T.C.
EGE UNiVERSITESI
SAGLIK B iLIMLER i ENSTITUSU

KRONiK BOBREK YETMEZL iGiNDE
HEMODIYAL iz VE PERITON DIiYAL iZiNiN
OKSIDATIF STRES UZERINDEKI ETKIiSi

Biyokimya (Eczacilik) Programi

Yuksek Lisans Tezi

Eczaci
Fadime AYDIN KOSE

Danisman
Prof. Dr. Aysun PABUCCUOGLU

iZzMiRrR

2009






T.C.
EGE UNIVERSITESI
SAGLIK B iLIMLER I ENSTITUSU

KRONIK BOBREK YETMEZL iGINDE HEMODIYAL iz
VE PERITON DIYAL iZININ OKSIDATIF STRES
UZERINDEKI ETKISI

Biyokimya (Eczacilik) Programi

Yuksek Lisans Tezi

Eczaci
Fadime AYDIN KOSE

Danisman
Prof. Dr. Aysun PABUCCUOGLU

iZzMiRrR

2009



DEGERLENDIRME KURULU UYELERI

Baskan : Prof. Dr. Aysun PABUCCUGLU  ....ooocviiiceeececee,
(Danisman)

Uye : Prof. Dr. Ayfer YALCIN e,
Uye :Doc. Dr.Emrah KILING e

Yuksek Lisans Tezinin kabul edifditarin: ............cccoooeeeiiiiiiiieieiinnes



ONSOZ

Calismalarimdaki dgerli katkilari, 6zveri ve desteklerinden dolayistaa
dansman hocam Sayin Prof. Dr. Aysun PABUCCGIU’ na, ¢calsma materyalinin
sazlanmasinda yardimci olan Ege Universitesi Tip Rakiillg Hastaliklari Anabilim
Dall Baskani Sayin Prof. Dr. Fehmi AKICEK’ e, Sayin Dr. Meltem SHR’ e ve
Ege Nefroloji Diyaliz Merkezinde gorev yapan Saidn Can BOYDAK’ a ve tim
sazlik personeline, Ege Universitesi Tip Fakiltesi @gjatistik ve Tibbi Bilgim
Anabilim Dali @retim Uyesi Sayin Do¢. Dr. Mehmet N. ORMAN’' a, Ege
Universitesi Eczacilik Fakiltesi Anabilim Dal’'ndakim &sretim gorevlisi

hocalarim ile @retim elemani arkagkrima tgekktr eder ve saygilarimi sunarim.

Ayrica, her zaman oldw gibi esitim hayatim siresince de benden dgsie

esirgemeyen aileme vagime ¢cok tgekkir ederim.

[zmir, 2009 Ecz. FadimAYDIN KOSE



SEKILLER DIZINI ..ot I

TABLOLAR D HZIENI oo ettt X

1. BOLUM

GIRIS VE AMAC
A = =T I =71 o 1= 3
1.1.1 OKSIAAtif SIrES.....cceiiiiiiiiiiiie e cereee e 3
1.1.1.1 Reaktif Oksijen Turleri ve Serbest Radiall....................... 3
1.1.1.2 Reaktif Oksijen Turlerinin EtKileri ......ccccccooeeviiieiiiiiiiieeiiin, 7
1.1.1.3 Reaktif Oksijen Turlerinin Kaynaklari...............ccccceevvunnns 12
1.1.1.4 Antioksidan Savunma SiStemi .........cccccervvveeiiiiiinineeeennnnns 13
1.1.2 Protein OKSIdASYONU .......uuiiiiiee e eeveeiiisasssseeeeeesaeeeeesenesnnnnnns 18

1.1.2.1 Proteiriskeletinin Oksidasyonu ve Proteinin Parcalanma8i.. 1
1.1.2.2 Amino Asit Yan Zincirlerinin Oksidasyonu...................... 21

1.1.2.3 Reaktif Azot Turleri Tarafindan Protein @legif

MOAIfIKASYONU ....ccevvveiiiiiiiei e 22
1.1.2.4 Protein Oksidasyon Urlinleri..........cceeeueveeeeeiceeeeeecieeennnns 23
1.1.3 Kronik Bobrek YetmeZi..........ccccceeeieeiiiiiiiiiiiiiee e 30
1.1.3.1 Kronik Bobrek YetmeZi EtiyolojiSi.........c.ccovvvvvvviivnnnnnnnn. 31
1.1.3.2 Kronik Bobrek YetmeZgi Patogenezi........ccccceeevvveeeeeeennnnnn. 31
1.1.3.3 Kronik Bobrek YetmeZi TedaviSi..........ccccevvvvevvvvvnnnnncnnnnnn. 33

1.2 Kronik Boébrek Yetmezii Tedavisi Ve Oksidatif Stres................cceeemr.... 36

1.3 Kronik Bébrek Yetmeziinde Oksidatif Stres Belirtecleri ...................... 39



2. BOLUM
GERECLER VE YONTEMLER

2.1 Kullanilan AlEIET..........oeeiiiiiiiit et ee e 41

2.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler .............cmeeeeiiieiieeeeeieeeeeeeeeiiiinnn . 42

2.3 Kullanilan COZERIET ......uueeiiee e eeee e 43
2.3.1 Protein Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltile..............ccccceeennnn. 43
2.3.2 Karbonil Gruplari Miktar Tayininde Kullanil&@ozeltiler ............... 44

2.3.3 Miyeloperoksidaz Enzimi Miktar Tayininde Katlilan
(707421 1] =1 SRR L

2.3.4 Ileri Oksidasyon Protein Urlinleri Miktar Tayininde

Kullanilan COZeltIEr............iiiiii e 46
2.3.5 3- Nitrotirozin Miktar Tayininde Kullanilandzeltiler..................... 47

2.3.6 Serbest Tiyol Gruplari Miktar Tayininde Kull&an

(707421 1] =1 o SSRRRRRPRP” -
2.3.7 Total Antioksidan Kapasite Tayininde KullamICd6zeltiler............ 48

2.4 Kullanilan Hasta Ve Kontrol Gruplarinin Tanife Plazma

OINEKIBT ...ttt sttt reere e senanenees 50
2.4.1 HASA GrUDU ......cooiiiiiiiiiiiice e st 50
2.4.2 KONLrol GrubU .......ccoiiiiiiiiic i eeeeeieee e 51

2.5 Kullanilan YOntemIEr........c.uvviiiiiiiiieeee e 51
2.5.1 Protein Miktar Tayini YONIEM...........aummmeeeeeeeeeeeeeeeeeeiniiiniinnnnens 51
2.5.2 Protein Karbonil Grubu Miktar Tayini YONt€Mi...........ccceeeeeeene. 53

2.5.3 Miyeloperoksidaz Miktar Tayini YONtE€Mi..cu.oeeeeeeeeeeeniiieiieeninns 53



Vi

2.5.4 ileri Oksidasyon Protein Uriinleri (AOPP) Miktari Tialy

YONEEIMI ..ttt e e e e e e e e e 6.5
2.5.5 3-Nitrotirozin Miktar Tayini YONeMI ......ccceceeeeeeieeeeeiieiiieeeeiiiiiinnens 57
2.5.6 Serbest Tiyol Gruplari Miktar Tayini YONt€Mi.........ccccceeeeevevnnnnnn. 59
2.5.7 Total Antioksidan Kapasite (TAK) Tayini YOMte......................... 60
2.6 IStatiStikSel ANALIZ.........coeviiieiriieieieee et 63
2.7 EUK KUIUE ONAYI ettt 63

3. BOLUM

BULGULAR
3.1 Standart §i CIZIMIEIT ... 64
3.1.1 Protein Miktar Tayinicin Standart Eri Cizimi .........c..ccccceevveveenene. 64
3.1.2 AOPP Miktar Tayinicin Standart Bri CizimMi............c.cccceeeveenennenn, 65
3.1.3 MPO Miktar Tayinicin Standart Bri Cizimi ...........cccccceveeevenenne. 66
3.1.4 Plazma 3-NT Duzeyi Tayiigin Standart Bri Cizimi..................... 67
3.1.5 TAK Diizeyi Tayinicin Standart Bri Cizimi.............ccccoeeeverenenne. 68

3.2 Calsma Gruplarinda Plazma Oksidatif Stres Parametnelekit

BUIQUIAK ... 69
3.2.1 Plazma Protein Karbonil Grubu Diuzeyine Aitddar.................... 69
3.2.2 Plazma Miyeloperoksidaz Duizeyine Ait Bulgular....................... 70

3.2.3 Plazmadleri Oksidasyon Protein Uriinleri Diizeyine Ait

BUIQUIAK ... 12
3.2.4 Plazma 3- Nitrotirozin Duzeyine Ait Bulgular..................ccoooe 73
3.2.5 Plazma Serbest Tiyol Grubu Dizeyine Ait Bldgu....................... 74

3.2.6 Plazma Total Antioksidan Kapasite DuzeyineBhilgular.............. 75



Vil

4. TARTISMA VE SONUG ..ottt 1
ST © 4 = WSSOSO UUSORR USSR 91
B. ABSTRACT ..o 93
7. YARARLANILAN KAYNAKLAR ..o e 95

8. OZGECMIS ..ottt ettt 107



SEKILLER DiZIiNi

Sekil 1. ROT larin arttirdil hticre hasari mekanizmalari

Sekil 2. Diamidasyon ve-amidasyon yolaklari ile polipeptit iskeletinde
meydana gelen pargalanma reaksiyonlari

Sekil 3. Proteinlerin polipeptit omurgasinin pargate reaksiyonlari

Sekil 4. Protein karbonil okumuna yol agan primer modifikasyon
reaksiyonlari

Sekil 5. Ditirozin olisum yolasl

Sekil 6. Tirozinin oksidasyon yolaklari

Sekil 7. Nitrotirozin olgum yolgz

Sekil 8. KBY ve replasman tedavisinde protein oksidmn yolaklari

Sekil 9. TNB olusum reaksiyonu

Sekil 10. BSA standartgi grafigi

Sekil 11. Kloramin-T standartgei grafigi

Sekil 12. MPO standartgel grafigi

Sekil 13. 3-NT standartgei grafigi

Sekil 14. ABTS' radikali absorbans inhibisyonu standart giafi

Sekil 15. Calgma gruplarina ait plazma PCC konsantrasyonunaafikg

Sekil 16. Calgma gruplarina ait plazma MPO konsantrasyonunaraiikg

Sekil 17. Calgma gruplarina ait plazma AOPP konsantrasyonurgr afik

viii

11

20

24

25

27

28

40

60

65

66

67

68

69

70

71

72

19



Sekil 18. Calgma gruplarina ait plazma 3- NT konsantrasyonungrafik

Sekil 19. Kontrol grubuna ait tipik plazma (A) ved M 3-NT ekilmis
plazma (B) kromatogramlari

Sekil 20. Calgma gruplarina ait plazma serbest tiyol konsantrasya ait
grafik

Sekil 21. Calgma gruplarina ait plazma TAK konsantrasyonunaraitik

74

75

76



TABLOLAR D izZiNi

Tablo 1. Reaktif oksijen turleri

Tablo 2. ROT’larin huicrede klaca hedefleri ve olgturdusu hasarlar
Tablo 3. Non-enzimatik antioksidanlar ve etki makaralari

Tablo 4. Amino asitlerin ROT aracili oksidasyonuoksidasyon urtnleri
Tablo 5. Kronik bébrek yetmeziievreleri

Tablo 6. Standart trolox ¢ozeltisi hazirlanmasi

Tablo 7. BSA standart grgfni olusturan absorbans gerleri

Tablo 8. Kloramin-T standargdsini olusturan absorbans gerleri
Tablo 9. MPO standarggsini olusturan absorbans gerleri

Tablo 10. 3-NT standarggsini olusturan pik yukseklikleri

Tablo 11. TAK standartgi grafigini olusturan absorbans gderleri
Tablo 12. Calkma gruplarina ait plazma PCC duzeyleri

Tablo 13. Calkma gruplarina ait plazma MPO duzeyleri

Tablo 14. Calkma gruplarina ait plazma AOPP dizeyleri

Tablo 15. Calkma gruplarina ait plazma 3- NT dtizeyleri

Tablo 16. Calkma gruplarina ait plazma tiyol diizeyleri

Tablo 17. Calkma gruplarina ait plazma TAK dizeyleri

17

22

31

49

64

65

66

67

68

70

71

72

73

75

76



1. BOLUM
GIRIS VE AMAC

Kronik bobrek yetmezfi (KBY); bobrek fonksiyonlarinin ilerleyici ve geri
donlgimsiz olarak bozulmasiyla sonuglanan uzun suréclpdtolojik durumdur.
Glomertiler filtrasyon hizinin azalmasiyla belirlbiben bu hastalikta, bobreklerde
gelisen ilerleyici fonksiyon kaybini aciklamak Uzere olea csitli
mekanizmalardan biri de oksidatif strestir. Bobréknksiyonlarinin bozulmasi
sonucunda meydana gelen bircok patolojik mekanidmaeaktif oksijen tirleri
dretiminde ary olmasi ve antioksidan sistemdeki vyetersizlikler YKiE@n
patogenezine katkida bulunmaktadir. Tum dinyadenbier sgslik problemi olarak
yer alan kronik bobrek yetmeginin ilerlemesini durdurmak amaciyla halen yeni
tedavi yontemleri agairiimaktadir.

Bu konuda yapilan c¢camalarda, idame diyaliz (hemodiyaliz veya periton
diyaliz) tedavisi gormekte olan KBY hastalarindasiolatif stresin yikseldini
gosteren cgtli bulgular elde edilmi ve diyaliz ortaminin oksidatif stres icin bir
model olarak dgiindlebilecgi ve hatta oksidatif stresi arttigdiileri stralmtar.
Ancak henliz, KBY hastalarinda oksidatif stresimmatinin nedenleri hentz tam
olarak aciklga kavgturulamamgtir. Cunkd inflamasyon gibi tremi ile gkili
metabolik anormallikler, diyaliz membraninin biypko uyumsuzlgu velveya

endotoksinle kontamine olmudiyalizatin kullaniimasi gibi diyalizsiemine bgl



faktorler ve hatta tedavide kullanilan eritropegibi ilaglarin da oksidatif strese
katkida bulunabilegg dusunilmektedir.

Ayrica, KBY hastalarinda plazmanin oksidatif staesumunu gosteren birgok
belirte¢ olmasina famen, bu konudaki populasyon gatalarinin eksikki
nedeniyle, bu testlerin diagnostik guct ile ilgié ¢aitli farkli gorisler mevcuttur.

Bu calsmada, diyaliz tedavisi uygulanan hemodiyaliz vatpardiyalizi hasta
gruplarinda ve bobrek transplantasyonu gergékilenis olan KBY hastalarinda
farkli tedavi yontemlerinin, oksidatif stres ve f@o oksidasyonu Uzerindeki
etkilerinin ¢aitli parametreler aracgiyla, detayli bir sekilde incelenmesi
amaclanmytir.

Bu amacla kontrol grubu ve hasta gruplarinda plarsksadatif stres durumu;
protein oksidasyonu belirtecleri olan protein kambaruplari (PCC), serbest tiyol
gruplart (-SH), ileri oksidasyon protein drinlerR@PP), 3-nitrotirozin (NT),
miyeloperoksidaz (MPO) ve plazma total antioksidaapasite (TAK) duzeyleri

uzerinden incelenmive sonuglar istatistiksel olarak glendirilmistir.



1.1 Genel Bilgiler

1.1.1 Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin @l hizi ile ortadan kaldiriima hizinin
denge halinde olmasksidatif dengelarak adlandirilir. Oksidatif denge korurgdu
surece organizma, serbest radikallerden etkilenrkde. Oksidatif stres ise,
serbest radikallerin ofum hizinda artma ya da ortadan kaldiriima hizindazalma
meydana gel@inde oksidatif denge bozulmasiyla ortaya c¢ikan ohawr (29, 39,

77).

1.1.1.1 Reaktif Oksijen Turleri ve Serbest Radikaller

Reaktif oksijen turleri (ROT) veya serbest raddgl dis orbitallerinde
eslesmemg elektron (8 iceren ve bu nedenle reaktif 6zelliksisan molekillerdir.
Bu geng tanimlama; hidrojen atomunu, geglementlerinin ¢gunu ve oksijen
molekllint kapsamaktadir. Negatif yuklu elektroryisain cekirdekteki pozitif
yukli proton sayisi ile s olmadgi molekuller olduklari icin dayanikli olmayan
serbest radikaller, elektron konfiglrasyonlarini zipb yikle dengelemeleri
gerektginden cok reaktiftirler ve kendi orbitallerini taméayabilmek icin bgka
molekillerden elektron kopartarak zincir reaksiysnbglatabilirler (22, 29, 30).
Serbest radikallerin esas kagna molekuler oksijen (€ olusturmaktadir. Aerobik
organizmalarda mitokondriler tarafindan oksijeninll&iminda bircok serbest
radikal meydana gelmektedir. Hicredeki oksidatresler genellikle ara dGrtin salimi
olmaksizin elektronlarin ye transferiyle sonuclanir. Elektron transfer
reaksiyonlarindaki sizintilar/ katar nedeniyle ¢cok az miktarda oksijen radikali

olusur. Oksijen radikallerinin hiicre icindeki fica kayng mitokondriyal elektron



transport zinciridir (ETZ). Bu zincirde kompleksve Il tarafindan ubikinonun
indirgenmesiyle olgan stabil semikinon molekilinden bir elektronuny'y®
transferiyle sUperoksit anyonu elu. Superoksit, ayni zamanda FMN gibi bir
flavinden bir elektronun transferiyle de gdbilir. Mitokondrilerdeki solunum

zincirinde, elektronlarin oksijene transfer basalawakda sUperoksit anyonu {0,
daha sonra hidrojen peroksitABh) ve son olarak da hidroksil radikali (Orblusur

(22).

Reaktif oksijen turleri ayni zamanda peroksizomdada olgur. Uzun zincirli
yag asitleri ve dger bilesikler FADH,'den iki elektronun @e transferiyle okside
olurlar ve sonucta ¥, meydana gelir. Okan HO, siratle hidroksil radikaline
dondstiralir (OH). Ayrica, endoplazmik retikulumda sitokromysp sistemi de
oksijen radikalleri tretebilir (22).

Oksijen radikalleri, belirli hiicrelerde bakteriyehfeksiyonun neden olgu
inflamasyon sirasinda da uretilirler. Mikrobiyalfeksiyonlarda sawan fagositler,
solunum patlamasi olarak bilinen sirecte toksikijeksradikalleri Uretirler. Daha
sonra fagositler bakteriyi 6ldurir. Akut enfeksijanala oksijen radikali okumu ve
bakterilerin  6ldurtlmesi olumlu bir proses olmasimagmen, uzun sureli
enfeksiyonlarda fagositlerin 6lmesiyle salinan tkkeksijen radikalleri, htcre
cevresini olumsuz olarak etkilemektedir (23Japhylococcus aureugbi patojenler
ayrica |okotrienler, prostaglandinler gibi mediydd, notrofil, eosinofil ve
makrofajlari aktive ederek ve membranglb& ADPH oksidaz enzimi yoluyla ROT
salinmasina yol acarlar (15, 84).

Kozmik radyasyon, kimyasal ve ila¢c kullanimi, duraamaruziyet reaktif

oksijen tirleri olgumuna neden olur. Ayrica, iskemi'de yiksek konseyonda @



iceren coOzeltilerle dokularin perfizyonu sirasindaktif oksijen turleri meydana
gelir ve hasara neden olur (28, 38).

ROT, hucrelerde tersinir veya tersinmez modifikadgra neden olur. Bu
modifikasyonlar oksidasyon, fragmantasyon, kopriake (disulfit bglantisi, protein-
protein bg&lanmasi, protein-lipit kb#anmasi), protein polipeptit iskeletinde
parcalanmaeklinde meydana gelebilir. Bu gigiklikler sonucunda hucre, doku ve/
veya organ hasari meydana gelebilir (27, 84).

Radikal yapisinda olan ve radikal yapisinda olmaseaktif oksijen turleri

asagida yer alan Tablo 1'de siralangtmr.

Reaktif Oksijen Turleri

Radikal Yapisinda Olanlar Radikal Yapisinda Olmdgan
Super oksit radikali (@) Hidrojen peroksit (HO,)

Hidroksil radikali (OH) Lipit hidroperoksit (LOOH)

Peroksil radikali(ROQ Hipohal6z asit (HOX)

Alkoksil Radikali (RO) N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon Radikali (HQ Singlet oksijen(O>)
Hemoproteine b#i serbest Ozon (Q)

radikaller Azot dioksit (NQ)

Tablo 1Reaktif oksijen tirleri (28)

1) Superoksit Radikali (O;)
Molekdler oksijenin bir elektron alarak indirgenma&®nucu olgur. Hemen

hemen tim aerobik hicrelerde meydana gelir (4).

O+ € Oy



Hicrelerde, @ Uretilen balica mekanizmalar;

a) Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda ET&ideydana gelen
elektron kagilari,

b) Indirgeyici 6zellikteki molekullerin (hidrokinonlaflavinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler, indirgergninikleotitler, ve indirgenngi geck
metalleri) aerobik ortamda oksidasyonu,

c) Dehidrogenaz ve oksidaz enzimleristza olmak Uzere, cok sayida
enzimin katalitik etkisi,

d) Aktive edilen fagositik |0kositlerde gercekémn  ‘solunum
patlamasi’dir.

