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OZET

Amac: Primer vezikoiireteral refliide (VUR) renal skar olusumunda oksidatif stresin

roliiniin arastirilmasidir.

Hastalar ve yontem: Bu calisma Subat 2009 — Subat 2010 tarihleri arasinda Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Cocuk
Nefroloji Bilim Dalinda prospektif olarak yapildi. Calismaya primer VUR tanist alan
ve DMSA’da renal skar olan 32 hasta ile primer VUR tanis1 olup DMSA’da renal
skar olmayan 12 hasta olmak iizere toplam 44 hasta (11 erkek, 33 kiz) alindi. Ayrica
4’ erkek, 14’u kiz 18 saglikli cocuk kontrol grubu olarak calismaya dahil edildi.
Ayrica hastalar renal skar varligina bakilmaksizin reflii derecesine gore Gradel-
[I(hafif), Gradelll(orta), GradeIV-V(agir) olmak {izere 3 gruba ayrildi. Hastalarin
tanilar1 ve renal skar varligi, voiding sistoiireterografi(VSUG) ve DMSA ile konuldu.
Hastalardan tani1 esnasinda ve idrar kiiltiirii steril oldugunda kan Ornekleri alindi.
Serum/plazma  Orneklerinde, miyeloperoksidaz (MPQO) aktivitesi ile lipit
hidroperoksit, pirrolize protein, ileri protein oksidasyon iiriinleri (AOPP) ve tiyol

diizeyleri caligildi.

Bulgular: Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda MPO aktivitesi, lipit

hidroperoksit, pirrolize protein ve AOPP seviyeleri hasta grubunda istatistiksel
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olarak yiiksek belirlendi (p<0.05). Tiyol seviyeleri kontrol grubuna gore diisiik
bulunmasina karsin 2 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilemedi (p>0.05). Skarli ve skarsiz hastalar MPO aktivitesi ile AOPP, lipit
hidroperoksit, pirrolize protein ve tiyol diizeyleri acisindan karsilastirildiginda;
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0.05). Skarsiz ve skarli
grubun MPO aktivitesi, AOPP, lipit hidroperoksit ve pirrolize protein diizeyleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek tespit edildi (p<0.05). Hafif, orta ve
agir reflii dereceli hasta gruplar1 kendi aralarinda MPO aktivitesi, AOPP, lipit
hidroperoksit, pirrolize protein ve tiyol diizeyleri agisindan karsilastirildiginda;
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05). Her 3 grubun
MPO aktivitesi, AOPP, lipit hidroperoksit ve pirrolize protein diizeyleri kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek tespit edildi (p<0.05).

Sonug: Primer VUR’da artmis oksidatif stres belirteglerinin renal skar ve VUR’un

derecesinden bagimsiz olarak VUR’la iliskili oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: oksidatif stres, primer vezikoiireteral reflii, renal skar
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THE ROLE OF OXIDATIVE STRESS IN RENAL
SCAR FORMATION DUE TO PRIMARY
VESICOURETERAL REFLUX

Aim: The purpose of this study was to evaluate the role of oxidative stress in renal

scar formation due to primary vesicoureteral reflux (VUR).

Patients and methods: The study was performed prospectively between February ,
2009- February, 2010, at the Erciyes University, Faculty of Medicine, Department of
Pediatric Nephrology. The study consisted of 44 patients (11 boys, 33 girls) who
were diagnosed as primary VUR [32 renal scar (+) and 12 renal scar (-) with
DMSA]. Eighteen healthy subjects (4 boys, 14 girls) appropriate with age, were
included as controls in the study. The patients were divided into 3 groups according
to the reflux grade in VCUG as grade I-1I (mild), grade III (moderate) and grade IV-
V(severe). During the study all patients were sterile for urine analysis. Blood
samples were taken at the admission and myeloperoxidase (MPO) activity, advanced
oxidation protein products (AOPP), lipid hydroperoxides, pyrrolized proteins and

thiol levels were measured from the plasma and serum samples.

Results: MPO activity, AOPP, pyrrolized proteins and lipid hydroperoxides levels
were significantly higher in VUR group than control group (p<0.05) and there was

no significant difference between thiol levels (p>0.05). There was no significant
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difference between MPO activity, AOPP, pyrrolized proteins, lipid hydroperoxides
and thiol levels in both scar (+) and scar (-) groups (p>0.05). MPO activity, AOPP,
pyrrolized proteins and lipid hydroperoxides levels were significantly higher in scar
(+) and scar (-) group when compared with control group(p<0.05). There was no
significant difference between MPO activity, AOPP, pyrrolized proteins, lipid
hydroperoxides and thiol levels in mild, moderate and severe reflux groups (p>0.05).
MPO activity, AOPP, pyrrolized proteins and lipid hydroperoxides levels were

significantly higher in all reflux groups when compared with control group (p<0.05).

Conclusion: High levels of oxidative stres markers in patients with VUR were found

to be related to VUR, independently from renal scar and reflux grade.

Key words: oxidative stres, primary vesicoureteral reflux, renal scar
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1. GIRIS ve AMAC

Vezikoiireteral reflii (VUR), idrarin mesaneden {ist iiriner sisteme anormal geri
kacisidir. VUR insidansinin ¢ocukluk ¢aginda %1 kadar yiiksek oldugu bilinmektedir
(1-4).

Vezikoiireteral refliiniin biiyiik bir kismi1 spontan olarak diizelirken, baz1 hastalarda
reflii nefropatisi (RN) gelismekte ve RN son donem bobrek hastaligina (SDBH)
ilerleyebilmektedir (5). Uriner sistem patolojilerine yaklasimda amac bobregi
korumaktir. Bu nedenle erken tan1 ve tedavi yaklasimi ile ¢ocuk bobreginin en iyi

sekilde korunmas1 amaglanir.

Vezikoiireteral reflitye bagli bobrek parankim hasarinin etiyopatogenezi tartismalidir.
Calismalarda enfeksiyon olmadan da renal skar gelistigi gosterilmis, steril refliiniin

olusturdugu renal hasarin immiin yanitla iliskili olabilecegi de ileri siiriilmiistiir (1).

Bobrek dokusunda hasar olusturarak skar gelisimine neden olan iki temel olay;
iskemi reperfiizyon hasar1 ve fagositoz sirasinda degranulasyon ile acgiga c¢ikan

serbest oksijen radikalleri (SOR) ile birlikte lizozomal enzimlerin yikici etkisidir (6).



Serbest oksijen radikallerinin asir1 miktarda iretildigi ve/veya antioksidan
mekanizmalarin yetersiz kaldig1 durumlarda oksidan-antioksidan sistemler arasindaki
dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stres varligi,
niikleik asitler, proteinler ve lipitler gibi temel hiicre komponentlerinin oksidanlarla

etkilesimi sonucu olusan toksik bilesiklerinin birikimiyle sonu¢lanmaktadir (7).

Ileri protein oksidasyon iiriinleri (AOPP), miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, lipit
hidroperoksit, pirrolize proteinler oksidatif stres durumunda organizmada serum ya
da plazma diizeylerinin arttig1 saptanmis olan belirteclerdendir. Serbest tiyol gruplari
ise antioksidan sistem i¢inde bulunurlar ve oksidatif stres durumunda plazma

diizeylerinin azaldig1 saptanmistir.

Literatiirde bobrek patolojilerinin olusumunda oksidatif stresin roliinii ortaya koyan
cok sayida calisma olsa da, VUR’da olusan bobrek hasarinin patogenezinde oksidatif

stresin rolii tam olarak aydinlatilamamaistir.

Bu calismada, VUR tanis1 alan ¢ocuk hastalarin plazma MPO aktivitesi, AOPP, lipit
hidroperoksit, serbest tiyol ve serum pirrolize protein diizeylerinin belirlenmesi ve

renal skar etiyopatogenezinde oksidatif stresin roliiniin arastirilmasi amag¢lanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. VEZIKOURETERAL REFLU

2.1.1. Tanim

Vezikoiireteral reflii, idrarin mesaneden iireterlere dogru geri kacmasidir. Normalde
ireterler mesaneye oblik yonde girerler ve detriissor kaslar1 lateral bolgeden delerek
mesane mukozasi ile detriissor kaslar1 arasinda flap-valf mekanizmas1 olusturarak
refli olusmasint Onler. Mukoza ve detrussor kaslari arasindaki bu submukozal

tiinelin kisalig1 ya da olmadig1 durumlarda reflii olugsmaktadir (1-3).

2.1.2. Epidemiyoloji

Saglikli bireylerde VUR siklig1 bilinmemekle birlikte ¢ocuklarin %1’inde VUR
bulunmaktadir (1,8).

Vezikoiireteral reflii tanis1 alan hastalarin ¢ogu gecirilmis idrar yolu enfeksiyonu

(IYE) arastirilirken tespit edildigi icin, bu hasta grubunda VUR insidansi daha



yiiksek tespit edilmektedir. IYE olan hastalarin yaklasik olarak 1/3’iinde ve prenatal
hidronefroz tanis1 alanlarin %9-20’sinde VUR mevcuttur (4). IYE sonras1 incelenen,
cogunlugu beyaz kizlardan olusan grupta %29 ila %50 oranlarinda reflii tespit
edilmistir. VUR olusma siklign IYE’nin siddeti ile dogru, hastanin yasi ile ters
orantilidir. Kiz ¢ocuklarinda daha fazla goriilmektedir (1,2).

