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OZET

Kronik yarasi olan 15 kadin 20 erkek hastada, hiper-
barik oksijen tedavisi (HBO5) sonrasinda serum ve
doku prolidaz enzim seviyeleri degerlendirildi. HBO
glinde 2 kez 90 dakikalik seanslar halinde uygulandi
ve tedavi 30. seansta sonlandirildi. Tedaviden 6nce
ve sonra hastalardan venbz kan &6rnekleri ve doku
biyopsileri alindi.

Serum ve doku érneklerinde, prolidaz enzimler
degderleri 6lglildii. Serum ve doku prolidaz degerleri,
tedavi sonrasinda, tedavi éncesine gére azalma ista-
tistiksel ~olarak  énemliydi  (p<0.001). HBO»
tedavisinin kronik yara cevresindeki hipoksiyi diizel-
terek, kollajen yikimini azaltigi distndldi.

Anahtar Kelimeler: Kronik Yara, Hiperbarik Oksijen
Tedavisi, Prolidaz Enzimi.

SUMMARY
HyperbaricOxygen and Prolidaz Enzym
Levels

16 female and 20 male patients were included in the
study in which we aimed to evaluate the serum and
tissue prolidase levels after the hyperbaric oxygen
(HBOy) therapy. All the cases had chronic refractory
wound.

HBO, therapy was applied twice a day in 90-minute
periods at 2 ATA. The treatment was discontinued
after 30 periods. We collected venous blood samples
and made skin biopsies before and after treatment.
The prolidase enzyme was evaluated in serum and
tissue samples before and after treatment. The proli-
dase enzyme activity in serum and tissue samples
had a significant decrease after therapy (p<0.001).
We conclude that HBO, therapy decreased the
degradation of collagen by corrected hypoxia around
chronic wound.

Key Words: Chronic Unhealing Wound, Hyperbaric
Oxygen Therapy, Prolidase Enzyme.
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GiRIiS

Degisik yara tiplerinde iyilesme hizi farkllik
gostermesine ragmen, genel olarak kronik yara, 30
glin iginde iyilesmeyen yara olarak tarif edilir (1).
Tyilesmeyen yaralarda, hipoksi, iskemi ve cogunlukla
sonradan eklenen enfeksiyon, sebep olarak karsimiza
cikmaktadir. Iskeminin dizeltiimesi icin cesitli yon-
temler kullaniimistir. iskemi ya cerrahi ydntemlerle
dokuya giden mevcut dolasimi artirilarak, veya kanin
oksijenasyonunu artirarak diizeltiimeye calisiimistir.

Hiperbarik oksijen (HBO,) tedavisi, kapali bir
basing odasinda, 1 atmosferden (1 ATA= Absoll
Atmosfer) daha ylksek basing altinda, maske, baslik
veya endotrakeal tliple, aralikli olarak oksijen solut-
mak suretiyle uygulanan bir tedavi yontemidir (2).

Yara iyilesmesine etkisi : Yaralanmis doku hipok-
siktir, parsiyel oksijen basinci 5-15 mmHg' ye ve hatta
daha disik degerlere kadar disebilin. Oysa vyara,
iyilesmesinde gerekli kollajenin fibroblastlarca sentez-
lenmesi icin, minimum 30-40 mmHg parsiyel oksijen
basinci gereklidir. HBO, ile doku oksijen parsiyel
basincinin artirilmasi, fibroblastik aktivite artisi ve kol-
lajen matriks birikimine yol agar. Hipoksi ise angio-
neogenesis uyarir. Bdylece glinde 2-4 saat sireyle
uygulanacak HBOy, kollajen matriks birimini
sadlarken, 20-22 saatlik hipoksinin angiogenesisi
uyarici etkisiyle de damarsal gelisim olur (3,4,5).