Superoksit radikali dgrudan molekiler hasara neden olamazken
organizmadaki asil dnemi hidrojen peroksit@) kaynal olmasidir. Ayrica
geck metallerini indirgeyebilmesi ve nitrik oksit radikni peroksinitrite
(ONOQ) donistirmesi ile oksidatif hasar alumuna katkida bulunmaktadir
(30, 75).

2) Hidrojen Peroksit
Molekuler oksijenin iki elektron almasi veya sujpdsit radikalinin ¢cevredeki

molekullerden bir elektron almasi sonucusaiu
O, +e+ 2H — H,O,
O, +2e + 2H — H,O,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksit daha ¢olpeioksidin spontan olarak
veya superoksit dismutaz enzimi (SOD) katalizgilide dismutasyonu sonucu

olusur.

20, +2H — H0, + O,



Hidrojen peroksit, @ gibi, reaksiyon ortamina gore hem oksidan hem de
rediiktan gibi davranabilir. 4D bir serbest radikal @gidir ancak Fe™ veya dier
gecs metallerinin varlginda Fenton reaksiyonu ile ve superoksit radikalini
varliginda Haber-Weiss reaksiyonu ile en reaktif serb@stijen radikali olan

hidroksil radikalini (HO) olusturur (27, 30, 75).
Fe" 2+ H,0, —» OH+ OH + Fe® ....... Fenton Reaksiyonu
O+ HO,—->OH+0O,+HO ... Haber- Weiss Reaksiyonu
3) Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (HO); yukarida belirtildgi gibi, geck metalleri varlginda
Fenton Reaksiyonu ile suiperoksit radikali varida ise Haber-Weiss Reaksiyonu ile
hidrojen peroksitten meydana gelir. Ayrica suyuksgk enerijili iyonize radyasyona
maruz kalmasi sonucunda da meydana gelir (27 Bilif)en en guclu reaktif oksijen
turd olan hidroksil radikalinin yarilanma omri ceisadir (30, 75).

4) Singlet Oksijen

Singlet oksijen, molekuller oksijenin elektronlarand birisinin enerji alarak
kendi spininin tersi yoninde dénmesi veya orbitadegistirmesiyle olgur.

Singlet oksijen, ortaklanmamielektron olmadiindan, radikal olmayan bir
reaktif oksijen molekulidur. Serbest radikal regéisu sonucu gelebilecei gibi

serbest radikal reaksiyonunurglaanasina da yol agabilir (27, 30, 75).

1.1.1.2 Reaktif Oksijen Turlerinin Etkileri

Reaktif oksijen turleri hicrelerde organizmanin ééryapi talari olan lipit,
protein, karbonhidrat ve nukleik asit yapilaristaa olmak (zere hemen tim

molekillere saldirarak hasara neden olurlar (Tablo Hasar géren molekdller,



onarillamadii hallerde, fonksiyonlarini kaybeder, bunu takibéicre 6lumu ve doku

hasari geliebilir (15, 18).

Hedef Molekail Molekilde Ofan Modifikasyonlar

» Kolesterol ve ya asitlerinde oksidasyon

Doymams yaglar Lipidlerde capraz ganmalar

Organel ve hicrelerde ¢caprazlaamalar

Karbonhidratlar Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Hidroksilasyonlar
Nukleik asit bazlar » Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar

 Sekerlerde benzer reaksiyonlar

. _  Protein denatlirasyonu ve caprazlanma
Kakartld amino asitler _ o
« Enzimlerde inhibisyon

*Peptid zincirlerinde kopma
Proteinler *Denatirasyon

*Proteinlerde capraz plar

. . » Tek ve cift iplikcik kirlimalar
Nukleik asitler

» Baz icermeyen boélgeler

Hiyaluronik asit  Sinovyal sivi algkanliginda dgisme

Tablo 2. ROT’larin hiicrede bdica hedefleri ve olgturdusu hasarlar

ROT ile balatilan peroksidasyon zincir reaksiyonu ile memblada
polidoymams yag asitleri (PUFA) hasaraguar ve hicresel bitunlik bozulabilir (9).
Ayrica olwan bir lipid peroksil radikali, cevredeki gaasidi molekillerinde oto-
katalitik zincir reaksiyonlar meydana getirmek dgiyte peroksil radikallerinin
olusumuna neden olabilir. Bu durum tek sbea hidroksil radikalleri ile
baslatilabilecesi gibi, uygun birselator varlginda Q™ anyonu ile de bgatilabilir (15,

18, 30).



Proteinlerin ROT tarafindan gerceftielen oksidatif modifikasyonlardan
etkilenme dereceleri amino asit icerikleringslodir. Yapilarinda doymargibag ve
serbest tiyol grubu $ayan amino asitleri (triptofan, tirozin, fenil alan histidin,
metiyonin, sistein gibi) iceren proteinlerden, R@fin etkisiyle karbon merkezli
radikaller veya tiyil (RS) radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli
radikallerden ‘karbonil gruplarinin’ olcilmesi il@roteinlerin oksidatif hasari
degerlendirilir. Serbest radikallerin meydana getirdoksidatif modifikasyonlar
sonucunda proteinlerde fragmantasyon, capraglabmalar ve proteinlerin
agregasyonu meydana gelebilir. Yapilari bozularigomter normal fonksiyonlarini
yerine getiremezler (15, 18).

Serbest radikallerin karbonhidratlar Uzerine den@inetkileri vardir. Glukoz,
mannoz ve deoksekerler fizyolojiksartlarda oto-oksidasyon&utayarak, stperoksit
ve hidrojen peroksit okwmuna neden olurlar. Monosakkaritlerin oto-oksidesy
protein capraz Ianmalarina yol acarak agregasyonlarina sebepgoldibi, bazal
membran kalinlgmasina da yol acar (15, 18, 59, 69).

Reaktif oksijen turleri DNA c¢ift sarmalinin ayrilmima veya nukleik asit baz
degisimlerine neden olabilir. Bu da kromozal mutasyoalae sitotoksisiteye yol
acar (15, 18, 28, 29). Hidroksil radikali, deoksoz ve bazlarla kolayca reaksiyona
girer ve dgisikliklere yol acar. Eer hidroksil radikali DNA'nin yakininda meydana
gelirse, pirin ve primidin bazlarina etki ederek tasyonlara neden olabilir.
Hidroksil radikali, nukleik asitlerin doynyu karbon atomlarindan bir H
uzaklgtirarak karbon merkezli radikal afwrur. Singlet oksijenin ntkleik asitlerle
tepkimeye girme yeteie daha sinirhdir. Stperoksit anyonu ise gucli raidikal
oldugundan, 6zellikle guanin gibi yiksek elektrongyaluguna sahip molekdllerle

daha kolay tepkimeye girer (15, 18, 28). Reaktsin ttrlerinin DNA’yI oksidatif
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hasara gratmasi karsinogenez, nérodejenaritif hastalikryglanmada 6nemlidir
(18, 30).

Reaktif oksijen tirlerinin hicrenin yamsal bilgiklerinde olyturdusu
modifikasyonlar sonucu neden olduklar hicre veudblasarinin, ggli akut ve
kronik hastaliklarin patogenezindengdadan veya dolayl olarak sorumlu offlu
disunulmektedir (15, 18, 39). Bircok gtama sonucunda; Parkinson, Alzheimer,
multiple skleroz (MS), amiyotrofik lateral sklerofALS) gibi nérodejeneratif
hastaliklarda; ateroskleroz, miyokard enfarktldii gardiyo-vaskuler hastaliklarda;
AIDS, astim, diyabet, KBY gibi kronik sistemik habklarda; romatoid artrit, sepsis
gibi inflamatuvar hastaliklarda oksidatif stres eyinin yukseldgi gosterilmitir (18,

43, 84).
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1.1.1.3 Reaktif Oksijen Turlerinin Kaynaklari

Organizmada ROT, normal metabolikslemlerin strdirdlmesi
sirasinda endojen olarak meydana gelefildgjbi, ksenobiyotiklerin metabolize
edilmesi, iyonize radyasyona maruz kalma gibi néztémeksojen kaynakl olarak da
uretilmektedir (77).

a) Endojen Kaynaklar:

Metabolizma reaksiyonlari sirasinda az miktarda R@€ydana
gelmesi fizyolojik bir durumdur. Metabolik ygien ilerleyebilmesi icin bu ara
drinlerin  olgumu kacinilmazdir. Béca endojen ROT kaynaklari sagida
siralanmgtir:

» ETZ'de meydana gelen elektron lsacMitokondri, endoplazmik retikulum

ve niukleer membrandaki elektron transport zinceindksijenli solunum sirasinda
olusan elektron sizintilari kaca ROT kaynaidir. Oksijen, %1 oraninda siperokside
indirgenir (13, 27).

» Peroksizom enzimleriPeroksizom organelindeki g&# oksidaz enzimleri

superoksit radikali tretmeden, fazla miktard#tllretebilirler (27).

» Enzimler ve ProteinlerBircok enzimin katalitik dongusi sirasinda ROT

meydana gelmektedir. Ksantin oksidaz, aldehit akside triptofan dioksijenaz bu
tur enzimlerden olup, super oksit radikali @lmuna neden olurlar (30, 77, 75).

« Aktive fagositler ve makrofajlar: infeksiyoz olaylarda 6zellikle

Staphylococcus aureugibi patojenler, ayrica lokotrienler, prostaglaridr gibi
mediyatdrler, notrofil, eosinofil ve makrofajlarktave ederler. Aktif hale gecen bu
hiicreler, membrana pla NADPH oksidaz enzimi aracgiyla ROT olgmasina yol

acarlar (13, 26, 75).
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e Plazma membrani: Plazma memraninda bulunan lipoksijenaz ve

siklooksijenaz enzimleri ROT Uretimi i¢in 6nemlr liiaynaktir (13, 28).

» Kiguk molekillerin  oto-oksidasyanu Notral ortamda tiyoller,

katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler gibi colayda bilgigin oto-oksidasyonu ile
ROT olwur (28).

* Yglanma sireci ROT dizeyi yglanma ile paralel olarak agtigtsterir.

Yaslanma ile protein karbonilasyorartisi ve katalize edici tim enzimlerin
azalmasinin bu dengesizlikte dnemli rolleri vafd®, 59)

b) Eksojen Kaynaklar:

Baslica eksojen ROT kaynaklari; cevresel faktorlemest antineoplastik
ajanlar, yabanci toksik maddeler ve glutatyonu adkseden maddelerdir. Cevresel
faktorler arasindayonize radyasyon, hava kirlgi, sigara kullanimi, hgerelere kan
ilaclar, metaller (titanyum, aliminyum, kwn, molibden, nikel, krom, kobalt, civa,
kadmiyum, arsenik) vesal oksijen konsantrasyonu (hiperoksi) yer alir-(28). Bu
etkenler, dgrudan ROT duretimine neden olabilir veya antioksidaktiviteyi
azaltarak ROT’ larin ortadan kaldirilmasini engadlalirler. Eksojen faktorler
arasinda yer alan stres, vicutta katekolamin diezesttirir. Katekolaminlerin

oksidasyonu ise ROT aglumuna neden olur (13).

1.1.1.4 Antioksidan Savunma Sistemi

Organizmada reaktif oksijen turevlerinin glimunu ve neden olduklari hasari
Onleyen ve/veya onaran c¢ok sayida farkli mekanizmdunmaktadir. Bu
mekanizmalara genel olaraktioksidanlaradi verilir (28, 77).

Antioksidanlar cgiti mekanizmalar ile reaktif oksijen tdrlerinin

gerceklatirdigi oksidasyon zincirinin farkli basamaklarinda egkihi gdsterirler.
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Genel olarak ROT okwm basamani inhibe ederek veya alan ROT doku hasarini
Onleyerek savunma yaparlar. Etki mekanizmalarinae gdért balik altinda
toplanabilir (28, 77):

a) Toplayici etkili antioksidanlarROT ile etkilgerek veya onlari daha
zayif yeni yapilara dontirerek etkilerini gosterirler. Antioksidan enzine kuguk
molekdller bu mekanizma ile savunma yaparlar.

b) Bastirici etkili antioksidanlgrROT ile reaksiyona girerler ve bir'H
atomunu reaktif oksijen turlerine aktarirlar. Hipnolenen reaktif oksijen tarlerinin
aktivitesi azalir veya tamamen kaybolarak inakéifendonigar.

C) Zincir kinci antioksidanlar Bu grup bilgikler reaktif oksijen tirlerine
baglandiktan sonra, reaktif zincir yapisini kirarlddodifikasyona grayan ROT
fonksiyonunu kaybeder.

d) Onarici etkiye sahip antioksidantar ROT tarafindan meydana
getirilen hasari ortadan kaldiran antioksidanlardir

Antioksidanlar kayngina gore endojen antioksidanlar ve eksojen

antioksidanlar olmak tzere iki ana grup altinddaop (13, 28, 77).

1.1.1.4.1 Endojen Antioksidanlar

1.1.1.4.1.1 Enzim Yapisindaki Endojen Antioksidanlar

a. Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi: Solumun zincirinin son enzimi
olan sitokrom oksidazsagidaki reaksiyonla siperoksit radikalini detoksifigeer

(13, 77).

AQ, " +4H +4e — P 2H0+0O
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Bu reaksiyon devamli olarak tekrarlanir. Boylecekiyamaddelerinin
oksidasyonu tamamlanir ve bol enerji tretimglaair. Ancak superoksit tretimi
¢cogu zaman bu enzimin kapasitesigaave bu durumda ger antioksidanlar devreye
girer.

b. Superoksit Dismutaz: Sidperoksid dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1),
superoksidin, hidrojen peroksit ve molekller oksgeddngimuinu katalize eden
enzimdir (13, 18).

SOD
207 +2H TP H,0,+ O,

Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolizeden hucreleri @'nin
zarar verici etkilerine kar korumaktir. SOD aktivitesi, yiksek oksijen tikeitiolan
dokularda, 6zellikle eritrositlerde fazladir. Nornmaetabolizma sirasinda siuperoksit
uretimi fazla olmasina gaen SOD sayesinde intraselliler stiperoksit duzeayild
tutulur.

c. Glutatyon Peroksidaz: Glutatyon peroksidazGSH- Px EC 1.11.19)
hidrojen peroksitin indirgenmesinden sorumlu enZin(t3, 77).

GSH-Px
HO,+2GSH— ® GSSG+2HO
GSH-Px; tetramerik, dort selenyum atomu icerenzsii& bir enzimdir. Bir

GSH- Px tdrevi olan fosfolipit hidroperoksit gluyah peroksidaz enzimi (PLGSH-

Px) membranlarda o$an fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirge

PLGSH-Px
H,O, +2GSH ——® GSSG +2HO

PLGSH-Px
ROOH+2GSH— > GSSG + ROH + kD
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PLGSH-Px
PLOOH+2GSH—— ® GSSG + PLOH + kD
Membrana bgi en énemli antioksidan olan vitamin E yetmgiide PLGSH-
Px membrani peroksidasyona g&worur.
Hidroperoksitlerin redikte olmasiyla meydana gel&8SG, glutatyon

reduktazin katalizledi reaksiyonla tekrar GSH’a dogiir.

GSSG + NADPH +  — > GSH + NADP

GSH-Px solunum patlamasi sirasinda serbest ragialksidasyonu sonucu
fagositik hicrelerin zarar gérmesini engeller. itBsitlerde de GSH-Px oksidan
strese kan antioksidan olarak gorev yapar. GSH-Px aktivitdsi azalma hidrojen
peroksitin artmasina wéddetli hlicre hasarina yol acar.

d. Katalaz: Katalaz enzimi (CAT, EC 1.11.1.6) dort tane hembgrtgiyan
bir hemoproteindir. Hidrojen peroksitin oksijen seya parcalamasini katalize eder.
Katalaz aktivetesinin neredeyse tamamina yakirtrosrilerde gercekkgnektedir

(13, 18, 77).

CAT
2H,0, —» 2HO0+Q,

e. Glutatyon-S-transferaz:  Glutatyon-S-transferaz = enzimi  (GST),
selenyumdan kamsiz olan GSH-Px aktivitesi ile ardonik asit ve linoleat
hidroperoksitleri bgta olmak Uzere lipid peroksitlerine kar bir savunma
mekanizmasi okiururlar (77).

ROOH + 2 GSH ﬂ> GSSG + ROH + H,0
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1.1.1.4.1.2Non- Enzimatik Endojen Antioksidanlar

Organizmada yer alan geca non- enzimatik endojen antioksidan molekuller

ve etki melanizmalari Tablo 3’ te verilgtr.

Antioksidan Savunma Mekanizmasindaki Etkifi gi

Melatonin Hidroksil serbest radikalini (OHortadan kaldirir.

Ferro demiri (F&"), ferri demire (F&) yiikseltgeyerek
Seruloplazmin  Fenton reaksiyonunu ve bdylece hidroksil radikali

olusumunu inhibe eder. Glibaslayici bilesiktir.
Transferin Dolasimdaki serbest demiri Bhar.

Haptoglobilin  Hemoglobini b&lar.

Ferritin Dokulardaki demiri bglar.

Bilirubin Superoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.

Glutatyon Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyonargke
hlcreleri oksidatif hasara lsakorur.

Sistein Superoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.

Metiyonin Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyonargke
hlcreleri oksidatif hasara lgakorur.

Orik Asit Hidroksil, stiperoksit, peroksit radikalleri ve sieg

oksijeni temizler.

Tablo 3. Non-enzimatik antioksidanlar ve etki mekanizmalari

1.1.1.4.2 EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

Eksojen antioksidanlar; A, C, E vitaminleri, antsadan ozellikteki cgtli

ilaclar ve gida antioksidanlari olmak tzere simdlalabilirler (13).
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1.1.2 Protein Oksidasyonu

Serbest aminoasitler ve proteinlerdeki amino asdlinkilari ROT ile
oksidasyona duyarlidirlar. Protein oksidasyonu, R@fafindan amino asit
kalintilarinin  dg@rudan oksidasyonu ile veya karbonhidrat ve lipitleroto-
oksidasyonu sonucu meydana gelen reaktif karboniésiklerinin karbonil
gruplarinin proteinlerin lizin kalintilarina kovale bglanmasi ile dolayli yoldan
gerceklair (5, 59, 69, 79).

Proteinlerin ROT tarafindan oksidatif modifikasygrmamino asit kalintilarinin
yan zincirlerinin oksidasyonu, protein-protein @gbalarinin olsumu ve proteinin
parcalanmasiyla sonlanan protein iskeletinin olssidauseklinde meydana gelir (5).

Protein oksidasyon urunleri olarak; protein karlbtimevleri, klorotirozin ve 3-
nitrotirozin gibi aromatik yan zincir oksidasyonuudleri, disulfit ve metiyonin
sulfoksit gibi alifatik yan zincir oksidasyonu adén, ditirozin ve ileri oksidasyon
protein Urdnleri (AOPP) gibi protein-protein capi@aglanma Urinleri sayilabilir (5).

Oksidatif modifikasyona gramsg proteinlerde agregasyon, fragmantasyon,
enzim aktivitesinde azalma veya kaybolma, proteojiatkinlikta artma veya azalma,
reseptor aracili endositozun bozulmasi, gen trgsionunda d@siklik ve
immunojenik aktivitede ari olmasi gibi yapisal veya fonksiyonel gigklikler

meydana gelir (43).

1.1.2.1 Protein Iskeletinin Oksidasyonu ve Proteinin Parcalanmasi

Protein oksidasyonundan sorumlu en ©6nemli reakktijen turevi OH
radikalidir (5, 19). Suyun radyolizi veya hidrojperoksitin metal katalizli yikimi ile
meydana gelen OHproteinin polipeptit iskeletindeki veya hidrofébialifatik yan
zincirlerindekia-karbona saldirarak bir hidrojen atomunu uzgtkia. Bu reaksiyon

ile yapi, karbon merkezli radikalhalini alir. Olgan karbon merkezli radikal,
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molekdiler oksijen ile reaksiyona girerek daha saikd peroksidiolusturacak olan
alkil peroksil radikal ara Grinuni olusturur. Alkilperoksil alkoksil radikali
Fe? veya CU gibi geci metallerinin varlg gereklidir. Bu metabolik yolda ofan
alkil, alkilperoksil ve alkoksil radikaltdrleri, ayni veya farkli proteinlerdeki amino
asit kalintilarinin yan zincirleri (R gruplan) iletkileserek yeni karbon merkezli
radikalleri meydana getirirler. Gdan bu yeni karbon merkezli radikaller, ortamda
oksijen molekulinin bulunmagli zamanlarda, kendi aralarinda reaksiyona girerek
capraz bal protein yapilarini olgtururlar (5, 42, 73).

Alkoksil radikalinin olisumu peptid bginin ya diamit veyaa-amidasyon
yollari Uzerinden parcalanmasina neden olur. Diamietabolik yoluyla

parcalanmada diamit ve izosiyanat yapessamidasyon metabolik yolunda ise amit

ve N-u-ketoacil yapili peptid parcalari meydana gelirq9).

0O R 0
Diamit yolag1 0 R Rs "
o Ry

a—amidasyon
yolagi

X Q R, 0
HI'W/ %NHQ + OWN;

Sekil 2. Diamidasyon vea-amidasyon yolaklari ile polipeptit iskeletinde

meydana gelen parcalanma reaksiyonlari (5, 79)
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Bundan beka, polipeptid zincirinin ROT aracili pargcalanmaglutamil,

aspartil ve prolil yan zincirlerinin oksidasyonunsieunda da gerceklebilir (5, 79).