Son yillarda VUR’da genetik gecis iizerinde durulmaktadir. VUR’un otozomal-
dominant kalitim ile gectigi diisiiniilmektedir. Bircok arastirmada, kardesler
arasindaki baglanti acik sekilde gosterilmistir. VUR’u olan indeks hastanin
kardeslerinin %27-33’iinde VUR saptanmistir (9,10). Benzer sekilde ebeveynlerinde
reflii olan ¢cocuklarda VUR insidansi yiiksek tespit edilmistir (8,11).

2.1.3. Siniflama

Vezikoliireteral reflii primer ve sekonder olarak olusabilir. Primer VUR konjenitaldir
ve altta yatan herhangi bir ndromiiskiiler veya obstruktif bir olay ile iligkili degildir.

Anti-reflii mekanizmasi flap-valf mekanizmasinin bir sonucudur (12).

Sekil 1. Normal ve reflii olan iireterovezikal bileskeler (1)



Ureterin submukozal kismi mesanenin kas yapisina bitisiktir ve mesane bosalirken
coker. Iseme sirasinda yerine oturmasinda intravezikal basing rol oynar. Reflii
bulunan iireterin orifisi, iireterin mesane i¢i kisminin kisalmasi ile sonuglanacak
sekilde mesanede daha lateral ve daha kraniyal yerlesimli olma egilimindedir (Sekil
1) . Bu uzunluk genetik olarak belirleniyor olabilir. Bir dizi spesifik iiroepitelyal gen

ve genetik polimorfizm ile primer VUR arasinda nedensel bir iliski vardir (1,2,8,13).

Tablo 1: Vezikoiireteral reflii nedenleri (2)

Reflii tipi Nedenler

Primer 1- Valf mekanizmasinin konjenital yetmezligi
2- Ureterovezikal bileske anomalileri ile beraber
- Ureteral duplikasyon
- Ureterosel
- Ureteral ektopi
- Paraiireteral divertikiil

Sekonder 1- Mesane ici basing artisina sekonder
- Norojenik mesane
- Norojenik olmayan mesane disfonksiyonu
- Mesane ¢ikis yolu obstruksiyonu
- Posterior iiretral valf
2- Inflamasyona sekonder
- Ciddi bakteriyel sistit
- Yabanci cisim
- Mesane tasi
3- Ureterovezikal bileske operasyonlarina sekonder

Sekonder reflii patolojik mesane dinamiklerinin bir sonucudur. Uretral obstruksiyon,
noromuskuler hastalik veya anormal iseme kaliplari, iireterovezikal bileskenin
kendisinde bir anormalligin bulunmadigl hastalarda, VUR’un altta yatan nedeni
olabilir (1,2).

Primer ve sekonder VUR nedenleri tablo 1°de verilmistir.

2.1.4. Derecelendirme

Vezikoiireteral refliiniin derecelendirmesi iseme sistoiireterografi (VSUG) ile elde
edilen goriintiilere gore [-V arasinda yapilmaktadir. Uluslararas1 Reflii Calisma
Grubu  [International Reflux Study (IRS)] tarafindan derecelendirme
standardizasyonu yapilmistir (14). I. dereceden refliide idrar sadece {ireterlere

dolarken, II. dereceden refliide idrar dilatasyon olmaksizin iireter ve toplayici sisteme



ulasir. Bunlar siklikla hafif reflii olarak adlandirilir. III. derece veya orta siddette
refliiller forniks acilarinin keskin seklinin kaybolmasi ile birlikte kalikslerde hafif
diizlesmeye neden olur. IV derece refliilerde kalikslerin %50’den fazlas1 forniks
acilart gozlenemeyecek sekilde diizlesmistir. V. dereceden reflii tiim kalikslerin
diizlesmesi ve papilla goriiniimiiniin kaybolmas1 olarak tanimlanir (Sekil 2). Her bir
derecede iireter dilatasyonu daha siddetli hale gelir; IV ve V. dereceden refliiler
siklikla siddetli veya yiiksek dereceli reflii olarak adlandirilir. Ayn1 zamanda iireter

kivrimli hale gelmistir (1,2,14).

I II A

Sekil 2. Vezikoiireteral refliiniin uluslararas: siniflamasi. Grade I-V refliiniin sematik gosterilmesi (1)
(grade I: reflii iireterde sinirl, renal pelvise ulasmamis, dilatasyon yok. Grade II: reflii renal pelvise
ulagmus, dilatasyon yok. Grade III: reflii renal pelvise ulasmis, dilatasyon gelismis fakat forniksler
normal yapilarini korumaktadir. Grade IV: forniksler kiintlesmis ve ciddi dilatasyon var. Grade V:
hidronefroz var ve iireterler kivrilmistir.)

2.1.5. Klinik

Reflii tanis1 genelde IYE incelenirken konulmaktadir. VUR tamsi konuldugunda
ortalama yas 2-3 yil olup, olgularin %80’i kizdir. VUR tanis1 daha nadir olarak
iseme disfonksiyonu, bobrek yetmezligi, hipertansiyon ve diger {iiriner sistem
anomalileri arastiritlirken  konulmaktadir. VUR’un tipik klinik bulgusu

bulunmamaktadir (2).



2.1.6. Tanm

Vezikoiireteral reflii tanis1 esas olarak radyolojik incelemelerle konulmaktadir.

Uriner sistem ultrasonografisi

Iyonizan radyasyon icermeyen, invaziv olmayan bir tekniktir. Bobrekler ve
mesanenin incelenmesinde, pelvis ve kaliks dilatasyonunun degerlendirilmesinde
primer goriintiileme yontemi olarak yaygin kabul gérmiistiir. Ancak iiretra ve iireter

anatomisi ile ilgili sagladig bilgiler zayif kalmaktadir (1, 15,16).

Iseme sistoiireterografisi

Vezikoiireteral reflii tanisindaki geleneksel metod iseme sistoiireterografisidir. Viicut
1s1sina kadar 1sitilan kontrast maddenin ince bir kateter yardimi ile 70-100cmH,0O
basincinda infiizyon tarzinda yavas yavas verilmesi seklinde yapilan bir islemdir.
Mesaneyi doldururken ya da iseme esnasinda VUR tespit edilir. VSUG mesane ve
tiretra dahil ince anatomik ayrintilar ile ilgili goriintiiler saglar. VSUG’nin en énemli

kisitlamasi, 6zellikle gonadlarin radyasyona maruz kalmasidir (1,15,16).

Radyoniiklid sistoiireterografi

Iki yontem vardir. Direkt radyoniiklid sistoiireterografi (RNC) mesane
kateterizasyonu ve radyoniiklidin doldurulmasini gerektirir. Indirekt RNC mesaneye
kateter uygulanmasim gerektirmez, ancak sadece tuvalet egitimi almis ¢ocuklarda
dinamik renografiyi takiben IV Tc-99m MAG3 veya dietilentriaminpentaasetik asit
(DTPA) enjeksiyonundan sonra uygulanabilir. RNC’de gonadlar daha az radyasyona

maruz kalir, ancak anatomik detaylar iyi degildir (1,15,16).

Iseme iirosonografisi

Mikro kabarcik iceren kontrast madde kullanilarak yapilan Kkontrastli iseme
tirosonografisi, 6zellikle de dilatasyon olusturan VUR’da VSUG ile karsilagtirilabilir
tansal dogruluga sahiptir. Ureter ve iiretra ile ilgili iyi anatomik bilgi saglamaz

(1,15,16).



Pm1e.DTPA (dietilentriaminpentaasetik asit) ile sintigrafi
PP DTPA tiibiiler rezorpsiyon veya anlamli baglanma olmadan glomeriiler
filtrasyonla ekskrete edilirler. Bobrek parankiminin fonksiyonu hakkinda bilgi verir.

Obstruksiyonu tespit etmede kullanilan en 6nemli yontemdir (1,15,16).

Pm1e.DMSA (dimerkaptosiiksinik asit) ile sintigrafi
PMTc-DMSA glomeriiller tarafindan filtre edilir ve bobrek tiibiil hiicrelerine yiiksek
oranda baglanir. Bobrek parankimini ve skar olusumunu en iyi gosteren radyolojik

yontemdir (1,15,16).

2.1.7. Tedavi

Tibbi tedavi:

Vezikoiireteral refliiniin tibbi tedavisinde {ic onemli nokta mevcuttur. Birincisi;
spontan geriledigi bilinen bu hastalikta uygulanan profilaktif antibiyotik tedavisinin
izlem siiresince olusabilecek I1YE ataklarimi engelledigidir. Ikinci olarak, antibiyotik
profilaksisine ragmen spontan diizelmeyen yiiksek dereceli refliillerde cerrahi
tedaviler giindeme gelmektedir. Ancak, profilaksinin cerrahi i¢in gecen siirede
bobregi kalici hasarlardan korudugu bilinmektedir. Uciincii olarak da, VUR
fizyopatolojisindeki rolii kanitlanmis detriissor sfinkter dissinerjisinin (DES)
tedavisidir. Bu nedenlerden dolayi, 1 yas altindaki ¢ocuklarda VUR derecesi ne

olursa olsun antibiyotik profilaksisi onerilmektedir (17,18).

