanilma hizini belirlemeye dayanir. Bu metodun pahali ve invaziv
olmast pratikte kullanimini zorlastirmaktadir. Alternatif olarak, HOMA-IR (Ho-
meostasis Model Assessment of Insulin Resistance)’ metodu basitlestirilmis ve sik
kullanilan yontemdir. Bu test insiilin direncinin olup olmadigini ve bu direncin
seviyesini gosterir. Bu metot aglik kan glikozu ve instilin degerleri ile hesaplama
yapilmasi esasina dayanir. 10-12 saatlik agliktan sonra alinan kan 6rneginde kan
glikozu (mg/dL) ve aglik insiilin (uIU/mL) seviyesi 6lgiiliir. Sonra da bu iki deger
birbiri ile ¢arpilarak, 405’ e boliiniir. Cikan sonug 2.5 mg/dL ve tizerinde ise, kisi-
de instilin direnci var demektir (Deugarte CM, 2005, Gayoso-Diz P, 2013).

HOMA IR= Fasting insiilin (upIU/mL) x Fasting glucose (mg/dL)/ 405

HOMA-IR indeksinin degeri insiilin direnciyle dogru orantilidir ve bu rakam
ne kadar yiiksekse direng de o kadar fazladir. Ornegin kan glikozunuzun 85 ve ag-
lik insiilin degerinizin 14 oldugunu varsayarsak; 85x14=1190 ¢ikacak ve bu degeri
405% boldiigiiniizde 2.93 HOMA indeksiniz olacaktir.

Insiilin direnci ile iligkili metabolik durumun degerlendirilmesinde, aglik ve
tokluk kan sekeri, HbA1lc degerleri bakilmalidir. Gerekli durumlarda seker ytik-
leme testi (oral glikoz tolerans testi) yapilabilir.

INSULIN DIiRENCI NASIL KIRILIR?

Tek amag hastalik i¢in ila¢ vermek olmamali!!!

Instilin direnci ve diyabet tedavisinde egzersiz, beslenme ve ilag tedavisinin
planlanmasi ¢ok 6nemlidir. Caligmalar diyette kisitlama, diizenli egzersiz ve in-
stilin duyarliligini ya da tiretimini iyilestiren ilaglarin insiilin direnci ve diyabet-
te kisinin saglik durumunu diizelten 3 faktor arasinda oldugunu géstermektedir.
Ancak ilerlemis evrelerde kan glikozunu dengede tutmak i¢in insiilin kullanimi
gereklidir. Sporla insiilini harcamak ve insiilin {ireten gidalardan uzak durmak en
temel amacimiz olmali. Diizenli bir beslenme programi ve dozu giderek artirilan
stirdiiriilebilir bir spor programu ile insiilin direnci kirilir. Hastalara porsiyonlarin
azaltilmas, kalorisi diisiik, ancak posa igerigi yiiksek, tok tutan, probiyotikli gida-
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larin tiiketilmesi (ev yapimi yogurt kefir, tursu, sirke, peynir vs) bunlarin aksine
karbonhidratlar, islenmis basit sekerler ve glisemik indeksi yiiksek besinlerden
(piring, patates, beyaz ekmek, hazir meyve sulari, serbetli tatlilar vs) uzak durma-
lar1 6nerilmelidir. Insiilin direncinin kirilmast i¢in bahsedilen énlemlerin yagam
tarzi haline getirilmesi gerekmektedir ve bu hastalar diyabet, metabolik sendrom
ve kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan yakin takip edilmelidir. Dengeli bir bes-
lenmenin sirr1 saglikli yaglardan geger. Ciinkii saglikli yaglar tok tutar, kan gliko-
zunuzu dengeler ve kilo vermenizi saglar ve insiilin direnciyle savasir.

Modern ¢agin beslenme modelinde i¢i seker dolu gazl igecekler, tatlilar, ¢i-
kolatalar, ekmek, makarna varken insiilin direncini kirmak hayli zor. Siirekli bir
seker bombardimani ile karsi karsiyayiz. Yiizyillar boyunca saglikli yaglarla besle-
nen insanoglunun su an diyetini bu sagliksiz gidalar siislemektedir. “Tatliyla aram
yok neden insiilin direnci yastyorum’ diyorsaniz yediginiz ekmegin de glisemik
indeksi yiiksek bir besin oldugunu ve kan sekerinizi diger tatlilar gibi etkileyebi-
lecegini unutmayin. Bir yiyecegin glisemik indeksi ne kadar yiiksekse, bu yiyecek
kan sekerini o kadar hizl ytikseltir. Mesela etin, yumurtanin, tereyaginin, salata-
ligin glisemik indeksi ¢ok diistiktiir.

Seker ve karbonhidrat zengini bir diyet, bagirsak floramiz1 bozar. Endiistriyel
olarak tiretilmis, i¢cinde bol katki maddesi bulunan yiyecekler, gelisigiizel alinan
antibiyotikler de bu siirecin gelisimini hizlandirir. bagirsak florasindaki bu degi-
sikligin, yani probiyotik kaybinin depresyondan kansere kadar pek ¢ok hastaliga
zemin hazirladig1 bir gercektir. Viicudunuzdaki probiyotiklerinizi kaybetmeniz
insiilin direnci gelisim riskinizi de artiriyor. Tip 2 diyabetli hastalarla normal sag-
likl1 grubun bagirsak florasini karsilastiran bir arastirma, her iki gurubun barsak
florasinin birbirinden farkli oldugunu bulmustur (Qin J, 2012).

Giincel ¢aligmalarda glikoz, fruktoz, misir suruplarini igeren gidalarin fazla
miktarda tiiketilmesinin insiilin direnci gelisimini hizlandirdigy, kilo kaybinin in-
stilin direncini azaltabildigi, tip 2 diyabetin dnlenebilecegi veya geciktirilebilecegi,
egzersiz yaptiktan sonra kaslarin insiiline karsi daha duyarli oldugu ve insiilin
direncinin tersine gevrilebilecegi vurgulanmaktadir (Stanhope KL, 2015).

Eskiden D vitamininin sadece saglikli kemik gelisimi iizerine etkisinin oldu-
gu digiiniilirdil. Fakat su an tiim yasamsal fonksiyonlarda rol aldigs, eksikligi-
nin kanserden depresyona kadar pek ¢ok hastaliga zemin hazirladig: biliniyor.
2014’te yapilan bir ¢alismada D vitamini eksikliginin pre-diyabet ve tip 2 diyabet
hastas1 olma ihtimalinin arttig1 ortaya konmustur ve D vitamininin, hiicrelerin
insiilin hassasiyetini %60 oranda arttirdig1 vurgulanmaktadir (Clemente-Postigo
M, 2015, Deluca HF, 2004). Tiim instilin direnci ve pre-diabet hastalarinin tedavi-
sinde D vitamini degeri 6l¢iimii artik altin kural haline getirilmelidir.
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Yine yaslanmay1 hizlandiran, hiicresel faaliyetlerin bozulmasina sebep olan
toksinlere oksidanlara kars1 savunma hattimiz antioksidanlardir. Aldigimiz be-
sinlerin antioksidan degerleri de bizim i¢in énem tagimalidir. Insiilin direncinden
kurtulmada sadece kan glikozunu dengede tutmak degil, serbest radikal hasarini
da 6nlemek 6nemlidir. Hiicreleriniz ne kadar saglikli olursa insiilin direnci ve di-
yabetle o kadar etkin bir sekilde savagirsiniz.

Kan glikozunu dengelemede en 6nemli yardimciniz egzersizdir. Bilimsel aras-
tirmalar egzersizin insilin direncini kirmakta son derece etkili oldugunu gosteri-
yor. Hatta 2013 yilinda yapilan bir calismaya gore egzersiz siiresi arttik¢a hiicrele-
rin insiilin hassasiyeti de dogru oranda artmaktadir (Nelson RK, 2013).

Yine marketten satin aldiginiz ve raf émrii uzun olan hemen hemen tiim yi-
yeceklerin i¢inde pek ¢ok farkli isimde tehlikeli koruyucular bulunmaktadir ve
bunlarin gizli tehlikeleri heniiz agiga ¢tkmamuistir. Bu paketteki gizli tehlikelerden
de uzak durmak gerekmektedir.

Calismalar, egzersiz yaptiktan sonra kaslarin insiiline kars1 daha duyarl oldu-
gunu, insiilin direncini tersine ¢evirdigini ve kan glikoz diizeylerini diistirdiigtini
gostermektedir (Bach D, 2005, Sigal R], 2006). Egzersiz ayrica kaslarin insiiline
ihtiya¢ duymadan daha fazla glikoz emmesine yardimci olur.

Insiilin direnci tedavi siirecinde, direng kirilmaya bagladik¢a hastalar daha az
aciktiklarini, daha az tatli ve karbonhidrat ihtiyaci hissettiklerini, kilo kaybetmeye
basladiklarini, enerjilerinin arttigini fark eder. Insiilin direncini dogal yollardan
kiran ve tedavi eden en basit sey diizenli spor yapmaktir. Ciinkii spor, insiilin du-
yarliligini artirarak insiilin direncinin kirilmasina neden olur.

Insiilin direncinde temel husus, uzun dénem monitorizasyondur ve kan glikoz
seviyelerinin, kan lipit profilinin, gerektigi hallerde glikoz yiikleme testlerinin pe-
riyodik olarak yapilmasi tedavi takibi agisindan 6nemlidir.

Bizleri daha az harekete ve daha fazla karbonhidrat titketmeye iten, ¢agdas
hayatin hediyesi insiilin direncini yenmenin yolu hareket etmekten ve dogru bes-
lenmekten geciyor. Saglikli ve kaliteli bir yasam i¢in yedigimiz gidalar, egzersiz ve
hormonal dengenin bir diizen i¢inde olmast sarttir.

Unutmayalim ki insiilinin yoklugu da ¢oklugu da hastalik...
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TOPLAM ANALITIiK HATA VE OLCUM
BELIRSIZLiGiNiN KLiNiK LABORATUVARLARDA
KULLANIMI

Kiibranur UNAL

GIRIS

Klinik laboratuvar testleri hastaliklarin tani, tedavi ve takibinde ¢ok 6nemli
bir yer tutmaktadir. Bu nedenle klinik laboratuvarlarin miimkiin olan en yiiksek
kalitede hizmet vermesi beklenir. Saglik kuruluslarina bagvuran kisilerin biiytik
bir kismina laboratuvar testi yapilmaktadir. Laboratuvar hatalari; yanlis taniya,
yanlis tedaviye, gecikmis taniya ve zaman kaybina yol actig1 i¢in klinik laboratu-

varlarin uluslararas: standartlarda kaliteli ve dogru sonuglar vermesi hedeflenir
(Howanitz, 2005).

Klinik laboratuvarlarda toplam kalite yonetimi kapsaminda analitik perfor-
mans degerlendirmesi 6nemlidir. Analitik performans degerlendirmesinde Top-
lam Analitik Hata (TAH) ve/veya Olgiim belirsizligi kullanilabilir. TAH bir test
sonucuna yanstyan rastgele ve sistematik hatalarin toplami seklinde ifade edil-
mektedir. Ol¢iim belirsizligi ise elde edilen test sonucunun gergek degerinin bu-
lunabilecegi deger araligin1 tanimlamaktadir (JCGM 100, 2008). Klinik labora-
tuvarlarda verilen hasta test sonuglarinin gercek degeri tam olarak yansitmadig:
ve Olgiilen biiyiikliik i¢in atfedilen yaklasik bir deger oldugu artik bilinmektedir.

Giiniimiizde TAH ve 6l¢iim belirsizliginin analitik kalite hedeflerine uygunlu-
gunun degerlendirilmesinde Toplam Izin Verilebilir Hata (TEa) limitleri ile kar-
silastirilmasi yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. TEa hem kesinlik (rastgele hata)
hem bias (sistematik hata) i¢in tek bir 6lciimde ya da tek bir test sonucunda ka-
bul edilebilir limitleri belirleyen analitik kalite spesifikasyonudur (CLSI C24-A3,
2006). Laboratuvarin her bir test i¢in hesapladigi TAH degerinin kriter olarak ka-
bul edilen TEa degerlerinden diisitk olmasini hedeflenmelidir (Carl&ark., 2012).
Ancak son zamanlarda, Ol¢iim Belirsizliginin uygunlugunun degerlendirilme-
sinde TEa Limitleri ile karsilagtirmanin metodolojik olarak uygun olmadig: ileri

! Uzman Doktor. Ankara Gazi Mustafa Kemal Devlet Hastanesi, Tibbi Biyokimya Laboratuvari, e-mail: dr.

kubranur unal@outlook.com
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siiriilmektedir (Haeckel &ark., 2015a). Ol¢iim Belirsizliginin Analitik Performans
Degerlendirmesinde ‘Izin Verilebilir Ol¢iim Belirsizligi Limitleri’ kullanilmast
konusunda ¢aligmalar giderek artmaktadir (Oosterhuis & Theodorsson, 2016,
Westgard, 2016a).

TAH, laboratuvarin Analitik Performansini degerlendirmek igin giiniimiizde
yaygin olarak kullanilan bir dlgiittiir. Ancak bu kullaniminin yani sira Ol¢iim Be-
lirsizliginin de Analitik Performans Degerlendirmesinde kullanilmas1 konusunda
caligmalar giderek artmaktadir. Bu nedenle hastaliklarin takibinde ¢ok 6nemli bir
yer tutan, tani ve prognoz asamalarinda klinisyene yardimci olan klinik laboratu-
var sonuglarinin Analitik Performans Degerlendirmesinde Ol¢iim Belirsizligi ve
Toplam Analitik Hata limitlerinin kullanim1 incelenmelidir. Bu ¢ercevede Klinik
Laboratuvarlar, Analitik Kalite Yonetimi i¢in oncelikle Analitik Kalite Plan1 olus-
turmali ve bu plani uygun prosediirlerle uygulamalidirlar. Analitik Kalite Plani
agagidaki basamaklardan olusturulabilir (Westgard, 2016b, Burnett, 2013).

ANALITIK KALITE PLANI

Basamak: Analitik Kalite Hedefinin Tanimlanmasi
Basamak: Analitik Performans Ozelliklerinin Hesaplanmasi
Basamak: Analitik Performansin Degerlendirilmesi
Basamak: Analitik Kalitenin Gelistirilmesi

A

Basamak: Analitik Performansinin Belirli Periyotlarda Kontrolii

1.Basamakta yapilan Analitik Kalite Hedeflerini tanimlamas: Analitik Kalite
Yonetiminin baglangicidir. Milan Konsensiisii, Klinik Laboratuvarlarin her analit
i¢in ayr1 Kalite Hedefleri tanimlamalarin1 6nermektedir. Boylece hangi analitin
Analitik Kalite gelistirmesine ihtiyaci oldugu kolayca tespit edilebilir (Sciacovel-
li&ark., 2004).

2.Basamakta Analitik Kalite Hedefine uygun Performans Ozelliklerinin he-
saplanmasinda Olgiim Kavramlar1 kullanilmaktadir. Ol¢iim Kavramlarindan,
kesinligin (prezisyonun) belirlenmesinde genellikle i kalite kontrol verileri, ger-
cekligin (trueness) belirlenmesinde ise genellikle dis kalite programlarindan elde
edilen veriler kullanilmaktadir. TAH, bu iki bileseni tek bir ifade de birlestirerek
performans karakteristigini olusturmaktadir. Bu sayede tek bir ifade ile analitik
kalite degerlendirilmesi saglanabilmektedir. Olgiim Belirsizligi ise kesinlik ve ger-
ceklik icin ayr1 ayr1 degerlendirme yapar.

3.Basamakta sonuglar belirlenen analitik kalite hedefi ile karsilastirarak ana-
litik performans degerlendirilmesi yapilir. Bu degerlendirmedeki performans
karakteristikleri ve belirlenen analitik kalite hedefinin metodolojik uyumu ¢ok
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onemlidir. TAH degerlendirmesi analitik kalite hedefi olan TEa ile yapilmalidir.
Olgiim Belirsizliginin ise Ol¢iim Belirsizliginin Izin Verilebilir Limitleri ile deger-
lendirilmesi 6nerisi yayginlasmaktadir.

4.Basamakta analitik kalite hedeflerine gore kalitenin gelistirilmesi gerekmek-
tedir.

5.Basamakta ise belirli periyotlarda analitik kalitenin kontroli ve gelisiminin
denetlenmesi gerekmektedir.

TOTAL ANALITIK HATA

Toplam analitik hata (TAH); rastlantisal hata ve sistematik hatanin lineer
toplamudir (EP21, 2016). Rastlantisal hata negatif veya pozitif olabilir, yonii ve
buytikligii 6nceden tahmin edilemez. Sistematik hata ise analiz sonucunu sabit
ve belirli diizeyde degistiren, nedeni belirlenebilen ve 6l¢tilebilen kesin degerlere
sahip hatalardir, daima tek yonde olur ve analiz sonucunun dogrulugunu etkiler.
Rastlantisal hata tahmini i¢in ig kalite kontrol uygulamalarindan elde edilen Var-
yasyon Katsayisi (Coeflicient of Variation, %CV) kullanilir. Sistematik Hatanin
tahmini ise dis kalite kontrol uygulamalarindan elde edilen Bias (Sapma) ile de-
gerlendirilir. Diger bir anlamda i¢ kalite kontrol uygulamalari ile él¢iimiin rast-
lantisal hatasi, dis kalite kontrol uygulamalari ile sistematik hatasi tespit edilebilir.

TAH; Westgard ve arkadaslar1 tarafindan TAH=%Bias+ (Z x%CV) olarak
formiile edilmistir (Westgard, 1974). Z degeri Gauss dagilimi1 goz oniine alin-
diginda %95 olasilik diizeyinde tek yonlii olarak 1,65 degerine karsilik gelir
(Biswas&ark.,2015). Total hatanin hesaplanmasinda su formiil kullanilir:

TAH= %Bias+(1.65x%CV)
TAH =Rastlantisal hata + Sistematik hata. TAH bilesenleri $ekil 1'de gosteril-

migtir.