A.
N N ~ee RoNH, + Ho,O + CO,
WH/RZW OH , HO, g
] o 2-Prolidon, <
Prolil peptidi peptit %o
HNT">C & ~R,COOH
OH
B. a—amino butirik asit
AN NHR,: @]
GOOH | .0
—= Ry NP2y e AR+ Bag+ ™2
O OH',HOz', 02 O
HO
pirlivil peptidi
Glutamil peptidi
C.
O_ H
QM e R Q Q9
R-C-N-GH ———— Ry CNH, + HiCCCNR, +CO, +HO
CH, OH' , HOy
COOH

Aspartil peptidi

Sekil 3. Proteinlerin polipeptit omurgasinin parcalanma sgaalari (5, 79)

A) Prolil a.a. kalintisinin oksidasyonuyla; B) Glatil a.a. kalintisinin oksidasyonuyla; C)
Aspartil a.a kalintisinin oksidasyonu ile proteinpolipeptit iskeletinin  parcalanma
reaksiyonlari.
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1.1.2.2 Amino Asit Yan Zincirlerinin Oksidasyonu

1.1.2.2.1 Tiyol grubu iceren amino asit kalintilarinin oksidayonu:

Sistein ve metiyonin gibi tiyol grubu (-SH) iceremino asitler ROT’larin
hemen hepsi tarafindan oksidasyona hassas gruplardli kosullarda bile, sistein
kalintilar1 disulfitlere, metiyonin kalintilari mgonin sulfoksite déngebilir. Ancak
biyolojik sistemlerin ¢gu sisteini ve metiyonini okside formdan, tekrar wuifiye
forma dongtiren disulfit reduiktaz ve metiyonin silfoksit reduktaenzimlerine
sahiptir. Bu durum proteinlerin oksidatif modifikesunda yer alan tek onarim
olarak bilinmektedir (5).

Tiyol gruplarinin disulfitlere ve @er okside drtnlere (6rgan; oksiasitlere)
donimi proteinlerin radikal- aracili oksidasyonunda enken gozlenebilecek
olaylardan biridir (19).

Plazmanin bgica antioksidanlarindan olan tiyol gruplar; ghytanun yani
sira, bata albumin olmak tzere, plazma proteinlerinde baltusistein ve metiyonin
kalintilarindan kaynaklanir. Organizmada ROT sara ba&li olarak, tiyol
gruplarinin oksidasyonu da artar, plazma tiyol ¢iiree azalir. Plazma tiyol dizeyi
tayini proteinlerin ROT aracili oksidasyondan nerede etkilendiini gdsteren

onemli bir belirtectir (37).

1.1.2.2.2Aromatik amino asit kalintilarinin oksidasyonu

Aromatik amino asit kalintilari da ROT tarafindaksiolasyona acik énemli
hedeflerdendir. Ornign; triptofan kalntilari formilkintrenin ve kintrame ve caitli
hidroksi- turevlerine, fenil alanin ve tirozin igesitli hidroksi tlrevlerine, histidin

kalintilari, 2-oksohistidin, asparagin ve aspaaik kalintilarina doniir.
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Amino Asitler Oksidasyon Uriinleri
Sistein Sistein distilfitleri, sulfenik asit
Metionin Metiyonin silfoksit, metiyonin silfon
Triptofan 2-, 4-, 5-, 6- ve 7-Hidroksi nitrotriptofan, kiniima, 3-
hidroksikintrenin
Fenilalanil 2,3-Dihidroksifenilalanil, 2-, 3- ve lidroksifenilalanil
Tirozin 3,4-Dihidroksifenilalanil, tirozin-tirozin caprazaplari, Tyr-
O-Tyr, capraz bg nitrotirozin
Histidin 2-Oksohistidin, asparagin, aspartik asit
Arginin Glutamik semialdehit, 5-hidroksi-2-aminoleek asit
Lizin a- Aminoadipik semialdehit
Prolin 2-Pirolidon, 4- ve 5-hidroksiprolin, proglutamikigglutamik
semialdehit
Treonin 2-Amino-3-ketobutirik asit
Glutamil Okzalik asit, purivik asit
Losin 3-,4-,5-Hidroksil6sinp-ketoizokaproik asit, izovalerik asit vie
aldenhit

Tablo 4. Amino asitlerin ROT aracili oksidasyonu ve oksidasyrinleri (5, 79)

1.1.2.3 Reaktif Azot Turleri Tarafindan Protein Oks idatif Modifikasyonu

Nitrit oksit (NO), argininden nitrik oksit sentetaz tarafindanstlwlur ve
cssitli fizyolojik fonksiyonlarin dizenlenmesinde oOné&nrol oynar. NO ayni
zamanda superoksit radikali ile reaksiyona girgrekoksinitrit (ONOQO) olusturur.
Peroksinitrit de fizyolojik  keullarda CQ ile reaksiyona  girerek
nitrozoperoksokarboksila{ONOOCQ) olusturur (27). Proteinlerdeki tirozin ve
triptofan gibi aromatik amino asitler, sistein veetigonin kalintilari reaktif azot
tarleri tarafindan modifikasyona cok duyarhdirlayzellikle tirozinin nitrolanmasi,

hiicresel dizenleme ve sinyal ileti mekanizmalargit@v yapan anahtar enzimlerin
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tirozin kalintilarinin  hidroksil gruplarinin  fosfdasyon/ defosforilasyon ve

sinyal ileti mekanizmalarini etkiler (5, 79).

1.1.2.4 Protein Oksidasyon Urunleri

1.1.2.4.1 Protein Karbonil Turevlerinin Olusumu

Proteinlerin oksidatif parcalanmasi yukarida dartilel gi gibi ya a-amidayon
yoluyla ya da glutamil yan zincirinin oksidasyonolyyla gerceklgmektedir. Ayrica
lizin, arginin, prolin ve treonin rezidiulerinin gaidan oksidasyonu da karbonil
tirevlerinin olgmasina yol agmaktadir. Bunlara ek olarak; protei@ekarbonil
gruplari, proteinlerin lizin kalintilari ile indien sekerlerin veya busekerlerin
oksidasyon drdnlerinin reaksiyonu sonucundasaniu reaktif karbonil turevleri
(ketoaminler, ketoaldehitler, deoksi-ozonlar giklg ve lipit peroksidasyonu
sirasinda olgan aldehitler ile (4-hidroksi-2-nonenal, malondetid) reaksiyonlar
sonunda olgur (5, 32, 58, 59, 63, 69, 79).

Glukoz veya dier indirgenseker molekdilleri ile protein aminoasit kalintilar
arasinda gercelden Maillard reaksiyonu neticesinde protein karbdiiievi olan
ileri glikasyon son urlunleri(AGE) meydana gelir. Maillard reaksiyonu oksidatif
veya non-oksidatif olarak gercekén non-enzimatik bir dizi reaksiyondan @iu (5,
32, 58, 59, 63, 79, 84).

Diger taraftan polidoymamiyag asitlerinin, ROT aracili peroksidasyonu
sonucunda daeaktif karbonil tlrevleriolusmaktadir. Meydana gelen bu reaktif
karbonil tirevlerinin karbonil gruplari ile protéamin amino gruplari arasinda geln
reaksiyon sonucundaileri lipit peroksidasyon son drtnleri(ALE) olarak

isimlendirilen protein karbonil tirevleri sentezlgd5, 32, 58, 59, 63, 69, 79, 84).



24

( Gapraz Bagh Proteinler '

.

i R N i
—HN—-C-CO— ——» —HN—-C—-CO— ———>» -HN—-C—CO—

H |
/—\HZO oo
X ve gama iginlari Fe'3 OH
/ ( +2
H,0 \ Fe >

H,0,

02 H02 HZO + 02 HOZ
R R
I? \/ | \/ [
-HN—C—CO— == -HN—C—CO— <= —NHC—CO—
| ¥\ | PN |

OH +3 2 g+ O OOH
Fe Fe y H Fe+3, OH" Fe+2

Peptit Baginin Pargalanmasi I

Sekil 4. Protein karbonil olgumuna yol acan primer modifikasyon reaksiyonlari

(79)

Protein karbonil tirevlerinin doku ve plazmada Wiresi ‘karbonil stres’
olarak isimlendirilmgtir (59).

Protein karbonil tdrevleri; ROT aracih oksidatiddarin erkensamalarinda
fazla miktarda olgmalari, birikim gostermesi ve dglanda uzun sire kalmasi
nedeniyle, genel oksidatif hasaringddendirilmesi icin kabul gérmgibir protein

oksidasyonu ve ROT aracil oksidatif hiicre hasalirtecidir (5, 15, 16, 21, 79).
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1.1.2.4.21leri Oksidasyon Protein Uriinleri (AOPP)

Ileri oksidasyon protein urtinleri (AOPP) protein idiesyonunun derecesini
belirlemede duyarli olan belirteclerden biridir. RB, ditirozin iceren capraz #a
protein Urdnleri olarak tanimlanmaktadir.

AOPP ilk olarak 1996 yilinda, Witko-Sarsat ve af85) tarafindan, Gremili
hasta plazmalarinda tanimlagtm. Bu trtnlerin yiksek molekulgaliginda oldgu
ve daha cok distilfit kdpruleri velveya ditorizinpcaz b&lari olusturmus albumin

agregatlari ile ikkili oldugu belirlenmitir. (85).

OH OH OH OH
z -:[(J)—(J
peroksidaz
ONOO" R R
H,0, /Fe*? R
Tirozin HOCI Tirozil Ditirozin
radikali

Sekil 5. Ditirozin olusum yolgsi (79)

Aktive olmus fagositler, reaktif oksidanlarin major kaynaklaandir ve
konagin savunmasinda temel bir rol oynarlar. Bu hicre&tukca fazla miktarlarda
miyeloperoksidaz (MPO) enzimi igerirler. MPO;,® ve CI iyonunun HOCI
olusturmak Uzere reaksiyonunu kataliz edeamgrubu taiyan bir enzimidir. HOCI
cok kuvvetli bir oksidandirn vitro kosullarda, serum veya saftariimis insan serum
albuminin (HSA) HOCI ile reaksiyonuyla ortamdaki R® diuzeyinin, HOCI dozuna

bagll olarak, yukseldii gosterilmitir.  Bu sonu¢ dgrultusunda,n vivo kosullarda
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AOPP Udretiminin aktif notrofillerce salinan MPO @idesi ile iliskili oldugu
distuntlmektedir (10, 86).

Serum AOPP duzeyi, protein oksidasyonu udrtnlerinodlan AGE- pentozidin
(ileri glikasyon son urunleri-pentozidin) ve ditmain plazma konsantrasyonlari ile
pozitif korelasyon gdsterirken; lipit peroksidasyobelirteci olan tiyobarbitirik asit
reaktif maddesi ile bir korelasyon gdstermgimi(85). Bu durum AOPP’nin protein
oksidasyon duzeyinin belirlenmesinde guvenilir veyarh bir belirte¢ oldgunu

disindurmektedir (21, 85, 86).

1.1.2.4.3 Nitrotirozin Olusumu

Nitrotirozin, daha 6nce de belirtilgli gibi; serbest veya proteine @atirozin
amino asit kalintilarinin, nitrik oksit radikalinifNO), O, ve &~ ile reaksiyonu
sonucu olgturdusu reaktif azot tarleri (N@, ONOQO) ile oksidatif modifikasyonu

sonucunda sentezlenir (5, 27, 38, 66, 79).
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Sekil 6. Tirozinin oksidasyon yolaklari (74)

Diatomik serbest radikal olan nitrik oksit radikalargininin, sitrulline
donlsimu sirasinda, nitrik oksit sentetaz (NOS, EC 1.3.89) ve molekiler oksijen
tarafindan olgtulur. Hem fizyolojik, hem de patolojik olarak 6nermlan nitrik
oksit’in, organizmada vaskuler tonusun dizenlenmégibrek fonksiyonlarinin
kontroll ve sinirsel iletim gibi fizyolojik olaylala gorev aldii belirlenmitir. Dusuk
konsantrasyonlarda fizyolojik etkilerini gerceytieirken, yiksek konsantrasyonlarda

patolojik dzellikleri ortaya ¢cikmaktadir (74).



28

Nitrik oksit sentetaz enziminin noéronal (nNOS), etalyal (eNOS) ve
induklenebilir (iNOS) olmak Uzere U¢ izoformu vard85). Noronal NOS (tip |,
NNOS), beyin ve periferal sinir hiicrelerinde seradiirken; eNOS (tip3) endotelyal
hiicrelerde sentezlenir. Tip | ve Tip Il NOS izafdarinin her ikisi de C&
kalmodulin’e bgl mekanizma ile ¢ajir. Indiiklenebilir NOS enziminin (tip 2) ise
diz kas hucrelerinde, makrofajlarda ve fibroblagdabulundgu tespit edilmgtir.
Bu enzim, dger iki izoformundan farkli olarak, Cadan baimsiz mekanizma ile
calismaktadir (25). Nitrik oksit'in oksidatif hasar gtlurucu etkisinden INOS
izoformunun sorumlu oldiu gosterilmgtir (9, 33, 74).

Nitrik oksit radikalinin (NO) super oksit radikali (&) ile reaksiyonu
sonucunda, yarilanma siresi bir saniyeden kisarveeaktif NO tirevi olan,
peroksinitrit anyonu (ONOQ® meydana gelir. Bu dogum ile NO fizyolojik
etkilerini kaybeder ve oksidatif etki gdstermeyeslaa Peroksinitrit anyonu
sitotoksik olup, protein hasarinin henglbaasini hem de ilerlemesine neden olur (9,

33, 74).

OH
_NoO,
0, + NO —» ONOO- ——» | ONOOCO)]
C@H+
OH R

Nitrotirozin

R
Tirozin

Sekil 7. Nitrotirozin olusum yolgsl (38, 43)
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Peroksinitrit anyonu, 6zellikle karbondioksit veyakarbonat molekilleri
varhiginda, kuvvetli oksidasyon ve nitrolama reaksiyonigerceklgtirme guctne
sahiptir. Serbest veya proteinggbairozin kalintilari da dahil tim fenolik bijeler,
ONOO anyonu tarafindan kolayca oksitlenebilen, hedefekidlerdir (23, 25).
Proteinlerin, peroksinitrit ile reaksiyonunda gdn ana urin orto konumundan
nitrolanmg 3-nitrotirozindir (NT) (33, 38, 66, 74).

Nitrik oksit radikalinin nitrolama veya oksidasya@iicii sadece peroksinitrit
anyonu ile sinirli dgldir ayrica NO’in biyolojik metabolizmasinda major Griin
olarak olgan nitrit anyonu (N@) da iki farkli mekanizma ile tirozin amino asidi
Uzerinde nitrolama ve oksidasyon gercgttebilir:

1) NO, anyonu, hipoklorik asit (HOCI) ile reaksiyona gek ‘nitril klortr’
(CINO,) olusturur ve CINQ dogrudan tirozin yapisina” nitro” grubunu aktararak 3-
nitrotirozin olwturur,

2) NO, anyonu, hidrojen peroksit ¢@,) varliginda, MPO enzimi tarafindan
nitrit radikaline (NQ’) dondgturalir ve nukleofilik atak ile 3-nitrotirozin mewtia
getirir (38, 66).

Peroksinitrit anyonunun ve N®@in yari omdirleri ¢cok kisadir ve hizla
dekompeze olarak kararl yapida son urtinler meydatiarler. Bu nedenle, analitik
tayin icin kararli bir yapiya sahip, uzun 6émurli béyik molekiler yapiya sahip
olan 3-nitrotirozin son urundnpitro-oksidatif stres belirteci olarak kullaniimasi
benimsenmitir. Bu konuda yapilan ¢amalarda, serum 3-nitrotirozin diizeyinin NO
radikali miktari ile paralel agigosterdgi saptanmytir (33). 3-NT miktarinin kanda
ya da dokularda yukselgiolmasi hitro-oksidatif stress’olarak adlandirilir (74).
Nitro-oksidatif stres aralarinda kardiyovaskulerstahklar (miyokard infarkttsa,
ateroskleroz, kalp yetmegiigibi), immunolojik hastaliklar (astim, sistemikigsroz,

renal transplantasyon komplikasyonlari, romatditigrseptik sok gibi) ve nérolojik
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hastaliklarin (PD, AD, ALS, MS, menenjit, demaniigda bulundgu yaklagik kirk
hastalikla ilgkilendirilmistir (15, 20, 64, 74, 88).

Proteinlerdeki tirozin kalintilarinin 3-NT tlrevialine gelmesi, proteinde
alternatif konformasyonlara, c¢ozunurlik gigkliklerine, agregasyonlara veya
protein degradasyonlarina yol acar (74, 79).

Proteinlerin nitrolanmasi, hiicre proliferasyonufasklilasmasi igin cok 6nemli
olan protein tirozin kinazlar tarafindan gercgklden, proteinlerin fosforilasyonu

gibi anahtar hiicresel prosesleri de olumsuz oleatialer (33).

1.1.3 Kronik Bobrek Yetmezli gi

Kronik bobrek yetmezfii, csesitli nedenlerle nefronlarin ilerleyici ve geri
donlgimsuz olarak hasargnmayarak bobrek fonksiyonlarinin kaybedilmesine mede
olan bir sendromdur (41, 80). KBY; uzun sureli periyodun sonucunda meydana
gelir. Sadece bir boébrekte meydana gelen hasar ekblyetmezigi olarak
degerlendiriimez; sglam olan dger bdbrek fizyolojik fonksiyonlar icin yeterli
olmaktadir (80).

Bobreklerin  fonksiyonel kapasitelerinin belirlenmegin spesifik kriter
glomeruler filtrasyon hizidir (GFR). GFR, her ikolrekte bir dakikada o$an
filtrat, yani stizilen kan miktaridir. Normal ¢dlar altinda sglikh bdbrezin GFR
deseri 125 ml/ dk/ 1.73 fdir. KBY’de, GFR yillar icinde giderek azalmaktadi

Bobrek yetmezfii tanisi icin yaygin olarak kullanilan bir $k& parametre ise
kan kreatinin duzeyi arggidir. Kreatin fosfatin yikim drtin olan kreatinim’normal
kan degerleri 70- 120 pmol/L olup, bu d@erin 120 pumol/L'yi gecmesi bobrek
fonksiyonlarinda yetersizlik olg@wnu gdsterir. Bunlardan dea; olgularda ¢ aydan
uzun siiren azotemi ve GFR’nin 60 ml/ di’min altinda olmasi, uzun siireli tiremik
belirti ve bulgular, renal osteodistrofi belirtilare radyolojik incelemelerde bilateral

kicuk bobreklerin tespiti KBY gostergesi olarak kbbdilmektedir (41).
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1.1.3.1 Kronik Bobrek Yetmezfi Etiyolojisi

KBY nedeni olan boébrek hasari eimunda c¢ok sayida hastalik rol
oynamaktadir. Bunlar arasinda; diyabetik nefropaibnik piyelonefrit, obstruktif
Uropati, refliks nefropati, kronik glomerilonefvié polikistik bobrek hastaliklarl en
sik kasllasilanlardir. Kronik bobrek yetmeziinin diger nedenleri ise; primer
glomeruler hastaliklar, tlbdler- intertisyal hagiar, renal vaskiler hastaliklar,
kronik 0riner sistem tikanikgdl, kollojen doku hastaliklari, bazi metabolik

hastaliklar’dir (80).

1.1.3.2 Kronik Bobrek Yetmezfii Patogenezi

Klinik acidan KBY, asemptomatik olarak seyreden,bde& fonksiyonu
azalmasindan dremik sendroma kadar uzangfisken bir spektruma sahiptir.
Bobrek yetmezfii evreleri birbiri icine girmg olup kesin sinirlari yoktur. Ancak
bobreklerin fonksiyonel dgsiklik derecelerine goére siniflandirma klinik acgidan

yararh bulunmaktadir.

GFR

Evre Tanim
(ml/ dak/ 1.73nf)

Normal veya artm3iGFR
1 >90
Bobrek hasari

Hafif GFR azalmasi
2 60- 80
Bobrek hasari

3 Orta derecede GFR azalmasi 30- 59
4 Agir derecede GFR azalmasi 15- 29
5 Bobrek yetmezjii (SDBY) <15

Tablo 5. Kronik bobrek yetmezii evreleri (50)
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KBY’ nin erken evresindesadece bobpen fonksiyonel rezervinde azalma
vardir. Bobrgin sekresyon, biyosentetik ve dizenleyici fonksigoimda bir sorun
olmadgi icin klinik belirti veya bulgusu olmamaktadir.

Orta evrede bobrek yetmeziinin meydana gelmesinden dolayr azotemi
olusur ve anemi gibi klinik bulgular gézlense de hamtajenelde asemptomatiktir.
Ancak enfeksiyon, hipovolemi, Uriner sistemde saktak bir tikaniklik veya
nefrotoksik ila¢ kullanimi gibi akut stres eturucu faktorlerin varfii hastayi hizla
uremik tabloya yonlendirebilir. Geri dogiii mimkin olan etkenlerin ortadan
kaldirimasiyla genellikle hasta stabil offlu bobrek yetmezii durumuna geri
doner.

Tleri evreyeulasmis bobrek yetmezfiinde GFR dgeri 20- 25 ml/ dk/ 1.73M/M
nin altina dgmdstir. Bobregin sekresyon, biyosentez ve duzenleyici
fonksiyonlarinin buyik oOlcide bozulmwlmasi sirekli halsizlik, nokttri, kemik
agrilar gibi Greminin neden olgw Klinik bulgularin ortaya ¢ikmasina neden olur.
Yetmezlgin en ileri safhasi olanson donem bobrek yetmgntide (SDBY)
bobreklerde hasar ilerlegni ve bunun sonucunda fonksiyonlarini tamamen
kaybetmglerdir.