Detriissor sfinkter dissinerjisinin baslangi¢ tedavisi davramigsal tedaviler ve
iiroterapidir. Oncelikle cocuga ve ailesine iseme mekanigi ve problemin kaynag ile
ilgili bilgiler verilmelidir. Iseme sirasinda dogru oturma ve pelvik tabanmn
gevsetilmesine yonelik egitimler verilmelidir. Asir1 aktif mesane semptomlar1 olan
hastalarda anti-kolinerjik tedavi baglanmasi gerekir. Bununla birlikte, direngli

olgularda ise alfa blokerler alternatif tedavilerdendir (17-19).

Cerrabhi tedavi:
Vezikoiireteral reflii tedavisinde uygulanan cerrahi prosediirler, endoskopik cerrahi,
acik cerrahi laparoskopik cerrahi olmak iizere ii¢ sekildedir (18). VUR’da cerrahi

tedavi endikasyonlar1 Tablo 2’de 6zetlenmistir (19).



Tablo 2. Vezikoiireteral refliide cerrahi tedavi endikasyonlari (19).

Renal Skar (-) Renal Skar (+)
-Grade V, tek tarafli veya bilateral, - Grade III-1V, bilateral, 6-10 yas
6-10 yas

- Grade V, tek tarafli veya bilateral, >1
- Grade V, bilateral, 1-5 yas yas

- Grade III-1V, bilateral, 6-10 yas -Kalic1 grade III-IV, tek tarafli veya
-Kalict grade III-IV, tek tarafli veya | bilateral, >1 yas

bilateral, >1 yas
- Grade III-1V, bilateral, 1-5 yas

- Grade V, tek tarafli veya bilateral, <1
yas

-Profilaksiye alternatif olarak, grade V
tek tarafli 1-5 yas

2.2. REFLU NEFROPATISI

Vezikoiireteral reflii olan hastalarin bazisinda reflii nefropatisi (RN), RN olan
hastalarin bazisinda da kronik bobrek hastaligi gelismekte ve bunlarin da kiigiik bir

boliimii son donem bobrek hastaligina (SDBH) ilerlemektedir.

Reflii nefropatisi patolojik bir tanimlama olup zamanla intravenoz pyelografi, DMSA
ve ultrasonografi gibi goriintiileme metodlar1 ile bobrekte goriillen lezyonlar tarif
etmek icin kullanilmaktadir (20). Ik defa 1970’lerde bu terim kullamilmaya
baslanmistir. Renal skar, renal lezyon, renal parankimal anormallikler, displazi

terimleri RN ile sinonim isimlendirmelerdir (13).

Reflii nefropatisinin, 30-40 yil 6ncesine kadar refliiniin meydana getirdigi renal skar
ile karakterize oldugu belirtilmesine ragmen bunun mekanizmasi halen tam olarak
anlasilamamistir. Bu, 6ncelikle interstisyel dokunun kronik inflamatuvar hiicreler ile
infiltre edildigi, daha ge¢ donemde ise fibroblastlarin ve kollajenin yerlestigi,
tiibiilointerstisyel bir hastaliktir. Tibiilointerstisyel inflamasyonun siddeti ve
fibrozisin boyutu, kronik nefropatilerin uzun donemli etkileri ve progresyonu
hakkinda belirleyici rol oynarlar. Fibroblastlar, renal interstisyel fibrozisin gelisimi
icin biiylime faktorlerinin ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin sentezlenmesi ve

saliniminda en etkili olan hiicrelerdir (21,22).




Bobrek skarlari, siklikla kronik atrofik piyelonefrit olarak da adlandirilan ve
parankimde odaksal ve yaygin hasar ile birlikte olan bir dizi radyolojik anormalligi
tanimlamaktadir. Kronik piyelonefrit terimi aslinda yanlis bir terminolojidir, ¢iinkii
bobrek skar1 genellikle uzun siireli bobrek enfeksiyonu ile baglantili degildir. 1973
yilinda, Bailey RN yerine kronik atrofik piyelonefrit teriminin kullanilmasini
onermistir (23). Bu terimin kabul edilmesi obstruksiyon olmadigi durumlarda
VUR’un bébrekte skar olusumunun 6n sarti oldugu konusundaki fikir birliginin altim
cizmistir. Bobrek skarlarinin olusumunda VUR ile enfeksiyon birlikteliginin kritik
rolii ilk olarak cerrahi olarak VUR olusturulan domuz yavrularinda gosterilmistir.
Yeni klinik calismalar piyelonefrit sonras1 bobrek skarlarinin, gosterilebilir reflii

olmaksizin da, gelisebilecegini bildirmektedir (24).

2.2.1. Bobrek Skari Olusumunun Patogenezi

Skar, viicut dokularindaki hasarin iyilesmesini saglayan normal bir durumdur. Skar
formasyonu 3 adimda olusur: lokositler tarafindan infiltrasyon, kalici hiicrelerin
proliferasyonu ve yeni olusan ekstraselliiler matriksin artis1 ve birikmesi. Bobrekteki
fibrogenezis bunlara benzer farkli fazlar1 gerektirmektedir. Tiibiiler epitel hiicrelerin
aktivasyonuyla goriilen inflamatuvar faz ve ardindan aktive fibroblastlarin artisiyla
karakterize bir periyod gelmektedir. Bu fibroblastlar, biiyiik oranda ekstraseliiler
matriks bilesenlerinin olusmasina yol acarlar. Bu doneme kadar yara iyilesmesine
benzer sekilde geri doniisiimliidiir. Skar procesinin son donemi, glomeriiler ve
tiibiiler hiicrelerin progresif azalmasiyla karakterizedir. Sonucta bu glomeriiler
islevsizlige ve tiibiiler atrofiye neden olur. SDBH’da renal hiicrelerin yerini fibroz
doku alir ve bu durumda glomeriil ve interstisyumda sklerotik degisikliklere katkida

bulunmaktadir (25,26).

Son caligmalarda tiibiil epitel hiicrelerin renal skar olusumunda ©nemli bir rol
tistlendigi gosterilmistir. Baz1 patolojik durumlarda renal tiibiiler epitel hiicreleri,
epitelyal-mezenkimal hiicre doniisiimii gosterebilmektedir ve sonugta da matriks
tireten fibroblastlar olusur. Bu transformasyon kronik renal hastaliklarda renal
fibrozise sebep olur ve fibrotik bobreklerde interstisyel fibroblastlarin biiyiik bir

orant tiibiiler epitelyal hiicrelerden orijin almaktadir (27).
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Bobrekte skar olusumu hem dogustan veya embriyolojik ve hem de edinilmis veya
dogum sonrasi1 bobrek bozukluklari icin kullanilan bir terimdir. Refli ile iligkili

bobrek patolojileri ii¢ yolla aciklanmustir:

2.2.1.1. Embriyolojik Displazi

Mackie ve Stephens (28) renal displazi veya hipoplazinin embriyonik iireter
tomurcugunun gelisimsel anormalliginden kaynaklandigint 6ne siirmiistiir. Anormal
olarak, Wolfian kanalinin daha kaudal ucundan ¢ikan iireter tomurcugu trigonda daha
lateral yerlesimli ektopik orifis ile iligkilidir. Sonu¢ olarak, kisa veya hi¢ olmayan
intramural tiinel reflii yapan iireter ile sonuglanir. Bu arada, anormal olarak cikan
iireter tomurcugu normal, santral blastomayr penetre edemez ve bu durum
hipoplastik veya displastik bobrek ile sonuglanir. ik olarak dubleks bobreklerdeki
anormallikleri agiklamak icin One siiriilen bu teori daha sonra reflii bulunan tek
sistemli bobrekleri de icine alacak sekilde genisletilmistir (29). Bu teori, siddetli refli
veya ektopik iireterler ile birlikte duplikasyon bozuklugu bulunan secilmis olgularda

bobrek patolojilerini aciklamaktadir.

2.2.1.2. Steril Reflii

Hodson ve ark (30) domuzlarda mesane ¢ikis yoluna obstruksiyon yaparak yiiksek
basin¢li VUR olusturmuslar ve bu domuzlarda renal skar olustugunu gostermislerdir.
Steril reflii tarafindan bobrek skarlarinin, VSUG’de intrarenal reflii (IRR)
(piyelotiibiiler veya bobrek pelvisinden toplayici tiibiillere idrar geri akimi) oldugu

gosterilen alanlara karsilik gelen alanlarda en yogun oldugunu gostermislerdir.