TAH hesaplamasiyla amaglanan TEa sinirlarinin igerisinde kalip kalinmadigi-
n1 degerlendirmek ve gergek degere en yakin sonucu vermektir (ISO 15189, 2012).
Hasta sonuglarinin giivenilirligi ve dogrulugu agisindan TAH'1n TEa’y1 asmamasi
gerekir. Sonug olarak hesaplanan TAH degeri, TEa sinirlari icerisinde ise 6lgiim
sisteminin tanisal yeterliligi iyi anlamina gelir. TAH kavramini iyi kavrayabilmek
i¢in rastlantisal hata ve sistematik hata kavramlarina daha ayrintili bakilabilir.
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Gergek

Ortalama deger

Sistematik Hata
(Bias)

Sekil 1. Total Analitik Hata bilesenlerinin grafik olarak gosterilmesi

SISTEMATIK HATA- %BIAS

Gergeklik (trueness), ok sayida test sonucundan elde edilen ortalama ile kabul
edilmis referans deger arasindaki yakinliktir (ISO 5725, 1994). Sistemik hatalarin
bir 6l¢iisii olarak kullanilir. Sistematik Hata %Bias olarak ifade edilir (EP09-A2,
2002). Bias (Sapma), bir seri tekrar 6l¢iimden elde edilen ortalama degerle kabul
edilen referans deger arasindaki farkliliktir. %Bias, dis kalite degerlendirme prog-
raminda testin kendi sonucunun es grup degerinden farkinin es grup degerine
boliinmesi ile bulunur.

%Bias =[(es grup degeri- Laboratuvar sonucu)/ es grup degeri]*100

RASTLANTISAL HATA-%CV

Kesinlik (presizyon-tekrarlanabilirlik),belirli kosullar altinda ayni parametre-
ye ait bagimsiz tekrarlanan ol¢iimler arasindaki uyusmanin yakinhigidir (JCGM
200, 2012). Rastgele hatanin degerlendirilmesinde kullanilir. Rastlantisal hata
%CYV ile ifade edilebilir (EP05-A3, 2014). %CV, i¢ kalite kontrol verilerinden elde
edilen standart sapmanin aritmetik ortalamaya boéliintip 100 ile ¢arpilmasiyla he-
saplanir. Farkli seviyelere ait i¢ kalite kontrol %CV degerleri ile her seviye i¢in ayr1
TAH hesab1 yapilabilir.

iZiN VERILEN TOPLAM HATA (TEA)

Hem rastgele hata hem sistematik hata icin tek bir dl¢iimle kabul edilebilir
limitleri belirleyen analitik kalite hedefidir (CLSI C24-A3, 2006). TEa, analitin
klinik 6nemine ve klinik deneyimlere, analitin biyolojik degiskenligine, ulasilan
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analitik yetkinlige veya analitik hatalarin diizeyine gore belirlenebilir. Bu bag-
lamda hedef TEa limitleri i¢in farkli 6neriler sunulmustur (RiliBAK, 2015, CLIA,
1992, Ricos & ark., 1999). Bu oneriler {i¢ baslikta siniflandirilabilir: 1. Yayimlan-
mus profesyonel oneriler; 2. CLIA ve RiliBAK gibi érgiitlerin belirledigi degerler;
3. Biyolojik varyasyon (BV) verileri. Laboratuvarlar bu segeneklerden kendilerine
uygun kriteri hedef olarak belirlemelidir. Her bir test icin hesaplanan toplam ha-
talarin, kriter olarak kabul edilen TEa degerlerinden diisiik olmas1 hedeflenme-
lidir (Carl&ark., 2012). Testin klinik yararini ortadan kaldirmayacak boyuttaki
hatalar TEa limitini asmadig1 kabul edilir.

Ulkemizde bu konu ile alakali olarak 2016 yilinda yiiriirliige giren Izin Veri-
len Toplam Analitik Hata genelgesi yayinlanmustir (T.C Saglik Bakanligi, 2016a).
Genelge, uygulamaya yonelik 6zet bir bilgilendirme ve ilgili 15 parametre igin
% TEa ve izin verilen en yiiksek % CV degerlerini icermektedir. Genelgeye gore
TAH'nin TEa Limitlerine uygunlugunun degerlendirilmesinden énce 6ncelikli
olarak %CV’ye gore uygunlugun degerlendirmesi gerekmektedir. Boylelikle bias
ve impresiyonun lineer toplanmasindan kaynaklanan bilgi kayb1 6nlenebilir. Ge-
nelgede sinirlar diginda ¢ikan sonuglarin diizeltici 6nleyici faaliyetler ile sinirlar
igerisinde ¢ikana kadar ayda bir tekrarlanmasini 6nermektedir.

OLCUM BELIRSIZLIGI
Bir test i¢in yapilan 6l¢iim degeri mutlak degildir ve 6l¢imiin biyiikligiine
bagli olarak tekrarlayan él¢iimler arasinda bir miktar farklilik gozlenebilir. Ol¢iim

belirsizligi, 6l¢iim sonucuna karsilik gelebilecek degerlerin dagilimini karakterize
eden bir parametredir (JCGM 200, 2012).

Bu baglamda Olgiim Belirsizliginin nasil hesaplanmas: gerektigini anlatmak
ve 6l¢im sonuclarinin Uluslararasi karsilagtirilmasina temel olusturmak amaci
Ol¢iim Belirsizligi rehberi “Guide to Expression of Uncertainty in Measurement
(GUM)” hazirlanmigtir (JCGM 100 , 2008). GUM pek ¢ok iilkede genis kabul
gormiis ve Ulusal Standart Laboratuvarlar1 Konferansi (NCLS) GUM’u temel ala-
rak 6l¢iim belirsizliklerinin saptanmasi ve raporlanmasini konu alan pratik yakla-
simlar1 iceren bir metni (RP-12) yaymlamustir. Tibbi laboratuvarlarin kalitelerinin
arttirilmast i¢in gelistirilmis olan ISO 15189 kalite standardizasyon dokiimaninda
laboratuvarlardan her bir 6l¢iim prosediiriine ait 6l¢tiim belirsizliginin tespiti i¢in
tanimli bir yonteminin olmasini, performans kriterlerinin belirlenmesini ve 6l-
¢iim belirsizligi verilerinin diizenli olarak gozden gegirilmesini istemektedir (ISO
15189, 2012). Ol¢iim belirsizligi 6l¢iim sonucunun kalitesinin ve giivenirliginin
bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu sebeple 6l¢tim belirsizligi kavrami ka-
lite gereklilikleri g6z 6niine alindiginda tibbi laboratuvarlar i¢in 6nem kazanmak-
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tadir. T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan yayimlanan “Saglikta Kalite Standartlar:
(SKS) - Hastane” dokiimaninda, “6l¢iim belirsizligi sonuglarin degerlendirilmesi,
o6l¢iim sonuglarina gore karar verilmesi, 6l¢iim sonuglarinin karsilastirilmasi, li-
mit degerlere gére uygunlugunun belirlenmesi ve testi yapan laboratuvarin per-
formansinin ortaya konulmasi amaciyla degerlendirilmelidir” ifadesi opsiyonel
olarak yer almaktadir (T.C Saglik Bakanligi, 2016b). Ulkemizde su an her test i¢in
6l¢tim belirsizligi hesaplamasi Saglik Bakanliginca zorunlu tutulmamakla beraber
goniilliiliik esasina dayanan akreditasyon siirecinde bu madde 6nem tagimaktadir
(TURKAK, 2016).

Klinik laboratuvarlar tarafindan 6l¢tim belirsizligi hesaplanarak test sonucu
ile verildiginde, test sonucunun hangi sinirlar iginde yer alabilecegini gosterir. Bir
test sonucunun yanina ol¢iim belirsizliginin gostergesi olarak “ + bir deger” ek-
lenmesi, ilk bakista hekim ve hastalarda bir kafa karisiklig1 yapabilse de 6l¢iim be-
lirsizligi laboratuvarlarin kalitesini ortaya koyan 6nemli bir parametredir (Euroc-
hem/Citac, 2007). Bu cergevede 6l¢iim belirsizligi hesaplamasi tizerinde durmak
yerinde olacaktir.

OLCUM BELIRSIZLiGININ HESAPLANMASI

Ol¢iim belirsizliginin hesaplanmasinda pek ¢ok yéntem ve formiil tanimlan-
mustir. Bu yontemler genel olarak asagidan yukariya ve yukaridan asagiya yaklasi-
mi olmak tizere iki temel yaklasima ayrilabilir (Lee&ark., 2014).

GUM él¢tiim belirsizligi hesaplamasinda asagidan yukariya yaklagimini kulla-
nir. GUM prosediirii sistematik ve rastgele hatayi birbirinden ayr1 degerlendirip
tiim olas1 belirsizlik kaynaklarinin belirlenerek her biri i¢in belirsizlik tahmini
bir Standart Sapma (SD) olarak atfetmektedir (JCGM 100, 2008). Ancak 6l¢iim
belirsizligi olusturan kaynaklarin hepsini belirleme gereksinimi zaman alic1 ve
maliyet gerektirdigi icin, bu yontem anlasilmasi zor ve karmagik bir siire¢ olarak
yorumlanabilmektedir.

Ol¢iim belirsizliginde yukaridan asagiya yaklagim ise, laboratuvar igi ve labo-
ratuvarlar aras tekrar elde edilebilirlik sonuglarindan hesaplanir. Bu yaklagimda,
kullanilan kontrol materyallerinin hasta 6rneklerine benzer sekilde performans
gosterdigi kabul edilir. Bu ydontemin avantaji pratik ve kolay uygulanabilir olusu-
dur. Bu yaklasimin dezavantaji, tiim belirsizlik bilesenlerinin birlesik belirsizlige
katkisinin detayli olarak degerlendirilememesidir (Krouwer, 2003). Ol¢iim Belir-
sizliginin hesaplanmasi konusunda GUM’un belirledigi esaslara gore yayimlanan
rehberler (EUROCHEM, VAM, NAPAAC, AACB, NORDTEST) arasinda belir-
sizlik kaynaklarinin seciminden hesaplama sekline kadar farkliliklar gozlemlen-
mektedir ve bu konu ile ilgili standardizasyon bulunmamaktadir.
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Nordtest (Handbook For Calculation of Measurement Uncertainty in Environ-
mental Laboratories) kilavuzu, 6l¢iim belirsizligi hesabinda yaygin, anlagilabilir
ve pratik bir uygulama sunmaktadir. Kilavuz yukaridan asagiya yaklasimi esasi-
na dayanir, belirsizlik kaynaklarinin belirlenmesi ve sonra tamaminin hesaplanip
birlestirilmesi seklindedir. Ol¢iim belirsizligi bilegenleri Sekil 2'de gosterilmistir.
Nordtest kilavuzuna gore belirsizlik hesaplamasinin 5 asamada nasil yapildigini
ornek olarak gosterebilir (Magnusson&ark., 2012):

1. Kesinlik kaynakli belirsizlik (uRw) hesabi i¢in farkli seviyelerdeki labora-
tuvar i¢ kalite kontrol materyalleri kullanilarak, sonuglarin varyasyon katsayisi
hesaplanir.

uRw=V (1.seviye kontrol %CV>+2.seviye kontrol %CV?)/2

2. Gergeklik kaynakli belirsizligi (u(bias)) hesaplamak i¢in RMS bias ve u(C-
ref) kullanilir. En az alt1 ay dis kalite kontrol verilerinden alinan bias degeri kul-
lanilarak RMS bias hesaplanir. Dis kalite kontrol raporundaki hedef degerinin
belirsizligi u(Cref) i¢in %CV degeri kullanilir.

RMS bias=\"Y" (D1s kalite kontrol bias)*/n
(n= dus kalite kontrol programina katilim ay say1si)
u(Cref)= %CV/ \n.

(n= ayn1 metod ve ayni1 cihazi kullanan laboratuvar sayist)

3. Hesaplanan degerler standart belirsizlige ¢evrilir.

u(bias)= VRMS bias *+u(Cref)?

4. Kombine belirsizlik (uc) degeri hesaplanur:

uc=\u (Rw)>+u (bias)
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5. Kombine standart belirsizligin %95 giiven araliginda ifade edilmesi igin gar-
pim faktori kullanilarak(k degeri: 2) genisletilmis 6l¢tim belirsizligi hesaplanir.

U=2xuc.

Uiy ='\}H(Rw )2 +r.'(fu'a.fl2

Method ve laboratuvar
kaynakh Bias

Laboratuvar ici
tekrarlanabilirlik

Rastgele Hata
Belirsizligi

Sekil 2. Ol¢iim Belirsizligi bilesenleri

Izin Verilebilir Olgiim Belirsizligi Limitleri (Hedef Olgiim Belirsizligi)
Alman Klinik Kimya ve Laboratuvar Tip Dernegi (DGKL) dl¢tim belirsizligi
degerlendirmesinde ‘Ol¢iim Belirsizligi Izin Verilebilir Limitleri (Hedef Ol¢iim

Belirsizligi)’ kullanilmasini 6nermektedir (Haeckel &ark., 2015a). DGKL ¢aligma

grubunun 2015 yilinda sundugu bu 6nerisinin en biiyiik avantajlarindan biri 61-

¢iim belirsizligi bilesenlerinden bias ve impresizyon igin ayr1 ayr1 hedef uygunlu-

gunun degerlendirilebilmesidir.
Olgiim Belirsizligi {zin Verilebilir Limitleri (Hedef Ol¢iim Belirsizligi) hesap-
lamasi ve degerlendirilmesi genel olarak su sekildedir;

1. Referans Aralik Degerlerinin logaritmik doéniisiimiinden CVE (Ampirik Var-
yasyon Katsayisi) elde edilir.

2. Hesaplanan CVE degerlerinden hareketle pCVA (Izin Verilebilir Impresiz-
yon), pBu (izin Verilebilir Bias) ve %pU (Genisletilmis Belirsizlik i¢in Izin
Verilebilir Limit) hesaplanir.

3. Hedef uygunlugunun degerlendirmesinde 6l¢iim belirsizligi bilesenleri Izin
Verilebilir Ol¢tim Belirsizligi limitleri ile kargilagtirilir.
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SONUC

Klinik laboratuvarlarda analitik performans degerlendirilmesinin 6nemi gii-
niimiizde artik daha iyi bilinmektedir. Analitik performans degerlendirmesi i¢in
ic ve dis kalite kontrollerden elde edilen veriler kullanilabilir. I¢ kalite kontrol ile
analitik yontemin tekrarlanabilirligi ve kesinligi giinliik olarak takip edilirken, dis
kalite kontrol ile uzun donem takibi saglanir. Kalite kontrol islemleriyle analitik
kalite hedeflerine ulagilmasi amaglanir. Analitik performansinin degerlendirilme-
sinde klinik laboratuvarlarda TAH uzun zamandir kullanilmaktadir. Rutinde her
laboratuvar kendi testleri i¢cin TAH1 hesaplar ve kabul ettigi analitik kalite hedefi
olan TEa ile kiyaslayarak analitik kalitesini denetler. TAH, analitik performansin
tek bir sayisal ifade ile degerlendirmesine olanak saglayan basit ve pratik bir yon-
temdir. Ancak son yillarda TAHnin teorik temelinin yeterli olmadig1 ve labora-
tuvarlarin analitik performansini tam olarak belirleyemedigine yonelik elestiriler
bulunmaktadir (Panteghini & Sandberg, 2016, Kallner, 2016). Bu sebeple 6l¢iim
belirsizliginin analitik performans degerlendirmesinde TAH1n yerine kullanil-
mast konusunda ¢aligmalar giderek artmaktadir (Haeckel&ark.,2015b, Westgard,
2016a). Bu konu su an klinik laboratuvarlarda analitik kalite konusundaki en si-
cak konulardan biri olarak durmaktadur.

Uluslararas: organizasyonlar, tibbi laboratuvarlarin ¢alistiklar: testlere ait 61-
¢iim belirsizligi hesaplamasinin 6nemini belirtmektedir (Sandberg&ark., 2015).
Ayrica, dogru ve giivenilir test sonuglarinin elde edilmesi igin bir test igin hesapla-
nan belirsizligin 6l¢iim sonucu ile birlikte verilmesi gerektigi de vurgulanmakta-
dir. Ol¢iim Belirsizliginin 6nemi 6zellikle 6l¢iim sonucunu kullanarak tibbi karar
verirken, 6l¢iim sonuglarini karsilastirirken ve limitlere uygunluga karar verirken
daha da artar (Burnett&ark., 2010). Analitik kalite degerlendirmesinde perfor-
mans karakteristigi olarak dl¢iim belirsizliginin secilmesinin en biilyiik avantaji
presizyon ve trueness i¢in ayri1 ayri degerlendirme yaparak, olast hata kaynaklarini
bir neden-sonug iligkisi iginde tespit edilmesine olanak saglamasidir. Ol¢iim be-
lirsizligi ve TAH arasindaki metodolojik farkliliklardan birisi; 6l¢tim belirsizligin-
de “gercek deger” kavrami kullanilmazken TAHda “gercek deger” kavrami kabul
edilir. Ayrica olgiim belirsizligi hesaplamasinda Pisagor Teoremindeki “Kareler
Toplaminin Kare Kokii” metodu kullanilmasi, TAH modelinde ise hata kaynak-
larini lineer olarak toplamasi TAH degerlerinin dl¢iim belirsizligi degerlerinden
daha yiiksek ¢ikmasina neden olmaktadir (Oosterhuis, 2011, Theodorsson&
ark.,2014). Ol¢iim belirsizligi ve TAH hesaplama modellerinin karsilagtirilmast
Sekil 3de gosterilmistir. Ancak 6lgiim belirsizliginin hesaplanmasi konusunda
farkliliklar gozlemlenmektedir ve hesaplama ile ilgili hala bir standardizasyon bu-
lunmamaktadir.

-101 -



Giincel Biyokimya Calismalari 11

% TH

(A)

1.65x % CV % bias

(B) % bias

%Cv/2

Sekil 3. TAH ve Ol¢iim Belirsizligi hesaplama modelleri

TAH ve 6l¢tim belirsizliginin analitik kalite hedeflerine uygunlugunun deger-
lendirilmesinde yaygin olarak TEa limitleri kullanilmaktadir. Ancak TEa hesap-
lanirken farkli veri kaynaklar1 kullanilmasindan (Biyolojik Varyasyon, State of
the art) ve hesaplama yontemlerindeki farkliliklardan dolayz farkl: limit 6nerileri
vardir. Bu sebeple 6l¢iim belirsizligi metodolojisine uygun analitik kalite hedefi
olarak klinik laboratuvarlar i¢in yeni bir analitik kalite spesifikasyonu olan ‘Ol-
¢lim Belirsizligi 1zin Verilebilir Limitleri'nin kullanilmasinin uygunlugu DGKL
tarafindan Milan Konsensiisiinde sunulmugtur.