SDBY’ de giderek artan azotemi ve hemen hemen hgarosistemi ile ilgili
klinik belirti ve bulgular ortaya cikar. Terminaldodemde ortaya cikan bu klinik
sendromjiremiolarak tanimlanir.

Bdbrek hasarina neden olan primer etken ortadahrkah bile bobrek hasari
ilerlemeye devam eder. BObrek hasarinin ilerlengesieden olan kahca nedenler
arsinda hiperfiltrasyon hemodingini surekli proteinlri, sistemik hipertansiyon,

hiperfosfatemi ve hiperlipidemi sayilabilir (41,)30
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1.1.3.3 Kronik Bobrek Yetmezli gi Tedavisi

SDBY evresine gelmiolan KBY hastalarinda, hasg@n erken evrelerinde
uygulanan konservatif tedaviler hasta icin yeteksilmaktadir. Bu nedenle SDBY
hastalarindarenal replasman tedavilerinifRRT) uygulanmasi gereklidir. Renal
replasman tedavileri; hemodiyaliz, periton diyahz bobrek transplantasyonudur.
SDBY hastalari, hastgin farkli evrelerinde her U¢ RRT'den yararlanmak

durumunda kalabilir (41, 80).

1.1.3.3.1 Diyaliz tedavisi

Diyaliz; bir A solisyonunun solit (suda c¢ozurgninadde) iceginin, bu
sollsyonu yari gecirgen bir membran arggyla bir B solisyonu ile karastirarak
degistiren mekanizmadir. Her iki solisyonda da bulununnlekulleri ile dguk
molekdl &irlikli solttler, yari gecirgen membranin porlamndgecebilirken, buyuk
solutler (proteinler gibi) membrandan gecemediklegin membranin her ki
tarafindaki bglangi¢ konsantrasyonlarinda kalirlar.

Diyaliz tedavisinde A solisyonu yuksek konsantrashpo zararli artik
maddeler tamak olan kan; B solisyonu ise diyalizattan (splesifiyaliz sivisi)
olusur.

Diyalizde sivi ve sollt tanmasi, diftizyon ve ‘ultrafiltrasyon olmak Uzere
iki temel prensibe dayanir.

Diftizyon: Diyaliz ile zararl atik tGrinlerin viicutan uzagtiailmasini sglayan
en onemli mekanizma difiizyondur. Difiizyon yari ggen bir zar (membran) ile
ayrilmis iki soliisyon arasindaki konsantrasyon farkingibalarak gerceklgen soltt
degisimidir.

Ultrafiltrasyon: Su ve suda ¢oztunmihalde bulunan maddelerin, yari gecirgen

bir zardan, hidrostatik veya ozmotik bir kuvvetldmesi sonucu meydana gelen
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suyun kitlesel hareketine ultrafiltrasyon denir.sktdardaki sivi fazlag bu prensibe
dayali olarak vicuttan uzaktalir (8, 80).

Diyaliz tedavisi ile; uygun sivi ve solit glgiminin sgilanmasiyla hastanin
genel durumunun duizeltiimesi, su- elektrolit demgessaslanmasi, vicutta biriken
toksinlerin atilimi, hastanin yam kalitesinin yukseltiimesi ve transplantasyona
hazirlanmasi amagclanir. Diyaliz tedavisi sonucu, lbresin normal fonksiyon

kapasitesinin ancak % 5’i kadari ( iki bobrek igpplam % 10) kanlanabilir (80).

1) Periton Diyalizi

SDBY hastalarinda bobrek fonksiyonunun kesintisilarak, dgal bir
membran aracgiyla, herhangi bir kuvvete veya alete ihtiya¢c dugara yerine
koyma digtincesiyle periton diyalizi geliirilmi stir. Toksik maddeleri filtre eden yari
gecirgen zar olarak karin gagunu saran zar (periton zari) kullanilmaktadir. ®eri
boslugundaki sollit ve su absorbsiyonu, periton zarinéagiller dolgim ve lenfatik
akim yardimiyla gercek$enektedir. Periton diyalizinde vicut sicakha getirilmg,
yaklasik iki litre dekstroz iceren bir tuz solisyonu (diizat), periton bguguna
yerlestiriimi s olan kateter vasitasiyla 10 dakika gibi kisa birede periton bguguna
verilir. Periton diyaliz tipine gore ggen surelerde sivi karin gdagunda bekletilir.
Bekleme periyodu esnasinda, artik maddeler difuzlgrsu fazlalgl ise hidrostatik
ultrafiltrasyon yoluyla diyalizata gecer. Beklemérecinden yaklgk 20 dakika
sonra diyalizat bgaltilip, yerine yeni bir diyalizat periton kloguna verilir. Bu glem
genel olarak giinde 4 kez, haftanin 7 giini uygu(@n&0).

Periton diyalizi hastalari icin alti farkli diyaligdntemi vardir. Bunlar; surekli
ayaktan periton diyalizi (SAPD), aletli periton dlizi, aralikli periton diyalizi,
surekli siklik periton diyalizi, gece periton diyal ve tidal periton diyalizidir.

Genellikle hastanin sosysartlarina uygun ve periton diyalizin gerek sollirddsi
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gerekse ultrafiltrasyon transferi en yugsecikaracak olan bir periton diyaliz

yontemi segilir (8, 80) .

2) Hemodiyaliz
Hemodiyaliz (HD), bir pompa aradilyla vicut dsina alinan kanin, HD
makinesinde yari gecirgen bir membrandan geciklersivi solut iceginin
diizenlenip hastaya geri verilmesiemidir. ilk olarak 1964 yilinda Williem Koff
tarafindan akut bobrek yetmeiilitedavisinde uygulanmaya glanmstir. Hastaya
HD isleminin uygulanabilmesi icin yeterli kan akimineri¢kinlerde dakikada 200-
600 ml) sglanmasi gereklidir. Yeterli kan akiminiggamak icin hastaya kalici veya
gecici vaskuler gig yolu acllir.
Hemodiyaliz gleminin 3 temel bilgeni vardir:
» Diyalizor (filtre),
* Pompa yardimiyla kan- diyalizat dglaini sglayan sistem,

» Solut Klirensi icin belirli bir kimyasal kompozisnda sivi (diyalizat).

Diyalizin etkiligini arttirmak amaciyla, kan ve diyalizat akimi tg@nltddar.
Diyalizorler; hallow fiber (ici b kapiller) veya paralel tabakalar yapisinda olabili
Kullanilan membran ise sellloz, rejenere sellloz seatetik sellloz yapisinda
olabilir. Diyaliz membraninin (diyalizér) kapillercinde hastanin kani, kapiller
arasinda ise makine tarafindan hazirlgndiyalizat yer alir Damar girg yolundan
alinan kan, yari sentetik membrandaki cok sayidapillere pompalanirkense
zamanl olarak, kan akimina ters yonde, sodyumiklasetat veya bikarbonat ile
desisken konsantrasyondaki potasyum iceren diyalizat alth§ire verilir.
Membrandaki difizyon hareketi, tGre gibi kuguk malekagirhkli maddelerin

konsantrasyon gradiyentinegbaolarak kan tarafini birakip diyalizat tarafinaréket
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etmesini sglar. Benzersekilde genelde konsantrasyonu 35 mEq/ L olan bikaab
kan tarafina diffiize olur. Su ve sodyum klorur &inin uzaklatiriimasi, membran
boyunca olgan hidrostatik basinca glaolarak ultrafiltrasyonla gercelde. Haftada

3 defa 4 er saatlik HD uygulamasi hastalar iciregedimaktadir (8, 80).

1.1.3.3.2Transplantasyon

Transplantasyon, SDBY hastalarinda en fazla yaaglayan tedaviseklidir.
Dogru zamanda, dgu hastaya uygulangiboébrek transplantasyonu, hastanin
bobrek fonksiyonlarin  yakisk % 50’sini yerine getirebilmesini gkar.
Transplantasyon sonrasinda genelde diyaliz tedevise sivi-diyet kisitlamasina
gerek kalmaz. Ayrica diyalizleminin olwturdusu fiziksel ve psikolojik zorluklar
ortadan kalkgl icin yasam Kkalitesi yikselir. Ancak, transplantasyagieminin
yapilabilmesi icin alicinin hayati tehdit eden eksal komplikasyonlarinin

olmamasi gerekmektedir (80).

1.2 Kronik Bobrek Yetmezli gi Tedavisi Ve Oksidatif Stres

Kronik bobrek yetmezginde progresif fonksiyon kaybini aciklayabilmeknici
ileri surdlen mekanizmalardan birisi de oksidatifestir. Oksidatif stresin idame
diyaliz tedavisi alan ve almayan KBY hastalarindé&selmi oldugu gosteren ggtli
calismalar mevcuttur (34, 47, 85).

Bazi fizyolojik mediyatorlerin dgrudan veya dolayli olarak bdbrek hasarina
neden oldgu saptanngtir. Bu mediyatorler arasinda notrofiller, trombitesi
glomeruler hicreler, kompleman ve koagulasyon mile®, sitokinler, biyoaktif
lipitler, nitrik oksit ve reaktif oksijen turlerigr almaktadir (2, 21, 25, 31, 84).

Bobreklerdeki, glomeriler hicrelerin, nétrofillerimonosit/makrofajlarin ve

trombositlerin normalsievleri esnasinda meydana gelen reaktif oksijeletiirrenal
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hiicrelerin enerji Uretimi ve transport fonksiyomhala hasara neden olurlar, ayrica
morfolojik lezyonlarin olgumundan ve proteinlere karglomertler gecirgerntin
artmasindan sorumlu olduklarigintlmektedir (84).

Uremik hastalarda yiiksek diizeydeki oksidatif stresi doku hasarinin deca
kayna olarak notrofil-MPO-HOCI ile katalizlenen oksidatif reaksiyonlar olglu
ileri strdlmektedir (11, 35, 36, 53). Bu nedenlBBY ve diyaliz tedavisi uygulanan
KBY hastalarinda yaygin bir durum olan inflamasyenbdbrek hasari progresyonu
arasinda dgrudan ilgki kurulabilmektedir (2, 21, 25, 31, 84). Diyaliedavisinde
kullanilan membran veya kontamine diyalizat sivitarafindan inflamatuar yanittan
sorumlu olan noétrofillerin aktive edilmesinin ardan, PMNL'de solunum patlamasi
meydana gelir (77). Burada rol oynayan NADPH okajdaOD, NOS ve MPO gibi
enzimler tarafindan stperoksit {Q) hidrojen peroksit (kD,), HOCI ve NO gibi
oksidatif hasara neden olan kilder olusturulur (16, 31, 36, 83).

Oksidatif strese yol agarak bobrek hasarina nedim lair diser mekanizma
ise, diyalizorlerin alternatif kompleman yglai aktive etmesiyle gercekie Bu
yolakta muhtemelen 1gG ve kompleman elemanlarinigalid@ membranina
baglanmasiyla, grandlositler icin biyoaktif ylizey glm ve membranla temas eden
notrofillerde aktivasyon ve degranilasyon induki€gj 47, 49, 50).

Hemodiyaliz tedavisi alan hastalardaki yukaridailsaynedenlere ek olarak
ROT miktarinda arga yol acan ek faktorler arasinda,

* Uygulanan diyaliz tedavisi ile birikmi olan Gremik toksinlerin
tamaminin uzakkirilamamasi,

» Ekstrakorporal dokama yeniden maruz kalinmasi,

* Proinflamatuar sitokinlerin sentezinin uyariimas uzaklatiriimasinin

azalmasi,
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» Belirli miktarda bakterilerin geri sizmasi ve
* Reguiler diyaliz i¢in kullanilan sivida artan etaksin dizeyinden
kaynaklanan endotoksemi sayilabilir (8, 80).

HD tedavisinde (remik toksinler uzakimilirken, eser elementler ve
hidrofobik yapida, proteine Bh olmayan dgik molekul &irligindaki bilsikler de
diyalizat sivisina gecer ve bu durum serum dizieyteazalmasina yol acar. Bu eser
elementlerden birisi de antioksidan enzimlerdenagywn peroksidaz (GSH-PX) icin
esansiyel olan selenyumdur. Antioksidan vitamirgerditamin C ve E de diyalizat
sivisina gecerek, plazmada oksidatif hasarigiaatneden olmaktadir (47, 51).

HD tedavisi ayrica, plazma SOD, katalaz, glutatyeaiiktaz (GSSG-Red) ve
GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin aktivitesininalmasina yol a¢cmaktadir. Bu
azalmanin, bodbrekler tarafindan enzimlerin sentkziazalmaya @ olabilecegi
gibi, Gremik toksinlerin enzimlerin protein yapidandgisikli ge neden olmasina da
bagli olabilecesi ileri suridlmektedir. Nitekim, MPO’dan kaynaklandmpoklorik
asidin GSH-Px’i inaktive eti gosterilmitir (47, 51).

KBY tedavisinde PD uygulanan hastalarin klinik huégi incelendiinde ise;
okside/ redukte albimin oranindaki gty oksidatif stres ile #kili olugu
belirtiimistir. Ayrica tedavi sirasinda kullanilan diyalizayiksek glukoz iceginin
de karbonil ve oksidatif stres ilegkili olabilecezi 6ne surulmgtir. Diyalizatin, oto-
oksidasyon ve/veya iIsitma ile strerilizasyglemi sirasinda glukoz yikim trtnlerinin
arttigl ve glikasyon reaksiyonlariyla AGE glumunu hizlandirgg distndlmgttr.

Diger bir replasman tedavisi yontemi olan renal tréargpsyon operasyonu
sonrasinda SDBY hastalarindaki oksidatif stres mftamasyon belirteclerinin,

salikh kisilerin plazma duzeylerine yakin olgw belirlenmgtir (25). Bir bgka
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argtirmada ise Tx tedavisi alan hastalarda inflamasyedeniyle oksidatif stresin

arttig bildirilmistir (12).

1.3 Kronik Bobrek Yetmezli ginde Oksidatif Stres Belirtecleri

Oksidatif stresin hastaliklarin patogenezinde veyagresyonundaki rolini
anlayabilmek icin, uygun belirteclerin kullaniimagiereklidir. ROT kaynakl
oksidatif hasar en fazla protein, lipit ve nUkledsit gibi biyolojik molekulleri
etkilediginden; oksidatif stresin belirlenmesinde, geneflikbu biyomolekdllerin
oksidatif Urtinlerine yonelik testler uygulanmaktads6).

Daha onceki bolimlerde belirtigli izere KBY surecinde gahis ve renal
replasman tedavilerinin uygulanmasi ile yikselrolan oksidatif stresin khca
kaynaginin MPO tarafindan ofgurulan HOCI oldgu disuntulmektedir (89).
Hipoklorik asit'in primer hedefleri proteinler olypipit veya nukleik asitlere ¢ok az
veya hic etki gostermezler.

Oksidatif stresi belirlemede, lipid oksidasyonunangitan malondialdehit
(MDA) dlcumleri, gecmgte siklikla kullaniimg olsa da; KBY hastalarinda hem lipit
peroksidasyonunu hem de intra- ve ekstra-sellletioksidan potansiyel
degerlendiren cadmalar, uyumsuz sonuclar vertii (16, 89).

Bu nedenle KBY ve renal replasman tedavileri esttsimeydana gelen
oksidatif stresin deerlendirilmesi icin protein oksidasyon urunleririelirte¢ olarak
kullaniimasi uygun bulunmaktadir (16, 89).

Ayrica lipit peroksidasyon Grini olan MDA'nin ve ki€ik asit oksidasyon
aranlerinin yari dmdarlerinin kisa olmasi, stabipyda olmamalarina ksatfik, protein
oksidasyon dridnlerinin stabil bir kimyasal yapidéupp uzun sire dojamda

kalmalari giinimiizde, KBY’de oksidatif stres betitelarak lipit tlrevleri yerine



40
protein oksidasyon drtnlerinin kullaniminin gidesalyginlgmasina neden olngtur
(16, 89).

Ayrica KBY hastalarinda oksidatif hasarin belirleesimde genel bir belirte¢

olan plazma antioksidan kapasite tayini de uyguksktadir (42,59).

Kronik infl Kontamine Diyaliz Sivisi
ronik in @i HD membrani
(Nétrofil Aktivasxonu )
Elastaz =< = O
-— T H.0
Laktoferrin 22
/ \
N o MPO
Lizozim NADPH 2 —
Tiyol Stres
NADCIjDH ---------------------
Oksidaz /) e e 0 opmmmmmmmmmmomed
S*'S Sés Karbonll Stres.
NADP" ~ 0; [SH]l = /0
ror MO —[Fcg
PROTEIN
) [ Albiimin! ™~
- / HOoC!
oH- ( HoClI ©
/ l R
o Tirozin
Lipitler Karbonhidratlar
HOCL
oH ¥
I
monosit >
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< (wro)
R
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Sekil 8. KBY ve replasman tedavisinde protein oksidasyomkialr (89)



2.1

41

2. BOLUM

GERECLER VE YONTEMLER

Kullanilan Aletler

Badelin Sonorex model sonikasyon aleti

Cssitli hacimlerde otomatik pipetler, Brand Transfépet

Grant-Bio PHMT model isitmali ¢calkalayici

Heraus Sepatech RF model santriflij Hewlett Packamies 1100 model

HPLC pompasi

Hewlett Packard 1049 A model elektro-kimyasal dedie{Series 1100)

Inolab 0321 model pH-metre

Metis Sazutmali santrifdj

Molecular Devices-Versamax BN 03252 model spektoofetrik

mikroplaka okuyucusu

MZ-Analitik kolon, Nukleosil, 100* 4,6 mm* 5um,10018

Nuve BM 302 Model su banyosu

Nuve MK 318 model manyetik katirici

Nuvemix vorteks

Sanyo Ultra Low -80 C derin dondurucu
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Sartorius hassas terazi

Shimadzu UV- 1601 model spektrofotometre
Shortcut bilgisayar yazilimi

Termo EC250- 90 model gug kayna

Ugur -20 °C derin dondurucu

Kullanilan Kimyasal Maddeler

2,2’-Azino-bis(3-etilbenz-tiazoline-6-sulfonik  asit ABTS, Sigma-
Aldrich, (Almanya)

2,4-Dinitro Fenil Hidrazin: DNPH, Sigma- Aldrich(Almanya)
3-Nitrotirozin: 3-NT, Sigma- Aldrich, (Almanya)
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksiliksita Trolox, Sigma-
Aldrich , (Almanya)

Asetonitril: Merck (Almanya)

Bidistile su: Ebiltem’den temin edildi.

Bakir sulfat penta hidrat: Cu®@H,O, Merck (Almanya)

Etanol: Merck, (Almanya)

Etil Asetat: Merck,(Almanya)

Folin-Ciocalteu’s fenol reaktifi: Sigma-Aldrich (Wi, Avusturya)
Glasiyel Asetik Asit: CHCOOH, Merck, (Almanya)

Guanidin: Sigma- Aldrich , (Almanya)

Hidroklorik Asit: HCI, Merck, (Almanya)

HPLC saflginda distile su, Ebiltem’den temin ediltir

Kloramin-T Hidrat: Sigma- Aldrich , (Almanya)
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Metanol: MeOH, Merck( Almanya)

Miyeloperoksidaz kiti (Kat.no.HK324), Hycult Bioteoology {svicre)

Orto fosforik asit: HPQ,, Merck ( Almanya)

Potasyum persiulfat: #0sS, Sigma- Aldrich , (Almanya)

Potasyum sodyum tartarat tetra hidratyHEKNaGs.4H,O, Merck
(Almanya)

+ Potasyuriyodiir: Riedel-De Haen, (Almanya)

* Pronase E: Applichem (Almanya)

* Sigir serum albumin: BSA, Sigma- Aldrich , (Almanya)

« Sodyum Karbonat: N&€Os;, Merck, (Almanya)

* Soydum Hidrojen Fosfat: NEIPO, Merck, (Almanya)

e Sodyum Dihidrojen Fosfat: NaRO,, Merck (Almanya)

» Trikloro Asetik Asit: TCA, Sigma- Aldrich, ( Almarg)

 Vivaspin 500, Millipore diyaliz filtreleri

2.3 Kullanilan Cozeltiler

2.3.1 Protein Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1) Stok Sgir Serum Albumin ( BSA) Standardi (1 mg/ml)

Hassas terazide 10 mgsIBSA tartilarak distile su ile 10 ml'ye tamamland

2) %1 CuSO;. 5H,0 Cozeltisi

1 g CuSQ. 5H,0 tartilarak distile su ile 100 mI’ ye tamamlandi.

3) % 2 Na-K Tartarat Cozeltisi

2 g Na-K tartarat tartilarak distile su ile 100 m# tamamlandi.
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4) % 2 Nay,CO3;Cozeltisi (0,1 N NaOH icerisinde)

2 g NaCoOstartilarak 0.1 N NaOH c¢ozelti ile 100 mI’ ye tamamdi.

5) Protein Renk Reaktifi
50 ml % 2 NaCQO; ¢ozeltisine dnce 0.5 ml % 2 Na-K tartarat cozeltisi
sonra 0.5 ml % 1 CuSGBH,O c¢ozeltisi ilave edilerek katirildi. Cozelti deney

gunu taze hazirlanarak kullanildi.