Yara iyilesmesi esnasinda saglikli bir dokuda kol-
lajen sentezi artip yarayi doldururken, o oranda kolla-
jen yikiminda dedisiklik olup olmadigini aragtirdik.
Iskemik bir yarada, HBO, tedavisi sonrasinda kollajen
sentezindeki olasi artig, prolil hidroksilaz enzimi ile
takip edilebilir, fakat bu enzimin her laboratuvlarda
calisilamamasi, pahal bir yontem olmasi ve hatal
sonug olasiliginin yiiksekligi pratik olarak kullanimini
engellemektedir. Kollajen katabolizmasinda yer alan
prolidaz enzimi ise, calisiimasi daha ucuz ve her labo-
ratuarda calsilabilecek  bir enzimdir.  Yara
iyilesmesinde prolidaz enziminin roli olup olmadigt,
doku ve plazmadaki prolidaz degerlerinin HBO»
tedavisi ile degisip degismeyecegi arastirildi.
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Prolidaz enzimi (EC: 3.4.3.7, Iminodipeptidaz), C
terminalinde prolin veya hidroksiprolin bulunan imin-
odipeptidleri yikan enzimdir. Bu dipeptidler, organiz-
mada kollajen yikiminda agida gikar. Kollajen, art arda
birkac reaksiyonla, iminodipeptidlere ve bunlar da
serbest aminoasitlere ayrili. Bu aminoasitler, genel
sistemik aminoasit havuzuna katiimadan tekrar kolla-
jen yapimina girer. Prolin ve hidroksiprolinin her biri
kollajendeki amino asitlerin % 10'unu olusturur. Fakat
hidroksiprolin kollajen sentezine katilmadigindan ve
polipeptid zincirinin posttranslasyonel modifikasyonu
sonucu prolinin hidroksillenmesiyle ortaya ciktigindan
dolay, kollajendeki amino asitlerin % 20’ sini prolinin
olusturdugu kabul edilir (6).

Prolidaz aktivitesi birgok dokuda bulunur. Bunlar
arasinda incebarsak mukozasi, uterus, beyin, kas
dokusu, eritrosit ve serum sayilabilir. Badirsak
mukozasinda protein sindiriminde rol alir. Periferal
dokularda bulunan sitozolik prolidaz enzimi, C termi-
nalinde prolin veya hidroksiprolin igeren dipeptitleri
ayirarak fonksiyon yapar.

Normal serum prolidaz degeri 1000 U/L'nin altin-
dadir. 1500 U/L'yi asan degerler kronik karaciger
hastaliklarinda goériilir. Kemik hastaliklarinda, hicbir
zaman Yyliksek prolidaz dederine rastlanmamistir (7).
Oono ve ark. kronik yara iyilesmesinde prolidaz enzim
dederininin yaradan alinan sivi 6rneklerinde ve blister
olusan hastaliklarda blister igi sivi 6rneklerinde art-
tigini bildirmislerdir (8).

Bu calismada, kollajen metabolizmasinin yikim
basamadinda rol alan prolidaz enzim dederlerinin,
HBO, tedavisi ile iligkisi arastirildi.

GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Subat-1996, Haziran-1997 tarihleri
arasinda Gulhane Askeri Tip Akademisi Haydarpasa
Egitim Hastanesi Deniz ve Su Alti Hekimligi Servisine
bagvuran, kronik yarali hastalar Uzerinde vyapildi.
Calismaya alinan olgularin tiimiinde, yara olusumu 1
aydan fazla idi. Yara baslangici 6 aydan uzun olan
olgular galisma digi birakildi. HBO, tedavisine alin-
mas! kontrendike olan hastalar (Tedavi edilmemis
pndémotoraks, amfizem vs.) calisma diginda birakildi.
Tedavi siresince kapal yer fobisi ve/veya orta kulak
barotravmasi tespit edilip tedaviyi birakmak isteyen
hastalarda tedavi sonlandirildi. Tedaviye kabul edilen
hastalara gerekli bilgiler verildikten sonra vyazil
olurlari alind.

Tedaviye alinan olgularin, giinlik pansuman ve
debritmanlar yapilip, antibiyoterapi uygulandi. Klinik
gozlem dederlendirme disi birakild.