Klinik laboratuvarlarda analitik performans degerlendirilmesi yapilirken hem
olgiim belirsizligi hem de TAH'1n kendine gore avantaj ve dezavantajlari mevcut-
tur. Teshis belirsizligi ile bas edebilmek adina her iki yontemin de yeterince ge-
listirilmesi gerekmektedir. Bununla birlikte analitik performans degerlendirilme-
sinde her iki yontem de birbirini tamamlayan ve sik kullanilan yontemler olmaya
devam etmektedir.
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TIBBi LABORATUVARLARDA
PREANALITIK SUREC YONETIMI

Sibel Cigdem TUNCER*

Giintimiizde hastaliklarin teshisinde, hastalara uygulanan tedavinin takibinde
ve toplumdaki saglik taramalarinda laboratuvar testlerinin 6nemi ¢ok biiytiktiir.
Bu siiregte laboratuvarlardan beklenen tek durum; dogru sonug tiretmesidir. Dog-
ru sonug lretmek i¢in dikkat edilmesi gereken bir ¢ok faktor vardir. Bu faktorler
belirlenip, siireg iyi bir sekilde yonetilmelir. Siireg genel olarak;

« Dogru hastadan dogru testin dogru zamanda istenmesi ile baslar,

o Dogru numunenin dogru zamanda alinmasi,

o Dogru sekilde laboratuvara iletilmesi,

« Laboratuvarda testlerin dogru bir sekilde analiz edilmesi ve test sonugarinin
dogru sekilde yorumlanmast,

 Kiliniklere dogru bir sekilde iletilmesi ile sonuglanir (1).

Genel olarak laboratuvar siireglerini kontrollii bir sekilde yonetmek ve denet-
lemek i¢in 3 doneme ayrilir: Bunlar analizden 6nceki donem (peranalitik donem),
analiz donemi (analitik dénem) ve analiz sonrasi donemdir (post analitik donem)
‘dir. Bu donemlerdeki laboratuvar hata oranlar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde ha-
talarin ; %62 analiz 6ncesinde (peranalitik donem), %15 analiz sirasinda (analitik
donem), %23 analiz sonrasinda (post analitik donem) oldugu goriliir (2).

Laboratuvar hatalarinin %70 -97si insan, geri kalanini ise cihaz kaynaklidir.
Hatalarin engok oldugu donem de preanalitik donemdir(1).

Preanalitik Donem

Analiz 6ncesi (preanalitik) donemde test sonuglarini etkileyen faktorlere ‘pre-
analitik degiskenler’ denilmektedir. Preanalitik degiskenler kontrol edilebilen ve
kontrol edilemeyen faktérler olarak olmak tizere iki grupta degerlendirilir. Kont-
rol edilemeyen preanalitik faktorleri; cinsiyet, yas, irk ve kisisel degisimler olarak
siralayabiliriz. Kontrol edilebilen faktorleri ise de; egzersiz, diyet, gebelik, kahve,
sigara, alkol alimi, postiir, 6rnek alim kriterleri, 6rnek tasima ve 6rnegin labo-
ratuar da gordiigii islemler olarak siralayabiliriz. Bu faktorlerin etkilerini minu-

' Aksaray Universitesi Tip Fakiiltesi. Email: drozturkc@yahoo.com
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muma indirmek i¢in hastanin hazirlanmasi, numunenin alinmasi ve numunenin
taginmasi gibi islemler i¢in belli standartlar belirlenip, bu standartlara bagh olarak
yapilmasi bityiik 6nem tasir(3).

Preanalitik donemi etkileyen faktorleri 3 ana grupta inceleriz ($ekil I).

Preanalitik Donemde Etkili Faktorler

1-Numunenin alinmasindan onceki faktorler

2-Numunenin alinmasi siirecindeki faktorler

3-Numunenin alinmasindan sonraki faktorler.
| Sekil I. Preanalitik Donemde Etkili Faktorler

1-Numunenin Alinmasindan Onceki Faktorler: Bu faktorleri; hasta ile ilgi-
li fiziksel 6zellikler, hasta ile ilgili tibbi durum-gevresel faktorler, siklik biyolojik
varyanslari, hastanin test isteminin yapilmasi, hastanin hazirlanmas olarak sira-
laya biliriz.

2-Numunenin alinmasi siirecindeki faktorler: Bu faktorleri; kanin alinma
zamanyi, kan alma teknikleri, kan alinma tiipleri, tiiplerdeki koruyu ve antikoa-
giilan maddeler, kanin tiiplere alinma siras1 hasta, kan alma personelinin aldig:
numuneye uyguladig1 islemler gibi siralayabiliriz.

3-Numunenin alinmasindan sonraki faktorler: Bu faktorleri; numunenin
transportu, numunenin islenmesi, numunenin uygun kosullarda saklanmasi, nu-
munenin uzun siire bekletilmemesi gibi siralayabiliriz.

Preanalitik siireclerde laboratuvar dis1 birimler de yer aldigindan standardize

edilmesi analitik ve postanalitik iireclere gore daha zordur (4).

Tum bu faktorler degerlendirildiginde preanalitik donemdeki hatalar: Sekil 1T
deki gibi siralaya biliriz.
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Preanalitik Donemdeki Hata Kaynaklar:

Test istemlerinin yapilmasi

Bilgi isleme

Hastalardan ornek alimi

Kimlik belirleme

Ornek tiipii segimi

Uygun tiip kullanilmas:

Ornek tiipiine hasta kimliginin tanimlanmasi

Ornek alimi sirasinda uygulama ve zamanlama

Ornegin laboratuvara ulagtirilmasi, siire ve kosul sartlar

Laboratuvarda 6rnegin analize hazirlig1

Orneklerin karismasi
Sekil II. Preanalitik Donemdeki Hata Kaynaklar:

Klinisyenlerin en sik yaptig1 preanalitik hatalar1:

Rastgele ve ¢ok sayida test analizi istemesi,

Acil olmayan vakalarda acil istek yapmasi,

Test istemi yaparken hastanin aldigi ilaglari ve yiyecekleri goz 6niinde bulun-
durmamasi gibi siralayabiliriz.

Kan alan saglik personellerinin hasta hazirlama ve numune alimi sirasinda

yaptig1 preanalitik hatalarida:

Numune alimi sirasinda hastanin kimlik dogrulamasini yapmamast,
Tipleri hazirlarken yanlis borkodlama yapmasi,

Kirli malzeme kullanmasi,

Islak malzeme kullanmasi,

Venoz staza sebebiyet vererek numune almast,

Infiizyon yapilan koldan numune almast,

Almak istegi numuneye uygun tiipii segmemesi,

Numune alma sirasinda tiip alma sirasini uygun yapmamast,

Numuneyi aldiktan sonra numune aldig: tiipe gereken islemleri uygulama-
masl,

Numuneyi almasi gereken dogru zamanda almamas gibi siralaya biliriz.

Numune alindiktan sonrada yapilan preanalitik hatalar ise numune bekletile-

rek ve uygun olmayan kosullarda, alinan numuneye zarar gelecek sekilde labora-

tuvarlara tranfer edilmesidir.

Laboratuvardada numunenin yanlis islenmesi, uzun siire bekletilmesi ve uy-

gun olmayan sartlarda saklanmasi da laboratuvar i¢i preanalitik hatalardur.
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Kan Numunesi Alimi Sirasinda Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar:

Kan duruma gore venden, arterden veya kapiller damarlardan alinir. Genelde

erigskin ve ¢oguklarda venoz kan alimi tercih edilirken, yenidoganlarda kapiller

kan tercih edilir. Kan gaz1 analizi i¢inde arteriyel kan alinir. Venden kan alma

islemine flebotomi denir.

Kan o6rnekleri giinliik biyolojik degiskenlik sebebiyle miimkiinse sabah 07.00

- 09.00 saatleri arasinda, aglik durumunda alinmasi gereken testler i¢in 8-12 saat

acliktan sonra alinmalidir.

Gerekli olan tiipler 6nceden hazirlanmali, borkodlama islemi yapilmali ve nu-

mune alma isleminden 6nce hasta kimligi dogrulanmadir.

Venoz kan érnegi alinirken:

Hasta rahat bir sekilde oturtularak ya da sirt istii yatilarak en az 10-15 dakika
hasta bu pozisyonda dinledirilmelidir.

Kan alinacak noktanin 10-15 c¢m iizerine turkike uygulanmalidir.

Kan alinacak bolge %70 izopropanol ile temizlenir ve 1slak kalmamasina dik-
kat edilmelidir (alkol hemolize neden olabildigi i¢in temizleme de tercih edil-
memelidir).

Kan alimi holder ya da enjektor ile yapilmalidir (Enjektor kullaniliyor ise ali-
nan kanin hemoliz olmamasi igin igne enjektorden uzaklastirilmali, tipiin
kapag1 agilarak tiiptin kenarindan yavasca kaydirilarak bosaltilmalidir).
Tiiplerin i¢inde katki maddesi veya antikogiilan madde var ise tiipler yavasca
birkag kez alt tist edilmeli, galkalanmamalidir. Kan, katki maddei ile iyice ka-
rismadigl taktirde hatali analiz sonuglar: elde edilebilir. Kan alimi su sira ile
yapilmalidir:

Mikrobiyolojik kan kiiltiird tiipleri,

Katki icermeyen bos tiipler,

Sitrath koagiilasyon tiipleri,

Serum i¢in antikoagiilan igermeyen tiipler (piht1 aktivatord, jelli veya jelsiz)
Antikoagiilan; heparinli tipler (jelli veya jelsiz)

Antikoagiilan; EDTA ‘I tiipler,

Asit sitrat dekstrozlu tiipler,

Glikolitik inhibitorli tipler (1).

Kan alma isleminden sonra kesinlikle tiipler arasinda kan aktarimi yapilma-
malidir.

Numuneler uygun sartlarda bekletilmeden laboratuvarlara transfer edilme-

lidir. Numuneler laboratuvara geldikten sonra her laboratuvarin kendi numune

kabul ve ret kriterlerine gore degerlendirilir (5).
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TIBBi LABORATUVAR NUMUNE KABUL VE RET KRITERLERI
I-Hematoloji, Seroloji, ELISA ve Biyokimya laboratuvarlarinin

Numune Kabul Kriterleri:

1.

Kliniklerden ve kan alma laboratuarindan gelen numunelerin iizerinde mut-
laka hasta barkotu veya hastanin numune barkotu olmalidir.

Hangi numunenin ¢alisilmasi isteniyorsa o numunenin bilgisayar girisinin
yapilmis olmasi gerekiyor. Laboratuvara gelen numunenin bilgisayar girisi la-
boratuar sekreteri tarafindan kontrol edilir, girisi varsa kabul edilir.
Bilgisayar girisi ile gelen numune birbirini tutuyorsa numune kabul edilir.
Polikliniklerden gelen hastalardan alinmasi gereken numuneler laboratuar
teknisyeni ve kan almada gorevli hemsireler tarafindan alinarak numune ka-
bul edilir.

Dogru hasta- Dogru giris — uygun numune- uygun zamanda - yeterli miktar-
da geldiginde kabul edilir.

Barkot tiip tizerine uygun sekilde yapistirilmamigsa barkot ¢ikartilarak diiz-
glin yapistirildiktan sonra kabul edilir. Ancak barkot kaldirildiktan sonra al-
tinda isim olup olmadig1 kontrol edilir eger barkodun altinda ayni1 hastaya ait
isim varsa yeni barkot basarak kabul yapilir.

Numunelerin bulundugu tasima kap ve tiiplerinde kirik catlak yok ise kabul
edilir

Numunelerin bulundugu tagima kap ve tiiplerinde yabanci madde yoksa ka-
bul edilir.

II-Hematoloji, Seroloji, ELISA ve Biyokimya laboratuvarlarinin

Numune Ret Kriterleri:

1.

Hasta ad1 ve soyadinin bulunmadig, 6rnek taniminin yapilmadig: hatali ya-
pildig1 veya istem formu ile 6rnek kabindaki bilgilerin uyumsuz oldugu du-
rumlarda numune kabulii yapilmaz. Ayrica barkodu olmayan numuneler la-
boratuvara kabul edilmez. Bir numunede 2-3-4 vs degisik hastaya ait hasta
barkotu varsa numune kabul edilmez.

Barkod tiip {izerine uygun sekilde yapistirilmamigsa altinda isim olup olmadi-
&1 kontrol edilir eger barkotun altinda baska hastaya ait isim varsa o numune
kabul edilmez. Barkot ve altindaki isim ayni ise ve yeni barkod basarak yapilir.
Uygun tiiplere alinmayan numuneler laboratuvara kabul edilmez; servis ve
polikliniklerden yeni numune istenir.

Tiip i¢indeki numune miktari yeterli degilse numune kabul edilmez.
Antiktiagulanl tiiplerde alinmasi gereken pihtili numuneler kabul edilmez
Hemolizli numuneler laboratuvara kabul edilmez.
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7. Lipemik numuneler geldiginde LIS’ in agiklama kisminda belirtilir.

8. Laboratuvara uygun transfer kosullarinda gelmeyen 6rnekler kabul edilmez.

9. Ogzellikle ilag diizeyi ve diurnal varyasyonu olan hormon analizlerinde, gere-
ken bekleme siiresine uyulmamissa, numune kabul edilmez.

10. Onerilen siirelerin diginda (Naklinde gecikme olan érnekler) bekletilmis nu-
muneler laboratuvara kabul edilmez.

Numunelerin laboratuvarlara kabulu yapildiktan sonra kan sekilli elemanlar-
dan santrifijj islemi ile ayrilarak plazma veya serum elde edilir. Baz1 6zel 6rnekler,
hastadan alindiktan sonra analize kadar sogukta tutulmasi gerekli olabilir ve buna
dikkat edilmelidir. Gerekirse serum veya plazma ayirimi sogutmali santrifiijde
yapilir. Analiz hemen yapilmayacaksa serum +4, -20, -40° veya -700C agzi1 kapali
olarak saklanmalidir(1).

Serum veya plazma elde edildikten sonra 4 saat i¢inde ¢alisgilmalidir. En geg 4
saat icinde caligilmayacaksa +40Cde agz1 kapali olarak 1 giin saklanabilir. Ancak
1518a ve havaya duyarli testler belirlenmeli, hemen galigilmalidir. Ayrica dondu-
rulmusg serum ¢aligilacagi zaman eritilip oda sicakligina getirilmelidir. Bunun-
la beraber kani serum veya plazmasina ayirmadan dondurmak hemolize neden
olur, bu nedenle serum ve plazmasina ayirdiktan sonra dondurma islemi yapil-
malidir (1).
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Boliim 12

VITAMINLER

Sibel Cigdem TUNCER?

Vitaminler; insanlar tarafindan sentezlenemeyen bu nedenle dogal besin kay-
naklarindan alinmasi gereken, eksikliginde spesifik bozukluk ve hastaliga sebebi-
yet veren organik bilesiklerdir (1).

Vitaminlerin Siniflandirilmas:

Vitaminler kendi iginde suda ¢dziinen vitaminler ve yagda ¢oziinen vitaminler
olarak baslica iki ana gruba ayrilirlar ($ekil 1).

I - Suda Coziinen Vitaminler

1- Tiamin ( B1 Vitamini )

2 - Riboflavin ( B2 Vitamini )

3 - Niasin ( B3 Vitamini )

4 - Pantotenik Asit ( B5 Vitamini )
5 - Pridoksin ( B6 Vitamini )

6 - Biotin ( B7 Vitamini )

7 - Folik Asit ( B11 Vitamini )

8 - Kobalamin ( B12 Vitamini )

9 - Askorbik Asit ( C Vitamini )

II - Yagda Coziinen Vitaminler
1 - A Vitamini
2 - D Vitamini
3 - K Vitamini
4 - E Vitamini

Sekil-1 Vitaminler

Suda ¢oziinen vitaminler:Vitamin B1 (tiamin), vitamin B2 (riboflavin), vita-
min B3 ( (niasin), vitamin B5 (pantotenik asit), vitamin B6 (piridoksin), vitamin
B11 (folik asit) ,vitamin B12 (siyanokobalamin), vitamin B7 (biotin), vitamin C
(askorbik asit)dir (Sekil 1). Vitamin B12 ve vitamin C disindaki diger suda ¢6-
ziinen vitaminlerin viicutta depo sekilleri yoktur; diyetle diizenli olarak siirekli
alinmalar1 gerekmektedir. Genellikle bitkisel besinlerde bulunurlar ve pisirmekle
kolay bozulurlar. Suda ¢6ziinen vitaminler, enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin
koenzimi veya kosubstrati olarak gorev alirlar ve kofaktor olarak rol oynarlar (2).

Yagda ¢oziinen vitaminler: Vitamin A, vitamin D, vitamin E, vitamin Kdur.
Yagda ¢oziinen vitaminlerin hepsi izopren tiirevi apolar molekiillerdir (3). Diyet-
teki yag molekiilii ile emilir ve taginirlar. Idrarla atilamazlar, baslica karaciger ve
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yag dokusunda olmak {izere viicutta depo edilirler. Besinlerdeki yag miktarinin
yetersiz oldugu durumlarda, sindirim bozukluklarinda, safra ve pankreas bezi bo-
zukluklarina yol agan hastaliklarda eksiklik belirtileri ortaya ¢ikar.

Yukarida belirtilen vitaminlerin disinda vitamin gibi etki gosteren fakat genel
siniflamaya dahil edilmeyen bazi bilesikler vardi. Bu bilesiklere vitamin benzeri
maddeler veya vitajenler denir. Bu vitamin benzeri bilesikler; kolin, a-lipoik asit,
karnitin, PABA (p-aminobenzoat), inozitol ve koenzim Q gibi bilesiklerdir. Bu
bilesikler suda ¢oziiniirler ve bazi biyokimyasal tepkimelerde katalitik etkilidir-
ler. Ayrica viicutta sentezlemezler, bu nedenle besin maddeleri i¢inde alinmalar1
gerekir (2).

I-Suda Coziinen Vitaminler:

Tiamin (B1 Vitamini): Viicutta enerji metabolizmasinda rolii olan vitamindir.
Biyolojik olarak aktif formu Tiyamin Pirofosfattir (TPP) ve TPP da ¢gesitli enzima-
tik reaksiyonlarda aldehit grubunun transferinde gorev alan bir koenzimdir (2).

B1 vitamini, et, karaciger, yaumurta, siit, kuru baklagiller, bugday, misir, piring,
ceviz ve findikta bulunur. Giinliik gereksinimi yasa gore degismekle birlikte eris-
kinde 1,5 mg alinmasi yeterlidir (4).

B1 vitamini eksikliginde beriberi hastalig1 ortaya ¢ikar. Bu hastalik karbonhid-
rattan zengin, tiaminden fakir beslenme sonucunda olusur. Beriberi hastaliginin
ilk ortaya cikan belirtileri; periferik noropati, demans, yorgunluk ve istahsizliktir.
Hastaligin daha ilerleyen dénemlerinde 6dem, kardiovaskiiler, norolojik ve kas
iskelet sitemi patolajileri ortaya ¢ikar. Wernike-Korsakoff sendromu da daha kot
beslenen kronik alkoliklerde tiamin aliminin yetersiz olmasi ya da barsaklardan
emilimin bozulmas: sonucunda goriiliir. Bu sendromda hafiza kaybi ve istemsiz
kas kasilmalar1 6n plandadir (4).