2.3.2 Karbonil Gruplari Miktar Tayininde Kullanilan Cozel tiler

1) 20 mM Sodyum Fosfat Tamponu (pH: 6.5)
a)1.34 g NaHPO,.12 H,O tartilarak distile su ile 250 ml’ ye tamamlandi.

b)0.78 g NaHPO,.2 H,0 tartilarak distile su ile 250 ml’ ye tamamlandi

pH- metre kontrolindea c¢ozeltisi Uzerine pH: 6.5 oluncaya kadmcozeltisi
ilave edilerek hazirlandi.
2) 2,5 M HCI Cozeltisi
51.8 ml HCI asit meziir ile 6lgulerek temiz bir bajlmeye aktarildi. Uzerine
yava yava distile su ilave edilerek 250 mI’ ye tamamlandi.
3) % 20’ lik TCA Cozeltisi
Hassas terazi yardimiyla 20 mg TCA tartildi. Birktar distile suda
cozuldukten sonra distile su ile 100 ml'ye tamardian
4) 10 mM DNPH Cozeltisi
0.0198 g DNPH hassas olarak tartildi. Bir miktastith su ile ¢ozildikten
sonra 10 ml'ye tamamlandi.

5) 6 M Guanidin Cozeltisi
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9.8295 g Guanidin hassas terazide tartildi. Birtamiklistile suda ¢Ozulerek 25

ml'ye tamamlandi.

2.3.3 Miyeloperoksidaz Enzimi Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1) Deney Tamponu

Dilisyon tamponu A ve dilisyon tamponu B c¢Ozeltilen 1: 1 hacim

oraninda kastirilmasiyla hazirlandi.

a)Dilusyon Tamponu A20 ml’ lik konsantre ¢dzeltinin icerisine 30 mktlie su
ilave eklenerek 50 ml’ ye tamamlandi.
b) Dilisyon Tamponu BLO ml’ lik konsantre ¢c6zeltinin icerisine 40 ml tlis su

ilave edilerek 50 ml’ ye tamamlandi.

2)  Tracer ( ikincil Antikor) Cozeltisi

Konsantre ¢ozelgisesi icine 1 ml distile su ilave edilip kstrildi. Daha sonra
11 ml deney tamponu ilave edilerek iyice karildi. Deney siresince 2- 8 °C’ de

buzdolabinda saklandi.

3)  Streptavidin- Peroksidaz Konjugat Cozeltisi

Konsantre ¢ozelt§isesi icicine 1 ml distile su ilave edilerek kamildi. Daha

sonra 23 ml deney tamponu ilave edilerek 24 mkaaamlandi.

4)  Stok Standart Cozeltisi

Konsantre standart ¢ozeltisi icerisine 0.5 ml tissiu ilave edilerek ¢ozuldi.
Bu ¢Ozelti standart serisinin hazirlanmasinda kulde. Deney suresince -20 °C’ de

derecede saklandi.



46
5)  Yikama Tamponu

Kit icerigindeki 40 ml’ lik konsantre ctzelti 760 ml distsel ilave edilerek 800

ml’ ye tamamlandi.
6) Tetra Metil Benzidin (TMB) Substrat Cozeltisi
Sise icergi kullanima hazir halde bulunmaktaydi
7)  Sonlandirma Cozeltisi
Sise icergi kullanima hazir halde bulunmaktaydi.

2.3.4 1dleri Oksidasyon Protein Uruinleri Miktar Tayininde K ullanilan

Cozeltiler

1) 1.6 MKl Cozeltisi

1.119 g Kl hassas olarak tartilarak distile suLDeml’ ye tamamlandi.

2)  Stok Standart Kloramin-T Cozeltisi

22.77 mg Kloramin-T hassas olarak tartilarak 100ymktamamlandi.

3) % 0.9 NaCl iceren 10 mM’ lik Sodyum Fosfat Tamponu (pH:

7.4)

a)0.67 g NaHP(QO,.12 H,0 tartilarak distile su ile 250 ml’ ye tamamlandi.

b) 0.39 g NaHPO,.2 H,O tartilarak distile su ile 250 ml’ ye tamamlandi.
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NagHPO,.12 HO c¢ozeltisi Gzerine pH-metre kontrolinde N&@y.2 HO
cOzeltisinden damla damla ilave edilerek pH: 7 @mrlandi. Cozeltinin son hacmi

Olguldl ve hacmin % 0.9'u kadar NaCl tartilarak elizcerisinde ¢6zuldu.

2.3.5 3- Nitrotirozin Miktar Tayininde Kullanilan Cozelti ler

1) HPLC Mobil Faz Cozeltisi, % 50- % 50 (v/v) Metanol-0.01 M

Fosforik Asit Cozeltisi

0.01M HPO, ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 It balonjoje icerisine bir miktar
bidistile su doldurulduktan sonra 0.684 ml %98’ HKPO, ilave edilerek kastirildi.
Bidistile su ile 1 It' ye tamamlandi. Hazirlanar®D.M HzPO, ¢ozeltisinden 500 ml
temiz bir meziure konularak metanol ile 1 It'ye tand@andi. Hazirlanan ¢ozelti cam
mobil fazsisesine aktarildi. Gaz ¢gnin s&lanmasi amaciyla 30 dakika sonikasyon

aletinde bekletildi. Stre sonungigenin &zi sikica kapatildi.

2)  0.01 M Sodyum Fosfat tampon ¢ozeltisi ( pH: 6.4)

a. 0.67 g NaHPQO,.12 HO tartilarak distile su ile 250 ml' ye
tamamlandi.

b. 0.39 g NaHPQO,.2 HO tartilarak distile su ile 250 ml' ye

tamamlandi.

NagHPO,.12 HO cozeltisi Uzerine pH-metre kontrolinde N&&@,.2 HO

cozeltisinden damla damla ilave edilerek pH: 6ayarlandi.

3) Pronase E c¢ozeltisi (1 mg/ ml)

10 ml hazirlamak icin 10 mg proteaz (Pronase Ejilasak balonjojeye

aktarildi. Uzerine bir miktar 0.01 M sodyuimsfat ( pH:6.4) tamponu ilave edilerek
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¢obzildi ve 10 ml' ye tamamlandi. Deney suresincé ®C’ de buzdolabinda

saklandi.

4)  3-NT stok c¢ozeltisi

2.262 mg 3-nitrotirozin, %50- 50 (v/v) metanol- D.0M H3PQO, cozeltisi
icerisinde ¢ozilerek 1OM standart stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu cozehideelirli
miktarlarda seyreltilerek 10- 10'° M konsantrasyon arginda standart cozeltiler

hazirlandi.

2.3.6 Serbest Tiyol Gruplari Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1) 0.1 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH: 7.4)

a)6.701 g NaHPQO,.12 KO0 tartilarak distile su ile 250 ml’ ye tamamlandi.

b)3.9 g NaHPO,.2 H,O tartilarak distile su ile 250 ml’ ye tamamlandi

pH- metre kontrolindea c¢ozeltisi Uzerine pH: 7.4 oluncaya kadmcozeltisi

ilave edilerek hazirlandi.
2) 2 mM DTNB Cozeltisi ( Ellman Reaktifi )

0.00792 g DTNB hassas olarak tartildi. Bir rarkdlistile suda ¢ozuldikten

sonra, distile su ile 10 mI’ ye tamamlandi.

2.3.7 Total Antioksidan Kapasite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1)  7mM Stok ABTS'" Cozeltisi

ABTS coOzeltisi 38.407 mg ABTS tartilarak bidistile su ile 10 mye

tamamlandi.
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Potasyum persulfat ¢dzeltis9.667 mg potasyum persilfat tartilarak bidistile

su ile 25 ml'ye tamamlandi.

Hazirlanan potasyum persulfat ¢ozeltinden 2.5 nBT& ¢Ozeltisinden 5 ml
alinarak renkli bigisede kagtirilarak 30 °C’ de ve karanhkta 12- 16 saat khkéa
bekletildi. Boylece ABTSradikali oluturuldu. Bu radikalin 4 °C de iki giin sureyle
stabil oldgu bildirilmistir.

2) 5 mM Fosfat Tamponu (pH: 7.4)

0.170 g KHPO, ve 0.217 g KHPO, tartildi. Her biri distile su ile 250 ml’ ye
tamamlandi. KHPO, ¢ozeltisi uzerine, KKPOy ¢ozelti ilave edilerek pH: 7.4" e
ayarlandi.

3) Standart Trolox Cozeltisi

2.5 mM trolox ¢ozeltisi hazirlamak icin 0.0156rglox tartildi ve 5 mM fosfat
tamponu kullanilarak 25 ml’ ye tamamlandi.s{fle konsantrasyonlarda standartlar
hazirlamak icin gerekli seyreltmeler Tablo 6’da ifidli gi hacimlerde stoktan

alinarak, 5 mM fosfat tamponu( pH: 7.4) ile tamamdayapilarak hazirlandi.

Stok Trolox
Cozeltisi Son Konsantrasyon
1 ml alinir 10 ml' ye PBS ile 0.25 mM
tamamlanir
2ml " 0.5 mM
4 mi " 1 mM
6 ml " 1.5mM
8 ml " 2 mM
10 mi Tamamlama yapilmaz 2.5 mM

Tablo 6. Standart trolox ¢ozeltisi hazirlanmasi
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2.4 Kullanilan Hasta Ve Kontrol Gruplarinin Tanimi Ve Plazma

Ornekleri

2.4.1 Hasta Grubu

Tez calsmamiza katilan hastalar; Ege Universitesi Tip Rakiil Nefroloji
Bolimiunde tedavi goren ve kronik bobrek yetmgztanisi almg yetiskinlerden

olusmaktadir.

Bu hastalar uygulanan tedaekillerine gore;

1) Hemodiyaliz grubu (HD) (n=20), (¥aOrt. £ S.S.= 45.33 + 9.56)
2) Periton diyalizi grubu (PD) (n=20), (Y®rt. £ S.S.=41.77 + 9.34)

3) Bobrek transplantasyonu grubu (Tx) (n=20){@at.+S.S.= 35.9 £ 9.33)

seklinde t¢ gruba ayrilrstir.

Calsmaya katillan hasta gruplari icinsgé kriterler belirlenmitir. Hasta
grubuna dahil edilecek ler icin belirlenen genel kriterlegunlardir: 20- 64 ya
aralginda, KBY haricinde diabetes mellitus, SLE, hepdit hepatit C, akut
enfeksiyon gibi herhangi bir hastaliolmayan, imminosupresan tedavi almayan,
sigara kullanmayan, yakin zamanda cerrahi bir gyera gecirmemniolan, gebelik
durumu olmayan hastalar dahil edildi. PD ve HD aagtubu icin en az 12 aydir
diyaliz tedavisi uygulanmakta olan hastalar secBdibrek transplantasyonu grubunu
olusturan hastalarda ise operasyonun Uzerinden en aayl@ecmy olmasina ve
operasyon sonrasinda herhangi bir sekonder konsgpiikain gelimemsg olmasina

dikkat edildi.
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Calsma gruplarinda drnek toplamalemi PD ve Tx grubu hastalarindan
sabah saat 08.00- 09.00 saatleri arasinda bir alef@hsus olmak tzere herhangi bir
uygulama yapilmadan 0Once gercgkl@dmistir. HD grubundaki hastalarda ise;
hemodiyaliz §lemi bglamadan 6énceden (HD1), HRlemi bagladiktan 2 saat sonra
(HD2) ve HD glemi bitiminde (HD3) olmak Uzere toplam 3 kez kamedi
alinmstir. EDTA iceren cam tuplere alinan kan érneklantsifij edilmitir. Ayrilan
plazmalar plastik ependorf tiplerine aktarilaral86- °C’de deney ginitne kadar

saklanmgtir.

2.4.2 Kontrol Grubu

Kontrol grubunda dgerlendiriimek lzere calmaya dahil edilen kiler ise,
herhangi bir sistemik rahatsi@libulunmayan, 20 ile 65 yiari arasinda bulunan,
sigara kullanmayan, herhangi bir antioksidan tedggulanmayan, yakin zamanda
cerrahi bir operasyon gecirmembplan sglikh gonudllilerden olgturulmustur.
Kontrol grubunu olgturan sghkh kisilerin yas ortalamasi (ortalama + standart
sapma) 28,13 £ 8,22 olarak hesaplastmiKan 6rnekleri a¢ karnina, sabah 08.30-

09.00 saatlerinde alingtir.

2.5 Kullanilan Yontemler

2.5.1 Protein Miktar Tayini Yontemi

Protein miktar tayini Lowry yontemine gore yapigtm (52). Bu yontemin
temelini proteinlerin alkali ortamda bakir tuzlale verdigi bilret tepkimesi
olusturmaktadir. Peptid kar bakir tuzlan ile alkali ortamda mor renklirbi
kompleks olgtururken, ayni zamanda protein yapisindaki tiraarriptofan amino

asitleri fosfomolibdat-fosfotungstat ¢ozeltisi (FeCiocalteu) ile indirgenirler.
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Sigir serum albimininin (BSA) ana stok standardi (1/mipy olarak
hazirlanmg ¢ozeltiden 0.2 ml ve 0.4 ml alinip, 10 ml' ye tamlamak suretiyle elde
edilen 20 pg/ml ve 40 pg/ml BSA igeren coOzeltilerd®e4’ er ml alinarak standart
tuplerine konuldu. Plazma protein miktari tayinni¢rnekler, 200 kat seyreltilip elde
edilen plazma 6rneklerinden 0.4 ml alinarak numtiipéerine kondu. Her tipe 2 ml
protein renk reaktifi eklendi. Tupler 15 dakika oslaaklginda bekletildi. Kagima
1:1 oraninda distile su ile seyreltilgrirolin-Ciocalteu ¢ozeltisinden 0.2 ml konuldu
ve Kkarstirildi. Oda sicakfiinda 1 saat bekletildikten sonra 750 nm’de koresikar
spektrofotometrede okundu. Kor tupleri ise oOrneking distile su konularak
hazirlandi ve 6rnek uygulanan tupler ile ayleme tabi tutuldu. Plazma protein
miktarlari, konsantrasyonu bilinen BSA c¢o6zeltilégiyolusturulan standart gi

yardimiyla hesaplandi. Sonuclag protein/midezerinde ifade edildi.

Protein Miktar Tayininde Kullanilan Standart C6zalerin Hazirlanmasi:

BSA'nin belirli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerihdandi. Bunun igin 10 mg
BSA tartilarak distile su ile 10 ml'ye tamamland bOylece ana stok BSA standardi
(1 mg/ml) hazirlandi. Bu stok co6zeltiden alinanitiehacimler, distile su ile
seyreltilerek mI" de 20, 40, 60, 80,100 ve 120 ([gPABoulunduran standart ¢cgha
cOzeltileri hazirlandi. Bu co6zeltilerden 0.4’er aidinarak be tiplere aktarildi. Her
tipe 2 ml protein renk reaktifi eklendi. Tupler dakika oda sicakiinda bekletildi.
Karisima 1:1 oraninda distile su ile seyreltignkiolin-Ciocalteu ¢6zeltisinden 0.2 ml
konuldu ve kastirildi. Oda sicakfiinda 1 saat bekletildi. Stre sonunda, 750 nm
dalga boyunda kore karspektrofotometrede okundu. Protein konsantrasyonh

karsilik geldigi absorbanslar kére karokunup standartgei cizildi. Her deney gun,
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iki ya da uc¢ ayr konsantrasyonda taze hazirlatamdart ¢ozeltilerinin absorbansi,

ornekler ile birlikte okunarak standagirelen sapmalar duzeltildi.

2.5.2 Protein Karbonil Grubu Miktar Tayini Yontemi

Protein karbonil grubu (PCC) tayini Reznick ve alddarinin (71) yéntemine
gore yapilmgtir. Yontemin esasli, plazmada bulunan serbest kdrlgouplarinin
DNPH ile reaksiyona girmesi sonucu meydana gelearkahidrazon urtnlerinin

spektrofotometrik olarak ol¢tlmesidir.

Hasta ve kontrol grubu plazma 6rneklerinden 0.8bmgl tlip icerisine alindi.
Uzerine 0.8 ml DNPH c¢ozeltisi ilave edildi. Tuplkapatilarak 60 dakika inkiibe
edildi. inkiibasyon stiresi boyunca, her 15 dakikada bir tixdetekslendi. Sire
sonunda her bir tip icgine, 0.8 ml % 20’lik TCA c¢o6zeltisi ilave edilerekzhica
calkalandi. Ardinda 3800 rpm hizda 10 dakika stitadildi. Santriftij bitiminde
tupteki sdpernatant kismi uzaytlaldi. Tupln alt kisminda toplangniolan
pelletlerin Gzerine 1 ml, 1:1 (hacim/hacim) etaptl-asetat kagimi ilave edilerek
yikandi. Yikamaslemi U¢ defa tekrar edildi. Pelletlerin tizerine 8 6 M guanidin
cOzeltisi ilave edildi. Tup icerisindeki pelletleorteks aleti yardimi ile ¢ozulerek
homojen bir cozelti elde edildi. Kor olarak kullean fosfat tamponuna kar
spektrofotometrede 370 nm’de absorbanslari okuildkstinksiyon katsayi olarak

22000 M*cm™ kullanildi. Sonuglar nmol/ mg protein olarak ifaetdildi.

2.5.3 Miyeloperoksidaz Miktar Tayini Yontemi

Kullanilan MPO kiti ELISA yontemiyle ¢cajmaktadir. Kit icerisinde bulunan

mikroplaka kuyucuklari MPO enzim antikorlari ile gtavaziyette bulunmaktadir.
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Orneklerin veya standart ¢ozeltilerinin kuyucukl&omularak inkiibe edilmesiyle var
olan MPQ’lar bu antikorlar tarafindan #@anirlar. inkilbasyon sonunda yapilan
yikama glemi sayesinde c¢ozeltide bulunan glammamsg (gereksiz materyaller)
kisimlar ortamdan uzaldarilir. Yikama gleminin ardindan kuyucuklara ikincil
antikorlari igeren ‘tracer ¢ozeltisi’nin eklenmesi inklibe edilmesiyle antikor-MPO-
kompleksinin ucuna biyotin molekulinin eklenmesiglaair. Yikama glemi
yapilarak bglanmayan kisimlar ortamdan uzagtlalir. Kuyucuklara Streptavidin-
peroksidaz konjugat ¢ozeltisi eklenir. Gerggkle reaksiyon sonrasinda streptavidin-
peroksidaz konjugati kompleksin biyotin ucuna ekienolur. Reaksiyon siresi
sonunda yikamaslemiyle ortamdaki fazlaliklar arindirilir. Son adér olusturulan
kompleksin konsantrasyonuyla ga orantida renksiddeti gdsterecek olan,
streptavidin-peroksidaz substrati tetrametilbemzigifMB) co6zeltisi ilave edilip
inkiibe edilir.islem icin yeterli bir siire beklendikten sonra, &itgisit icermekte olan
durdurma ¢ozeltisinin kuyucuklara eklenmesiglem sonlandirilir. Sonuglar, aian
renkli kompleksin 450 nm dalga boyunda spektrofa@trede Olcimi ile
degerlendirilir. Sonugclar ng/ml olarak ifade ediltir.

MPO Standart Serisinin Hazirlanmasi

Kit icerisinde hazir halde bulunan standart igierlilisyon tamponu ile
cozllerek stok standart coOzeltisi hazirlandi. Sttlandart c¢ozeltisinin  belirli
konsantrasyonlarda seyreltimesiyle 0.4-100 ngkomisantrasyon arginda standart
MPO serisi hazirlandi.

Polipropilen materyalinden vyapilgni 8 adet tip, 1'den 8e kadar
numaralandirildi. Numaralandirilan tiplerden 1 niadnatpe 0.15 ml stok standart
cOzeltisi ve 0.315 ml dilisyon tamponu konuldu. Tigerigi vortekslenerek

karstirildi. 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 numaral tuplerin igene 0.225'er ml dilisyon
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tamponu konuldu. 1 numaral tup igerisinde hazmgnolan ¢ozeltiden 0.15 ml
alinarak 2 numarali tipun icine konuldu ve amidi. 2 numarah tipten 0.15 ml
alinarak 3 numaral tupe eklendi ve karildi. Bu islem 8 numarali tipe kadar tekrar
edildi. 8 numarall tipe ise sadece 0.5 ml dilisggomponu konuldu. Yapilan bu seri
dilisyonlar ile 100 (1 no.lu), 40 (2 no.lu), 16r8.lu), 6.4 (4 no.lu), 2.6 (5 no.lu), 1
(6 no.lu), 0.4 (7 no.lu) ve 0 (8 no.lu) ng/ml kansrasyonlarinda MPO standart
serisi hazirlandi. Mikroplaka kuyucuklarina 0.1 sthndart c¢ozeltileri eklendi.
Uzerleri kapatilip 1 saat siireyle oda sigakbla inkiilbasyon yapildi. Siire sonunda
dikkatlice Uzeri acilip plaka aspirasyonlasaitldi. Kuyucuklara 0.2 ml yikama
tamponu ilave edilerek, 20 saniye beklendi ve plaggltildi. Yikma glemi 3 defa
daha tekrarlandi. Yikamaleminin ardindan her kuyuga 0.1 ml ‘tracer ¢ozeltisi’
eklendi. Plakanin Uzeri kapatilarak oda sigaktla 1 saat bekletildiinkiibasyon
bitiminde c¢o6zelti bealtilarak 4 defa yilkama tamponu ile yikangeemi uygulandi.
Kuyucuklara 0.1 ml seyreltilngistreptavidin- peroksidaz konjugati ilave edilipetiz
kapatildi. Oda sicaldinda 1 saat inkibe edildi. Kuyucuklar shtiillarak 4 defa
ylkama §lemi yapildiktan sonra 0.1 ml TMB substrat c¢ozeléklendi. Uzeri
kapatilarak, karanlk ortamda 30 dakika bekletil@lrenin sonunda, 0.1 ml,
reaksiyonu durdurma cozelti konularak reaksiyoniriloi. Kuyucuklarda hava
kabarcgl olup olmadgl kontrol edildikten sonra mikroplaka okuyucusurd® nm’
de absorbans derleri 6lctldi. Her konsantrasyon igin 2 defa, hankikroplakalarda
Olcum yapildi. Okunan @erlerin ortalamasi alinarak standagtiizildi.