Kronik yarasi olan olgulardan tedavi 6ncesi 3 cc
vendz kan ve yara kenarindan 1 adet cilt biopsisi
alindi. Venoz kan ornekleri 3000 rpm'de 15 dakika
santriflj edilip, serum -50 °C' de saklandi. Cilt biyo-
psileri doku prolidaz enzimi 6lgiimi igin - 50 °C'de
sakland.

Ornekler alindiktan sonra hastalara giinde 2 kez
2 ATA'da 90 dakikallk HBO, tedavisi uygulandi.
Tedaviler Su Alti ve Hiperbarik Tip Servisinde bulunan
multiplace basing odasinda vyapildi. GuUnlik pan-
sumanlari yapilan hastalara alinan kiiltlir sonuglarina
gore uygun antibiyotik basglandi. Tedaviler, 30 seansa
tamamlaninca hastalardan tekrar 3 cc venoz kan ve 1
adet yara kenarindan cilt biopsisi alindi. Vendz kan,
ayni sekilde 3000 rpm'de santrifiije edilip, serum ve
alinan biyopsiler - 50 °C'de saklandi.

Haziran 1997'de tim hastalar tamamlandiktan
sonra, tedavi dncesi ve tedavi sonrasi serum ve doku-
lardan prolidaz enzimi Olgtimleri yapildi.

Prolidaz aktivitesinin 6lgimi modifiye edilmis
Myara yontemi ile yapildi (9,10).

Prensip: Serum orneginin Mn +2 ile 6n inkiibas-
yonundan sonra, glisin-L-prolin substrat olarak
kulanilir, prolidaz enziminin dipeptidaz aktivitesi prolin
aciga cikarir, olusan prolin ninhidrin ile reaksiyona gi-
rerek renkli bir bilesik olusturur. Olusan renkli
bilesigin siddetinin 515 nm' de 6lglilmesiyle, indirek
olarak prolidaz aktivitesi hesaplanir.

Diiz tiipe 33 cc vendz kan alindi. Ornek 3000
rpm'de 15 dk santrifilj edildi. Serumlari ayrildi. Ornek-
ler - 50 °C'de saklandi. Serum 1/5 olacak sekilde
0.005 M MnCl2, 4 H20, %0.001 Tx100, 0.001 M GSH
iceren Tris/ Hcl pH: 7.8 tamponu ile sulandirildi.
Sulandiriimis serum, 3 saat, 37 °C de 6n inkiibasyona
birakildi. Ornek tiipiine, 100 mikrolitre sulandiriimis
serum ve 100 mikrolitre glisin-L-prolin konuldu.
Ornek kér tiipiine glisin-L-prolin icermeyen sadece
sulandiriimis 100 mikrolitre serum konuldu. Her iki
tiip, 30 dk 37 °C de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonun-
da reaksiyonu sonlandirmak igin 1 ml 0.45 mol/Llik
TCA her iki tlipe eklendi. Kor tiipiine TCA ilavesinden
sonra, enzimatik reaksiyon durdugu igin, 100
mikrolitre glisin- L-prolin ilave edilip tlipler vortekste
karistirildi. 4000 rpm’de 10 dk santriflij edildi.
Santriflij edilmis 6rnek ve 6rnek kori tlplerinden ali-
nan 0.5 ml siipernatan, spekrofotometre tiiplerine
konuldu. Standart tiipiine ise, 0.5 ml prolin standart
gozeltisi, ayirag kor tipine ise, 0.5 ml 0.45 mol TCA
konuldu. Dért tiipe de, 1'er ml glasial asetik asit, 1'er
ml modifiye Chinard's g¢ozeltisi ilave edildi (Modifiye
Chinard's gozeltisi, 550 ml glasial asetik asit, 450 ml
6 M ortofosforik asit, 30 gr ninhidrin igerir). Tupler,
vortekste 15 sn karistirildiktan sonra, sicak su
banyosunda 90 °C de 20 dk inkibe edildi. Vorteks de
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15 sn karistirildiktan sonra, oda isisina getirilip, 515
nm’de renk reaksiyonlari okundu.