Yapilan calismalarda, domuzlarda ve insanlarda temel 2 papilla yapis1 oldugu
gosterilmistir (1,31,32)(Sekil 3). Bunlar:

1-Konveks papilla ya da basit papilla

2-Konkav ya da diiz papilla

Konveks papillalar; oluklu orifisler ile oblik olarak acildigi konveks kaliks
yiizeylerinin bulundugu konik yapilardir. Bundan dolay: bu tip papilla yapis: IRR nin
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olugsmasina imkan vermez. Bunun aksine, konkav papillalar; biiyiik papillalarla
birlesen ve papilla duktuslarinin kalikse bosluklu orifisler ile acildigi bobrek
papillalari IRR’nin olusmasima izin verir. Bu birlesik veya kombine papillalar
cogunlukla skarin daha sik goriildiigii polar bolgelerde bulunur. Diger nedenler ile
Olen c¢ocuklarda gerceklestirilen post-mortem c¢alismalar insan bdbreklerinin
2/3’tinde reflii potansiyeline sahip en az bir papilla oldugunu ortaya c¢ikarmistir (31).
Refliiye yol agmayan papillanin refliiye sebep olan papillaya doniisiimii enfekte idrar
refliistinden veya bitisik papilladaki skar olusumundan kaynaklanir . Bu durum
bobregin biiyiikk kismin1 IRR’ye maruz birakir. IYE tekrarlarsa, piyelonefrit ve
ilerleyici bobrek skari olusma riskini arttirir. Bunun aksine, reflii bulunmayan
papillalar ile tamamen dolu olan bobrekler, IYE ve VUR olsa bile, bobrekte skar

olusumundan korunabilir (24).

A B

Sekil 3. Intrarenal refliide papiller konfigiirasyon. A: Konveks papilla (reflii olmayan papilla). B:
Konkav yada diiz papilla (reflii olan papilla) (1)

Cesitli derecelerde mesane c¢ikis obstruksiyonu bulunan domuzlar ile yapilan
calismalarda, Ransley ve ark (33) enfeksiyon olmaksizin bobrek skarinin sadece
uzun siireli mesane i¢i basing varliginda olusabilecegini gostermistir. Bu
degisiklikler, iseme sonrasi biiyiik miktarda rezidiiel idrar ile baglantili olarak iseme
ve etkisiz mesane bosalmasi arasinda istirahat basincinin yiiksekligi olarak
tanimlanan, detriisér dekompanzasyonu ile iligkilidir. Bu tip uzamis yiiksek basin¢h

reflii ile korelasyon gosteren klinik nadirdir ve primer olarak posterior iiretral valfi
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olan erkek cocuklar ve uyumsuz noropatik mesanesi veya Hinman sendromu olan

cocuklarda gozlenir (33).
2.2.1.3. Enfeksiyon

Yapilan deneysel calismalar, bakterinin eradikasyonundan sorumlu inflamatuvar
yanitin bobrek dokusundaki erken piyelonefritik hasardan ve takip eden bobrek
skarlarindan da sorumlu oldugunu bildirmistir (13). Robert ve ark (34) primat
modellerini kullanarak sonucunda bobrek skarina yol acan olaylari birlestiren bir

teori gelistirmistir (Sekil 4).

Bakterilerin renal parankime yerlesmesi

|

Endotoksin etkisi
SitOiW wit aksis
Immiin cevap Intravaskuler granulosit
Agregasyonu
Kemotaksis 1
l Kapiller obstruksiyon

Bakteriyel 6ldiirme «—— Fagositoz

/ Renal iskemi

Lizozom Superoksit salinimi

sahmml\A l

Tiibiiler hiicre olumiu

l

Interstisyel invazyon

l

Renal skar
Sekil 4. Akut piyelonefrit patogenezindeki olaylar zincirinin hipotezi (34)

Hem immiin hem de inflamatuvar yaniti baglatan olay bobrek parankiminin bakteri
ile inokulasyonudur. Immiin yanit canli veya 1s1 ile 6lmiis bakteriler ile ortaya

cikabilirken, akut inflamatuvar yanit sadece canli bakteri inokulasyonundan sonra
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meydana gelir. Is1 ile 6lmiis bakterilerin inokulasyonu bdobrekte skar olusumuna
neden olmadig i¢in akut inflamatuvar yanit kalici bobrek hasar1 gelisiminde kritik

bir role sahip gibi goriinmektedir (34).

Bobrek zedelenmesi ile sonuglanan olaylar dizisini baglatan graniilosit gociinii
bakteri fagositozu takip eder. Graniilositler bakteriyi 6ldiirerek hem graniilosit i¢inde
hem de bobrek zedelenmesine yol acacak sekilde tiibiil liimeninde endotoksinlerin
serbestlesmesine neden olur. Solunumsal patlama ile siiperoksitleri ortaya ¢ikarir. Bu
olay sadece bakteri i¢in degil, ayn1 zamanda graniilositler ve cevredeki bobrek tiibiil
hiicreleri i¢in de toksik olan oksijen radikallerini meydana getirir (35). Tiibiil
hiicrelerinin 6limii toksik inflamatuvar ajanlari interstisyuma yayarak daha ileri
hasara neden olur. Damar ici graniilosit agregasyonu ve Odemden kaynaklanan
odaksal parankim iskemisi bobrek parankiminin bakteriyel enfeksiyonu ile meydana
gelir. Iskemik dokuda, adenozin monofosfatin anaerobik metabolizmasi sirasinda
hipoksantin iiretilir. Reperfiizyon sirasinda, ksantin oksidaz ve oksijen varliginda
hipoksantin siiperoksitler ve hidrojen peroksiti olusturur (35,36). Piyelonefrite kars1
gelisen akut inflamatuvar yamt ile iliskili interstisyel hasar, iskemi ile baglantili
hasar ve toksik enzimlerden kaynaklaniyor gibi goriinmektedir. Bu durum bobrekte

skar olusumuna yol acgar.

2.2.2. Reflii nefropatisi komplikasyonlari

Reflii nefropatisinin uzun donemli komplikasyonlar1 hipertansiyon, kronik bobrek

yetmezligi ve son donem bobrek hastaligidir.

2.2.2.1. Hipertansiyon

Cocuk ve genc eriskinde hipertansiyonun en sik nedenlerinden biri RN’dir.
Hipertansiyon renin-anjiotensin sisteminin aktivasyonu sonucu gelismektedir.
Goonasekera ve ark (37) 15 yillik takip sonunda 15-30 yas arasinda olgularin % 18’
inde hipertansiyon gelistigini gozlemislerdir. Hipertansiyon yas, parankimal hasarin
derecesi, hasarin tek ya da bilateral olmas1 ve takip siiresine gore ¢esitli calismalarda
degisik oranlarda saptanmaktadir (20). VUR ve renal skar olan cocuklarin

retrospektif incelemelerinde hipertansiyon %15-20 oraninda goziikmektedir.
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Hastalarin takip siiresi arttikga hipertansiyon sikligi artmaktadir. Jacopson ve ark
(38) 27 yillik izlemlerinde RN’e ikincil piyelonefritik skarli hastalarda hipertansiyon
oranini %23 olarak bulmuslardir. Kohler ve ark (39) bilateral renal skar olan
olgularin %58’inde, tek tarafli renal skar varlifinda ise %33 oraninda hipertansiyon
saptamiglardir. Skar gelisen hastalarda VUR diizeltilse bile hipertansiyon riski
degismemektedir. Bu sebeple VUR olan hastalar 6miir boyu en az yilda bir kez kan

basinci Olctimii yaptirmalidir.

2.2.2.2. Bobrek Yetmezligi ve Son Donem Bobrek Hastalig

Vezikoiireteral refliide SDBH gelismesiyle ilgili mekanizmalar olduk¢a karmasiktir
(5). Hayvanlarda biiyliyen bobrek {iizerinde idrar akimi tikandiginda birtakim
anormallikler  olugmaktadir; 1) glomeruler maturasyonun durmast 2)
glomerulosklerozis 3) bir takim tiibiiler hiicrelerde iskemi ve nekrozis 4) diger
tilbiiler ve bag dokusu hiicrelerinde apopitozis 5) interstisyel inflamasyon,
proliferasyon ve fibrozis ve 6) tiibiiler dilatasyon ve atrofi. Ek olarak, refliiniin
olustugu birlesik papillalarda skar olusumu hem insanlarda hem hayvanlarda

kanitlanmustir (5).

Reflii nefropatisi, SDBH’nin 6nemli bir sebebi olarak tanimlanmistir. Kuzey
Amerika pediatrik popiilasyonda, RN’nin diyaliz ve transplantasyona yol acan 4.
sebep oldugu rapor edilmistir (40). 20 y1l 6nce Ingiltere’de SDBH’larin %22’sinden
RN sorumlu iken (41); 2006 yilinda transplant (%5.2) ve dializ hastalarinda (%3.5)
4. sik neden oldugu gosterilmistir (40). Italyan pediatrik bobrek yetmezligi dernegi
SDBH’s1 olan hastalarin %25’inde VUR hikayesi oldugunu bildirmistir (42).