Numunelerin Hazirlanmasi

Plazma oOrnekleri, seyreltme tamponu ile 1: 10 ordaiseyreltilerek kullanildi.
Numunelerin absorbans ol¢cumleri, yukarida MPO sandsrisini olustururken

yapilan deney protokolunin standart ¢ozeltisi yeritO kat seyreltilerek hazirlangni
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numunelerin  kullaniimasi ile yapildi. Standart MP@6zeltisinin  belirli
konsantrasyonlarina kahk cizilen standart gi yardimiyla numunelerdeki MPO

konsantrasyonlari hesaplandi.

2.5.4 1leri Oksidasyon Protein Uriinleri (AOPP) Miktari Tay ini

YoOntemi

Toplanan plazma 6rneklerindeki AOPP konsantrasyagumu Witko- Sarsat
ve ark.(85)yontemine gore yapilgtir. Yontemin esasi; plazmadaki AOPP’ nin
asidik ortamda, 340 nm’ de maksimum absorbsiyonegigesini sglayan potasyum
iyodurun varlginda, spektofotometrik olarak ol¢cilmesine dayaBanuclar standart
olarak hazirlanarak spektrofotometrede 340 nm’ deutlén Kloramin T
konsantrasyonuna@eser olarak verilmektedir.

Plazma AOPP konsantrasyonu oOlcimu icin 10 mM PBS3: (p4) ile 1:5
oraninda seyreltilen plazma 6rneklerinden 0.2 mmaabk mikroplaka kuyucuklarina
konuldu. Orneklerin (izerine 0.01 ml 1.16 M KI c¢dmleklendi. 2 dakika stre ile
oda sicakifinda bekletildi.kinci dakikanin sonunda uzerlerine 0.02 ml glasiyel
asetik asit konuldu ve mikroplaka okuyucusu vagitas340 nm’de absorbnslari
Olculdu ahinir. Kor olarak, numune yerine % 0.9 Nag@ren 10 mM PBS cozeltisi
(pH:7.4) konulan, numunelerle aynislemlerin  uygulandii  kuyucuklar
deserlendirildi. Plazma AOPP konsantrasyonlari; bitinekonsantrasyonlarda
kloramin T ile olgturulan standart @i yardimiyla hesaplandi. Sonuclgmol/ml
Kloramin T @degeri olarak ifade edildi.

AOPP Miktar Tayininde Kullanilan Standart Cozeltiten Hazirlanmasi:

Kloramin T’ nin belirli konsantrasyondaki ¢ozeltilehazirlandi. Bunun icin

22.77 mg kloramin T tartilarak bir miktar distileyta ¢ozuldikten sonra distile su
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ile 100 ml'ye tamamlandi. Boylece 100 uM’lik anakstkloramin T standardi
hazirlanmg oldu. Hazirlanan bu stoktan belirli hacimlerdenafak distile suyla

seyreltilip 80, 60, 40 ve 20 uM konsantrasyonlastiédart ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
cozeltilerden 0.2 ml alinarak mikroplaka kuyucukiar uygulandi. Uzerlerine 1.16
M konsantrasyondaki Kl ¢ozeltisinden 0.01 ml ileadilerek 2 dk bekletildi. Stre
sonunda kuyucuklara 0.02 ml glasiyel asetik aaidledilip bekletimeden 340 nm
dalga boyunda mikroplaka okuyucusunda spektrofotoknélcimi yapildi ve

standart gri cizildi. Kor olarak, Kloramin T standart ¢ozaltiyerine % 0.9 NaCl

iceren 10 mM PBS c¢ozeltisi (pH:7.4) kullanilarakziteand1 ve standartlarla ayni
isleme tabi tutuldu. Her deney guni standartlardanfaikll konsantrasyon da

numunelerle birlikte okunarak standagtide olusan sapmalar dizeltildi.

2.5.5 3-Nitrotirozin Miktar Tayini Y6ntemi

Hasta plazmalarindaki serbest veya proteingi dealde bulunan total 3-NT
konsantrasyonu, Nobushige I. ve ark.’nin (40) mgdifyéntemine gore HPLC ile
tayin edilmitir. 'Yontemin esasi, ayirici kolondan gecerken Rolglizeyinde
tutunanarak plazmadaki gir materyallerden ayrilan serbest 3-NT’lerin pordz
karbon yapisindaki elektrolitik hlicreden gecerakirgenmesi ve bunun sonucunda
olusan oksidasyon potansiyelinin amperometrik elektroidsal dedektor
aracilglyla tespit edilmesidir.

Hazirlanan mobil faz ¢ozeltisi HPLC pompasinglaadi. Bir gin sureyle,
distk aks hizinda ayirici kolondan mobil faz ¢ozeltisininsalsgslandi. Orneklerin
sisteme enjekte edilmesinden 6nce bu mobil fagalgacak sistemdeki 3-NT amino
asitlerinin optimum etkinlikteki gi potansiyel dgeri (e”z) tespit edildi. 1.13 mg 3-
NT standart maddesi tartilarak 50 ml mobil faz igiade cozilerek 16 M

konsantrasyonda 3-NT standart ¢ozeltisi hazirlakthzirlanan c¢ozeltinin siklik
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voltametre kullanilarak*¢ degeri dlciildii. Mobil faz icindeki 3-NT’nin & deseri
1104 mV olarak dl¢uldiu. Bu ger HPLC cihazina 1150 mV olarak uyarlandi.
Sonuc¢lammol/L olarak verildi.

Orneklerin Hazirlanmasi:

Hazirlanan 0.01 M PBS tamponundan 0.845 ml alinplaktik ependorflar
icerisine konuldu. Ornek ve kontrol grubuna aitzpt@ 6rneklerinden alinan 0.045
ml plazma, tampon c¢ozeltisi Gzerine ilave edildpeBdorf icergi homojen olacak
sekilde vorteks yardimiyla katirildi. Ependorf icegii Gizerine 0.5 ml pronase E
cOzeltisi (10 mg/ml) eklenerek tekrar kamldi. Hazirlanan ependorflar 1sitmal
calkalayiciya yerlgirilip 1s1 kaybina dnlemek amaciyla tzerleri aliyum k&t ile
sikica kapatildi. Alet caltirilarak plazmalar 50 °C’'de 18 saat enzimatik biide
birakildi. Bu sayede serbest 3-NT haricinde, pniéee¢ bgli olarak bulunan 3-
NT’ler de serbest hale getirildi.

Hidroliz iglemi bitiminde 1sitmali ¢calkalayici kapatilarak tigeriginden 0.5 ml
alinarak 0.4 pM por gegligine sahip ultrafiltrasyon ependorflarina aktarildi.
Ependorflar +4 °C de 15000 g rotasyon hizinda Mkdasireyle santiftj yapildi.
Sure sonunda ependorufun alt kisminda birgkotan filtrat, plazmada serbest olarak
bulunan 3- NT’leri igermektedir.

Hazirlanan 6rnek c¢ozeltisinden soependorf tiptne 0.01 ml alinarak 0.01 M
fosfat tamponu (pH: 6.4) ile 1 ml' ye tamamlandidd&=edilen 1:100 dilisyondaki
ornek c¢ozeltisinden 60 ml alinarak 0.02 ml'lik HPIsGtem lopuna enjekte edilip,
okuma glemi balatildi. Belirlenen yaklgk 3.1 dakikalik tutunma zamaninin
ardindan, ayni 6érnekten 5’ er dakikalik araliklarg dl¢ciim yapildi.

Standart 3- NT gisinin hazirlanmasi: standargregrafigi cizmek icin 3- NT

standardinin belirli konsantrasyonlarda c¢ozeltileazirlandi ve olgtimleri alindi.
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Bunun igin 1.13 mg 3- NT tartilarak balonjoje igene alinip 0.01M’hik sodyum
fosfat tampon ¢ozeltisi ile 50 ml’ ye tamamlandu Sayede 16 M konsantrasyonda
3- NT standart stok ¢ozeltisi elde edildi. Bu stikzeltiden 5*1¢, 10°, 10°, 5*107
ve 10" M konsantrasyonlarda 3-NT standart gala cozeltileri hazirlandi.

Standart cagma c¢ozeltilerinden 0,6 ml alinip, % 50- 50 (v/v) ®©1d4-0.01M
H3sPO, mobil fazin kullanildgl, 1150 mv potansiyelde, 25 °C kolon i1sisinda 5dkl/
akis hizindaki HPLC-ECD sistemine enjekte edilerek okugtemi gercekletirildi.
Tum konsantrason icin 5 ayri enjeksiyon yapilaralysturduklari oksidasyon
potansiyellerinin ortalamasi gerlendirmeye alindi. Her bir 3- NT c¢o6zeltisi
konsantrasyonuna kahk olusan oksidasyon potansiyeli belirlenip, standagti e

grafigi cizildi.
2.5.6 Serbest Tiyol Gruplari Miktar Tayini Yontemi

Plazma tiyol seviyeleri, serbest tiyol gruplaringilman reaktifi (DTNB) ile
oksitlenmesi esnasinda géun koyu sari renkli 5-tiyo- 2-benzoik asit (TNB)nienk

siddetinin, 412 nm dalga boyunda 6l¢tlmesiyle betidi (45) Sekil 9).
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Sekil 9. TNB olusum reaksiyonu

Plazma ornekleri 1: 2 oraninda seyreltildi. Seyrelg 6rneklerden 0.05 ml
alinarak be ependorflara konuldu. Daha sonra Uzerine 6nce 78,1 M fosfat
tamponu (pH: 7.4) ardindan 0.2 ml 2mM’hk DTNB ctimze eklendi. Isitmall
calkalayici kullanilarak 37 °C’ de 5 dakika inkibaildi. Reaksiyon slresi sonunda
olusan TNB konsantrasyonu 412 nm’de spektrofotometraietldi. TNB
molekiiliine ait molar ekstinksiyon katsayr (e)gee olan 13600 M cm?
kullanillarak numunelerdeki serbest tiyol grubu laorisasyonu hesap edildi.

Sonuclar umol/ L olarak ifade edildi.

2.5.7 Total Antioksidan Kapasite (TAK) Tayini Yontemi

TAK tayini, trolox’a edeger total antioksidan kapasiteyi gostereren bir

yontemle saptanir (70). Bu yontemde, ortamda bulukBTS ™ radikalinin 734 nm
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dalga boyunda absorbansi sabitlendikten sonra artalave edilen plazma
ornesindeki antioksidanlarin  etkisiyle, absorbansta naggd gelen azalma,
kolorimetrik olarak tayin edilir. Stok ABTS c¢Ozealindeki ABTS’ nin potasyum
persilfat ile oksidasyonu sonucu 734 nm’ de maksimabsorbans gdsteren
mavi/yesil kromofor ABTS ™ radikali meydana gelir. Radikalin absorbansi 308

12- 16 saat icinde sabitlenir ve iki giin sureylbgtkalir. Ancak ortamda hidrojen
verici antioksidanlarin bulunmasi ile radikal irgbnmeye bdar ve radikal katyonun
absorbsiyonunda zamanagbalarak digis olur. Bu digme, ylzde inhibisyon olarak
ifade edilip ayni keullar altinda yapilan bir ¢aima ile cizilen trolox standart

egrisinden hareketle TAK tayini yapilir.

Bu deneyde kullanilan érnek plazmalar 5 mM foséahponu ( pH: 7.4) ile
100 kat seyreltilerek kullaniligtir. Karanlk ortamda ve oda sicakhda 16 saat
inkiibe edilen 7 mM stok ABTS radikal ¢ozeltisinin 734 nm’ de 1ml 5 mM fosfat
tamponuna (pH: 7.4) kar0.700 = 0.02 absorbans goéstgrdkonsantrasyondaki,
yuzde inhibisyonu ‘sifir olarak belirlengtir. Bu nedenle ABTS c¢6zeltisinin
absorbansi 0.700 * 0.02 olacgdkilde 5 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) ile seyreltild
Bu c¢oOzeltiden ornek kivetine 1 ml eklenerek, 30 S&Eaklga sabitlenmy
spektrofotometrede, 5 mM fosfat tampon ( pH: 7@)attisine kagilik 734 nm dalga
boyunda absorbans girleri 6lguldl. Bu dger Axgrs.+ Olarak kaydedildikten sonra
kivet icergine 10 pl seyreltilnyg plazma ¢ozeltisi ilave edilg anda kronometre
calistinldi. Kavet icerginin homojen olmasi igin kuvet kagiakapatilarak birkac
defa kartirildi. Ayni dalga boyunda (734 nm) 6. dakikayad&a olan absorbans
deseri gozlendi ve 6. dakikadaki kére karokunan absorban#\s g olarak
kaydedildi. Elde edilen bu gerlerden sonra yuzde inhibisyon orargagadaki

sekilde her 6rnek i¢in ayri hesap edildi.



62

% inhibisyon = {&s.+ — As. g) X 100 / Agrs

Trolox standart gisinde % inhibisyon deerlerinin kagilik geldigi trolox
esdeser konsantrasyonu belirlendi. SonuclarM trolox g@degerligi olarak verildi.
Her 6rnek icin Gger 6lcim alindi ve sonuclar hesdiirken ¢ dlcimuin ortalamasi

kullanild.

TAK Tayininde Kullanilan Standart Cozeltilerin Hadanmasi:

Suda ¢6zunen bir E vitamini tlrevi olan Trolox, TAKyinleri icin en ¢ok
kullanilan standarttir. Trolox’” un géli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandi.
Bunun igin 6.257 mg trolox tartildi ve 5 mM fostaimponu kullanilarak 10 ml’ ye
tamamlandi. Béylece 2.5 mM konsantrasyondaki stigelti elde edildi. 2.5 mM
stok ¢ozeltiden alinan belirli hacimler, 5 mM fastamponu ile seyreltilerek 0.25
mM, 0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM ve thM’lik standart ¢cozelti serisi hazirlandi. Karanhk
ortamda ve oda sicaglnda 16 saat inkilbe edilen 7 mM stok ABTS3adikal
¢Ozeltisinin 734 nm’ de absorbansi 0.700+ 0.02akaekilde 5 mM fosfat tamponu
(pH: 7.4 ) ile dilue edildi. Bu ¢ozeltiden drnekvdiine 1 ml eklenerek kor olarak 5
mM fosfat tamponunun (pH: 7.4) kullaniggh ve 30 °C sicak@a sabitlenm
spektrofotometrede, 734 nm dalga boyunda absortbegesleri dlctldi. Daha sonra
kivete 10 pl trolox standart ¢ozeltisi eklendi verlometre cagtirildi. Kivet icergi
karstirilarak 6 dakika stresince 734 nm dalga boyuridand alindi. 6. dakikadaki
absorbans deri dikkate alinarak trolox konsantrasyonunasidr gelen yizde
inhibisyon dgeri hesap edildi. SonuclafmM Troloxa edeser antioksidan

kapasite”olarak ifade edildi.
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Farkl konsantrasyonlardaki standart coOzeltilemn igicer deneme yapilip
hesaplanan ytzde inhibisyonlarin ortalamasi amedstandart @i cizildi. Deneyin
calisildigl farkl gunlerde, iki veya U¢ ayri konsantrasyorndze hazirlanan standart
cOzeltilerinin absorbansi, drnekler ile birlikte uwlarak standartgeideki sapmalar

dizeltildi.

2.6 Istatistiksel Analiz

Tez calsmasi igin olgturulan tedavi gruplarindan elde edilen sonuglarin
anlamhlgini belirlemek icin Two-Sample-T-Test Power analiapilarak érneklem

Elde edilen sonuglar istatistiksel olarakgddendirilerek aritmetik ortalamalari
(Ort.) ve standart hatalari (S.H.) bulundu. Gru@aasindaki farkin anlamli olup
olmadgi tespit etmek icin ANOVA (tek yonlu varyans anglitesti ve ikili gruplarin
kendi aralarinda kaitastirmak icin de POST- HOC testlerinden TURKEY HSD
testi yapildi.

Anlamlilik sinirt olarak p <0.05 kabul edildi. Bgiemlerin tamami SPSS 13

paket programi kullanilarak gercegieldi.

2.7 Etik Kurul Onay!

Tez calgmamiz balangicinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi finana Etik

Kurulu'ndan 23/ 01/ 2008&rihli ve 07- 12/ 3 sayih bir yaziyla onay alirgtm.
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3. BOLUM
BULGULAR

3.1 Standart Egri Cizimleri

3.1.1 Protein Miktar Tayini Icin Standart Egri Cizimi

Cssitli konsantrasyonlarda @r serum albumini (BSA) tayan coOzeltilerin
spektrofotometredeki absorbansgederi ve bunlara ifkin standart hatalar Tablo

7'de sunulmy ve Sekil 10’da bu dgerlere gore cizilen standagregosterilmatir.

Absorbans (n=3)
BSA (ng/ml)
(Ort. £ S.H.)

20 0.047 +0.0023
40 0.093 + 0.0021
60 0.151 + 0.0017
80 0.213 + 0.002
100 0.237 £ 0.0015
120 0.297 + 0.0005

Tablo 7. BSA standart gragini olusturan absorbans gerleri



0,35+
0,31
0,25
0,2+
0,154
0,1+
0,05

Aborban:

BSA Standart Egri Grafi gi

y = 0,0025x
R’ = 0,9945

O T T T

0 20 40 60

80 100

BSA Konsantrasyonu (pg/mi)

120

14

Sekil 10. BSA standart gri grafigi

3.1.2 AOPP Miktar Tayini Icin Standart Egri Cizimi

Cesitli  konsantrasyonlarda Kloramin-T
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iceren ¢Ozelite mikroplaka

okuyucusunda okunan absorbangetteri ve bunlara ifkin standart hatalar Tablo

8’'de sunulmg ve Sekil 11'de bu dgerlere gore cizilen standagregosterilmitir.

Absorbans (n=3)
Konsantrasyon (uUM)
(Ort.x S.H.)

20 0.282 + 0.0003
40 0.589 + 0.0058
60 0.852 +0.0288
80 1.181 £ 0.0231
100 1.463 £ 0.0174

Tablo 8. Kloramin-T standart gisini olusturan absorbans gerleri
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Kloramin T Standart Egri Grafigi
15
. L2
k:
5 08
A
o
04 - v =0,014dx
R =099%4
D T T T T T 1
0 20 40 &0 20 100 120
Kloratmmin- T konsantrasyonu { W)

Sekil 11. Kloramin-T standart &i grafigi

3.1.3 MPO Miktar Tayini icin Standart E gri Cizimi

Cssitli konsantrasyonlarda miyeloperoksidaz iceren eilierin mikroplaka
okuyucusunda okunan absorbangetteri ve bunlara ifikin standart hatalar Tablo

9'da sunulmg ve Sekil 12'de bu dgerlere gore cizilen standagregosterilmitir.

Absorbans (n=4)
Konsantrasyon (ng/ml)
(Ort.+ S.H.)

0 0.032 £ 0.0051
0.4 0.08 + 0.0037
1 0.144 + 0.0094
2.6 0.18 £ 0.0143
6.4 0.24 £ 0.0417
16 0.364 +0.0378
40 0.632 +£ 0.0531
100 0.872 £ 0.0591

Tablo 9. MPO standart gisini olusturan absorbans gerleri
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MPO Standart Egrisi
1,2 4
1 i
*
¢» 08
C
@
£
5 06
&
0,4 1 .
0.2 | . . * y= OlléJ,0267x
. . R’ =0,5319
0,1 1 10 100
MPO konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 12. MPO standart @i grafigi

3.1.4 Plazma 3-NT Diizeyi Tayinilcin Standart Egri Cizimi

Belirli konsantrasyonlarda 3-nitrotirozin standaigharen ¢ozeltilerin HPLC-

ECD ile tayininde elde edilen konsantrasyonlaragik&relde edilen pik yikseklikleri

ve bunlara ait standart hatalar Tablo 10’ da sungtian. Sekil 13’de bu dgerlere ait

standart gri grafigi cizilmistir.

Pik Yikseklgi (nA)
Konsantrasyon (M)

(n=4) (Ort.x S.H.)

10”7 2,50 + 0.057

5x 10’ 3,83 + 0,050

10° 21,10 + 0,068
10° 187,63 +0,057
5x 10° 353,20 +0,093

Tablo 10.3-NT standart grisini olusturan pik yukseklikleri
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OE0—

3-NT Standart Egrisi

| 1 1
o 100 200

1
300

Olciilen Pik Vitkseldizi (rd)

400

Sekil 13.3-NT standart gri grafigi

3.1.5 TAK Diizeyi Tayini Icin Standart Egri Cizimi

Cssitli konsantrasyonlarda trolox iceren co6zeltilerspektrofotometredeki

absorbans derleri ve bunlara ifkin standart hatalar Tablo 11'da verikmie Sekil

14’de bu dgerlere gore cizilen standagtregosterilmitir.

Konsantrasyon (mM)

% Inhibisyon
(n=3) (Ort.+ S.H.)