Doku Olgiimii: Ornekler %0.9 luk NaCl ile 1/50
seyreltildikten sonra, Ultra-Turraks T 25 homojeniza-
torde, 20500 devir/dakikada ve ultrasonik T460
manyetik  karistirict  ile  homojenize  edildi.
Homojenizatlar, Beckman sodutmali santrifiijde
10.000 x g de santrifiij edildi. Ust fazdan 100
mikrolitre alinarak, 1/1 olacak sekilde 0.005 M MnCl,
4 Hy0, %0.001 Triton X100, 0.001 M GSH igeren Tris/
Hcl pH: 7.8 tamponu ile sulandirildi. Bundan sonraki
basamaklar olan 6n inkiibasyon, enzimatik reaksiyon
ve prolin 6lgiimleri serum o6rneklerinde odugu gibi
calisildi ve prolidaz aktivitesi hesaplandi.

TUm istatistiksel dederlendirmeler igin, SPSS
yazilimi kullanildi (SPSS 11.0 , SPSS Inc., Chicago,
IL.). Tamimlayic istatistikler, ortalama + standart
sapma seklinde ifade edildi. Istatistiksel analizlerden,
bagimli gruplarda t testi kullanildi. p<0.05 degerleri
istatistiksel olarak énemli(anlamh) kabul edildi.

BULGULAR

Hastalarin yas ortalamasi 45.4 £+ 8.9 olup, 15
bayan 20 erkek toplam 35 hasta galismaya dahil edil-
di. Tedaviye alinan yaralarin etiolojileri Tablo-I'de
gosterilmistir.

TABLO - I
Calismaya Alinan Hastalarin HBO Tedavisine
Alinma Sebepleri
(GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi, 1995-1997)

Etiyoloji n %
1. Diyabetik yara 21 60.0
2. Periferal vaskiiler yetersizlige bagh lser 4 114
3. Dekdibitus ulseri 2 5.7
4. Ezilme yarasi 1 2.9
5. lyilesmeyen cerrahi yara 4 114
6. Yumusak doku enfeksiyonu 2 5.7
7. Radyasyona bagli nekroz 1 2.9

Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi sonuclar
karsilastirildi. Serum prolidaz dederleri, tedavi son-
rasinda tedavi Oncesine gore istatistiksel olarak
onemli derecede disti (p < 0.001)(Tablo II). Serum
prolidaz dederlerinde, 23 hastada tedavi 6ncesine
gore belirgin disme, 9 hastada belirgin olmayan
disme ve 3 hastada tedavi oncesi dederlerine gore
artis gozlendi. Doku prolidaz dederlerinde 25 hasta-
da, tedavi 6ncesine gore belirgin diisme, 3 hastada
belirgin olmayan diisme ve 2 hastada tedavi dncesi
dederlerine gore artis gozlendi. Ayni hastada hem
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serum hemde dokuda tedavi 6ncesine gore ylkselen
prolidaz dederi saptanmadi.

Tedavi sonrasi doku prolidaz dederleri, tedavi
Oncesine gore istatistiksel olarak 6nemli derecede
distl (p<0.001) (Tablo II).

TABLO - II
Tedavi Oncesi ve Tedavi Sonrasi Serum ve
Doku Prolidaz Tamimlayici Istatistikleri ve
Standart Sapmalari

oLciMm Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi

Serum Prolidaz (U/L)
Doku Prolidaz (U/mg)

739.8 +166.4
3194.0 + 559.8

646.3+169.4
2943.7 + 594.5

TARTISMA

Yara iyilesmesi, genel olarak inflamatuar, prolife-
ratif ve rejeneratif faz olarak (¢ bdlimde incelenen
kompleks bir prosesdir (11). Bu fazlarda olusan
I6kosit aktivasyonu, angiogenesis, kollajen sentezi, ve
reepitelizasyon gibi tiim prosesler doku oksijen
basinci ile yakindan iligkilidir. Problemli yaralarda,
yara iyilesmesi icin oksijen ihtiyac kan tarafindan
yeterince saglanamaz (12).