Riboflavin (B2 Vitamini): Riboflavin de denilen B2 vitamini; karbonhidrat,
protein ve lipit metabolizmasinda gorev alan diizenleyici bir vitamindir. Biyolojik
olarak flavin mononiikleotid (FMN) ve flavin adenin diniikleotid (FAD) olmak
tizere iki aktif formu vardir. Bir¢ok enzimde flavin mononiikleotid (FMN) veya
flavin adenin diniikleotit (FAD) seklinde prostetik grup olarak bulunur (2).

B2 vitaminin bulundugu besinler; karaciger, et, siit ve siit @iriinleri, yumurta,
balik, yesil yaprakli sebzeler ve tahillardir. B2 vitamini 1siya dayanikli, ancak 151-
ga kars1 duyarl bir vitamindir. Bu nedenle B2 vitamini bulunan yiyecekler 151k-
ta bekletilmemelidir. Erigskinlerde giinliik gereksinimi 3 mgdir. Ancak biiylime,
gebelik, hipertiroidizm gibi metabolizmanin hizlandig1 durumlarda B2 vitamin
ihtiyarcida artmaktadir.
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B2 vitamini eksikliginde; dermatit gibi deri rahatsizliklari, dudaklarda ¢eliozis-
angular lezyon, glossit, sinir sisteminde bozukluklar, gozde yanma ve kizariklik,
ishal, anemi, ¢coguklarda biiyiime yavaslamasi, kilo kaybi gibi sorunlar goriiliir.

Niasin (B3 Vitamini): Niasin de denilen B3 vitamini karbonhidrat, protein ve
lipid metabolizmasinda yeralan piridin tiirevi bir vitamindir. Biyolojik olarak ak-
tif formu; nikotinamid adenin di niikleotid (NAD+) ve bunun fosforillenmis sekli
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP+) olmak tizere iki tanedir. NAD+
ve NADP+, ¢ok sayida oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda dehidrojenazlarin ko-
enzimi olarak gorev yaparlar (2).

B3 vitaminin bulundugu besinler; et, karaciger, balik, kiimes hayvanlari, maya,
tahillar, kuru baklagiller ve yesil yaprakli sebzelerdir. B3 vitamini su ve alkolde
¢oziinen; asit, alkali, 151k ve 1s1ya dayanikli bir vitamindir. Eriskinlerde giinlitk
gereksinimi ortalama 15-18 mg ‘dir. Gebelik, stres, egzersiz ve bazi hastalik du-
rumlarinda gereksinim artmaktadir (4).

B3 vitamini eksikliginde; dermatit, diyara, demans (3D) ile karekterize Pelleg-
ra tablosu ortaya ¢ikar. Hastalik tedavi edilmezse 6liim ile sonuglanir. Niasin ek-
sikligine yol durumlar; triptofan emilim bozukluguna yol agan Hartnup hastalig,
karsinoid tiimorler ve izoniazid tiirevi ilaglarla tedavidir (4).

Pantotenik Asit (B5 Vitamini): Pantotenik asit de denilen B5 vitamini kar-
bonhidrat, protein ve lipid metabolizmasinda gorev alan bir Koenzim A bilege-
nidir. Pantotenik asit sinir sisteminde, baz1 hormonlarin ¢aligmasinda ve yagla-
rin sentezinde etkilidir (3). Tiim hayvansal ve bitkisel besinleri titketmekle yeteri
kadar B5 vitamini alim1 saglanir. B5 vitamini tiim hayvansal ve bitkisel besinlere
bulunmakla birlikte en 6nemli kaynaklar1 yumurta, karaciger ve bira mayasidir.
Eriskinlerde giinliik gereksinimi ortalama 6 mgdir.

B5 vitamini besinlerde yaygin olarak bulundugundan ve bagirsak floras tara-
findan sentez edildiginden dolay1 eksikligi goriilmez.

Piridoksin (B6 Vitamini): B6 vitamini piridin tiirevi olan piridoksin, piri-
doksal ve piridoksaminin ortak adidir. Vitaminin aktif formu piridoksal fosfat ve
piridoksamin fosfatdir. Aktif formlar1 ¢cok sayida enzim igin, 6zellikle de aminoa-
sitleri igeren reaksiyonlari katalizyenler i¢in koenzim gorevi goriir (1).

B6 vitamini 6zellikle et, karaciger, bobrek, tahillar ve kuru baklagillerde bulu-
nur. Erigkinlerde B6 vitamini eksikligi nadir goriilen bir durumdur. Eriskinlerde
glinlitk gereksinimi ortalama 2 mgdir. Eksikliginde konvulsiyon, huzursuzluk,
anemi, ¢oguklarda biiytime geriligi, deri bulgular1 goriiliir.

Biotin (B7 Vitamini): Biotin de denilen B7 vitamini organizmada karbok-
silasyon reaksiyonlarini katalize eden karboksilaz enzim sistemlerinin prostetik
grubu olarak gorev yapar (5).
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B7 vitamini, giinliik tiiketilen besinlerde yeterli miktarda bulundugundan ek-
sikligi pek goriilmez. Ancak yumurta akinda bulunan ve avidin adi verilen bir
glikoprotein, biotine sikica baglanip barsaktan emilmesini engeller. Diyetinde
protein kaynagi olarak ¢ig yumurta aki bulunan kisilerde dermatit, glossit, bulan-
t1, istah kayb1 gibi biotin eksikligi belirtileri ortaya ¢ikar.

Folik Asit (B9 Vitamini): Folik asitin temel fonksiyonu B12 vitamini ile birlik-
te hiicre boliinmesi veya ¢ogalmast icin gerekli DNA sentezini saglamaktir. Aktif
formu tetrahidrofolattir. Tetrahidrofolat organizmada tek karbon atomlu grupla-
rin bir molekiilden digerine aktarilmasini saglayan enzimlerin kofaktéradiir (2).

Folik asit yetersizligi; gereksinimin artmasi (gebelik ve emzirme gibi), ince
bagirsakta emilim bozulmasi, alkolizm gibi durumlarda goriiliir.

Folik asit eksikliginde piirin, timin sentezi ve dolayisiyla niikleik asit biyosen-
tezi bozulur ki bu, megaloblastik anemi, I6kopeni ve trombositopeni gibi kan tab-
losunun bozulmasina yol agar.

Kobalamin (B12 Vitamini): B12 vitamini (Kobalamin); temel fonksiyonu folik
asit ile birlikte hiicre béliinmesi veya ¢ogalmast i¢in gerekli DNA sentezlenmesin-
de gorev alir. Ayrica diger suda eriyen vitaminlerin aksine viicutta depo edilir (2) .

B12 vitaminin esas kaynag1 hayvansal gidalar olup; en fazla karaciger ve bob-
rekte daha az oranda et, siit, peynir de bulunur.

B12 vitamini ince barsagin ileum kismindan emilir ve emilebilmesi mideden
salgilanan intrinsek faktére (IF) ihtiyag¢ vardir. Hayvansal gida tiiketimi olan,
mide, ince barsak hastalig1 olmayan kisilerde B12 vitamini eksikligi olmas1 pek
miimkiin degildir. Eksikligi sonucunda megaloblastik anemi olusur (5).

Askorbik Asit (C Vitamini): C vitaminin aktif sekli askorbik asittir. Suda
¢oziinen vitaminler arasinda en az stabil olanidir. Bu vitaminin asil gorevi vii-
cuttaki bazi 6nemli hidroksilasyon reaksiyonlarinda rediikleyici ajan olarak yer
almasidir. Dolayisiyla C vitamini, viicutta kollejenin sentezi saglayarak normal
bag dokusunun olugmast ve yara iyilesmesi i¢in gerekli bir koenzimdir. Ayrica C
vitamini bagirsaklardan demir emilimini kolaylastirmaktadir.

C vitamini yesil sebze ve meyvelerde 6zellikle turunggillerde bulunur. C vi-
tamini yetersizliginde kolay zedelenen kan damarlari, dis etlerinde ¢ekilme, sis
eklemler ve anemi ile karekterize skorbiit hastalig1 ortaya agar.

II-Yagda C6ziinen Vitaminler:

A Vitamini (Retinol): Retinoidler gérme, iireme, biiylime ve epitel dokula-
rinin saglamliligy i¢in gerekli olan vitamindir. A vitamini biyolojik olarak aktif
pek cok molekiiliin ortak adidir. Aktif formlari retinol, retinal ve retinoik asittir.
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Retinol, retinal ve retinoik asidin kendilerine 6zgii biyolojik fonksiyonlar1 vardir:
Retinol, bir hormon olarak iglev goriir. Retinal, gorme pigmenti rodopsinin ge-
rekli 6n maddesidir. Retinoik asit ve metabolitleri, epitel farklilasmas: {izerinde
etki gosterirler (3).

A vitamini karaciger, bobrek, yumurta sarisi, tereyag: ve siit gibi hayvansal
gidalarda bulunur. Barsaklardan emilen A vitamini silomikron molekiilii i¢inde
karacigere taginir. $ilomikrondaki retinol esterleri karaciger tarafindan tutulur ve
depolanir. Viicudun ihtiyarc1 dogrultusunda karacigerden salinan retinol; plazma
retinol-baglayici protein (RBP) ile dokulara tasinir ve olusan retinol-RBP komp-
leksi periferal doku hiicrelerinin yilizeyindeki 6zel reseptorlere baglarak hiicre igi-
ne alinir.

A vitamini gérme dongiisi, iireme, biiyiime ve epitel dokularinin saglamlilig
i¢in gereklidir. A vitamini eksikliginin en erken belirtilerinden biri gece korligii-
diir. Ayrica gérme esigi yiikselir ve los 151kta goremeyi zorlastirir. Ciddi A vitamini
eksikligi kseroftalmiden korliige kadar neden olabilir. Deride de A vitamini eksik-
ligi psoriasis ve akne gibi hastaliklara neden olur.

Asir1 A vitamini alinmasi hipervitaminoz A denilen toksik bir sendroma ne-
den olur. Giinde 7,5 mgdan fazla A vitamini alinimindan ka¢inilmalidir. Kronik
A hipervitaminozu ciltte kuruma ve kasinti, karacigerde biiylime, sinir sisteminde
de beyin tiimori belirtilerini taklit eden tabloya neden olur.

D Vitamini: Vitamin D kolesterolden sentezlenen, hormon benzeri gorevleri
olan steroit yapili bir vitamindir. D vitaminin aktif formu 1.25-dihidroksikolekal-
siferol (1.25-di OH D3) olup, en 6nemli gorevi viicutta kalsiyum ve fosfor denge-
sini diizenlemektir (3).

D vitaminin 2 kaynag1 vardir. Ya diyetle bitkilerde bulunan ergokalsiferol (D2)
ve hayvan dokularinda bulunan kolekalsiferol (D3) seklinde alinir ya da koleste-
rol sentezinde ara molekiil olan 7- dehidrokolesterolden giines 1s181n1n etkisi ile
derinin dermis ve epidermis tabakasinda kolekalsiferol seklinde endojen olarak
sentezlenir (2).

Diyetle alinan D2 ve D3 vitaminleri biyolojik olarak aktif degildir, viicutta iki
hidroksilasyon reaksiyonu ile aktif formu olan 1.25-di OH D3 déniisiir. ilk hid-
roksilasyon reaksiyonu karacigerde gerceklesir ve 25 hidroksikolekalsiferol (25 OH
D3) olusur. 25 OH D3 D vitaminin viicuttaki depo seklidir. Ikinci hidroksilasyon ig-
lemi bobreklerde gerceklesir ve D vitaminin aktif formu olan 1.25-di OH D3 olusur.

1.25-di OH D3 ana fonksiyonu plazmada ki kalsiyum (Ca), fosfor (P) denge-
sini diizenlemektir. Bu fonksiyonu baslica barsaktan Ca tutulumunu arttirarak,
bobrekten Ca kaybini azaltarak ve ihtiya¢ durumunda kemik rezorbsiyonunu sag-
layarak yerine getirir.
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D vitamini baslica yagli baliklarda, karacigerde ve yumurta sarisinda bulunur.
D vitamini eksikligi ¢oguklarda rikets, yetiskinlerde osteomalazi denilen kemik
hastaliklarina neden olur. Ayrica bobrek yetmezligi olan hastalarda olanlarda aktif
forma doniisimiin azalmasina bagli olarak renal osteodistrofi tablosu gelisir (4).

D vitamini diger yagda eriyen vitaminlar gibi viicutta depo edilir. Toksik doz-
larda istahsizlik, bulanti, yorgunluga sebep olur. Ayrica Ca emilim ve kemik yiki-
liminin artmasina bagh hiperkalsemi, hiperkalsemiye bagli olarakta 6zelllikle ar-
ter ve bobreklerde olmak tizere pek ¢ok organda kalsiyumun birikimine yol agar.

K Vitamini: Vitamin K kanin pithtilasmasi i¢in gerekli olup degisik formlar:
bulunan yagda eriyen bir vitamindir. Bitkilerde bulunan formuna filokinon, ba-
girsak bakteri florasinda bulunan formu ise menakino ‘dur. Tedavi i¢in kullanilan
K vitamini formu ise sentetik tiirevi olan menadiondur (3).

K vitamini protrombin, kanin pihtilagma faktorlerinden VII, IX ve X ‘un kara-
cigede sentezlenmesi i¢in gereklidir.

K vitamini lahana, karnibahar, 1spanak, yumurta sarisi, karacigerde bulunur.
Ayrica ince barsak bakterileri tarafindan sentezlendigi igin viicutta eksikliginin
gortilmesi nadirdir. Ancak yeni doganlarin bagirsaklar: sterildir ve K vitamini
sentez edemezler bu nedenle yeni doganlara tek doz K vitamini uygulamasi 6ne-
rilir. Yiiksek dozda K vitamini verilmesi bebeklerde hemolitik anemi tablosuna
yol agabilir.

E Vitamini: E vitamini; sadece bitkiler tarafindan iiretilen ve benzer yapilara
sahip olan 8 farkli vitamin formunu kapsamaktadir. Bu formlar trimetil (o), dime-
til (B veya y) ve monometil (8) tokoferol ve her birine karsilik gelen tokotrienol-
lerdir. E vitamini viicuttaki en 6nemli anti oksidanlardan biridir (4).

E vitamini en ¢ok bitkisel yaglarda bulunmakla birlikte hayvansal gidalardan
karaciger ve yumurtada bulunur. E vitamini eksikligi prematiir yenidoganlarda
gorilir. Yetiskinlerde genellikle lipit emilim bozukluguna bagli gelisir. E vitamini
eksikliginde oksidatif strese bagli hiicre membran hasari, eritrositlerde peroksit-
lere kars1 duyarlilik meydana gelir.

E vitamini toksitesi diger yagda eriyen vitaminlere gore ¢ok daha nadir gori-
lir.
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VITAMINLER

Sibel Cigdem TUNCER?

Vitaminler; insanlar tarafindan sentezlenemeyen bu nedenle dogal besin kay-
naklarindan alinmasi gereken, eksikliginde spesifik bozukluk ve hastaliga sebebi-
yet veren organik bilesiklerdir (1).

Vitaminlerin Siniflandirilmas:

Vitaminler kendi iginde suda ¢dziinen vitaminler ve yagda ¢oziinen vitaminler
olarak baslica iki ana gruba ayrilirlar ($ekil 1).

I - Suda Coziinen Vitaminler

1- Tiamin ( B1 Vitamini )

2 - Riboflavin ( B2 Vitamini )

3 - Niasin ( B3 Vitamini )

4 - Pantotenik Asit ( B5 Vitamini )
5 - Pridoksin ( B6 Vitamini )

6 - Biotin ( B7 Vitamini )

7 - Folik Asit ( B11 Vitamini )

8 - Kobalamin ( B12 Vitamini )

9 - Askorbik Asit ( C Vitamini )

II - Yagda Coziinen Vitaminler
1 - A Vitamini
2 - D Vitamini
3 - K Vitamini
4 - E Vitamini

Sekil-1 Vitaminler

Suda ¢oziinen vitaminler:Vitamin B1 (tiamin), vitamin B2 (riboflavin), vita-
min B3 ( (niasin), vitamin B5 (pantotenik asit), vitamin B6 (piridoksin), vitamin
B11 (folik asit) ,vitamin B12 (siyanokobalamin), vitamin B7 (biotin), vitamin C
(askorbik asit)dir (Sekil 1). Vitamin B12 ve vitamin C disindaki diger suda ¢6-
ziinen vitaminlerin viicutta depo sekilleri yoktur; diyetle diizenli olarak siirekli
alinmalar1 gerekmektedir. Genellikle bitkisel besinlerde bulunurlar ve pisirmekle
kolay bozulurlar. Suda ¢6ziinen vitaminler, enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin
koenzimi veya kosubstrati olarak gorev alirlar ve kofaktor olarak rol oynarlar (2).

Yagda ¢oziinen vitaminler: Vitamin A, vitamin D, vitamin E, vitamin Kdur.
Yagda ¢oziinen vitaminlerin hepsi izopren tiirevi apolar molekiillerdir (3). Diyet-
teki yag molekiilii ile emilir ve taginirlar. Idrarla atilamazlar, baslica karaciger ve
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yag dokusunda olmak {izere viicutta depo edilirler. Besinlerdeki yag miktarinin
yetersiz oldugu durumlarda, sindirim bozukluklarinda, safra ve pankreas bezi bo-
zukluklarina yol agan hastaliklarda eksiklik belirtileri ortaya ¢ikar.

Yukarida belirtilen vitaminlerin disinda vitamin gibi etki gosteren fakat genel
siniflamaya dahil edilmeyen bazi bilesikler vardi. Bu bilesiklere vitamin benzeri
maddeler veya vitajenler denir. Bu vitamin benzeri bilesikler; kolin, a-lipoik asit,
karnitin, PABA (p-aminobenzoat), inozitol ve koenzim Q gibi bilesiklerdir. Bu
bilesikler suda ¢oziiniirler ve bazi biyokimyasal tepkimelerde katalitik etkilidir-
ler. Ayrica viicutta sentezlemezler, bu nedenle besin maddeleri i¢inde alinmalar1
gerekir (2).

I-Suda Coziinen Vitaminler:

Tiamin (B1 Vitamini): Viicutta enerji metabolizmasinda rolii olan vitamindir.
Biyolojik olarak aktif formu Tiyamin Pirofosfattir (TPP) ve TPP da ¢gesitli enzima-
tik reaksiyonlarda aldehit grubunun transferinde gorev alan bir koenzimdir (2).

B1 vitamini, et, karaciger, yaumurta, siit, kuru baklagiller, bugday, misir, piring,
ceviz ve findikta bulunur. Giinliik gereksinimi yasa gore degismekle birlikte eris-
kinde 1,5 mg alinmasi yeterlidir (4).