2.3. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI ve OKSIiDATIF STRES

Elektronlar orbit adi verilen yoriingelerde hareket ederler. Her orbitte daima 2
elektron bulunur ve bunlar normalde ters yonde hareket ederler. En dis orbitalinde
ciftlesmemis elektron bulunan atom ya da molekiillere serbest radikal denir. Serbest
radikaller kararsiz yapilardir ve tek elektronlarini ¢iftlemek iizere amino asitler,
proteinler, serbest yag asitleri, lipitler, karbohidratlar ve niikleotidler gibi tiim hiicre

bilesenleriyle etkilesebilirler. Biyolojik sistemlerde en ¢cok bulunan radikaller, iki
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tane eslesmemis elektrona sahip olan molekiiler oksijen (O;) ve triplet oksijen
(C0Oy)dir (7,43,44).

Oksidatif stres, serbest oksijen radikallerinin (SOR) iiretimi ve antioksidan koruma
mekanizmalar1 arasindaki dengenin bozulmasiyla ortaya c¢ikan doku hasari olarak

tanimlanir (43,44)(Sekil5).

ANTIOESIDANLAR

50D, GPx,

Eatalaz, G5H,

Wit E°C, ND,

Earairaaiils e
OKSIDANLAR
", I, A0, Hals
WO, OHOD"

RO 1O 1O

Sekil 5. Oksidatif stresin tanimai. (44)

Normal fizyolojik sartlarda, aerobik organizmalarda oksijen metabolizmasi
sonucunda tehlikeli ve oldukca reaktif bilesenler olan SOR’un iiretimi meydana
gelmektedir. Oksidanlarin fizyolojik diizeyleri endojen ve ekzojen antioksidan
koruyucu mekanizmalar ile diizenlenmektedir. Artmis SOR diizeyi ve/veya azalmig
antioksidan aktivitesi oksidatif stresin artmasina neden olmaktadir ve bu bir¢ok
hastaligin patogenezinde Ornegin tiimor gelisimi, viral ekspresyon (HIV,AIDS),
norolojik hastaliklar (Alzheimer, Parkinson), diabetes mellitus, atheroskleroz,

hipertansiyon ve kronik bobrek yetmezliginde yer almaktadir (7,43,45).

Intraselliiler SOR iiretimi, baslica mitokondri olmak iizere, endoplazmik retikulum
ve ¢ekirdek membraninda bulunan elektron tagiyici sistemler, peroksizomlar, plazma
membrani ve sitoplazmada gerceklesmektedir. Mitokondrilerdeki elektron transport
zinciri molekiiler oksijenin, tek elektron gecisiyle suya rediiklenmesi, cesitli
radikallerin olusumuyla sonuc¢lanir. Molekiiler oksijen, tek elektron kazandiginda O,

radikallerine doniismekte, bu radikalin dismutasyonu ile hidrojen peroksit (H,O,)
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olusmakta ve H,O,’nin daha ileri rediiksiyonu, hidroksil radikalinin (HO")
olusumuyla sonu¢lanmaktadir. Hiicrelerde iiretilen O,", H>O, ve nitroz oksit (NO")
gibi radikaller, daha ileri etkilesimlerle son derece reaktif ve ¢ok daha toksik
oksidanlar da olusturabilmektedir. Ornegin: 0," ve H,O,’den Fe/Cu gibi metallerin
varliginda, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlariyla (Sekil 6) HO’ olusumu; O," ve
NO“dan peroksinitrit olusumu; O," ve H;O,’den CI' varliginda hipoklorik asit
(HOCI) olusumu gibi. Ayrica, aktif hidroksil radikalleri, etkilestigi
biyomolekiillerden peroksi, alkoksi ve alkil peroksi gibi daha az reaktif yeni

radikaller de olusturabilmektedir (7,46).

Fe’*+0, — > Fe* '+ O,

Fe"+H,0, — 5 Fe’*+OH +OH’
02 + H202 02 + OH + OH’

Sekil 6. Metal-katalize Haber-Weiss reaksiyonu(46)

2.3.1 Fagositer Oksidan Uretici Sistemler

NADPH-Oksidaz Kompleksi Tarafindan SOR Olusturulmasi

Uygun uyarana maruz kalinmasinm takiben hem polimorfoniikleer nétrofiller hem de
monosit-makrofajlar SOR iiretimine neden olan ve “solunum patlamasi” (respiratory
burst) olarak adlandirilan bir siirece girerler (Sekil 7). Molekiiler diizeyde bu olay,
istirahat halindeki fagositlerde uyumakta olan ve aktivasyonu takiben Nikotinamid
Adenin Diniikleotid Fosfat (NADPH) karsiliginda molekiiler oksijenin siiperoksit
anyonuna tek elektronluk indirgenmesini  katalizleyen = NADPH-oksidaz
kompleksinden ve elektron transfer sisteminden olusur. NADPH-oksidaz hem sitozol
hem de plazma membraninda bulunan birden c¢ok protein bilesenini igerir.
Aktivasyon ile birlikte, P47PHOX, p67PHOX ve p40PHOX bilesenlerinden olusan
sitozolik kompleks aktif NADPH-oksidazi tamamlamak icin membrana bagh

sitokrom b668 ile iliski kurar (7, 43-49).

O, olusur olusmaz H,0O,’e doniistiiriilir. Hem O, hem de H,0, o6zellikle
mikroorganizmalar1 Oldiirmekte etkin degildir, ancak daha giiclii oksidanlarin
olusturulmasi icin fagositler tarafindan prekiirsér olarak kullanilir. Ornegin O,

yiiksek diizeyde toksik olan nitrojen tiirevlerini (NOQO) olusturmak iizere nitr6z oksit
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ile etkilesirken, H,O, Haber-Weiss dongiisii yolu ile hidroksil radikallerini
olusturmak {iizere hiicre i¢i demir ile reaksiyona girer. Hidroksil radikalleri hiicre
membran1 lipitlerinin yikimi, protein agregasyonu ve DNA hasar1 ve/veya
ayrilmasini da iceren ve gecmiste yanlis bir sekilde H,O,’e atfedilen bir dizi toksik

etkiden sorumludurlar (7, 43-49).

102

0:"+ "NO —» ONOO-

Sekil 7. Aktive fagositlerden oksidanlarin iiretimi (solunumsal patlama).(44)

Miyeloperoksidaz Sistemi Tarafindan Olusturulan Klorinli Oksidanlar

Miyeloperoksidaz (MPO) sistemlerini kullanarak fagositik hiicreler en giiclii klorinli
oksidanlar1 iiretirler. Klor varliginda MPO, H;O;’i hipoklorik aside (HOCI)
doniistirme konusunda benzeri olmayan bir kapasiteye sahiptir (Sekil 8). MPO
bromid ve iyot gibi diger halidlerin oksidasyonunu katalizlese de, fizyolojik
kosullarda halihazirda mevcut oldugundan klorit temel substrat olmaya devam eder

(7, 43-49).
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MPO
H202 + Cl E— HOCI + HZO

Sekil 8. Miyeloperoksidaz ile H,O,” in metabolizmas1.(46)

Hipoklorik asit lipitler, proteoglikanlar ve hiicre metabolizmas: i¢in gerekli diger
hiicre i¢i ve membran bilesenleri gibi bir dizi molekiilii okside edebilir. Se¢ici hedefi,
ozellikle de tiyol gruplar1 olmak iizere, membran proteinleri olmaya devam eder.
Buna ek olarak, omiirleri kisa olan oksijen tiirevli serbest radikallerden ayirmak ve
uzun Omiirlii oksidan kloraminleri olusturmak icin endojen aminler ile reaksiyona

girebilir (7, 43-49).
2.3.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksidanlara karst1 dogal korunma c¢ok cesitli enzimleri, oksijen radikallerini
temizleyen kiiciik molekiilleri ve gec¢is durumundaki metal iyonlarini ortadan
kaldirabilen proteinleri igerir (47). Antioksidan koruyucu sistem baslica iki major
gruba ayrilir (45):

1-endojen mekanizmalar (baslica enzimler)

2-ekzojen molekiiler bilesenler

Enzimatik Antioksidan Sistemleri

Aerobik organizmalarda bir¢cok enzim serbest radikallerin temizlenmesinde
gorevlidirler: siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz (45,49). Bu
enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar Sekil 9’da gosterilmistir. Siiperoksit dismutaz
Oz"yi , H)O, ve O;’ye doniisteren reaksiyonu katalize etmektedir. Katalaz veya
glutatyon peroksidaz; H,O,’t ortamdan uzaklastirirlar. Bir¢ok dokuda katalaz
aktivitesi peroksizomlarda bulunmaktadir ki bu da ¢ogu kez hidrojen peroksidin
etkisiz hale getirilmesinde yeterli olmamaktadir. Bundan dolay1 bir¢ok dokuda

H,0O;’nin etkisiz hale getirilmesi glutatyon peroksidaz ile olmaktadir(45,49).
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siperoksit dismutaz Glutatyon peroksidaz

Katalaz

Sekil 9. Serbest oksijen radikallerinin antioksidan enzimlerle nétralizasyonu(45)

Enzimatik Olmayan Antioksidan Sistemleri

Cesitli molekiiller oksijen radikali toplayicisi olarak davranabilirler. En aktifleri tiim
hiicre tiplerinde bulunan H,O,, OH" ve klorinli oksidanlar1 toplayan, siilfid iceren bir
tripeptid olan glutatyondur. Hiicre membranini lipit peroksidasyonundan korumak
icin membranda stratejik bir konuma yerlesmis olan a-tokoferol hidroksil grubu
tizerinden lipid susbratlara saldirmayan diisiik reaktiflige sahip vitamin olusturmak
yolu ile radikal kaskatini kesintiye ugratir. Hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 sivilarda
yaygin olarak bulunan C vitamini, glutatyon tarafindan uzaklastirilan
senihidroaskorbik asit olusturarak O, ve H,0;’yi direkt olarak toplar. [laveten
ferritin, transferrin, seruloplazmin ve hatta albiimin gibi inflamasyon proteinleri de,
en reaktif oksijen radikallerinin olusumunda rol alan gecis durumundaki metal

iyonlarini toplayarak, antioksidan aktivite gosterebilirler (47,49,50).