Lokal hipoksi, doku injlrisinin normal ve kaginil-
maz bir sonucudur (13). Hipoksi tamir icin uyaran gibi
davranir. Dider taraftan, pek cok tamir prosesinde
molekiiler oksijen ihtiyacindan kaynaklanan lokal
iskemi ve enfeksiyon, yetersiz doku iyilesmesine yol
acabilir. Doku oksijenasyonunun diizelmesi, tamir
islevini kolaylastirir. Deniz seviyesinde % 100 oksijen
ile orta derecede arteriyel hiperoksi olusturulursa,
yaray! cevreleyen lokal damarlarda oksijen basinci
beklenmeyen &lglide pik yapar. Fakat yaranin cid-
diyetine badli olarak, hipoksi relatif olarak merkez
bolgede daha az degisir. Kollajen sentezi, matriks
deposizyonu, anjioneogenezis, epitelizasyon ve bak-
teriyal 6ldirme bir ivme kazanir. Yara hucreleri yik-
sek oksijen basincinda daha fazla oksijen kullanmak-
tadir. Oksijen, sadece protein sentezi ve hiicre boliin-
mesi gibi enerji gerektiren proseslerde degil, ayni
zamanda kollajen alfa zincirlerinin olusumunda, onun
fiberlere baglanmasinda ve salgilanmasinda gerekli
olan prolin ve lizin molekullerinin hidroksilayonunda
da gereklidir. Pek ¢ok roliinden dolayl oksijen yara
iyilesme prosesinde kontrol edici durumdadir. Beyin
ve kalpte oldugu gibi oksijen yarada da kritik
molekildur (14).

Lokal doku, oksijen basinci tamir esnasinda kol-
lajen sentez ve deposizyonunu etkiler. EGer anoksi
olursa, fibroblastlar invitro olarak hiicre ici polipeptit
kollajen prokursorlerini yapacaklardir, fakat onlari sal-



Kronik Yaralarda Prolidaz Enzim Degerleri

gillayamayacaklardir (14). Oksijen, tekrar uygun kon-
santrasyona eristiginde kollajen Uretilir (10). Prockop,
gegici bir anoksinin bile daha az hidroksile kollajen
olusumu ile sonuglandigini gstermigtir. Invivo sinirli
bir anoksik periyod, disik mekanik gerilime neden
olacak daha az dayanikli kollajen sentezine yol acar
(15). Chvapil ve arkadaslari, kollajenin gapraz bag ve
maturasyonlarinin gevre oksijen basincinin yiikselme-
siyle lineer olarak arttigini gostermislerdir (16).
Young, invivo olarak cerrahi hastalarda ve tavsan
modellerinde ince ve kalin bagirsak anastomozlarinda
kan akimini Olgerek, perianastomotik oksijen
basinglarini, kirlma gerginligi ve kan akimi ile uyum-
lu bulmuglardir. Tavsanlarda, pO, 55 mmHg nin
ustiinde % 10 kirlma hizina ragmen, p0y 25 mmHg
nin altina distiigiinde bu % 100°e erigmistir (17).
Digerleri, oksijen ile doku gerginlik kuvveti, total kol-
lajen depozisyonu, total protein ve total hiicre DNA'sI
arasinda yakin iliski oldugunu géstermistir. Oksijen
ihtiyaci epitelizasyonla da ilgilidir. Rejenere olan
epitelial hiicreler, baslangicta anaerobik yasam icin
hazirlanirlar, fakat aerobik fonksiyonlarini da
muhafaza ederler. Daha fazla oksijen verildigi
takdirde bu aerobik metabolizmaya donusir. Pek gok
arastirmaci 1-2 ATA arasl oksijen verildigi takdirde,
normal ve iskemik yaralarda epitelizasyon hizini oksi-
jen sunusunun kontrol ettigini rapor etmislerdir.
Epitelial hiicreler, bazal membran kollajenini yaparlar
ve tabii ki bu etkinin bir pargasi da, onlarin kendi ken-
dini sinirlama yeteneklerindeki artistir. Keza replikas-
yon hizi da oksijen bagimlidir (18).