0.25

% 11.18 £ 0.058

0.5

% 20.84 + 0.065

1

% 36.80 = 0.073

15

% 52.46 £ 0.051

2

% 64.12 £ 0.15

2.5

% 82.28 + 0.039

Tablo 11.TAK standart gri grafigini olusturan absorbans gerleri



100%s

T

S0%.

% inhibisyon

25%:

0%

v=10,3349=
RY =0.9904
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Trolox konsantrasyonu (M)

Sekil 14. ABTS™ radikali absorbans inhibisyonu (734 nm) standeafigj
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3.2 Calisma Gruplarinda Plazma Oksidatif Stres Parametrelerne

Ait Bulgular

Bu calsmada kronik bébrek yetmegiihastalginda uygulanan renal replasman

tedavilerinin, oksidatif stres (zerine etkileri @hendi. Cakilan oksidatif stres

parametreleri ve plazmada tespit edilen dizeyleri. @ S.H. olarak gagida

sunulmutur.

3.2.1 Plazma Protein Karbonil Grubu Dtizeyine Ait Bulgular

Caligilan plazma orneklerine ait PCC duzeyleri Ort + Sddgerleri Tablo

12’de sunulmsgive bu dgerlere ait bar gragi Sekil 15°de gosterilmtir.
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Calisma Grubu PCC (nmol/mg protein)
(n=20) (Ort.+ S.H.)
K 0.455  0.027
i 0.552 £ 0.028
PD 0.483 * 0.046
HD1 0.568 = 0.065
HD2 0.751 % 0.105
HD3 0.714 £ 0.068

Tablo 12.Calisma gruplarina ait plazma PCC duzeyleri

Plazma PCC Konsantrasyon Grafigi

1 -
5
L
E ng -
=
%_ﬂ 06 -+ . T
c TARE T oL
g connl R
%) SRS I SISIS] N SN
[ I SRR R DR I (ORSEDENEDN R O
&, REFSRTIER) IN EOSREOON I SO

K Tx FD HDI HDZ HD3
ialigrna Gruplan

Sekil 15. Calisma gruplarina ait plazma PCC konsantrasyonunaaiikg

& Kontrol grubuna anlamli derecede @itar (p < 0.004)

® PD grubuna gére anlamli derecedesarr (p< 0.05)

3.2.2 Plazma Miyeloperoksidaz Duizeyine Ait Bulgular

Calisma gruplarina ait plazma MPO konsantrasyonlari-©8.H. olarak Tablo

13'de sunulmstur. Bu degerlere ait bar gradi cizilerek Sekil 16 ile gosterilmytir.



MPO (ng/ml)
Calisma Grubu
(Ort.x S.H.)
K 14.32 +2.48
TX 35.99+2.84
PD 33.75+3.16
HD1 19.97 +2.28
HD2 43.61+4.12
HD3 50.60 + 3.96

Tablo 13.Calisma gruplarina ait plazma MPO dizeyleri

[MPO] mg/mly

70T

&0 -

40 A

30

20 A

10 A

Plazma MPO Konsantrasyon Grafigi

Cahsma Gruplan

Sekil 16. Calisma gruplarina ait plazma MPO konsantrasyonunarafikg

& Kontrol grubuna gére anlaml derecede agtfpi< 0.001)

C

e

HD3 grubuna gore anlamli derecedeiddi(p < 0.05)
HD3 grubuna gore anlamli derecedeidii(p < 0.01)
HD1 grubuna gore anlaml derecede yiiksek (05)0.

HD1 grubuna gore anlamh derecede yiiksek (p81).
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3.2.3 Plazmalileri Oksidasyon Protein Uriinleri Diizeyine Ait Bulgular

Incelenen plazma 6rneklerine ait AOPP konsantraayofrt + S.H. olarak
Tablo 14'de belirtilerek bu derlere ait bar grafi cizilerek Sekil 17'da

gOsterilmitir.

Calisma Grubu AOPP (imollL)
(n=20) (Ort.= S.H.)

K 79.04 £ 3.05

TX 89.29 + 7.60
PD 169.39 + 13.39
HD1 119.32 + 8.48
HD2 120.09 +9.88
HD3 161.37 £ 23.81

Tablo 14.Calisma gruplarina ait plazma AOPP duzeyleri

Plazma ADPP Konsantrasyon Grafigi

250 1
. 200
=
[m]
g 150 A
o
— T
B o - I
o SRS RIS
=, SRR e

50 1 SR RIS

. BRI DU
k. Tx PD HC1 HD2 HDS
(alztmna Gruplan

Sekil 17. Calisma gruplarina ait plazma AOPP konsantrasyonungraifik

& Kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek (091

® Tx grubuna gére anlamli derecede yiiksek (p < 0.001
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3.2.4 Plazma 3- Nitrotirozin Diizeyine Ait Bulgular

Plazma orneklerinde dl¢ilen 3-nitrotirozin konsasyonlarina ait ort.= S.H.
tablo 15’de sunulmyiur ayricasekil 18'de gruplara gore konsantrasyorgidiani

belirtilmistir (p= 0.296).

3-NT (nmol/L)
Calisma Grubu
(Ort.x S.H)
K (n=16) 701.47 +31.34
HD1 (n=20) 668.47 + 36.97
HD3 (n=20) 725.41 + 14.52

Tablo 15.Calisma gruplarina ait plazma 3- NT duzeyleri

Plazma 3-NT Konsantrasyon grafigi
1280
= 1000 -
=
B
o 70 <
(] 1
B ST
E 500 S
g SO
= ::::::::::::::
bj 250 4 S
0 S . . .
K HD1
(aligma Gruplan

Sekil 18. Calisma gruplarina ait plazma 3- NT konsantrasyonungrafik
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LC-File [STDOOO74.D
File Path
Date
Sample | entr2-1:100
Sample Info
Earcode
Operator | fadime
Method | 3WT-
Analysiz Time [ 16,12 min
Sampling Rate | 0.0067 min [0.402 sec), 2419 datapoints
A
w
=3
o
e —
B
Lt )
-
L 1
0 T T T T T T T

Sekil 19. Kontrol grubuna ait tipik plazma (A) ve T0M 3-NT ekilmis plazma (B)
kromatogramlari

3.2.5 Plazma Serbest Tiyol Grubu Dtizeyine Ait Bulgular

Plazma oOrneklerinde 6lcllen serbest tiyol grubuslmtrayonlarina ait Ort. +
S.H. Tablo 16’de verilnstir. Sekil 20’de bu dgerlere goére cizilen bar gréfiile

gosterilmitir.



75

Tiyol konsantrasyonu (M)
Galisma Grubu (n=20) (Ort.£ S.H.)

K 523.57 £12.72

Tx 269.23 + 22.25

PD 274.30 + 28.41
HD1 246.65 + 16.44
HD2 247.76 £ 15.13
HD3 282.02 + 21.68

Tablo 16.Calisma gruplarina ait plazma tiyol diizeyleri

Plazma Tiyol Konsantasyon Grafig
600
= 4a0
(]
g
= A a a
300 A - T a a
w LT SR £ —F—
150 - SR SR RS RS
I:I B PEDEIEDCICA I IESCICICIED M EOCOCIEIEH MU LI
[t Tx PO HC HO2
ahgma Gruplan

Sekil 20. Calisma gruplarina ait plazma serbest tiyol konsantnasga ait grafik

& Kontrol grubuna gére anlaml derecede azalma var@®01)

3.2.6 Plazma Total Antioksidan Kapasite Duzeyine Ait Bulglar

Incelenm§ olan plazma TAK diizeyleri Ort. + S.H. olarak Tabld’'de

sunulmytur. Bu dgerlere gore cizilmen bar grgfiSekil 21'de gosterilmitir.



Calisma Grubu TAK (mM) (n=20)
(Ort.x S.H.)
K 1.988 + 0.057
TX 1.935 +0.055
PD 2.011 + 0.036
HD1 1.845 + 0.041
HD2 1.714 + 0.104
HD3 1.498 + 0.083

Tablo 17.Calisma gruplarina ait plazma TAK duzeyleri

[ TAK] (mbd)

Plazma TAK Keonsantrasyon Grafigi

3 -
2.5
2 4
a
15 3=
14 RO
05 S
I I SRS I SR N s I Rt NN cRRuRs I SRR
K T=x PO HDA HDZ HO3

Cabyma Gruplan

Sekil 21. Calisma gruplarina ait plazma TAK konsantrasyonunaraitilgy

Kontrol grubuna gore anlamh derecedgiddbulunmygtur (p< 0.001)
HD 3 grubuna gdre anlamli derecede yiksek bolgtur (p< 0.001)
HD 3 grubuna gore anlamli derecede yuksek lmgtur (p< 0.005)

PD grubuna gore anlamli derecedeidibulunmutur (p< 0.05)
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4. BOLUM

TARTI SMA VE SONUC

KBY hastalarinda, ROT uretiminin artmasi ve antidaa savunma sisteminin
yetersiz kalmasi nedeniyle oksidatif stres duzeyartti bildirilmis ve bu durumun
KBY’nin patogenezine katkida bulungiuileri strtlmtar (2, 85).

Renal replasman tedavisi olarak uygulanan HD, PD Txe tedavilerinin
oksidatif stresle ikkisini argtiran calsmalarda; HD ve PD tedavilerinin uygulama
sureclerinde ve bobrek transplantasyonu (Tx) somdasoksidatif stresin arg
bildirilmistir (2, 23, 31, 47, 55, 89). Ancak, bu gatalarin bazilarinda hasta
sayisinin az olmasi ve oksidatif stresin Dbelirlesimde farkli parametreler
kullaniimis olmasi, sonuclar arasinda gkilere neden olmgtur. Dolayisiyla,
replasman tedavisi uygulanan hastalarda oksidaé$ slizeyinin artmasinin neden-
sonug ilskileri hentiz tam olarak agiklik kazanmatm

Renal replasman tedavilerinin, oksidatif stres imeeetkilerine ilgkin ¢esitli
mekanizmalar 6ne surilrgtiir. Ornegin; HD tedavisi uygulanmakta olan hastalarda,
ROT artsina neden olan temel mekanizma olarak; tremik dukutianilan diyaliz
membranlari ve kontamine diyalizat sivilari olmakeig U¢ temel mekanizma
Uzerinde durulmaktadir (31, 62, 83). Bu mekanizmaldagositlerin aktif hale

gecmesine neden olarak oksidatif doku hasarisigehe sebep oldgu, ayrica
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kompleman yolunun aktivasyonunun da oksidatif hasderlemesine neden olgdu
bildirilmi stir (2, 47, 49, 81). Bunlara ek olarak, hemodiyalizesince ki¢uk molekul
agirhgindaki  antioksidan molekdllerin  (vitamin C gibi) merandan diyaliz
olmasinin, plazma antioksidan sisteminin yetersimiasina neden oldu ileri
suralmigtar (2, 47, 49, 63).

PD tedavisinin dgerlendiriimesinde ise, diyalizatin icgri Uzerinde
durulmaktadir. Bu tedavkeklinde diyalizat olarak kullanilan sivinin ozmotik
basincini ayarlamak amaciyla genelde yiksek glukamnsantrasyonundan
faydalaniimaktadir. Diyalizatin yuksek glukoz komgasyonu ve isitma yoluyla
sterilizasyon esnasinda eén glukoz yikim urunlerinin, Maillard reaksiyonunu
indukleyerek AGE olgumunu arttirdil ve artmg oksidatif stresten sorumlu olgu
ileri sdrdlm@tar (60, 65). Diyaliz sirasinda kana diffize olalmkgz ve reaktif
karbonil tdrevlerinin periton membraninda proteilodiikasyonuna neden oldu
distinulmektedir (86).

Miyata ve ark. (57), diyalizatin ytuksek glukoziginin ve 1sitma ile diyaliz
sterilizasyonunun reaktif karbonil bji&lerin olusumunu arttirdgini belirlemsglerdir.
Ancak farkli olarak, diyaliz slemi sonrasi diyalizatta yaptiklari incelemede,
karbonhidrat ve lipit kaynakli reaktif karbonil &lklerinin tremik sirkiilasyondan
diyalizata difize oldgu anlgiimistir. Bunun sonucunda PD hastalarinda gergekle
protein modifikasyonunun sadece PD solisyonun igerdaktif karbonil bilgikleri
ile degil, ayni zamanda treminin neden ogdukarbonhidrat ve lipit kaynakl reaktif
karbonil bilsikleri tarafindan da meydana getirigthi belirtmiglerdir.

Renal transplantasyon operasyonununsabh olmasi durumunda ise;
hastalarin bobrek fonksiyonlarinin yaklka%50’ si hastaya geri kazandirilabilmekte,

ancak hastalarda gorilen Gremik durum, diyaliz vessiae gore azalmiolsa da, Tx
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sonrasi devam edebilmektedir. Transplantasyon epenainda transplante edilen
bobrek dokusunun nefronlarin metabolik adaptasymnasinda gelen renal kitle
azalmasinin, arteriyal hipertansiyon, hipoksi négdenvaskuler kontraksiyon gibi
patolojik olaylarin neden olgu immun sistem stimulasyonu, sitokinler tarafindan
endotelyal ve mezangiyal hicre aktivasyonu ve nfakemin yeni dokuya
infiltrasyonu sonucunda inflamasyon gtki belirtiimistir. inflamasyona bz
olarak Tx hastalarinda oksidatif stresin grttlistiinulmektedir (12).

Tez calgmamizda, renal replasman tedavilerinin oksidatiésstizerindeki
etkileri protein oksidasyonu Uzerinden @inalmaya calgiimistir. KBY’de oksidatif
stres olgturan balica mekanizma olarak HOCl'in yer afgimekanizmanin tGzerinde
duruldyzu ve bu nedenle protein oksidasyon urinlerinin Kigastalarinda oksidatif
stresin dgerlendiriimesinde daha @ou sonuclar vere@ onceden ifade edilrgii
(16).

Bu nedenle ¢ajmamizda, hasta gruplarinda ve kontrol grubundaeprot
oksidasyonunu derlendirmek amaciyla; oksidan yglakatalizleyen enzim olmasi
nedeniyle plazma MPO konsantrasyonu; proteinleksidatif modifikasyon drtnleri
olan protein karbonil turevleri (PCC) duzeyi, ileoksidasyon protein Urinleri
(AOPP), 3- nitrotirozin (3-NT) dizeyi, serbest tiyalizeyi (-SH) ile plazma total
antioksidan kapasite (TAK) duzeyleri tayin edigtm

Protein oksidasyonunu gerlendirmek igin kullanilan l3aca metot; protein
karbonil tirevlerinin (PCC) 6lcimudur. Oksidatifestin erken gamalarinda olgan
ve diger oksidasyon UrlUnlerine gore dgplada daha uzun sire kalabilen PCC,
guvenilir bir oksidasyon belirteci olarak dnerilmedir (16, 32, 65)Protein karbonil
turevleri protein omurgasinin, ROT ile oksidasyosanucu pargalanmasi ile

olusabilecei gibi, bazi amino asitlerin oksidasyonu ile ggadan olaabilirler.
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Dolayli olarak ise glukoz ve ger karbonhidratlar ile proteinler arasinda Maillard
reaksiyonu adi verilen bir dizi oksidatif veya alaif olmayan non-enzimatik
reaksiyon sonucunda da edbilirler (58, 63).

Calismamizda HD grubunda, tedavi 6ncesinde (HD1 grutmmtrkl grubuna
benzer olan PCC dizeyi, hemodiyalgiemi ile artms, hemodiyalizin 2. saatinde
(HD2 grubu) ve 4. saatinde (HD3 grubu) kontrol gnuéd gore anlamli derecede
yuksek bulunmgtur (p= 0,004). §ekil 15). PD ve Tx gruplarinda ise, plazma PCC
duzeyleri kontrol grubuna gore artrolarak gorulse de, istatistiksel olarak anlamli
bulunmamgtir (grup sirasiyla p=1, p=0.88). Tedavi gruplarnikasilastiriimasinda
ise; PD grubu ile HD2 grubu arasinda istatistikeghrak anlamli farkhlik
bulunmutur (p< 0.05) $ekil 15).

Yaptigimiz literatir argtirmasinda, renal replasman tedavilerinin sonunda
plazma PCC duzeylerinin tayin edidicalismalarda elde edilen sonuglarin farklilik
gosterdgini tespit ettik.

Uremili hastalarda, plazma PCC diizeylerinin bobretmezIginin derecesine
bagli olarak giderek yukseldi gosterilmi ve bu mekanizmanin ya oksidatif strese
bagli olarak reaktif karbonil bilgklerinin artis gostermesiyle, ya da reaktif karbonil
bilesiklerinin detoksikasyonunun azalmasinaglbaolarak meydana gelgii ileri
suralmitar (57, 60). Aynisekilde, HD tedavisi uygulanan hastalarda diyajlemi
surecinde, plazma PCC duzeylerinin artarak biiktildirilmi stir (3, 37, 47, 48, 73,
89). Bizim calgmamizda da HD siresince argosteren plazma PCC dulzeyleri bu
bulgular desteklemektedir.

Bunlarin aksine, Himmelfarb ve ark. (37) yaptiklaalsmada; diyaliz seansi
sirasinda, seans sonunda ve hatta seanstan 30daki&@ sonra bile plazma PCC

dizeylerinin dgismedgini tespit etmgler ve bu durumu diyaliz boyunca
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oksidasyonun olmagh seklinde yorumlamglardir. Bu sonuca benzegekilde,
Erdozan ve ark. (23) calmalarinda gerek HD, gerekse PD tedavisi sonrash@ia
dizeylerinin dgismedigini bulmuwlar ve bu durumu KBY’de var olan oksidatif
stresin diyaliz tedavisinden kaynaklannfageklinde yorumlanglardir.

PD tedavisi uygulanan hastalarda ise; plazma PC@eyrinin yiksek
oldugunu bildiren cakmalar oldgu gibi (1, 44, 48, 73), bizim bulgularimizda
goruldigt gibi, kontrol grubuna benzer olglunu bildiren yayinlar da (23) yer
almaktadir. PD hastalarinda diyaliz uygulamasiyl@CP duzeylerinin artgini
bildiren calgmalarda okside/redikte albumin oraninda sarrte glutatyon
dizeylerinde azalma olgu da gosterilng ve reaktif karbonil gruplarinin
detoksikasyonunun glutatyon ve albumin olmak tzeddikte tiyol gruplar tayan
antioksidanlar tarafindan gerceftialdi gi vurgulanmstir (4, 49).

Tx operasyonu gercekiirilmis KBY hastalarinda ise plazma PCC duzeyleri
yayinlarda kontrol grubuna benzer dizeylerde legliitir (1, 3, 4).

Calismamizda; HD tedavisi suresince plazma PCC duzeyeartms olarak
saptanmasi, bu tedayeklinin protein oksidasyonunu arttigani géstermektedir. Bu
durum HD tedavisi surecinde protein karbonil fkeerinin plazmada birikerek
karbonil stresin artmasiyla veya PCC ghéerinin detoksikasyonunun yetersiz
kalmasiyla agiklanabilir.

PD ve Tx gruplarinda ise, plazma PCC gruplarindaigin kontrol grubuna
gore anlamsiz olmasi, bu tedaekillerinde PCC’ lerin “karbonil stres” ojturacak
kadar ary gostermediini ve PCC’ lerin plazmada birikiminin engellegdii
distindirmektedir.

Calsmamizda PD grubu ile HD2 grubu arasinda PCC dideg@asinda

anlamh farklilk saptanmasi, PD tedavisinin proteksidasyonu tzerine HD tedavisi
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kadar olumsuz bir etkisinin olmagna karet etmekte ve literatir bulgularini
desteklemektedir.

Miyeloperoksidaz enziminin, Uremik hastalarda o&sidstresin argindan
sorumlu tutulan bguica mediyatdr olmasi nedeniyle, gerek KBY’ de gsee RRT
uygulanmakta olan hastalarda, plazma MPO duzewitaxklikla kullanilan, spesifik
bir inflamasyon/oksidasyon belirtecidir (11, 34,)3€alsmamizda plazma MPO
konsantrasyonlarinin; hemodiyaliz 6ncesi grupta IH@rubu), kontrol grubuna
benzer dizeyde olgu, hemodiyalizin 2. saatinde (HD2 grubu) @it
hemodiyalizin 4. saatinde (HD3 grubu) en yuksekede ulgtigini belirledik (p<
0,001). Benzersekilde; PD grubunda ve TX grubunda da plazma MPO
konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gore anlarikzegde art@iini belirledik (p<
0,001) Sekil 16). Tedavi gruplarini kendi aralarinda sktirdigimizda ise; HD3
grubu plazma MPO gkerlerinin, PD grubuna goére (p< 0,01) ve Tx grubgiee (p<
0,05) anlaml derecede yuksek gidau tespit ettik §ekil 16).

Literatiirde yer alan ggsik calismalarda da replasman tedavisi (HD ve PD
tedavisi) uygulanan hastalarda, plazma MPO konasytnu sglikli kontrol
grubuna gore yiuksek olarak bulungnee KBY hastalarinda tGremiden kaynaklanan
inflamasyona ek olarak, HBleminde kullanilan yapay membranlar ile kanin temas
etmesi sonucunda da fagositlerin ve kompleman yoluaktive oldgu; buna bal
olarak MPO ve ROT uretiminin argu ileri suralmitar (2, 47, 49, 81). Capeillere-
Blandin ve ark. (11), HD tedavisi suresince plazMBO konsantrasyonunun ve
aktivitesinin kontrol grubuna gore Oonemli dizeyd#igini ifade etmglerdir. Bu
bulguyu desteklegekilde, HD stresince MPO sentezinden sorumlu otzeptorin,
MPO plazma konsantrasyonunun ve aktivitesinin dtyancesine ve sakh

kisilerden olgan kontrol grubuna gore anlamli derecede yukgeldibildiren
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yayinlar mevcuttur (36, 87). Renal replasman teilayruplarindaki yiuksek MPO
dizeyleri; KBY hastalarinda var olan dreminin bulaéler ile yeterli dizeyde
giderilememesiyle ve/veya HD tedavisinde kullanijg@pay membranlarin nétrofil
aktivasyonuna neden olarak MPO uretimini arttirylasliskilendirilmistir.