2.3.3. Oksidatif Stres Belirtecleri

SOR’un yol actig1 oksidatif hasar, protein, lipit ve niikleik asit gibi biyomolekiilleri
etkilediginden; oksidatif stresin gosterilmesinde, bu biyomolekiillerin oksidatif
iriinlerine yonelik testler kullanilmaktadir.

2.3.3.1. Total Lipit Hidroperoksit

Lipit hidroperoksit iirtinlerinin olusumu doymamis yag asidi gruplarinin peroksil

radikali bagimli zincir reaksiyonlart sonucu ortaya c¢ikar. Hidroperoksitler
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dengesizdirler ve acrolein, 4-hidroksinonenal (HNE) ve malondialdehit (MDA) veya
tiyobarbitiirik asit-reaktif maddeler (TBARS) olarak adlandirilan aldehitler gibi daha
kiiciik kararli bilesiklere parcalanirlar. Hiicre membran1 fosfolipidlerinin serbest
radikal saldirisindan kaynaklanan arasidonik asit oksidasyonunun temel {iiriinii olan
izoprostanlar yeni bir oksidatif stres belirleyicisi sinifi olarak ortaya cikmustir

(51,52).

2.3.3.2. ileri Protein Oksidasyon Uriinleri

Lipit peroksidasyon iriinlerinin kisa yarilanma Omrii gbz Oniine alinarak oksidatif
stresi gostermede daha stabil ve yarilanma Omrii daha uzun olan protein oksidasyon
tiriinlerinin  kullamim1 artmustir. Proteinlerin yeni oksidatif stres belirteci olarak
AOPP plazmada tanimlanmistir. AOPP’nin yaninda, albumine baglh plazma tiyol
gruplarinin  oksidasyonu da kantitatif olarak protein oksidasyonunun en Onemli
gostergelerindendir  (53). Solunumsal patlama reaksiyonu sonucunda aktive
notrofiller MPO ve H,O, aciga cikararak HOCI olustururlar. HOCI hizlica aminoasit
ve proteinlerle reaksiyona girerek diisiik molekiillii protein formlar1 kloraminlerin ve
AOPP’nin olusmasina yol acarlar. AOPP oksidatif stresin yeni bir belirtecidir ve
notrofillerin aktivasyonunu arttiran bir inflamatuvar mediator gibi calismaktadir.
Sonucgta, AOPP klorinize oksidanlarin proteinlerle etkilesimi neticesinde olusur ve
oksidatif stresin proinflamatuvar etkilerini gosterirler (54). In vivo fagositik hiicreler
MPO enzimi sayesinde klorinize oksidanlarini olusturabilme ve salma yetenegine
sahiptirler ve klorinize oksidanlarin AOPP olusumundaki yeri ¢ok onemlidir (55).
AQPP oksidatif hasar sonucu olusan modifiye proteinleri temsil eden genel bir addir

(56).

fleri Protein Oksidasyon Uriinleri kromatografi ile tespit edilmektedir.
Kromatografide 2 absorbsiyon piki goziikiir. Birincisi 340 nm dalga boyunda olan ve
600 kD molekiiler agirliga denk gelen yiiksek molekiiler agirhikli (HMW) AOPP ve
ikincisi 80 kD molekiiler agirliga denk gelen diisilk molekiiler agirlikli (LMW)
AOPP’dir. HMW-AOPP protein elektroforezinde disiilfid kopriileri ve/veya ditirozin
capraz baglarindan olusan albumin agregatlarina baghdir. LMW-AOPP ise

monomerik albuminden olugmaktadir (50,57).
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2.3.3.3. Serbest Tiyol Gruplar

Tiyol gruplar1 antioksidan sistemde bulunan ve SOR ve diger serbest radikallerin
(enzimatik veya nonenzimatik yollarla) tahrip edildigini gosteren onemli bir grup
antioksidandir (55). Plazma serbest tiyol gruplart albuminin yapisinda bulunur ve
plazma antioksidan sistemlerinin en onemlisini olusturur. HOCI toksisitesinin ¢ok
giiclii olmas1 nedeniyle protein ve aminoasitlerin serbest fonksiyonel gruplarinda
(ozellikle serbest tiyol gruplarinda) oksidatif modifikasyona neden olmakta ve
oksidatif strese bagli doku hasarin1 ortaya cikarmaktadir. Daha onceki ¢alismalarda
gosterildigi gibi oksidatif stresin arttig1 durumlarda plazma serbest tiyol diizeylerinin

azaldig saptanmustir (58).

2.3.3.4. Pirrolize Proteinler

Lipit peroksidasyonunun toksisitesi, peroksidasyon sirasinda iiretilen, doymamis
veya dikarbonilik aldehitlerin aciga cikmasmna baglanabilir. Lipit peroksidasyon
tiriinlerinden; malondialdehit, 4-hidroksi-2-alkenal, 4,5-epoksi-2-alkenal gibi
aldehitler; proteinlerdeki reaktif gruplar1 modifiye ederek, proteinler {izerinde okside
lipit/amino asit reaksiyon {iriini (OLAARP) olarak adlandirilan birtakim
degisikliklere yol acarlar. OLAARP olusumu, proteinlerin varliginda, lipit
peroksidasyonunun nihai sonucu olarak kabul edilmektedir. Immiinolojik
yontemlerle tanmimlanan c¢ok sayida OLAARP icerisinden, piroller gibi sadece
birka¢i, kimyasal spektrofotometrik yontemlerle tayin edilebilecek stabiliteye
sahiptir. Proteinlerin serbest amino gruplariyla lipit peroksidasyon {iriinlerinin
reaksiyonu sonucu yaygin sekilde olusan pirrolize proteinler, organizmanin maruz

kaldig1 oksidatif stresin gosterilmesinde bir belirte¢ olarak kullanilabilir (59,60).

2.3.3.5. Miyeloperoksidaz

Miyeloperoksidaz, notrofil ve monositlerin azurofil graniillerinde bulunan lizozomal
bir enzimdir. Total notrofil proteinlerinin % 5’ini olusturur ve molekiil basina iki
demir atomu tasimaktadir (44). MPO’nun organizmadaki baslica fonksiyonu,

solunum patlamasi sirasinda, antimikrobiyal ajanlar1 olusturmasidir. NADPH oksidaz
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olarak bilinen enzim kompleksi tarafindan gerceklestirilen solunum patlamasi
sirasinda tiiketilen oksijenin hepsi, NADPH’dan aktarilan elektronlarla siiperoksit
radikaline indirgenmekte ve O, ’nin spontan dismutasyonuyla H,O, olusmaktadir.
Notrofiller tarafindan iiretilen H,O,’nin ¢ogu, aktif notrofillerden salinan MPO
tarafindan tiiketilmektedir. MPO, fagozomlarda veya hiicre disinda, halidler (CI, T,
Br)’in biriyle, ozellikle klor iyonlariyla, H,O,’den HOCI olusturmaktadir. MPO’nun
antimikrobiyal aktivitesi, H,O, ve CI', I, Br gibi bir halidin varligina baghdir.
Halidler icerisinde en etkili iyodiir olmasina ragmen; klor iyonlari, noétrofillerde
yiikksek konsantrasyonda bulunur. Halidlerin oksidasyonu ile olusan HOCI gibi
kuvvetli oksidan ajanlar, mikroorganizmalar1 halojenasyon ve oksidasyon yoluyla
etkisiz hale getirmektedirler. Organizmada HOCI {iiretimini katalizleyen tek enzim
olan MPO, bir taraftan HOCI iiretimiyle mikrobisid aktivite gosterirken; diger
taraftan enflamasyon alaninda doku hasarina da neden olmaktadir. MPO, enzim
inaktivasyonu, tirozil reziidiilerinin ve capraz bagh proteinlerin olusumu, amino asit
oksidasyonu ve lipitlerin kloridasyonu ile doku hasarina katkida bulunmaktadir.
Ciinkii MPO- H;0;-halid sistemiyle olusan HOCI, kloramin, klorin, HO-, 102 ve
ozon gibi toksik ajanlar, hiicrenin disina da salinmakta ve saglikli dokularda hasara

neden olarak pek ¢ok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir (61,62).