B1 vitamini eksikliginde beriberi hastalig1 ortaya ¢ikar. Bu hastalik karbonhid-
rattan zengin, tiaminden fakir beslenme sonucunda olusur. Beriberi hastaliginin
ilk ortaya cikan belirtileri; periferik noropati, demans, yorgunluk ve istahsizliktir.
Hastaligin daha ilerleyen dénemlerinde 6dem, kardiovaskiiler, norolojik ve kas
iskelet sitemi patolajileri ortaya ¢ikar. Wernike-Korsakoff sendromu da daha kot
beslenen kronik alkoliklerde tiamin aliminin yetersiz olmasi ya da barsaklardan
emilimin bozulmas: sonucunda goriiliir. Bu sendromda hafiza kaybi ve istemsiz
kas kasilmalar1 6n plandadir (4).

Riboflavin (B2 Vitamini): Riboflavin de denilen B2 vitamini; karbonhidrat,
protein ve lipit metabolizmasinda gorev alan diizenleyici bir vitamindir. Biyolojik
olarak flavin mononiikleotid (FMN) ve flavin adenin diniikleotid (FAD) olmak
tizere iki aktif formu vardir. Bir¢ok enzimde flavin mononiikleotid (FMN) veya
flavin adenin diniikleotit (FAD) seklinde prostetik grup olarak bulunur (2).

B2 vitaminin bulundugu besinler; karaciger, et, siit ve siit @iriinleri, yumurta,
balik, yesil yaprakli sebzeler ve tahillardir. B2 vitamini 1siya dayanikli, ancak 151-
ga kars1 duyarl bir vitamindir. Bu nedenle B2 vitamini bulunan yiyecekler 151k-
ta bekletilmemelidir. Erigskinlerde giinliik gereksinimi 3 mgdir. Ancak biiylime,
gebelik, hipertiroidizm gibi metabolizmanin hizlandig1 durumlarda B2 vitamin
ihtiyarcida artmaktadir.
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B2 vitamini eksikliginde; dermatit gibi deri rahatsizliklari, dudaklarda ¢eliozis-
angular lezyon, glossit, sinir sisteminde bozukluklar, gozde yanma ve kizariklik,
ishal, anemi, ¢coguklarda biiyiime yavaslamasi, kilo kaybi gibi sorunlar goriiliir.

Niasin (B3 Vitamini): Niasin de denilen B3 vitamini karbonhidrat, protein ve
lipid metabolizmasinda yeralan piridin tiirevi bir vitamindir. Biyolojik olarak ak-
tif formu; nikotinamid adenin di niikleotid (NAD+) ve bunun fosforillenmis sekli
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP+) olmak tizere iki tanedir. NAD+
ve NADP+, ¢ok sayida oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda dehidrojenazlarin ko-
enzimi olarak gorev yaparlar (2).

B3 vitaminin bulundugu besinler; et, karaciger, balik, kiimes hayvanlari, maya,
tahillar, kuru baklagiller ve yesil yaprakli sebzelerdir. B3 vitamini su ve alkolde
¢oziinen; asit, alkali, 151k ve 1s1ya dayanikli bir vitamindir. Eriskinlerde giinlitk
gereksinimi ortalama 15-18 mg ‘dir. Gebelik, stres, egzersiz ve bazi hastalik du-
rumlarinda gereksinim artmaktadir (4).

B3 vitamini eksikliginde; dermatit, diyara, demans (3D) ile karekterize Pelleg-
ra tablosu ortaya ¢ikar. Hastalik tedavi edilmezse 6liim ile sonuglanir. Niasin ek-
sikligine yol durumlar; triptofan emilim bozukluguna yol agan Hartnup hastalig,
karsinoid tiimorler ve izoniazid tiirevi ilaglarla tedavidir (4).

Pantotenik Asit (B5 Vitamini): Pantotenik asit de denilen B5 vitamini kar-
bonhidrat, protein ve lipid metabolizmasinda gorev alan bir Koenzim A bilege-
nidir. Pantotenik asit sinir sisteminde, baz1 hormonlarin ¢aligmasinda ve yagla-
rin sentezinde etkilidir (3). Tiim hayvansal ve bitkisel besinleri titketmekle yeteri
kadar B5 vitamini alim1 saglanir. B5 vitamini tiim hayvansal ve bitkisel besinlere
bulunmakla birlikte en 6nemli kaynaklar1 yumurta, karaciger ve bira mayasidir.
Eriskinlerde giinliik gereksinimi ortalama 6 mgdir.

B5 vitamini besinlerde yaygin olarak bulundugundan ve bagirsak floras tara-
findan sentez edildiginden dolay1 eksikligi goriilmez.

Piridoksin (B6 Vitamini): B6 vitamini piridin tiirevi olan piridoksin, piri-
doksal ve piridoksaminin ortak adidir. Vitaminin aktif formu piridoksal fosfat ve
piridoksamin fosfatdir. Aktif formlar1 ¢cok sayida enzim igin, 6zellikle de aminoa-
sitleri igeren reaksiyonlari katalizyenler i¢in koenzim gorevi goriir (1).

B6 vitamini 6zellikle et, karaciger, bobrek, tahillar ve kuru baklagillerde bulu-
nur. Erigkinlerde B6 vitamini eksikligi nadir goriilen bir durumdur. Eriskinlerde
glinlitk gereksinimi ortalama 2 mgdir. Eksikliginde konvulsiyon, huzursuzluk,
anemi, ¢oguklarda biiytime geriligi, deri bulgular1 goriiliir.

Biotin (B7 Vitamini): Biotin de denilen B7 vitamini organizmada karbok-
silasyon reaksiyonlarini katalize eden karboksilaz enzim sistemlerinin prostetik
grubu olarak gorev yapar (5).
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B7 vitamini, giinliik tiiketilen besinlerde yeterli miktarda bulundugundan ek-
sikligi pek goriilmez. Ancak yumurta akinda bulunan ve avidin adi verilen bir
glikoprotein, biotine sikica baglanip barsaktan emilmesini engeller. Diyetinde
protein kaynagi olarak ¢ig yumurta aki bulunan kisilerde dermatit, glossit, bulan-
t1, istah kayb1 gibi biotin eksikligi belirtileri ortaya ¢ikar.

Folik Asit (B9 Vitamini): Folik asitin temel fonksiyonu B12 vitamini ile birlik-
te hiicre boliinmesi veya ¢ogalmast icin gerekli DNA sentezini saglamaktir. Aktif
formu tetrahidrofolattir. Tetrahidrofolat organizmada tek karbon atomlu grupla-
rin bir molekiilden digerine aktarilmasini saglayan enzimlerin kofaktéradiir (2).

Folik asit yetersizligi; gereksinimin artmasi (gebelik ve emzirme gibi), ince
bagirsakta emilim bozulmasi, alkolizm gibi durumlarda goriiliir.

Folik asit eksikliginde piirin, timin sentezi ve dolayisiyla niikleik asit biyosen-
tezi bozulur ki bu, megaloblastik anemi, I6kopeni ve trombositopeni gibi kan tab-
losunun bozulmasina yol agar.

Kobalamin (B12 Vitamini): B12 vitamini (Kobalamin); temel fonksiyonu folik
asit ile birlikte hiicre béliinmesi veya ¢ogalmast i¢in gerekli DNA sentezlenmesin-
de gorev alir. Ayrica diger suda eriyen vitaminlerin aksine viicutta depo edilir (2) .

B12 vitaminin esas kaynag1 hayvansal gidalar olup; en fazla karaciger ve bob-
rekte daha az oranda et, siit, peynir de bulunur.

B12 vitamini ince barsagin ileum kismindan emilir ve emilebilmesi mideden
salgilanan intrinsek faktére (IF) ihtiyag¢ vardir. Hayvansal gida tiiketimi olan,
mide, ince barsak hastalig1 olmayan kisilerde B12 vitamini eksikligi olmas1 pek
miimkiin degildir. Eksikligi sonucunda megaloblastik anemi olusur (5).

Askorbik Asit (C Vitamini): C vitaminin aktif sekli askorbik asittir. Suda
¢oziinen vitaminler arasinda en az stabil olanidir. Bu vitaminin asil gorevi vii-
cuttaki bazi 6nemli hidroksilasyon reaksiyonlarinda rediikleyici ajan olarak yer
almasidir. Dolayisiyla C vitamini, viicutta kollejenin sentezi saglayarak normal
bag dokusunun olugmast ve yara iyilesmesi i¢in gerekli bir koenzimdir. Ayrica C
vitamini bagirsaklardan demir emilimini kolaylastirmaktadir.

C vitamini yesil sebze ve meyvelerde 6zellikle turunggillerde bulunur. C vi-
tamini yetersizliginde kolay zedelenen kan damarlari, dis etlerinde ¢ekilme, sis
eklemler ve anemi ile karekterize skorbiit hastalig1 ortaya agar.

II-Yagda C6ziinen Vitaminler:

A Vitamini (Retinol): Retinoidler gérme, iireme, biiylime ve epitel dokula-
rinin saglamliligy i¢in gerekli olan vitamindir. A vitamini biyolojik olarak aktif
pek cok molekiiliin ortak adidir. Aktif formlari retinol, retinal ve retinoik asittir.
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Retinol, retinal ve retinoik asidin kendilerine 6zgii biyolojik fonksiyonlar1 vardir:
Retinol, bir hormon olarak iglev goriir. Retinal, gorme pigmenti rodopsinin ge-
rekli 6n maddesidir. Retinoik asit ve metabolitleri, epitel farklilasmas: {izerinde
etki gosterirler (3).

A vitamini karaciger, bobrek, yumurta sarisi, tereyag: ve siit gibi hayvansal
gidalarda bulunur. Barsaklardan emilen A vitamini silomikron molekiilii i¢inde
karacigere taginir. $ilomikrondaki retinol esterleri karaciger tarafindan tutulur ve
depolanir. Viicudun ihtiyarc1 dogrultusunda karacigerden salinan retinol; plazma
retinol-baglayici protein (RBP) ile dokulara tasinir ve olusan retinol-RBP komp-
leksi periferal doku hiicrelerinin yilizeyindeki 6zel reseptorlere baglarak hiicre igi-
ne alinir.

A vitamini gérme dongiisi, iireme, biiyiime ve epitel dokularinin saglamlilig
i¢in gereklidir. A vitamini eksikliginin en erken belirtilerinden biri gece korligii-
diir. Ayrica gérme esigi yiikselir ve los 151kta goremeyi zorlastirir. Ciddi A vitamini
eksikligi kseroftalmiden korliige kadar neden olabilir. Deride de A vitamini eksik-
ligi psoriasis ve akne gibi hastaliklara neden olur.

Asir1 A vitamini alinmasi hipervitaminoz A denilen toksik bir sendroma ne-
den olur. Giinde 7,5 mgdan fazla A vitamini alinimindan ka¢inilmalidir. Kronik
A hipervitaminozu ciltte kuruma ve kasinti, karacigerde biiylime, sinir sisteminde
de beyin tiimori belirtilerini taklit eden tabloya neden olur.

D Vitamini: Vitamin D kolesterolden sentezlenen, hormon benzeri gorevleri
olan steroit yapili bir vitamindir. D vitaminin aktif formu 1.25-dihidroksikolekal-
siferol (1.25-di OH D3) olup, en 6nemli gorevi viicutta kalsiyum ve fosfor denge-
sini diizenlemektir (3).

D vitaminin 2 kaynag1 vardir. Ya diyetle bitkilerde bulunan ergokalsiferol (D2)
ve hayvan dokularinda bulunan kolekalsiferol (D3) seklinde alinir ya da koleste-
rol sentezinde ara molekiil olan 7- dehidrokolesterolden giines 1s181n1n etkisi ile
derinin dermis ve epidermis tabakasinda kolekalsiferol seklinde endojen olarak
sentezlenir (2).

Diyetle alinan D2 ve D3 vitaminleri biyolojik olarak aktif degildir, viicutta iki
hidroksilasyon reaksiyonu ile aktif formu olan 1.25-di OH D3 déniisiir. ilk hid-
roksilasyon reaksiyonu karacigerde gerceklesir ve 25 hidroksikolekalsiferol (25 OH
D3) olusur. 25 OH D3 D vitaminin viicuttaki depo seklidir. Ikinci hidroksilasyon ig-
lemi bobreklerde gerceklesir ve D vitaminin aktif formu olan 1.25-di OH D3 olusur.

1.25-di OH D3 ana fonksiyonu plazmada ki kalsiyum (Ca), fosfor (P) denge-
sini diizenlemektir. Bu fonksiyonu baslica barsaktan Ca tutulumunu arttirarak,
bobrekten Ca kaybini azaltarak ve ihtiya¢ durumunda kemik rezorbsiyonunu sag-
layarak yerine getirir.
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D vitamini baslica yagli baliklarda, karacigerde ve yumurta sarisinda bulunur.
D vitamini eksikligi ¢oguklarda rikets, yetiskinlerde osteomalazi denilen kemik
hastaliklarina neden olur. Ayrica bobrek yetmezligi olan hastalarda olanlarda aktif
forma doniisimiin azalmasina bagli olarak renal osteodistrofi tablosu gelisir (4).

D vitamini diger yagda eriyen vitaminlar gibi viicutta depo edilir. Toksik doz-
larda istahsizlik, bulanti, yorgunluga sebep olur. Ayrica Ca emilim ve kemik yiki-
liminin artmasina bagh hiperkalsemi, hiperkalsemiye bagli olarakta 6zelllikle ar-
ter ve bobreklerde olmak tizere pek ¢ok organda kalsiyumun birikimine yol agar.

K Vitamini: Vitamin K kanin pithtilasmasi i¢in gerekli olup degisik formlar:
bulunan yagda eriyen bir vitamindir. Bitkilerde bulunan formuna filokinon, ba-
girsak bakteri florasinda bulunan formu ise menakino ‘dur. Tedavi i¢in kullanilan
K vitamini formu ise sentetik tiirevi olan menadiondur (3).

K vitamini protrombin, kanin pihtilagma faktorlerinden VII, IX ve X ‘un kara-
cigede sentezlenmesi i¢in gereklidir.

K vitamini lahana, karnibahar, 1spanak, yumurta sarisi, karacigerde bulunur.
Ayrica ince barsak bakterileri tarafindan sentezlendigi igin viicutta eksikliginin
gortilmesi nadirdir. Ancak yeni doganlarin bagirsaklar: sterildir ve K vitamini
sentez edemezler bu nedenle yeni doganlara tek doz K vitamini uygulamasi 6ne-
rilir. Yiiksek dozda K vitamini verilmesi bebeklerde hemolitik anemi tablosuna
yol agabilir.

E Vitamini: E vitamini; sadece bitkiler tarafindan iiretilen ve benzer yapilara
sahip olan 8 farkli vitamin formunu kapsamaktadir. Bu formlar trimetil (o), dime-
til (B veya y) ve monometil (8) tokoferol ve her birine karsilik gelen tokotrienol-
lerdir. E vitamini viicuttaki en 6nemli anti oksidanlardan biridir (4).

E vitamini en ¢ok bitkisel yaglarda bulunmakla birlikte hayvansal gidalardan
karaciger ve yumurtada bulunur. E vitamini eksikligi prematiir yenidoganlarda
gorilir. Yetiskinlerde genellikle lipit emilim bozukluguna bagli gelisir. E vitamini
eksikliginde oksidatif strese bagli hiicre membran hasar, eritrositlerde peroksit-
lere kars1 duyarlilik meydana gelir.

E vitamini toksitesi diger yagda eriyen vitaminlere gore ¢ok daha nadir gorii-
lir.
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Boliim 12

INTERLOKIN (IL)-10 GENININ -1082 (G/A), -819
(C/T),-592 (C/A) PROMOTOR POLIMORFIZMLERI
VE iLiSKILi PATOLOJiLER

Sibel 0ZDAS!

GENETIK POLIMORFIZM

Belirli bir tiiriin farkl1 bireyleri genetik olarak birbirinin ayn1 degildir. DNA
dizileri bir dereceye kadar farklilik gosterir ve bu farkliliklar bir tiiriin bilinen
genetik cesitliligin temelini olusturur (Lewontin vd., 1966; Harris vd., 1966). Bu
DNA dizi varyasyonlar1 beslenme ve iireme stratejileri, gelis bulasic1 hastalikla-
rin yonetimi gibi yeni 6zellikler kazandirarak bir tiiriin adaptasyon kapasitesini
artirir, bu nedenle gen ve genom dizileri, biyolojik evrime yon vermistir (Vander
vd., 2012; Forcada ve Hoffman, 2014 Hake ve Ross-Ibarra, 2015; Soares ve Weiss,
2015).

Bir kromozomun spesifik bir lokusunda buluan DNA dizi alternatiflerine “alel”
denir. Insan otozomal kromozomunun her bir lokusunda anne ve babadan gelen
iki allel bulunur ve belirgin bir karakterin genetik bilgisini temsil eder. Popiilas-
yonlarda bir allelin bulunma siklig1 degisken olup, populasyonun tiim genlerine
ait allel frekanslar1 karakterize edillebilir (Basaran N. 1999). Insan genomunun
yaklasik %0.1°i allelik varyasyon gostermekte olup, bu varyasyonlarin kaynagi sik-
likla polimorfizmler olmakla birlikte, insersiyon, delesyon gibi mutasyonlar ve
rekombinasyonla da olabilir (Cooper vd., 1985). Varyasyonlar her zaman fenotipe
yansimasa da bir kismi islevsel 6neme sahip olup, anatomik-fizyolojik-metabo-
lik farkliliklar, hastaliklara karsi koruyuculuk, hastaliklara yatkinlik, hastaliklarin
ilerlemesi, terapotik yanit, ila¢ direnci, istenmeyen ila¢ reaksiyonlar: ve karakter
ozellikleri gibi insanlar arasinda bulunan gesitliligin temelidir (Collins vd., 1997;
Quintana-Murci ve Clark, 2013; Bodmer, 2015).

Polimorfizmler soylarin takibinde kromozomal kalitim paterni olarak kul-
lanilabilecegi gibi insan hastaliklariyla iliskili genetik faktorlerin arastirilmasin-
da 6nemli araglardir (Johnson ve Todd, 2000; Risch, 2000). DNAYy1 enzimatik
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ve kimyasal yontemlerle maniiple edilebilen teknolojilerin gelismesi, DNA dizi
varyasyonlarinin incelenmesi miimkiin hale getirmistir (Lewin, 1994). Giin ge¢-
tikce insan genom analizine duyulan talep artik¢a, analitik enstriimantasyonlar
ilerleyerek, polimorfizm tespit teknolojileri hizla gelismektedir. Bugiin bilenen
onceden raporlanmis bilinen polimorfizmler i¢in genotipleme, bilinmeyenler
icin DNA sekans analizi kullanilmaktadir. Polimorfizm tespitinde kullanilan tek-
nolojiler giin gectik¢e daha hassas, verimli ve ekonomik hale gelmis ve maliyeti
diismiis olup, artik biiyiik 6lgekli genetik ¢aligmalar kisa zamanda tamamlanabil-
mektedir (Stein, 2004).