Calsmamizda HD ve PD gruplarinda plazma MPO dizeyi iltli
bulgularimiz da bu sonuclar desteklemektedir. &ulbn tedavi yontemleri arasinda
en yuksek plazma MPO dizeyinin HD3 grubunda gozigrmmimasi; bu argin HD
isleminde  kullanilan yapay membrandan ileri gelelgiec gorisini
kuvvetlendirmektedir. PD grubunda gozlenensarde hastalarda var olan Uremik
toksinlerin uzaklgtiriimasinda PD diyalizinin yetersiz kalmasiylakdgnabilir.

Calismamizda, Tx grubunda MPO duzeyinin kontrol grubgtime anlamli
olarak yuksek bulunmasi; operasyon sonrasinda fenksiyonlarin geri kazanilmi
olmasina rgmen, inflamasyona neden olan uremi durumunun yekexar
giderilemedgini dustiindtirmektedir.

Yuksek derecede okside proteinler olan ileri oksyda protein drdnleri
(AOPP); KBY surecinde oksidatif stresi yansitan rahebir belirte¢ olarak kabul
gormistir. AOPP’nin disulfit kopruleri velveya tirozin geaz bglarini igeren
albumin agregatlarindan glugu, hem saf hem de plazma albumininden farkli
yapida oldgu gosterilmgtir. Bu nedenle albuminin son c¢aprazgleema drunleri
olarak isimlendiriimg ve kendi klirensini dahi dnleyebilecek buyuk birolekil
agirhgina sahip olmasindan dolayi, doku ve plazmalardéatigi bildirilmi stir (85).
fleri oksidasyon protein Uriinlerinimn vitro sartlarda HO,'ye gére, HOCl'e maruz
kalan saf/ plazma albumin 6rneklerinden meydandigjegdsterilmi olup, in vivo
olarak aktif notrofillerce uretilen HOCI'in AOPP wiurabilecei dustnulmektedir

(85).
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Calismamizda plazma PCC ve MPO duzeylerine begedatde, plazma AOPP
dizeylerinin de HD oncesi (HD1 grubu) yukselnolarak gbzlenmesine gmen,
kontrol grubuna gore anlamli fark gosternggddiger taraftan hemodiyalizin 4.saati
olan HD3 grubunda kontrol grubuna gore anlamli ckle yukselnsi oldugunu
belirledik (p< 0,001) §ekil 17). PD grubu hastalarinda ise plazma AOPReyléx,
kontrol grubuna gore anlaml derece yiksek olanakirimu (p< 0,001), Tx grubu
hastalarda ise kontrol grubuna gore, istatistikdatak bir anlam ifade etmegli
gorulmistir (p< 0,001) $ekil 17).

Literatiirde yer alan gl calismalarda, SDBY (25, 85, 86) ve diyaliz tedavisi
alan KBY hastalarinda (3, 25, 85, 89) AOPP plazriaegllerinin sglikli kontrol
grubuna gore yuksek olgu bildirilmistir. Witko-Sarsat ve ark. (85) plazma AOPP
dizeylerinin, HD hastalarinda en yuksek olmak UzPi@ uygulanan hastalarda ve
diyaliz tedavisi almayan KBY hastalarindagkidi kontrol grubuna goére artmi
oldugunu ileri strmglerdir.

HD tedavisi 6ncesinde kontrol grubuna goére yukskek AOPP dizeylerinin
tedavi ile daha da yuksefgni (11, 85, 86) ya da gemediini (83) belirten
calsmalar da mevcuttur. PD tedavisinde ise plazma AQRRBPeyinin kontrol
grubuna gore yukselgini bildiren calgmalarin (44, 85) yani sira, PD tedavisi
oncesinde, kontrol grubuna gore yuksek olarakrleakn AOPP dlzeyinin
diyalizden sonra azalgiida rapor edilngtir (7).

Calsmamizda; HD tedavisi suresince plazma MPO duzepmmezersekilde
artis gosteren AOPP duzeyleri, HOCI aracili protein d&syonunun argini ileri
suren calmalari desteklemektedir (86). PD grubunda da kbmgnabuna goére axfi
gosteren AOPP duzeyleri tremi durumunun PD tedalasigiderilemedgini ve

oksidatif stresin diyaliz sonrasinda da devangigitgostermektedir.
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Renal transplantasyon operasyonu sonrasinda bdnskyonlar: stabil olan
Tx hastalarinda ise; iki ayri ¢cgnada da AOPP duzeylerinin, kontrol grubuna
benzer bulundgu ifade edilmgtir (3, 4). Bizim Tx grubunda elde eitiniz sonuclar
da bu bulgulari destekler niteliktedir.

Proteinlerdeki tirozil kalintilarinin fenolik halleainda gercekkgen nitrasyon
sonucunda meydan gelen 3-NT, hem peroksinitrit anyaracili oksidasyon, hem de
MPO katalizli protein oksidasyonunu belirlemek i&mlanilan uygun ve spesifik bir
belirte¢ olarak onerilmektedir.

Bobrek yetmezfii de dahil olmak Uuzere bir ¢ok hastalikta, hicre
proteinlerindeki tirozil kalintilarinin nitrik oksiradikali (NO) aracili nitrolanmasi
sonucu olgan, 3 nitrotirozin oksidayon drtininiin, dokularda ve plazmada birikerek
nitro-oksidatif strese yol agh bilinmektedir (5, 27, 38, 66, 74, 79).

Mitrogianni ve ark.’lari (55) hemodiyaliz tedavigbrmekte olan hastalarda
plazma proteinlerinin nitrolanmasini  Western-blagti yontemiyle goéstermeye
calismiglar ve HD sonrasi plazma 3-NT duzeylerini kontroulgundan anlamh
derecede yuksek bulduklarini; HD 6ncesi ile HD asmda plazma 3- NT duzeyleri
arasinda ise bir fark bulamadiklarini bildigkerdir.

3-nitrotirozin doku ve plazma duzeylerinin ¢oksdl olmasi nedeniyle, bu
konuda yapilan az sayidaki galada hem metodolojik agcidan hem de elde edilen
sonuclar acisindan farkiliklar bulunmaktadir (249).7 Yaptgimiz literatur
argtirmasinda; 3- nitrotirozinin doku ve plazmadakizeyerinin belirlenmesinde
uygun yontemler olarak; maspektrometresi ve HPLC ile tayin dnerilmektedir)(24

Calismamizda, sadece HD grubunda gerggkkbildigimiz 3-nitrotirozin
dizeyleri, HPLC-ECD yontemine gore tayin editimi /n vivo tirozin

nitrolanmasinin MPO aracili bir mekanizmaya dayasinmedeniyle, plazma MPO
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dizeylerindeki argl dogrultusunda 3-nitrotirozin duzeylerinin de artmasini
bekledgimiz halde, ¢akmamizda HD 6ncesi (HD1 grubu) ve HD sonrasi (HD3
grubu) nitrotirozin duzeyleri kontrol grubuna gdéamlamlilik gostermengiir (p<
0,296) Gekil 18). 3-NT plazma duzeylerinin ¢cok gik olmasi; elde efimiz bu
sonucun  kullanggmiz  yontemin  duyarhfit ile iliskili  olabilecezini
distindirmektedir.

Plazmanin bgica antioksidanlarindan olan serbest tiyol gruplar (-SH)
blayuk bolimu albumin, glutatyon ve sistein Uzeritmlalize olarak bulunmaktadir.
Serbest tiyol gruplarinin HOCI ve kloramin Rilderini yakalayan en o6nemli
antioksidan molekdl oldtu bilinmekte (34, 37) olup ayrica, reaktif karbonil
bilesikleri de serbest tiyol gruplar tarafindan etkisiale getiriimektedir (56). Bu
nedenle tiyol oksidasyonunun olcimu énemli bir diksf stres belirteci olarak kabul
gormistur (56). Plazma serbest tiyol gruplarinin belinessi d@grudan serbest tiyol
diuzeyi tayiniyle yapilabilegg gibi, serbest tiyol gruplarini geyan, plazma okside/
redukte albumin orani veya redikte glutatyon gmupia Olcimiyle de
gerceklatirilebilir.

Calismamizda tum tedavi gruplarinda, plazma tiyol grutiizeyleri kontrol
grubuna gore anlamh derecede azalolarak belirlenmitir (p<0,001). Ayrica, HD
sonrasi (HD3 grubu) plazma tiyol dizeylerinin HDcésine (HD1 grubu) gore,
anlaml olmasa da, artgwoldugunu tespit ettik §ekil 18).

Literatiirde KBY hastalarinda plazma tiyol duizeyieri azaldgini bildiren
¢ssitli calismalar bulunmaktadir (34, 36, 37). Himmelfarb vie. ¢85), tim KBY ve
HD uygulanan hastalarda plazma tiyol grubu duzeyilersgslikli kontrol grubuna
gore azalmy oldugunu belirlemgler ve bunu ‘tiyol stres’olarak isimlendirgherdir.

Ayrica PD ve HD hastalarinda, rediukte/okside sistmianlarinin diyaliz tedavisi
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almayan hastalara gére dahssigki konsantrasyonda olgunu da rapor edilngiir.

Bu bulguyu destekleyen bir @r calsmada ise, protein tiyol gruplarinin bobrek
yetmezlginin derecesine @ olmaksizin azalmasi, oksidatif stres Urinlerinin
plazmada birikmesi ile gkilendirilmistir (56).

Benzer cakbmalarda, KBY hastalarinda ve replasman tedavisiulaygn
hastalarda tespit edilen plazma tiyol grubu duzeyleki azalmanin, plazmanin
antioksidan duzeyindeki azalmanin veya yetegdizli gbstergesi olarak da
degerlendirilebilecgi ileri surtlmistir (89). Simmic-Ogrizovic ve ark.’lan (78),
bobrek transplantasyonu sonrasinda hastalardamalazyol dizeyinin kontrol
grubuna gore azalmoldugunu bildirmglerdir.

Calsmamizda tum tedavi gruplarinda plazma tiyol grubiizeylerinin
azalmasinin nedeni; literattrlerde de belirgidigibi, uygulanan tedaviler ile
oksidatif stresin artmasiyla, antioksidan olan Itamn tlketilmesi olarak
yorumlanabilir.

Ayrica bizim bulgularimiza benzegekilde, HD sonrasi tiyol grubu dizeyinin
HD oOncesine gore nispeten yiksgldi gosteren cajmalar da literattirde yer
almaktadir (42,46). Bu durum, tedavi 6ncesindeldadatif stresin oldgunu ve HD
tedavisiyle proteine k@ oksidan ajanlarin uzakarilmasi sonucunda, proteine
bagli olarak bulunan tiyol gruplarinin serbest halergesininin antioksidan sisteme
katkida bulundgu seklinde aciklanmaya calimistir (42, 46).

Plazmada bulunan antioksidanlar ayri ayri Olcusebilde c¢ok sayida
antioksidan molekil olmasi ve birbirleriyle etkilm halinde olmalari nedeniyle,
oksidatif stresin ortaya koyulmasinda total antidés kapasite (TAK) duzeyini

gosteren testlerin dahagieli oldugu distiniimektedir (68).
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Calismamizda HD oncesi (HD1 grubu) plazma TAK dizeyi tkoingrubuna
benzer bulunurken, HD sonrasinda (HD3 grubu) kémggnabuna gore anlamli olarak
azalmg oldugu saptanmtir (p< 0.001) Qekil 21). Gruplar arasinda yapilan
karsilastirmada HD sonrasi (HD3 grubu) plazma TAK dizeWD oncesine gore
(HD1 grubu) anlamli derecede giik bulunmgtur (p< 0.05). PD ve Tx gruplarinda
ise plazma TAK dizeyi kontrol grubuna benzer butien, gruplar arasindaki
karsilastirmada PD ve Tx gruplari plazma TAK diuzeyleri HG/@8buna gore anlaml
derecede yiksek bulungtur (p< 0.001).

Literatir aratirmamizda; KBY hastalarinda ve renal replasmanauisd
uygulanan hastalarda plazma TAK dizeyinin @iy, desismedigini veya azaldiini
bildiren celikili sonuclarin yer aldjini tespit ettik. Dascher ve ark. (17), HD ve PD
hastalarinda plazma TAK dizeyinin normal @dou ve diyaliz boyunca
desismedigini belirtirken; baka bir ¢calsmada HD oOncesi ile sonrasinda (75) ve PD
uygulanan hastalarda (6, 75) plazma TAK dizeyi tangrubuna gore yuksek
bulunmy, ayrica plazma MDA ve TAK duzeyleri arasinda pbzkorelasyon
oldugunu bildirilmistir (75). Benzer olarak Ergan ve ark. (23) da HD ve PD hasta
gruplarinda TAK duzeylerini kontrol grubuna oraikakat artms olarak bulmglar;
serum MDA dizeylerini kontrole gore farkli bulamiddrindan, oksidatif stresin
KBY’li hastalarda serum TAK’daki aginedeniyle tehdit okiurmadgl sonucuna
varmslardir.

Ancak daha sonra yapilan gahalarda, HD hastalarinda diyaliglemi ile
vitamin C’nin belirginsekilde kayboldgunu ve buna paralel olarak oksidatif stres
parametresi olan MDA'nin ag bildirilmistir (61). Bu gorgu destekleyecek
nitelikte, farkl calsmalarda da HDsleminin serum total antioksidan kapasitesiyi

azalttgr ve kucik molekul yapisindaki antioksidanlarin aligy esnasinda
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kaybedildgi belirlenmg, bu hastalarda gorilen yuksek Urik asit duzeyisenTAK’
deki azalmay maskeleglidistincesi 6nem kazansgtir (23, 54, 63).

Renal transplantasyon sonrasi hasta plazmalarnnbaK dizeyinin
yukseldgini ancak kontrol grubu diizeyine géamadgini bildiren farkli calgmalar
da mevcuttur (62, 67, 78). Bu kakligin, TAK tayininde kullanilan yontemlerin
metodolojik farkliliklarindan kaynaklangl disiiniimekte; artan oksidatif stres ve
hemodiyaliz §leminde suda ¢Ozunen antioksidan molekdllerin maman diftize
olmasi sonucunda (61, 63, 90) TAK dizeyinin azalmas beklendii ileri
surdlmektedir.

Bizim sonuclarimizda, plazma TAK dizeylerinin HDgujamasiyla azalmasi,
hemodiyaliz surecinde oksidatif stresin @itti gosteren gier parametrelere ait
bulgularimizla uyum goéstermektedir.

Renal replasman tedavileri genel olarakgetéendirildiginde; HD tedavisi
oncesine gore, HDslemi ile yukseldgi belirlenen MPO, PCC, AOPP duzeylerinin
yani sira serbest tiyol ve plazma TAK diuzeyleriamamli derecede azalyrimasi,
HD tedavisinin oksidatif stresi arttigni isaret etmektedir. Benzer olarak PD
hastalarinda da plazma MPO, AOPP, gibi proteindassion parametreleri kontrol
grubuna gore artm serbest tiyol grubu dizeyi ise azajrolarak tespit edilngiolup
oksidatif stresin, HD tedavisi kadar olmasa da, Bddavisinin sonunda da
yikseldgini gostermektedirilgili yayinlarda PD hastalarinda yiiksek permeadyjtit
sahip peritonun, diyalizor gorevi yapmasli ve reeldienal fonksiyonun daha iyi
olmasi nedeniyle Uremik toksinlerin daha etkili bakilde temizlenmesine neden
oldugu gorisu (14, 58) bizim sonuglarimizla da desteklegtimi Transplantasyon
hastalarinda ise AOPP ve PCC gruplari kontrol gnabuwenzer dizeylerde

bulunurken kontrol grubundan anlamli derecede faldrak belirlenen plazma MPO
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ve tiyol grubu duzeyleri; Tx hastalarinda oksidatresin varkina saret etmektedir.
Transplantasyon sonrasi hastalarin tremi durumuHinye PD tedavilerine gore
daha iyi olmakla birlikte, normale donmemesindeynieklandgini distindtrmigtar.

Calismamizda sonug olarak; KBY hastalarina uygulanaralreeplasman
tedavileri arasinda oksidatif stres Uzerine en dB ®lusturan yontemin renal
transplantasyon olgw belirlenmgtir. Bobrek fonksiyonlari normale donmélan Tx
hastalarindan ofturdusumuz grupta, PCC ve AOPP dizeylerinin grti
gostermemesi karbonil stres durumunun normale déimdij plazma MPO
dizeyinin artyl ise inflamasyona i@ bir oksidatif stres durumunun ggiligini
gostermektedir. Bu sonuglar, Tx tedavisinin oksfddtes Uzerine etkisi ile gkili az
sayidaki literatiire katki §myabilecektir.

idame diyaliz tedavileri arasinda ise; PD tedawisihiD tedavisine gore,
oksidatif stres Uzerinde daha az s@tneden oldgunu belirledgimiz ¢alsmamizda,
diyaliz membrani olarak periton zarinin kullaniinmas daha uygun bir tedayekli
oldugunu ve tedavi suresince oksidatif stresin en farlg, antioksidan kapasitenin
ise azalma gostergli HD tedavisi uygulanan hastalara antioksidan desteavisi

verilmesinin yararl olagani distinmekteyiz.
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OZET

KRONIK BOBREK YETMEZL IGINDE HEMODIYAL iz VE PERITON

DIYAL IZININ OKSIDATIF STRES UZERINDEKI ETKISI

Bu calgmada, KBY hastalarinda uygulanan RRT'den HD ve Edavilerinin
oksidatif stres durumuna etkileri, protein modiBganu Gzerinden incelendi. Ayrica
bir diger tedavisekli olan transplantasyonun (Tx) da oksidatif stiesrindeki etkisi
arastinldi. Bu amacla; hemodiyaliz (HD) (n= 20), pentdiyalizi (PD) (n= 20) ve
renal transplantasyon gerceflglmis (Tx) (n= 20) KBY hastalari olmak tzere
calisma gruplari olsturuldu. Ayrica HD grubu da kendi icerisinde HD éacHD1
grubu, HD’nin 2.saati HD2 grubu ve HD'nin 4.saaBigrubu olarak ayrildi.

Bu gruplarda plazma protein oksidasyonu belirtegken; PCC, MPO, AOPP,
3-NT, serbest tiyol grubu ve TAK dizeyleri tayinldd

Yapilan calgmalar sonucunda, uygulanan tedaekillerinde plazma protein
oksidasyonu belirteclerinden MPO duizeyleri, endd2D grubunda olmak tzere tim
gruplarda, kontrol grubuna gére anlamli derecedessfdisi belirlendi. Plazma PCC
dizeyleri ise; HD grubunda anlamli derecede yukbekunurken, PD ve Tx

gruplarinda kontrol grubuna benzer bulundu. AOPRegliéri ise; PD ve HD
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gruplarinda anlamhl derecede agmoldugu halde, Tx grubunda anlamh bir
degisiklik gostermedi. Plazma tiyol grubu diizeylerinisej tim gruplarda kontrol
grubuna gore anlamh derecede azaldespit edildi. Plazma TAK duzeyleri; HD
grubunda anlamli derecede azalirken, PD ve Tx grugla kontrol grubuna benzer
duzeyde bulundu.

Elde edilen sonuclar goultusunda, RRT'nin, HD tedavisi, PD tedavisi ve Tx
tedavisi azalan siralamasi igerisinde, oksidat#ss arttirdgini belirledik. Diyaliz
tedavileri icinde PD tedavisi; oksidatif stres lmdeki olumsuz etkisinin HD'’ye

gore daha az olmasi nedeniyle, daha uygun bir tgdavemi olarak 6nerilebilir.
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF HEMODIALYSIS AND PERITONEAL DIALYSIS

ON OXIDATIVE STRESS IN CHRONIC RENAL FAILURE

In this study, the effects of RRTs to CRF patienis oxidative stress was
evaluated by measuring protein modifications. Hus taim, hemodialysis (HD)
(n=20), peritoneal dialysis (PD) (n=20) and remahsplanted (Tx) (n=20) working
groups were established. Furthermore, HD groupsubsgivided into three groups as
the preHD (HD1), 2.nd hour of HD (HD2) and 4.nd hotiHD (HD3).

In these groups; PCC, MPO, AOPP, free thiol groapd TAC levels were
detected as plasma protein oxidation markers.

Our results showed that MPO levels are signifigaimttreased in all groups
compared to control group. Plasma PCC levels faiguificantly increased in HD,
while PD and Tx showed similar levels to controdOPP levels were detected
significantly increased in HD and PD groups but motTx group. Plasma thiol
groups are decreased in all groups in comparisocotdrol group. Plasma TAC
levels of PD and Tx were similar to control grogply HD group has a decreased
level of plasma TAC levels.

Our results revealed that RRTs increase oxidatikess and its degree is as

HD> PD>TX treatments. This study suggests that PR&ttnent is a suitable
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treatment process compared to HD, since it hasregative effect on oxidative

stress.
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