2.4. OKSIDATIF STRES iLiSKiLi RENAL HASAR

Kronik bobrek hastaligt (KBH) tiim diinyada yaygin bir halk saglig1 problemidir ve
Amerika Birlesik Devletleri’'nde eriskin popiilasyonun yaklasik olarak %10’unu
etkilemektedir. KBH’a neden olan primer hastalik tedavi edilse veya inaktif olarak
goriinse bile, SDBH’a progresyonun devam etttigi anlagilmistir. Bu da, ilk hasardan
sonra kalan nefronlarda olusan degisim ve adaptasyonlarin en sonunda skara neden
oldugunu ve ilerleyen donemde nefron kaybiyla sonuglanan SDBH’a ilerledigini
desteklemektedir (5,8,12,13). Oksidatif stres ¢ok sayida bobrek hastaliginin olusum

ve gelisim mekanizmasini olusturur.
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2.4.1. Glomeriiler Hasarda Oksidatif Stresin Rolii

Oksidatif zedelenme SOR’un mezengiyal ve endotelyal hiicrelerdeki etkisine bagh
olarak glomeriill yapt ve fonksiyonlarimi degistirebilir. Glomeriill oksidattif
zedelenmeye proksimal tiibiil gibi diger nefron boliimlerinden daha duyarlidir. Hem
dogal hem de okside olmus LDL (diisiik dansiteli lipoprotein) (LDL-ox) formlari
oksidatif stresin aracilik ettigi glomeriil hasarindan sorumlu olabilir. Oksidatif stres,
temelde LDL’nin glomeriilde birikimi ile iligkili olarak, hiperlipoproteinemi
tarafindan indiiklenen bobrek hasarina katkida bulunur. Takiben LDL’nin mezenjiyal
hiicreler tarafindan oksidasyonu gercekleserek, antioksidanlar tarafindan onlenen bir
etki oldugu gosterilen, endotelyal ve mezenjiyal hiicrenin apopitoz yolunu
aktiflestirir. Saf LDL’nin si¢anlarin glomeriil hiicrelerinde SOR iiretimini indiikledigi
gosterilmistir. Glomeriiler hastaligin ilerleyisi, biyokimyasal diizeyde, oksidatif stres
ile daha da kotiilestirilir. Bir¢cok olguda kétiilesme hizinin diyete basitge antioksidan
destegin eklenmesi ile daha kabul edilebilir bir seviyeye dogru yavaslatilabilecegine

dair kanitlar vardir (51,63,64).

2.4.2.Tiibulointerstisyel Hasarda Oksidatif Stresin Rolii

Tiibulointerstisyel zedelenme, bozuklugun koken aldigi kompartmandan veya
etyolojik faktorden bagimsiz olmak iizere, kronik bobrek hastaliklarinin siirekli
gozlenen bir bulgusudur. Tiibiiler hiicrelerin LDL-ox’a maruz kalmasi pro-oksidan
kosullarin indiiksiyonuna bagli olarak tiibiilointerstisyel hasar ile sonuglanabilir.
Daha sonra bu oksidatif uyaran, glomeriil bariyerinin bozuldugu bir dizi
glomeriilopatide iiriner boslukta gozlenen iki hem pigmentini olusturacak sekilde
hemoglobin ve miyoglobindeki hem gruplarinin degradasyonunu katalizleyen hem-
oksijenazin aktivasyonunu indiikler. Ardindan gelen demir iyonlarin serbestlesmesi
tiibiillerde hidroksil radikallerinin iiretimine ve lipit peroksidasyonuna neden olur

(63-65).

Miyoglobiniiri sirasinda, tiibiiler hiicrelerde hidrojen peroksit iiretiminde artis ve
GSH’da dramatik bir diisiis oldugu gosterilmistir. Baz1 calismalar hem proteini ile
indiiklenen akut bobrek yetmezligi sirasinda proksimal tiibiildeki lipit

peroksidasyonuna neden olan serbest radikallerin olusumundan sorumlu metabolik
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basamagin sorumlusu olarak terminal mitokondriyal elektron transport zincirini

isaret etmektedir (63-65).

Glomeruler bariyerin bozulmasi

Kimyasal iiriinlerin LDL-Ox
iiriner limene gecisi Transizyon metalleri
Hemoglobin
Myoglobin
SOR

v
Tiibiiler hiicreler

v ’ ’

SOR Sitokinler Kemokinler
Ldiosit inflamasyon Fibrozis
Aktivasyonu

v

Tiibiilointerstisyel hasar

Sekil 10. Oksidatif stresle olusan tiibiilointerstisyel hasar. LDL-Ox: oksidize diisiik dansiteli
lipoprotein; SOR: serbest oksijen radikalleri (63)

Bobrek korteksinin interstisyel boslugunda makrofajlarin birikimi, tiibiiler hasar ve
interstisyel fibrozisin gelisiminde patojenik bir rol oynar. Proksimal tiibiil epitelin,
anatomik pozisyonu ve kemotaktik sitokinler, kemokinler ve diger inflamatuvar
mediyatorleri iretme kapasitesine sahip oldugundan, interstisyel makrofaj
infiltrasyonuna aracilik ettigi diistiniilmektedir. SOR’un, l6kositlerin de olaya
katilmas1 ile sonuglanacak sekilde, tiibiiler epiteldeki bu mediyatorlerin gen
ekspresyonlarini indiikledigi bildirilmistir (63). Tiibulointerstisyel hasar olusumunda

SOR’un rolii sekil 10’da gosterilmigtir.
Ureteral obstruksiyon, bobrekte hasar olusumunun oksidatif stres olusumu ile

yakindan ilgili oldugu bir bagka renal degisimdir. SOR, obstruktif nefropati ile iligkili

titbulointerstisyel inflamasyonda ©Onemli bir role sahip olabilir. Tam iireteral
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obstruksiyondan kaynaklanan mekanik bozukluklar proinflamatuvar  ve
tiibulointerstisyel fibrozisden kaynaklanan tiibiiler zedelenmeye neden olur. Ureteral
obstruksiyonun diizelmesinden sonra SOR’un iiretimindeki artis fibrojenik sitokinler
ve kemotaktiklerin asir1 ekspresyonuna neden olur ki, bu etki kismen bobrekteki
oksidatif strese dayanarak aciklanabilir. Obstruksiyon gelisen bobregin tiibiiler
hiicrelerindeki CAT ve SOD antioksidan enzimlerinde down-regiilasyon gelisimi
bobregin oksidatif strese daha duyarli olmasina neden olur, bu siire¢ sodyumun
azalmasi ile siddetlenebilir. Anjiotensin II’de obstruktif nefropati dahil bobrek
hastaliklarinin ilerlemesinde 6nemli bir role sahiptir. Anjiotensin II membrana baglh
NADPH-oksidazin aktivasyonuna ve ardindan siiperoksit olusumuna, sonra da
bobrek tiibiil hiicrelerinin hipertrofisine aracilik eder. Buna ek olarak, obstruktif
nefropatide anjiotensin II tarafindan TGF-B ve TNF-a ekspresyonunun up-

regiilasyonu da bildirilmistir(66).
Ureteral obstruksiyon

Anjiotensin-II artis1

Endotelfal hiicreler ‘y]e@jer

Kalsiyum oksalat

TGF-p SOR Kalsiyum oksalat
l depositleri
v
Fibrozis Tiibiiler hiicre Tas olusumu
Hipertrofisi
|

Tiibulointerstisyel hasar

Sekil 11. Oksidatif stresle iligkili tiibulointerstisyel hasarda iireteral obstruksiyon ve kalsiyum
oksalatin roli. TGF-f: transforming growth faktor- ; SOR: serbest oksijen radikalleri (63)
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Kalsiyum oksalat taglar1 obstruktif iiropatinin sik Orneklerindendir. Oksalatin tas
olusumunda patojenik rolii ile birlikte, lipit peroksidasyonuna yol acan serbest
radikalleri de {retebildigi bildirilmistir. Hiperoksaliiri ile indiiklenen lipit
peroksidasyonuna GSH diizeylerinde azalmanin eglik ettiginin gosterildigi hayvan
modellerinde yapilan caligmalar bu veriler ile uyumlu idi. Diger yandan, tiibiiler
kalsiyum oksalat birikimlerinin oksidatif stresi tetikledigi de goOsterilmistir (66).
Ureteral obstruksiyona bagl tiibiilointerstisyel hasarda oksidatif stresin roliinii iceren

varsayimsal bir sema sekil 11°de gosterilmistir.