Iki tip polimorfizm bulunmakta olup, bunlar tek niikleotit polimorfizmi
(Single Nucleotid Polymorphisms; SNP) ve DNA dizi tekrarlaridir (Hartl ve Jo-
nes 2002). SNP, DNA dizinde belirli bir niikleotitin polimorfizmi olup, popiilas-
yonda bu tek niikleotidlik bolge farklilik gosterir. Bir popiilasyondaki bir bireyin
DNA’sinin belirli bir bolgesi bir TA baz ciftine sahipken, diger bireyin DNA’sinin
ayn1 bolgesinde bir CG baz ifti olabilir, SNP bu farklilig1 temsil eder. SNP’ler
genomun her yerinde bulunabilir, insan genomunun kodlamayan DNA dizisinin
her 1000 baz giftinde (bp)de bir, kodlayict DNA dizinin ise her 3000 bpde bir
SNP varlig1 muhtemeldir (Bodmer ve Bonilla, 2008). SNP’ler, bir popiilasyonda
%1den daha sik goriilen allellik varyasyonlar olup, bireyler arasindaki en yaygin
genetik farklilig: ifade ederken, nadir genetik varyantlar goriilme siklig1 %1den-
kiigiik olup, genellikle bireyde zararli etki gosterirler.

Insan popiilasyonunda bugiin yaygin olarak bilinen yaklagik 3 milyon SNP
tanimlanmis olup, bunlarin, nispeten 1 milyonu kalp-damar hastaliklari, hiper-
tansiyon, kollajen doku hastaliklari, kanser ve diyabet gibi bir¢ok kompleks hasta-
liklarla iliskilendirilmistir (Cargill vd., 1999; Palali vd., 2014; Ozdas S vd., 2018).

SNP’ler biallelik (iki alelli), triallelik veya tetra-allelik olabililirler ancak,
SNP’ler bir popiilasyondaki bireylerde siklikla bialleliligi tanimladiklar: icin
SNP’ler “biallelik markilar” veya “diallelik markirlar” olarak isimlendirilir (Goto
vd., 2001). SNP genotipleri ve haplotipleri katilimla aktarilir. Haplotipler, tek bir
SNP’le karsilastirildiginda daha fazla hastalik veya fenotiplerle baglant1 gostere-
bilir ve bu nedenle giiglii bir tanisal degeri vardir (Stephens vd., 2001; Babademez
vd., 2016; Atilla vd., 2018).

Yaygin olmasa da kodlayici bolgelerde yer alan SNP’ler kusurlu iriine veya
riiniiniin erken sonlanmasina neden olarak orak hiicre anemisi, kistik fibrozis
gibi patolojik durumlara neden olabilir. SNP’ler DNA transkripsiyon faktorii bag-
lanma dizileri, promotér bolgeleri, genlerin intron-ekzon sinirlarinda gibi kodla-
ma yapmayan bolgelerde yer alarak gen ifade diizeyini veya transkripsiyon islem-
lerini etkileyebilir (Li ve Pritchard, 2000; Artiga vd., 2002; Meyer UA. 1997; Palali
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vd., 2014; Ozdas S vd., 2018). SNP’lerin varlig1 hastaliktan koruyuculuk, hastaliga
yatkinlik, hastalik siddetinde artma egilimine gibi ¢esitli fenotiplere eslik eder, bu
nedenle SNP’ler, hastalik teshisi, hastalik-yatkinlik taramasi ve diger uygulama-
larda oldukga kullanish araglardir (The international HapMap Consortium, 2003;
Stein, 2004, Ozdas vd., 2015; Ozdas vd., 2017).

INTERLOKIN 10’'NUN FONKSIYONU VE IL-10 GENi

Sitokinler hiicreler arasindaki iletisimden sorumlu olup, inflamatuvar siireg-
lerde fizyolojik ve patolojik olarak dnemli bir rol oynarlar. Uyarilan hiicreler ta-
rafindan de novo olarak salinan sitokinler depolanmayan kiigiik proteinler veya
glikoproteinler (80 kDadan kii¢iik) olup, 6zgiil reseptor-ligandlarina baglanir.
Sinyal iletimini baslatarak veya ikincil-haberci yolaklar1 aktive ederek, bagka he-
def hiicreleri veya salindig hiicreyi kontrol eder veya diizenlerler (Sabat, 2010).
Sitokinler gesitli gen aktivasyonu veya inaktivasyonu ile genis ¢apli bir etkilesim
ag1 olusturarak, bircok doku, organ ve sistemleri kontrol etmektedir. Sitokinler
fonksiyonu, tireten hiicre tipi gibi bazi kritelere gore guruplandirilabilir. Ancak si-
tokinler siklikla fonksiyonuna gore proinflamatuvar T helper 1 (Th1) (Interferon-
lar (INFs), Ttiimor nekrozis faktor- a (TNF) ve Interlokin-1 (IL)...gibi) ve anti-inf-
lamatuvar Th2 (IL-10 ve IL-4...gibi) sitokinler olarak degerlendirilmesine karsin
bazilar1 her iki etkiyi de gosterebilir (Keen, 2002). Insan immiin cevabin olugmasi,
oldukga karmagik sistemler ag1 tarafindan diizenlenmekte olup, 6zellikle pro-enf-
lematuar ve anti-enflamatuar sitokinler arasindaki iliski belirleyici olabilir (Opal
ve DePalo, 2000).

ILs, aktive edilmis lokositler tarafindan salgilanan kiigiik glikoproteinler olup,
makrofajlarda ve T lenfosit aktivasyonunda, proliferasyonunda ve toksisitesinde
rol oynarlar. Interlokin {iretimindeki bozukluklar birgok hastalik patogenezi ile
iligkilendirilmistir. Bugiine kadar yeni sitokinlerle (baslica Interlokin-10 homo-
loglar1) birlikte yaklasik kirk adet IL kesfedilmis olup, kronolojik sirasina gore
numaralandirilmstir (Zdnaov, 2004).

IL-10, 36 kDa agirliginda homodimerik bir sitokin olup, kesfedildiginde T
hiicrelerinde sitokin {iretimini baskiladig1 igin “sitokin sentez-inhibitor faktord”
olarak raporlanmustir (Fiorentino vd., 1989). Son yillarda, 6nemli bir amino asit
dizi benzerligine sahip birgok IL-10 ile yapisal olarak benzer bir¢ok molekiil kes-
fedilmis olup, IL-10 altailesi, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-28 ve IL-29 ice-
ren bu sitokinler IL-10 analoglar1 olarak da bilinen dokuz tiyeden olusmaktadir
(Gallagher vd., 2000; Blumberg vd., 2001; Xie vd., 2000; Caudell vd., 2002; Koten-
ko vd., 2003; Sheppard vd., 2003; Fickenscher ve Pirzer, 2004). IL-10 aktivitesine,
class 1II sitokin reseptdr ailesinin bir {iyesi olan IL-10 reseptorii (IL-10R) aracilik
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eder. IL-10R, non-kovalent etkilesimler ile R1 ve R2 zincirlerinin baglanarak, he-
terodimer yap1 olusturur ve IL-10’nun, R1 zincirine afinitesi yiiksektir (50-200
pM). R2’nin reseptor kompleksine eklenmesiyle, ligand baglanir ve sinyal iletimi-
ni miimkiin kilar (Kotenko vd., 1997; Rutz ve Ouyang, 2016). IL-10, Janus kinaz
(JAK) / Sinyal transdiiseri ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) yolag: ile hiicre
igine sinyal iletirler (Rutz ve Ouyang, 2016).

Yapilan in-vivo ¢aligmalar, monositlerin, makrofajlarin, nétrofillerin, eozino-
fillein, dendritik hiicrelerin, B lenfositlerin, naturel killer (NK) hiicrelerin, mast
hiicrelerin, sitotoksik T hiicrelerin énemli IL-10 kaynaklar1 oldugu bildirilmis-
tir. IL-10, monositlerde antijen sunumunda, immiin mediatérlerin saliniminda
ve fagositozda gorev yapar. Ayrica keratinositler, epitel ve tiimoér hiicreleri de
IL-10>un kaynaklar: arasindadir (Moore vd., 2001). IL-10, farkli hiicreleri hedet-
leyerek pro-inflamatuvar sitokinlerin ve sitokin-reseptor ekspresyonunu gesitli
baskilar ve inflematuvar yanitin olusumunu engeller. IL-1, IL-2, IL-12, TNF-a ve
kemokinler gibi pro-inflamatuvar aract molekiillerin ve major histokompatibilite
kompleksi (MHC) sif II, CD80, CD86 gibi kostimiilatorlerin, adezyon molekiil-
lerin salinimini baskilar ve antijen sunum kapasitesini azaltarak inflamasyonda
kritik rol oynak. IL-10, B lenfositlerinde, apoptozisi dnleyerek, hiicre proliferas-
yonunu arttirir (Sabat, 2010).

IL-10 geni (Ensembl No, ENSG00000136634), 1. kromozomda q31-32 bolge-
sinde lokalize olmustur (Moore KW vd 2001). IL-10, bes ekzon ve dort introndan
olusan 4.7 kb'lik bir DNA dizisidir (Spits vd., 1992). IL-10 geni, yaklasik 200 kb'lik
bir segmente gen kiimesi i¢cinde bitisik birkag gen ile birlikte yer alir (Sekil 1)

IL-20 ve IL-19 genleri, IL-10"un yaklasik 90 kb yukarisinda bulunurken, MAP-
KAP2K ve DYRK3 genleri ise IL-10’un agagisinda lokalizedir. Bu gen kiimesinde,
IL-10 gen transkripsiyonu digerlerine ters yonde ilerler. IL-10 iireten tiim hiicre-
lerde IL-10 gen promotdrleri benzer ve dolayisiyla transkripsiyonu baslatan trans-
kripsiyon faktorleri korunur. Korunan transkripsiyon faktorlerine ragmen aksine,
IL-10’u indiikleyen sinyal yolaklar1 genellikle hiicre tiplerine 6zgiildiir. Bunula
birlikte IL-10 gen bolgesini igeren kromatin farkl: hiicrelerde birbirinden farkl
olarak modifiye edilebilir ve post-transkripsiyonel modifikasyonlar da hiicreye
6zgii olabilir.

IL-10 geninde birinci metiyonin kodonundan yukarida 91-88 bp arasinda tipik
bir TATAAAA dizisi bulunmakta olup, ekspresyonunun promotor araciligi ile dii-
zenlenmektedir (Tone vd., 2000). Ayrica IL-10 geninde -233 ve -237 bp arasinda
bir CCAAT kutusu bulunmaktadir. Uyarana yanit olarak farkli hiicre tiplerinde
IL-10 geni yapisal olarak yaklasik 2 bir kb Ttk mRNA ile ifade olmast ile birlikte ge-
nin 7 transkripti, 177 ortologu, 4 paralogu, bulunmaktadir. Bununla birlikte IL-10
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gen ifadesi post-transkripsiyonel translayon gibi farkli mekanizmalarda gesitli dii-
zeylerde kontrol edilmesine ragmen siklikla transkripsiyonel seviyede diizenlenir
(Bienvenu., 1995). IL-10’nun transkripsiyon hizi ve iiriiniin translasyonu sklikla
genin yapisal diizenlenmesi ile iliskilidir (Crawley vd., 1999; Eskdale vd., 1998).
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Sekil 1. IL-10 Geni (https://www.ensembl.org)

Gen ifadesinin yapisal ve/veya farkli diizeylerdeki kontrolii, enflemasyon ya-
nitinin ve homeostatik yanitin hizli olusumunu saglar (Moore vd., 2001). IL-10
gen ifadesi, T hiicreleri, B hiicreleri, monositler, makrofajlar ve NK hiicrelerinde
ayrintili olarak incelenmistir. Sp1, Sp2, STAT3, STAT3, C/EBPp, AP-1 (aktivator
protein-1), c-Maf (¢ muskuloapondérotik fibrosarkoma) gibi transkripsiyon fak-
torleri IL-10 gen ifadesini pozitif olarak diizenlenir ve bu transkripsiyon faktorleri
IL-10 gen promotorii izerindeki GC kutusuna baglanir (Tone vd., 2000).
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IL-10 GENI PROMOTOR POLIMORFIZMLERI VE ILISKILI
HASTALIKLAR

Calismalar IL-10 tiretim kapasitesinin gevreyle birlikte genetik faktorlerden
etkilendigini ve IL-10 seviyesinin erkeklerde kadinlara gore daha yiiksek oldu-
gu bildirilmistir (Takanashi vd., 1999). Reuss vd ve Westendorp RG vd, aileler
ile yaptiklar1 caligmada, IL-10 iiretim seviyesinde bireysel farkliliklarin oldugu ve
tiretim seviyesindeki varyasyonun, 0.5-0.75’inin ¢evresel etmenlerden ziyade ge-
netik faktorlerin sorumlu olabilecegini bildirmistir.

IL-10 geni polimorfiktir ve bu varyasyonlar bireylerde tiretilen IL-10 diizeyle-
rinde farkliliklara neden olur (Kalish vd., 2004). In- vitro calismalar IL-10 {iretim
diizeyindeki gesitliligin, temelde genetikle iliskili oldugunu gostermis ve bu farkli-
ligin hastaligin siddeti ve hastaliga yatkinlik ile baglantili oldugu bildirilmistir. Bu
nedenle IL-10 geni promotdr bolge varyasyonlari hastalik patogenezindeki gene-
tik predispozisyonun molekiiler altyapisini agiklayabilir (Westendorp vd., 1997).

IL-10 geninin 5" ucunda bazi plomorizmler dikkat ¢ekici olup, uzak promo-
tor bolgesinde -2763, -2849, -575 birgok genetik varyant: olmasina ragmen calis-
malarin bir¢ogu, transkripsiyon baslama noktasindan 1.2 ve 4 kb yukarisindaki
iki dintikleotidlik tekrarlardan (mikrosatellitler) olusan IL10.R - IL10.G (Vieira
vd., 1991; Eskdale ve Gallagher, 1995; Eskdale vd., 1996) ve {i¢ adet tek niikle-
tiod polimorfizm (SNPs) -1082 (G>A) (SNP ID: rs1800896), -819 (C>T) (SNP
ID: rs1800871) ve -592 (C>A) (SNP ID: rs1800872) ve onlarin haplotipleri GCC,
ACC, ATA, IL-10'nun promotorundan 5’-3’ yoniinde sirasiyla) tizerinde odaklan-
mugstir (Sekil 2) (Eskdale vd., 1997; Trifunovi¢ vd., 2015).

Her ne kadar IL-10 salinimini endojen ve eksojen faktorler etkilese de hiic-
relerden salinan IL-10 miktar1 ayn1 zamanda genin bu promotér bélgesindeki
IL10.R, IL10.G ve SNPs’lerine baghdur. Ozellikle IL-10 -1082, -819 ve -592 SNP’le-
rinde giiglii bir baglant1 dengesizligi oldugu ve bu baglantinin IL-10 ifade diizeyi
ile iligkili gosterilmis ancak farkli sonuglar elde edilmistir (Crawley vd., 1999; Es-
kdale vd., 1999; Huang vd., 2005).

Elektroforetik mobilite deneylerinde, -1082A alelinin, 1082G allel ile karsilas-
tirlldiginda niikleer faktorlerin daha giiglii bir baglanma afinitesi gosterdigi ve bu
promotdr bolgesinin Ets-faktoriiniin baglanma bolgesi olabilecegi bildirilmistir.
Ayrica Ets transkripsiyon faktorleri ailesi, immiin yanit ve hiicresel proliferasyon-
da rol oynayan genlerin baslica diizenleyicileridir (Crepieux vd., 1994). Ayrica
-592. pozisyonda bir STAT3'1n baglanma boélgesi yer alabilir ve negatif diizenleyici
oldugu varsayilmaktadir (Gibson vd., 2001, Crawley vd 1999). IL-10 geninin pro-
motorundaki -571. bolgesi Sp1-baglama motifli bir bolgesi olup, bu posizyondaki
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SNP’in IL-10 promotor aktivitesini degistirerek, IL-10 seviyesinin degistirebilece-
gi diistintilmektedir (Steinke vd., 2004).
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Sekil 2. IL-10 Geni ve Promotor Bolgesi

Birgok arastirmadan elde edilen sonuglar IL-10, gen ifadesinin, polimorfik
kontroliintin, immiin sistemin diizenlemesinde ve gesitli hastaliklara yatkinlik
veya hastalik siddeti ile iliskili oldugunu gostermistir. Yapilan literatiir taramasin-
da IL-10-1082, -819 ve -592 SNP’leri allelleri, genotipleri ve haplotipleri, sistemik
lupus eritematozus, astim, psoriasisde, cesitli kanser tipleri, inflamatuar barsak
hastalig1, romatoid artrit, graft versus-host hastalig1 ve hematopoetik hiicre nakli
sonras! hayatta kalma, Crohn’s hastalig1 ve tiiberkiiloz gibi hastalik patogenezleri
ile iligkilendirilmistir (Bidwell vd., 1999; Lin vd. 2003; Kingo vd., 2005). Buna
ragmen, bu polimorfizmlerin patolojiye nasil katkida bulundugunu gosterir “se-
bep-sonug” calismalar1 oldukga az sayidadir (Turner vd., 1997; Gonzales-Amaro
vd., 1998; Rood vd., 1999; Crawley vd., 1999; Nieters vd., 2001; Moore vd., 2001;
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Liu vd., 2013; Song vd., 2013). Genotip, allel ve haplotip frekanslar: etnik fark-
liliklardan nedeniyle popiilasyonlar arasinda degiskenlik gostermekte olup, bazi
polimorfizmler sadece bazi popiilasyonlarda bulunabilir (Ma vd., 2005; Lei vd.,
2003). Bu gibi farkhiliklar hastalik ve polimorfizm arasindaki iligkinin perdelen-
mesine neden olabilir (Ma vd., 2005).

IL-10 genin polimorfizmi ile erken dogum arasindaki iligkiyi bildirmis olup,
IL-10 -1082G allelini tastyan kadinlarda IL-10 mRNA seviyesinin yiiksek oldugu
ve bu kadinlarin yaklasik 1.72 kat erken dogum yapma riskine sahip oldugu bildi-
rilmistir (Pandey vd., 2017).