Yiksek arteriel p0y'nin hipoksik alanlarda anjio-
genezisi bagslattigi goézlenmistir. Dider taraftan,
yaranin merkez kisminin yiiksek p0y'ye maruz
kalmasi damar gelisimini durdurur. Bunun arkasinda
yatan mekanizma, makrofajlarin hipoksi veya yiiksek
laktat seviyesi oldugu zaman anjioneogenetik faktor
Uretme kabiliyetlerinin olmasindandir (19). Boylece
giinde, 2 kez 90 dakikallk HBO5 ile kisi ortalama
olarak 3 saat hiperbarik ortama, 21 saat de hipobarik
ortama maruz kali. Bu kombinasyon neticesinde,
hem yliksek oksijen basinci ile angioneogenez arta-
cak, hem de goreceli disiik oksijen basici ile makro-
fajlarin salgiladigi angioneogenetik faktor sayesinde
yeni damar olusumu uyarilacaktir.

Calismamizda, kronik yarali olgularda kollajen
yikiminda rol alan prolidaz enzimi seviyeleri Uizerine
HBO, tedavisinin etkisi arastirildi. Serum ve doku
prolidaz enzim o6rneklerinde, kollajen yikiminda rol
alan prolidaz enzim aktivitesi tedavi sonrasi degerler
itibariyle, tedavi oncesi dederlere gore istatistiksel
bakimdan anlamli olarak azaldi (p<0.001).

Kronik yaralarda prolidaz enzimi seviyelerinde
degisim ile ilgili tek bir calismada, Oono ve ark.lari,
kronik yara iyilesmesinde prolidaz enzim degerinin,
yaradan alinan sivi érneklerinde ve blister olusan
hastaliklarda, blister ici sivi Orneklerinde arttigini
bildirmiglerdir (8). Bizim calismamizda, prolidaz enzi-
mi serum ve dokuda dederlendirilmistir. Prolidaz
seviyelerinde, HBO, tedavisi dncesine gére artan,
azalan ve dedismeyen sonuclar aldik. Sonuglarin
tamami istatistiksel olarak degerlendirildiginde, HBO;
tedavisi sonrasinda prolidaz seviyelerinde diisme egi-
limi gordik. Kronik yara cevresindeki hipoksinin
HBO, tedavisi ile, normoksi veya hiperoksiye
donigerek, kollajen yikimini azalttigini diistindik.

Prolidaz enzim aktivitesi 6lgimi yani sira bir
diger o©nem tasiyan prolil hidroksilaz enzim
Olgiiminin de, bu calismanin anlamhligini artirma
bakimindan parametre olarak kullaniimasi distndldu.
Ancak prolil hidroksilaz 6lgim ydnteminin hata kay-
naklarinin fazla olmasi, ileri teknikler gerektirmesi, ve
pahali bir laboratuvar yontem olmasi nedeniyle calis-
ma kapsamina alinmadi. Modifiye Myara yontemi ile
on inklibasyon slresi, 24 saatten 3 saate indirilen
prolidaz enziminin pratik olarak kullanilabilecek bir
test oldugunu disindik. Deneyde kullanilan
materyal de, hem ucuz hem de her laboratularda
bulunabildidi igin, prolidaz enziminin rutin olarak kro-
nik refrakter yaralarin tedavisi esnasinda kollajen
yikim slrecinin azalttigini gésterebilmek amaciyla kul-
lanilabilecedi sonucuna vardik.

Sonug olarak;

1. Kollajen yikimi ve yikimda rol alan prolidaz enzi-
mi anlamli olarak azalmistir (p<0.001).

2. HBO, tedavi derinligi ve tedavi siiresinin prolidaz
enzimi ve kollajen yikimi Uzerindeki etkisi
hususunda, optimal degerlerin ortaya konabilme-
si icin, dedisik derinlik ve sirelerin kullanildigi
tedavi profillerinin uygulandigi farkl calismalarin
yapilmasina gerek vardir.
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