Sistemik lupus eritematozus, B lenfosit hiperaktivitesi ve ¢ift sarmalli DNAya
kars1 antibadilerin tiretimi ve T lenfositlerinin islevsizligi ile karakterize komp-
leks bir otoimmiin hastaliktir. IL-10’nun artmis tiretiminin B lenfositleri indiik-
lemesi nedeniyle, IL-10’nun sistemik lupus eritematozus patogenezinde 6nemli
oldugu raporlanmistir (Peng vd., 2013). Farkli populasyonlarda yapilan ¢ok sa-
yida galigmada IL-10 geni -1082, -819, ve -592 polimorfizmleri ve sistemik lupus
eritematozus arasindaki iliski degerlendirilmis ve artmis IL-10 tiretimine neden
olan -1082G allelini veya IL-10 GCC haplotipini tasiyan bireylerin sistemik lupus
eritematozus riskinin ytiksek oldugu raporlanmistir (Gonzales-Amaro vd., 1998,
Rood vd., 1999; Moore vd., 2001; Liu vd., 2013; Song 2013). Ayrica gercekles-
tirilen meta-analiz ¢alismalarndai, IL-10 -1082G ve -819C allelinin Asyalilarda,
IL-10 -1082G alleli ve IL-10 GCC haplotipinin ise Avrupalilarda, artmais sistemik
lupus eritematozus riskinine eslik ettigi bildirilmistir (Nath vd., 2005; Song vd.,
2013; Zhou vd., 2013).

Astim, hem genetik hem de ¢evresel risk faktorlerinin hastaligin patogenezin-
de 6nemli bir rol oynadig1 karmasik bir hastaliktir. Astim siddeti ile IL-10 kon-
santrasyonu arasindaki ters iligkili oldugu bildiriLmistir (Chatterjee vd., 2005),
IL-10 promotoriinde, ATA haplotipinin astima yatkinlik ile daha siddetli astim
bigimleriyle baglantili polimorfizmler, disiik IL-10 iiretim seviyesi ile iligkilen-
dirilmistir (Lim vd., 1998). Yapilan meta-analizlerde ile IL-10 -1082AA, -592AC
ve -592AA genotiplerini tastyan Asyalilarin astima duyarli oldugu bildirilmistir
(Nie vd., 2012; Zheng vd., 2014). Ayrica etnik ve yas tabakalasma ¢aligmalar1 IL-
10 -1082G allelinin Dogu Asyalilar1 ve yetiskinler i¢in artmis astim riski ile iligki
oldugunu goéstermistir (Hyun vd., 2013; Trifunovi¢ vd., 2015).

Psoriasisin patogenezinde ve hastaligin klinik seyrinde diisiik IL-10 seviyesi-
nin kritik 6neme sahip oldugu varsayilmaktadir. Karam vd., 2014). Psoriasisde,
IL-10 gen promotor bolgenin polimorfizmleri siklikla arastirilmis ve IL-10 ATA
haplotipinin psoriasise yatkinliktan sorumlu oldugu ve hastaligin siddetinde be-
lirleyici rol oynadig1 gosterilmistir Kingo vd., 2003; Trifunovi¢ vd., 2015).
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IL-10 geninde -1082. lokasyondaki SNP’in ve IL-10 -819C alelinin enflamatuar
bagirsak hastaligina, IL-10 -1082GA ve GG genotiplerinin ise Crohn’s hastaligina
duyarliligr artirdig1 gozlenmistir Zhu vd., 2013; Lv vd., 2014; Trifunovi¢ vd., 2015).

Romatoid artrit hastalarinda serum IL-10 diizeyindeki diisiisiin 6nemli oldu-
gu, yliksek IL-10 -1082GA ve IL-10 -592CC genotip, IL-10 -592C allel frekansinin
romatoid artritte eslik ettigi bildirilmistir Lapadula vd., 1995; Lee 2012; Trifuno-
vi¢ vd., 2015).

IL-10 -1082G alleli ve AA ve AG genotiplerinin Avrupalilar ve Amerikalilar-
da, IL-10 -819C allel ile 592CC ve AC genotiplerinin Asyalilarda tiiberkiiloz riski
ile iliskili oldugu gosterilmistir (Scola vd., 2003; Liang vd. 2014; Trifunovi¢ vd.,
2015).

IL-10 -1082A, -819T ve -592A alelleri ve bu allelleri i¢eren genotiplerinin ve
ATA haplotipinin obstriiktif uyku apne riskini artirdig: bildirilmistir (Ozdas vd.,
2016).

IL-10 -1082A, -819T ve -592A alelleri, bu alleleri iceren genotipler ve GTC,
ACC ve GCA haplotiplerinin nazal polipozis i¢in yiiksek risk oldugu raporlan-
mustir (Ozdas, 2018).

Kanser, genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimiyle ortaya ¢ikan bir hastalik
olup, sitokinlerin kanser patogenezinde kritik bir rolii vardir. IL-10’nun yiiksek
timorojenik potansiyele sahip oldugu, angiogenezisi arttirdig: bildirilmis ve kan-
serogenezdeki rolii ve polimorfizmleri gesitli kanser tiirlerinde yaygin olarak cali-
silmistir (Huang vd., 1996; Stearns vd., 1999; Howell ve Rose-Zerilli, 2006). IL-10
transkripsiyonun normal dokuda g6zlenmezken, primerden metaztatik melano-
ma gegiste arttig1 bildirilmistir (Kriiger-Krasagakes, 1994; Eijun vd., 2011; Trifu-
novié¢ vd., 2015).

IL-10 ATA haplotipinin melanomaya duyarlilikla iligkilidir (Vuoristo 2007).
IL-10 -1082G, -819C ve-592C allelinin, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserine
(Shih vd., 2005) IL-10 -1082G allelinin ise lenfoma (Cao vd., 2013), nazofarengeal
kanseri (Huang vd., 2016) servikal ve bas boyun kanseri (Vairaktaris vd., 2008)
i¢in artmus riske eslik ettigi bildirilmistir. Ayrica IL-10 -819CT genotipinin rahim
agz1 ve yumurtalik kanseri i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu gozlenmistir (Yu
vd., 2013). Diistik IL-10 iiretimine neden olan IL-10 -819TT ve -592AA genotip-
leri artan prostat ve kolon kanseri riskiyle iligkili bulunmustur (Faupel-Badger
vd., 2008; Cacev vd., 2008). Bununla birlikte, prostat kanserinin kotii prognozu
ile IL-10 -1082G, -819C ve-592C allel ve IL-10 GCC haplotip frekansinin yiiksek
oldugu gozlenmistir (Liu vd., 2010; Trifunovi¢ vd., 2015).
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SONUC VE ONERILER

Insan genomunun yaklagik %0.1’i allelik varyasyon gdstermekte olup, bu var-
yasyonlarin kaynagi 6zellikle SNP polimorfizmlerdir. Bir antienflamatuvar sitokin
IL-10, immiin cevabin diizenlenmesinde kritik rol oynadigindan, yapilan ¢alis-
malar bir¢ok patolojinin molekiiler mekanizmasina katkis1 olan 6nemli bir aday
gen oldugunu gostermistir. IL10 geni polimorfik olmasina ragmen 6zellikle pro-
motor bolgesindeki -1082, -819, -592 SNP’lerinin genin ifade diizeyini maniiple
ederek, tiriin miktarini degistirebilecegi gosterilmistir. /L-10 1082, -819, -592 SNP
allel, genotip ve haplotip dagilimlarinin popiilasyonlar arasinda farkli oldugu
gozlenmistir. Yapilan caligmalarda IL-10 -1082G allelinin yiiksek ifade diizeyine
neden olarak, erken dogum, sistemik lupus eritematozus, tiiberkiiloz, astim riski
akciger kanseri, lenfoma, nazofarengeal, prostat, servikal ve bas boyun kanseri
gibi patolojiler igin riski arttirdig1 bildirilmistir. Bununla birlikte IL-10 -819C ale-
linin sistemik lupus eritematozus, tiiberkiiloz enflamatuvar bagirsak hastalig1 ve
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, -592A allelinin ise obstriiktif uyku apnesi
ve nazal polipozis riskini artirdig1 raportlanmistir. Diigiik IL-10 diizeyi ile iligkili
IL-10-1082AA, -592AC, -592A A genotipleri astim, obstriiktif uyku apne, -819TT
ve -592AA genotipleri ise prostat ve kolon kanseri riskiyle iliskilidir. Diistik IL-
10 tiretimine neden IL-10 ATA haplotipinin astima, psoriasise, obstriiktif uyku
apnesine, melanomaya yatkinliktan sorumlu oldugu ve hastaligin siddetinde be-
lirleyici rol oynadig: gosterilmistir. Buna ragmen artmig IL-10 tiretimi IL-10 GCC
haplotipinin frekansi prostat kanseri ve sistemik lupus eritematozuslu hastalarda
kontrole kiyasla yiiksektir. IL-10nun artan veya azalan diizeyinin patolojik bir
6nemi olup, IL-10 gen polimorfizmlerinin patolojilerle iligkisini ve hastalik pa-
togenezindeki fonksiyonunu anlamak i¢in ileri diizey ¢alismalara ihtiyag vardir.
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KANSERDE YENI BiR TERAPOTIK-HEDEF MOLEKUL:
CRM1’IN YAPISI, FONKSIYONU VE EKSPRESYONU

Sibel 0ZDAS!

NUKLEOSTOPLAZMIK TASINIM

Birgok molekiil ¢ekirdek ve sitozol arasinda tasmnmaktadir. Hiicre ¢ekirdegi-
ne molekiillerin giris ve ¢ikist niikleer por kompleksleri (NPC) tarafindan sikica
kontrol edilir. Kii¢iik molekiiller (< 30 kDa) NPC'yi difiizyon ile gecebilmekte-
dir. Ancak RNA ve proteinler gibi bilyitk boyutlu molekiillerin hiicre ¢ekirdegine
giris-¢gikis1 transport faktorleri olan “karyoferinler” isimli proteinler araciligiyla
gergeklesir (Wente, 2000). Karyoferin (ntikleer-sitoplazmik transport reseptor
ailesi), okaryotik bir hiicrenin sitoplazmasi ve ¢ekirdegi arasindaki molekiillerin
taginmast ile ilgili reseptor ailesi olup, 19'dan fazla (Importinler, Eksportinler ve
Transportinler) {iyesi vardir (Wente, 2000; Watson vd., 2004). Cekirdegin i¢inde
yani karyoplazmada (veya ¢ekirdek plazmasi) bulunduklar: igin “karyoferinler”
olarak adlandirilirlar. Importinler, kargo molekiiliinii sitoplazmadan-niikleusa
tasirken, Eksportinler tasinim siirecini tersine gevirerek, kargo molekiiliinii niik-
leustan-sitozole tagirlar, ancak Transportinler ise hem niikleustan-sitoplazmaya
hem de sitoplazmadan-niikleusa tasiyabilir (Izaurralde vd., 1998; Misteli, 2008).

Karyoferinler kargo molekiiliinii hedef dizilerinden taniyarak, seger ve nukle-
er mebran boyunca tasir (Wente, 2000; Watson vd., 2004). Niikleer hedef dizisi,
kisa amino asit dizisi olup, kargo molekiiliiniin nukleusa giris-¢ikisi i¢in, tastyici
karyoferinler tarafindan taninmasini saglayan bir etiket olup, tasinim y6niinii be-
lirler (Chook ve Blobel, 2001). Kargo molekiilii sitoplazmadan-niikleusa taginir-
ken Importinler tarafindan taninan bu niikleer hedef dizisi, “niikleer lokalizasyon
sinyali” (NLS) olarak adlandirilir ve taginim i¢in Importinlerin tanidig: bir etiket
gibi davranir. NLS dizisi yaygin olarak hidrofilik amino asidlerden (6zellikle lizin
amino asidi) olusur (Watson vd., 2004; Izaurralde ve Adam, 1998). Kargo molekii-
li ntikleustan-sitoplazmaya taginirken Eksportinler tarafindan taninmasini sagla-
yan bu hedef diziye ise “niikleer eksport sinyali” (NES) denir (Watson vd., 2004.
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Alberts vd., 2002; Izaurralde vd., 1998; Misteli, 2008). NES dizisi, 10-15 amino
asitlik kisa bir peptid olup, i¢inde 3-4 diizenli 16since zengin hidrofobik amino
asit tekrarlar1 yer alir (genel olarak korunmus dizi ¢p1-X2-3-¢2-X2-3-¢3-X-¢4,
¢: Losin, Valin, Izolésin, Fenilalanin veya Metiyonin ve X: herhangi bir amino
asiti temsil eder) (la Cour vd., 2004). Fosforilasyon, asetilasyon, sumolasyon... vb.
post-translasyonal modifikasyonalar, mutasyonlar veya protein etkilesimleri gibi
cesitli mekanizmalar kargo molekiiliinde yeni NES/NLS dizileri olusturarak, he-
def diziyi maskeleyerek veya dizinin kaybolmasina neden olarak, karyoferinlerin
kargo molekiiliine olan afinitesini degistirerek, kargo molekiiliiniin hiicre ici lo-
kasyonunu degismesine neden olmaktadir (Powell vd., 1992; Pichler ve Melchior,
2002).

NPCi difiizyon ile gegemeyen 30 kDadan biiyiik molekiillerin NPCden
transferi enerji bagimli bir olay olup, Importin ve Eksportinlerin fonksiyonu kii-
¢iik Ras ile iligkili GTPaz ve Ran tarafindan diizenlenir. Importinler Ran/GDP’ye
ve Eksportinler ise Ran/GTP’ye bagliyken fonksiyonlarini gergeklestirebilirler.
Eksportinler, kargo molekiili ve RanGTPe baglanarak, Kargo:Eksportin:Ran/
GTP birlikte nukleusta ti¢lii bir kompleks olusturur. Kompleksin NPCden sito-
zole ge¢mesiyle Ran/GTP hidroliz olur, Ran/GDP olusur ve Eksportin kargo mo-
lekiiliinii sitoplazmada serbest birakarak, nukleusa doner (Pemberton vd., 2005;
Kau vd., 2004). Importinler ise, RanGTP baglanarak, kargo proteinini serbest bi-
rakir (Watson vd., 2004; Lodish vd., 2004) (Sekil 1).

Kargo  NLS P
RanGAP P Molekil
Ran-GDP importin RanGDP
Sitoplazma
Nikleus
T Eksportin
Ran-GTP
P RanGEF Ran-GTP Kargo =5
Molekiil
Ran Déngilsii Niikleer ithalat Niikleer ihracat

Sekil 1. Makromolekiillerin, aktif Ran-GTP niikleer tagima dongiisii olarak
adlandirilan bir siklus ile niitkleer membran boyunca taginmast
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CRM1
Niikleer ihrag¢ Faktérii CRM1'n Yapisi ve Fonksiyonu

Karyoferinlerin 6nemli bir iiyesi Eksportinler makromolekiilleri niikleustan
sitoplazmaya tastyan proteinler olup, insan genomunda bu proteinleri kodlayan
tanimlanmuis alt1 Eksportin geni olup, vardir ve bunlar arasinda CRM1 en 6nem-
lisidir. Exportin-1 veya Crm1 proteini, insanlarda XPO1 diger adiyla CRM1 (En-
sembl No: ENSG000000828987) geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Hiicre
gekirdegi ve sitoplazma arasinda niikleer tasima reseptdrii olarak bir mekik islevi
goriir (Fornerod vd., 1997a; Kudo vd., 1997). CRM1 geni, 1989 yilinda Adachi ve
Yanagida tarafindan, Schizosaccharomyces cerevisiae ve Schizosaccharomyces pom-
be hiicrelerinde kegfedilmistir. Ilk olarak mutant maya soylarinda gézlenen CRM1
geninindeki mutasyonun kromozom yapisinda deformasyona neden olmasi ile
kromozomun yapisinin korunmasiyla ilgili bir gen oldugu disiiniilmiistir. Bu
nedenle gen iriini, “CRM1 (kromozom bolgesi bakim 1)” olarak adlandirilmis-
tir (Adachi ve Yanagida, 1989). Schizosaccharomyces pombe CRM1 proteini,
orjinalde CC112 olarak adlandirilan insan proteini ile homoloji gostermektedir.
Bu homoloji nedeniyle “CC112” adlandirilmasindan vazgegirelerek, CRM1 ad1
ile kullanilmaya baglanmistir. CRM1I geni, insanlarda ikinci kromozom {izerinde
2p16 bolgesine yerlesmistir. Toplam 60.778 baz uzunlugundadir. 24 intron tara-
findan ayrilarak 25 ekzon halinde diizenlenmistir. Genin 24 transkript varyant
bulunmaktadir. CRM1 gen iiriinii 112 kDa'luk bir proteindir. 1071 amino asit-
ten olusmus olgun bir polipeptittir (Fornerod vd., 1997a). Cok sayida fonksiyo-
nel domainden olusan modiiler bir proteindir. CRM1 proteini (UniProtKB No:
0149803), N-terminal bolgesi GTPaz/Ran ile etkilesime girerken, C-terminal
bolgesi (707-1034 rezidiiler) ile kargo molekiillerine olan afinitesinin degistigi dii-
stiniilmektedir (Fornerod vd., 1997b) (http://www.uniprot.org/uniprot/O014980).

Crml1 proteininin C-terminal bolgesi (amino asit 707-1027) “U” seklinde iki
antiparalel a-heliks olup, HEAT-tekrar (15A-21A) kristal yapis1 2004 te raporlan-
mustir. Protein Veri Bankasinda (PDB) sadece Crm1’in veya farkli proteinlerle et-
kilesim komplekslerinin kristal yapis1 gosterir 26 adet veri mevcuttur (Petosa vd.,
2004) (Sekil 2). X-151n1 kristalografisi ve elektron mikroskopisi (EM) gibi ¢esitli
yontemler bir transportir proteini olarak Crm1’in biiyiik konformasyonal esnek-
lige sahip oldugunu gostermistir (Sekil 3) (Saito ve Matsuura, 2013).
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Sekil 3. CRM1’in yapist (PDB IDs 4FGV, 3VYC, 4BSN, 4BSM; EMD-2111)

CRM1:RanGTP:SPN1 ve CRM1:RanGTP:RanBP1 komplekslerinin X-ray ya-
pisina da 151k tutmugstur. HEAT 9, kargo proteinin NES dizisi ile temasta olup,
alosterik bir inhibitor olarak davranir ve kompleksin olusmasini kontrol etmek-
tedir. CRM1 proteinin N-terminal bolgesi GTPaz/RAN ile etkilesime girerken,
C-terminal bolgesi ile kargo proteinlerine olan afinitesininin degistigi disiiniil-
mektedir (Koyama ve Matsuura, 2010; Saito ve Matsuura, 2013). Fakat RanBP1%e
baglanma ve RanGTPden ayrilma mekanizmalar: diger eksportinlerden faklidir
(Sekil 4) (Koyama ve Matsuura, 2010).

(RM1 (RM1+Ran CRM1+SPN1 CRM1+Ran+SPN1 CRM1+Ran+RanBP1

PDB ID4FGV PDBID3NCL  PDBID 3GBS PDBID 361X PDBID3M1I

Sekil 4. CRM1 ve komplekslerinin kristal yapis1 (PDB IDs 4FGV, 3NC1, 3GB8, 3GJX;
3MII)

-146 -



Giincel Biyokimya Calismalari 11

CRM1, niikleusta RanGTPe ve kargo molekiiliine NES dizisine baglanma-
s1 zayiftir. Ancak, CRM1 RanGTP ve kargo molekiiliine ayn1 anda baglanirken
her ikisine afinitesi yaklagik 500-1000-kat artar ve tiglii bir kompleks olustura-
rak, NPCden sitozole gecer (Dong vd., 2009). Sitoplazmada Ran/GTP’nin Ran/
GDP’ye hidrolizi, CRM1’in protein yapisinda konformasyonal degisime neden
olarak kargo molekiiliine olan afinitesini azaltir ve molekiilii serbest birakmaya
tesvik eder (Pemberton vd., 2005; Kau vd., 2004). CRM1 ve RanGDP yeni tagi-
ma dongiisii icin NPCden gegerek niikleusa déner (Dong vd., 2009; Watson vd.,
2004; Lodish vd., 2004).

Insan CRM1I geni, hiicre siklusuna bagimli olarak ifade olur, mRNA trans-
kripsiyonu hiicre siklusunun G1 fazinda baglar ve G2/M fazinda iist seviyededir
(Ptasznik vd., 2004). CRM1 proteini tercihen interfaz siiresince hiicrelerin gekir-
degin i¢inde ve ¢ekirdek zarina yakin lokalizedir (Ptasznik vd., 2004; Grunewald,
2006). Kalp, beyin, plasenta, akciger, karaciger, iskelet kasi, pankreas, dalak, ti-
miis, prostat, testis, yumurtalik, ince bagirsak, kolon ve periferik kan 16kositlerin-
de ytiksek ifade olur (Kudo vd., 1997; Fornerod vd., 1997b).

CRM1, viral/hiicresel mRNAlar, rRNA, tRNA ve kii¢iik nitkleer RNAlar (sn-
RNAllar) dahil olmak {izere bazi RNA tiirleri ve ribozomal alt birimi gibi ¢esitli
makromolekiilleri ve 16sin amino asidi yoniinden zengin NES tasiyan proteinleri
hidrofobik rezidiiler barindiran kisa peptit uzantilarini, mekik proteinlerini, 6zel-
likle tiimor baskilayici proteinleri, hiicresel veya HIV-1, HTL-1 ve influenza A
gibi cesitli viriislerin splayslanmamis veya eksik splaysli RNA'lar1 ve birgok virii-
stin etkilesim halinde oldugu HIV-1 Rev ve HTLV-1 Rex proteinlerini, Ran/GTP
bagimli sekilde NPCden niikleustan sitozole nakliyesine aracilik eder (Fornerod
vd., 1997b; Koyama ve Matsuura, 2010; Fukuda vd., 1997. Ossareh-Nazari vd.,
1997; Fei vd., 2010; Misteli, 2008).

Calismalar, 40S ve 60S ribozamal alt birimlerin adaptdr protein NMD3 bag-
lanarak, CRM1 bagimli olark sitoplazmaya tasindigini, géstermektedir. CRM1’in
spesifik ajan ile fonksiyonunun bloklanmasinin, 28S rRNAnin islenmesini ve
pre-47S rRNAnin sentezini inhibe ettigini gostermistir (Bai vd., 2013). Bu ne-
denle CRM1 ribozomal biyogenezde kritik 6neme sahiptir. Ayrica CRM1, p53
tarafindan negatif MYC tarafindan ise pozitif olarak diizenlenir. MYC’nin ribozo-
mal biyogenezde mastir diizenleyici olarak ribozomal protein genleri ve CRMI’i
transkripsiyonel olarak tesvik ederek, artan ribozomal protein seviyesinin niikleer
transport makinesiyle sitoplazmaya daha fazla tasinmasina katki saglar (Wu vd.,
2008). Nitkleophozmin (NPM1) ribozomal proteinlerin ve alt birimlerin niikleer
ihracatinda da rol oynar ve CRML1 ile birlikte MYC hedef molekiil olarak ribozo-
mal biyogenezde gorev alir.
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Maya hiicrelerinin proteomik analizinde CRM1 tarafindan diizenlenen 285
protein tespit edilmis olup, yaklasik %45’inin bilinen NES dizileri tasidig: ra-
porlanmigtir (Matsuyama vd., 2006). CRM1 igin NES dizileri, Izolésin, Lésin,
Metiyonin, Fenilalanin ve Valin dahil olmak iizere hidrofobik amino asitlerden
olusur (Kutay ve Guttinger, 2005). NES dizileri hidrofobik karakterli 10-15 (HX2-
3HX2-3HXH) amino asit i¢eren bir ortak korunmus bir motife sahiptir. H, bir
hidrofobik amino asiti (yani, izoldsin, 16sin, metiyonin, fenilalanin veya valin); X,
herhangi bir amino asiti ve rakam ise potansiyel tekrar sayisini1 gosterir (Turner,
vd., 2012).

Bu hidrofobik bu amino asitler bir alfa-heliks-loop ve/veya tiim loop yapisi-
n1 olusturarak, CRM1’in hidrofobik cebine baglanmasina olanak verir (Dong et
al., 2009). Ancak NES dizileri heniiz yeterince tanimlanmamais olup, %40dan az1
bilinmektedir (la Cour vd., 2004). Kargo molekiiliiniin ii¢ boyutlu yapisinin; mu-
tasyon, fosforilasyon, defosforilasyon ile degisiklige ugramasi, CRM1’in baglana-
cag1 yeni NESlerin ortaya gikmasina neden olabilir (Vogt vd., 2005; Craig vd.,
2002; Powell vd., 1992). Ayrica; sumolasyon (Pichler ve Melchior, 2002) ubikiti-
nasyon (Bonifacino ve Traub, 2003; Vogt vd., 2005), asetilasyon (Vogt vd., 2005)
ya da proteinine 6zel ko-faktorlerin baglanmasi gibi ek modifikasyonlarda NES
dizisinin kaybolmasina, maskelenmesine veya yeni dizilerin ortaya ¢ikmasina ne-
den olarak CRM1’in kargo molekiiliine afinitesini degistirir (Kutay ve Guttinger,
2005; Yoneda vd., 1999; Poon ve Jans, 2005).

CRM1’IN EKSPRESYONU VE PROGNOSTIK ROLU

CRM1 aracili niikleer ihracat, kanser, yara iyilesmesi, iltihaplanma ve viral en-
teksiyon gibi ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir. CRM1; insan T-hiicresi 16semi
virtisii tip 1, Hungtington ve ailesel adenomat6z polipozis, kanser, inflamasyon,
viral enfeksiyonlar gibi gesitli hastaliklarla iligkilidir (Paraskeva vd., 1999).

Bir¢ok viral proteinin, STAT, NF-Kb, NPM1, RASSF2, Merlin gibi proteinle-
rin, estradiol reseptoriin ve APC, p53, p73, FOXOs, gibi tiimor baskilayici, IkB,
BCR-ABL, eIF4E, BRACI, retinoblastoma, p21CIP, p27Kip1 gibi biiytimeyi dii-
zenleyici/pro-enflamatuvarlar, NPM and AP-1 gibi anti-apoptotik proteinler ve
Cox-2, c-MYC, epidermal bitytime faktor reseptorii, HIF-1 gibi onkojenik pro-
teinlerin niikleer eksportu hiicre dongiisii ve hiicre ¢ogalmasi icin oldukea kritik
oneme sahip olup, niikleer eksportlar1 Crm1 tarafindan gergeklesir (Fornerod
vd., 1997a; Fabbro ve Henderson, 2003; Rensen vd., 2008). Ayrica, CRMI timdr
baskilayic1 proteinlerin ve onkojenlerin aktivitesini diizenleyerek kanserogeneze
katki saglar. CRM1; Rev ve U snRNAsnin niikleer eksportunu inhibe ederken,
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siklin B, MPAK, MAPKAP kinaz 2’nin, p21, p33 ve p27 ve Survivin'in lokalizasyo-
nunu diizenleyerek, bir¢ok hiicre i¢i siiregleri kontrol eder (Fornerod vd., 1997a;
Fabbro ve Henderson, 2003; Rensen vd., 2008). NFY/CBP, Sp1 ve p53 transkrip-
siyon faktorleri, CRM1 geninin promotoru ile iliskili olduklar: ve genin promoto-
runu aktive ederek, kanser hiicrelerinin transformasyonunda 6nemli rol oynadik-
lar1 bildirilmistir (van der Watt ve Leaner, 2011). CRM1I geni hiicre gogalmasinin
kontroliinde rol oynar ve gesitli yolaklar araciligiyla kanser hiicrelerinin prolife-
rasyonunda hiicrenin kontroliinii kaybetmesini etkiler. Bir niikleer ihrag faktorii
olarak, CRM1 tiimor baskilayici proteinlerin, hiicre dongiisii diizenleyicilerinin
ve pro-apoptotik proteinlerin dogrudan hiicre igi lokalizasyonu diizenler ve bu
nedenle niikleer ihracat dizileri ihtiva eden bu proteinlerin yer degisimi onkojen-
lerin aktivitesini de diizenleyerek kanserogeneze ve ilag-diren¢ mekanizmalarinin
gelisimine katki saglar.

CRMT’in genotipik varyasyonlari, ekpresyon diizeyini degistirerek niikleer-si-
toplazmik tanisgim makinesinin fonksiyonunu etkileyerek bazi hastalik fenotip-
lerinin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. CRM1deki tek niikleotit polimorfizm
(SNP) c.1871A>G; (pD624G), 6zofagus skuamoz hiicreli karsinom ve kronik len-
fositik 16semi ile iligkili bulunmustur (Lin 2014; Landau vd., 2013). Yapisal mo-
delleme galigmalari, CRM1 proteininin 624. pozisyonundaki aspartik asit amino
asitinin CRM1’in hedef kargo molekiile bagladig1 alanda 144. pozisyondaki lizin
amino asiti ile kritik bir tuz kopriisti olusturmasinin gerekli oldugunu gostermis-
tir. Proteinin 624. pozisyonundaki amino asitin glisin amino asitine doniisiimii bu
onemli tuz kopriisiniin kaybina neden olarak CRM1’in kargo molekiiliine olan
afinitesini degistirerek niikleer-sitoplazmik taginim verimliligini artirabilecegi ra-
porlanmustir (Lin 2014). Ayrica, CRM1 SNP rs6735330 ise otizme yatkinlikla ilis-
kilidir (Liu vd., 2011). CRM1 SNP rs7600515 ise Crohn’s hastalig1 i¢in prognostik
bir faktor olarak raporlanmigtir (Pernat vd., 2018). CRM1 SNP rs4430924 antitii-
berkiiloz ilaglarina bagli hepatotoksisite gelisim riskiyle iliskilidir (He vd., 20919).

Yumurtalik kanserinde (Noske vd., 2008), rahim agzi kanseri (van der Watt
vd., 2009), gliom (Shen vd., 2009), osteosarkom (Yao vd., 2009) pankreas kanseri
(Huang vd., 2009) ve 6zafagus kanserinde (van der Watt vd., 2014; Yang vd., 2014)
akciger kanseri (Liu ve Gao, 2017), gastrik kanseri (Zhou vd., 2013) bas boyun
kanseri (Ozdas ve Ozdas., 2018), renal hiicre karsinomu (Inoue vd., 2013) hepato-
seliiler karsinoma (Zheng vd., 2014) akut miyeloid/lenfoid l6kemiya (AML/ALL)
(Kojima vd., 2013; Conway vd., 2015) kronik miyeloid/lenfoid 16semi (CML/
CLL) multiple miyeloma (MM) (Lapalombella vd., 2012) mantolu hiicre lenfo-
ma (MCL) (Zhang vd., 2013; Yoshimura vd., 2014) plazma hiicre 16semi (Tai vd.,
2014) ve akut miyeloid 16semi (Wang vd., 2018) CRM I'nin ifade diizeyinde artis
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tespit edilmis ve bu artisin metastaz, histolojik grade, artan timor boyutu ve azal-
mis genel sagkalimla iliskili oldugu bildirilmistir. CRMI’in artmus ifadesi; asir1
niikleositoplazmik taginim ile tiimor baskilayici, hiicre dongiisti diizenleyici ve/
veya pro-apoptotik proteinlerin sitoplazmada birikmesi veya mislokalizasyonuna
neden oldugu gibi ribozomal biyogenezi deregiile ederek, karsinogenezisi derin-
lestirir ve kemoterapiye direng gelisimine eslik eder. Ayrica mitoz ve kromozom-
larin dagilmasi kontroliinde aktif, niikkleer ve kromozomun korunakli yapisinin
stirdiiriilebilmesinde 6nemli oldugundan, bu yolaklar1 kullanarak kanser patoge-
nezinde rol oynar (Dasso., 2006). Crm1’in asir1 ekspresyonu ve gesitli maligni-
telerdeki negatif klinik tabloyla korelasyonu g6z 6niine alindiginda, onkolojide
cazip potansiyel bir toropatik hedef molekiil haline gelmistir (Huang vd., 2009;
Noske vd., 2008; Shen vd., 2009; Yao vd., 2009; Yoshimura vd., 2014).

SPESIFiK CRM1 PROTEIN INHiBiTORLERI

CRM1-aracili niikleer ihracatin spesifik ajanlarla bloke edilmesinin veya
CRM1I’e spesifik siRNA ile gen ifadesinin baskilanmasinin apoptotik yollaklar1
aktiflestirdigi ve doksorubisin, etoposid (Turner vd., 2009), sisplatin (Takenaka
vd., 2004) ve imatinib mezilat (Aloisi et al., 2006) gibi kemoterapétik ilaglara kars:
timor hiicrelerinin duyarliligini arttirdig bildirilmistir (Turner vd., 2009).

Leptomisin B (LMB), CRM1 proteininin fonksiyonunu bloke eden ilk inhi-
bitor molekiil olarak ortaya ¢ikmistir (Kudo vd., 1997; Kudo vd., 1999). LMB,
CRM1 proteininin reaktif bolgesinde spesifik sistein (Cys528) kalintisindan ko-
valent olarak baglanir ve CRM1’in hedef kargo molekiiliine baglanmasini inhibe
eder (Kudo vd., 1999). In vitro calismalar, transforme hiicrelerin normal hiicre-
lere kiyasla LMB muamelesine daha duyarli oldugu ve LMB’nin nanomolar kon-
santrasyonlarda oldukga sitotoksik oldugunu raporlanmistir (Mutka vd., 2009).
Ayrica LMBnin, anti-kanser ajani olarak kullanilmak tizere faz-I ¢aligmalar de-
vam etmektedir (Turner vd., 2009). Buna ragmen LMB diisiik toropatik indeksi
ve yiiksek toksisitesi nedeniyle heniiz klinikte kullanima girememistir (Newlands
vd., 1996).

Bir KPT tiirevi SINE, in-silico molekiiler modelleme stratejisine dayanarak
tiretilmistir (Lapalombella vd., 2012). SINE transforme olmamis hiicrelere toksik
etkili olmayup, in vivo ¢alismada oral kullaniminin hafif gastrointestinal semp-
tomlara neden oldugu ve degistirilen beslenme rejimi ile birlikte inhibitoriin ak-
tivitesini korudugu gozlenmistir (Etchin vd., 2013). SINE, Farkli KPT tiirevleri
CRMT'in kristal yapisinin analizi i¢in kullanilmis olup, CRM1-aracili niikleer ih-
racat1 inhibe etme potansiyeli gosterilmistir (Etchin vd., 2013; Lapalombella vd.,
2012). KPT tiirevleri kanser hiicrelerinde apoptozisi indiikler ve hiicreleri hiic-
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re-dongiisit G1 fazinda tutuklar (Etchin vd., 2013; Lapalombella vd., 2012).

KOS-2464, en etkili LMB analogu olup, diisitk nanomolar konsantrasyonlarda
apoptozisi indiikledigi bildirilmistir (Mutka vd., 2009; Turner ve ark., 2012). KOS
2464 diistk toksisite ve yiiksek anti-tiimor aktivitesi cesitli kanser hiicre hatlarin-
da ve ksenogreft fare modellerinde gosterilmistir (Mutka vd., 2009).

CBS9106 CRMY’in reaktif bolgesine baglanarak degrade olmasina neden olan
fakli bir inhibitorii olup, in vitro gesitli kanser hiicre hatlarinda ve in vivo ksenog-
raft hayvan modelde anti-tiimor aktivitesi gosterilmistir (Turner vd., 2012).

Ratjadon, Sorangium cellulosumdan izole edilmis olup inhibisyon mekaniz-
mast LMBye benzer ve anti-proliferatif etkilere sahiptir (Meissner vd., 2004).

Anguinomisinler, giiglii inhibitorler olup, transforme hiicrelere segici sitotok-
sisite gosterirler (Hayakawa vd., 1995).

PKF050-638, HIV-1 Rev proteininin niikleer ihracatini engelleyerek HIV-te-
davisinde kullanilan bir CRM1-inhibitdrii olup, anti-kanser etkisi heniiz aragtiril-
mamustir (Daelemans vd., 2002; Turner vd., 2012).

SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismalar, CRM1’in karsinogenezdeki kritik rolii ve terapotik hedef
olma potansiyelinin gostermis ve bu nedenle son yillarda CRM1 yeni tiimor-teda-
vi stratejilerinin gelistirilmesi ¢abalarinin odak noktasi haline gelmistir. Bu ¢aba-
larla gelistirilen yeni nesil spesifik CRM1-inhibitorlerinin ve diger ajanlarla kom-
binasyonlarinin tedavi amagli klinik kullanimlar1 olduk¢a umut vericidir. Spesifik
inhibisyonu veya interferans teknikleriyle gen ifadesinin baskilanmasi yoluyla
gerceklestirilen artan sayida calismalarla, CRM1’'in malignitelerdeki biolojik
fonksiyonu, iliskili hiicre i¢ci mekanizmalar1 agikliga kavusturulmakta ve tedavi
sirasinda gelisen ilag-diren¢ mekanizmalar1 daha iyi anlagilmaktadir. CRM1’in
hedeflenmesi, ¢esitli apoptotik yolaklarin aktive olmasina neden olarak, ila¢-di-
ren¢ mekanizmalarinin gelismesinin oniine gegerek tedavi stratejilerinde bir¢ok
avantaj vadetmektedir.
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