2.4.3. Endotel Hasarinda Oksidatif Stresin Rolii

Serbest oksijen radikallerinin {iretiminde artis damar diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonu ve hipertansiyon gelisimi ile iliskilidir. SOR’un vaskuler yatakta
etkilerinin olugsmasina nitrik oksit (NO) aracilik eder. Vaskuler siiperoksit, NO
seviyesini azaltarak vazodilatasyon mekanizmasini bozar. Anjiotensin II, NADPH-
oksidaz aktivasyonu yolu ile endotel ve mezenjiyal hiicreler tarafindan siiperoksit
tretilmesini uyarabilir. Artan hiicre dis1 siiperoksit, NO’ya olan biiyiik ilgisi
sayesinde, peroksinitrite doniistiiriilerek hizla ortamdan uzaklastirilir. Glomeriiliin
icinde, NO’nun biyolojik etkinliginin azalmasi onun anjiotensin II’'nin mezenjiyal
kontraksiyon ve arterioler tonusu {izerindeki etkilerini karsilama kapasitesini
smirlandirir. Ikincisi, potasyum gegirgenligini arttirarak damar diiz kaslarinin
relaksasyonunu saglar. Hidrojen peroksit de klor kanallarini, kontraksiyonu ve
mezenjiyal hiicrelerin proliferasyonunu uyarabilir. Dolayisiyla glomeriiler filtrasyon

hizinda ilerleyici azalmaya katkida bulunabilir(63).
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3. HASTALAR VE YONTEM

Bu calisma Subat 2009 — Subat 2010 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Cocuk Nefroloji Bilim
Dalinda prospektif olarak yapildi. Calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan onayland1r (02.12.2008 tarihli 2008/622 nolu karar). Erciyes
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Fonu tarafindan desteklendi (proje no:
TST-09-844). Cocuklara ve/veya ailelerine c¢alisma dahilinde yapilacak islemler ve

calismanin amaci anlatilarak onaylart alindi.

Calismaya Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghig1 ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali, Cocuk Nefroloji Bilim dalinda VUR tanisi alan 11°i erkek, 33’i kiz olmak
izere toplam 44 ¢cocuk alindi. Ayrica 4’1 erkek, 14’1 kiz 18 saglikli cocuktan kontrol

grubu olusturuldu.

Hastalarin VUR tanmilar1 VSUG ile konuldu. VSUG ile hastalarin reflii dereceleri
grade I, II, IIL, IV ve V olarak derecelendirildi. Tiim hastalara DMSA c¢ekilerek renal
skar varligir arastirildi. VUR tanis1 konulan tiim hastalardan calisma oOncesi idrar

kiiltiirii alindi. Caligmaya idrar kiiltiirii steril olan hastalar alindi.
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3.1. Calismaya dahil etme Kriterleri

1- Primer VUR olmasi,

2- Idrarin steril olmasi,

3- Eslik eden sistemik hastaligin bulunmamasi,

4- Son 1 ay icinde antibiyotik ya da antiinflamatuvar ila¢ tedavisi almamis olmasi.

3.2. Calisma dis1 birakma Kriterleri

1- Sekonder VUR olmasi,

2- Idrar yolu enfeksiyonu olmasi,

3- Eslik eden sistemik hastalik olmast,

4- Son 1 ay icerisinde geg¢irilmis enfeksiyoz hastalik olmast,

5- Son 1 ay icerisinde antiinflamatuvar ila¢ kulanmigs olmasi.

Hasta ve kontrol grubunun kan ornekleri randomize olarak alindi. Kan ornekleri
antekiibital venden alinarak yapilacak biyokimyasal Ol¢iimlere uygun sekilde
antikoagiilanl1 (EDTA/heparin) ve diiz tiiplerde toplandi. Antikoagiilanli ve
atikoagiilansiz ornek tiipleri, 30 dakika icerisinde, 2000 devirde 5 dakika santrifiij
edildi. Ayrilan plazma ve serum Ornekleri 2 ml’lik konik tiiplere konup, agzi

kapatilarak ¢alisma giiniine kadar -20 °C’de bekletildi.

Calisma giiniine kadar alikotlar halinde dondurularak saklanan heparinli plazma
orneklerinde MPO aktivitesi, total lipit hidroperoksit ve tiyol diizeyleri tayin edildi.
EDTA’lh plazma Ornekleri AOPP tayininde kullanildi. Serum Orneklerinde ise

pirrolize protein seviyeleri olciildii.

3.3. Miyeloperoksidaz aktivitesi tayini

Plazma MPO aktivitesi Bradley ve ark (67) tarafindan gelistirilen metot ile olciildii.
Peroksidaz substrati olan O-dianisidin’in H,O, varliginda MPO tarafindan
oksitlenmesiyle olusan sari-turuncu renkli iiriiniin renk siddetinin spektrofotometrede
460 nm dalga boyunda Olciilmesi esasina dayanan yontemle MPO seviyeleri tayin

edildi (67).
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Calhisma
MPO aktivitesi seviyesi asagidaki kimyasal maddelerin ve islemlerin sirasiyla

uygulanmast ile tespit edildi.

NUMUNE KONTROL
% 0.0005 H,O, substrati 2.9 ml 2.9 ml
Saf su - 0.1 ml
Plazma 0.1 ml -

Pipetleme islemlerinden hemen sonra, numune ve kontrol tiiplerindeki OD (ortalama

dagilim) artisi, saf su koriine karsi, 25°C’de ve 460 nm dalga boyunda, 10 dk izlendi.

Hesaplama

Numune ve kontrol tiipleri icin, AOD/dk (ortalama dagilim farki) degerleri
hesapland1 ve numune AOD/dk degerlerinden kontrol degeri ¢ikarilarak, net AOD/dk
degerleri bulundu.

Bir iinite MPO, standart deney sartlarinda, dakikada bir mikromol O-dianisidinin
oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 (U/L; mmol O-dianisidin/ dk/L) olarak
tanimlanda.

Okside O-dianisidinin molar ekstinksiyon katsayist (1.13x10* M'em™) kullanilarak,
plazma Orneklerinin net AOD/dk degerlerinden, iinite birimine gecildi.

Plazma oOrneklerinde tayin edilen MPO aktivitesi, bir litre plazma basma verildi

(U/L).

3.4. Total Lipit Hidroperoksit tayini

Plazmada lipit hidroperoksit tayini Nourooz-Zadeh (68) tarafindan gelistirilen FOX
yontemine gore yapildi. Metodun prensibi, asidik ortamda peroksitler tarafindan
olusturulan ferrik (Fe+3) iyonun ksilenol oranj (XO) ile verdigi mavi-mor renkli
kompleksin renk siddetinin spektrofotometrik olarak 560 nm dalga boyunda

Olciilmesi esasina dayanir (68).
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Calhisma
Total lipit hidroperoksit seviyesi asagidaki kimyasal maddelerin ve islemlerin

sirastyla uygulanmasi ile tespit edildi.

NUMUNE NUMUNE KORU
Plazma 90 ul 90 ul
10 mM TCEP - 10 pl
Saf su 10 ul -

Tiiplerin agz1 kapatilarak karigtirildi ve 20-25°C’de ¢alkalamali su banyosunda 30 dk
inkiibe edildi.

FOX reaktifi 900 pl 900 pl

Tiiplerin agz1 kapatilarak karigtirildi ve 20-25°C’de 60 dk inkiibe edildi.
Tiipler 10.000 devirde 10 dk santrifiijlendi, siipernatanlarin OD’si 560 nm’de saf su

koriine kars1 okundu.

Hesaplama

Numune OD degerlerinden kontrol OD’leri cikarilarak AOD degerleri bulundu.
Fe3+.XO kompleksinin molar ekstinksiyon katsayist (4.31x10*M"em™) ve diliisyon
faktorii kullanilarak, plazma orneklerinin AOD/dk degerlerinden, total lipit peroksit

diizeyleri hesapland1 ve bir litre plazma basina mikromol olarak verildi (wmol/L).

3.5. Pirrolize protein tayini

Pirrolize protein Hidalgo ve ark (59) tarafindan gelistirilen ve Martinez-Cruz ve ark
(69) tarafindan modifiye edilen Ehrlich reaktifinin kullanildigi metoda gore tayin
edildi. Metodun prensibi, pirrolize proteinlerin, asidik ortamda ve yiiksek sicaklikta,
DMAB ile etkilesimi sonucu olugsan mavi-mor renkli Ehrlich reaksiyon iiriinlerinin
renk siddetinin spektrofotometrik olarak 570 nm dalga boyunda ol¢iilmesi esasina

dayanir (60,69).
Calisma

Pirrolize protein seviyesi asagidaki kimyasal maddelerin ve islemlerin sirasiyla

uygulanmast ile tespit edildi.
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NUMUNE

Serum 0.5 ml

Saf su 2.0ml

Tiiplerin agz1 kapatilarak 30 sn vorteksle karistirildi.

% 30 TCA 0.5 ml

Buz iizerinde 10 dk presipite edilen tiipler, 10.000 devirde 10 dk santrifiijlendi ve

siipernatanlar dokiildii.

Serum fizyolojik 1.0 ml

Protein pelletleri sonikasyondan sonra vorteksle parcalanip 5 dk santrifiijlendi.

Serum fizyolojik ile yikama islemi 2 kez tekrarlandi.

6 M Guanidin HC1 2.5 ml

Tiipler ¢alkalamali su banyosunda 37°C’de 20-30 dk inkiibe edildi ve ¢dziinmeyen

materyal santrifiijle uzaklastirilip siipernatanlar alindi.

Calismaya siipernatanlar ile devam edildi.

NUMUNE KONTROL
Siipernatan 1.0 ml 1.0 ml
Ehrlich reaktifi 0.2 ml -
Saf su - 0.2 ml

Calkalamali su banyosunda 60°C’de 60 dk inkiibe edilen tiiplerin OD’si,

guanidinHCI koriine karsi, spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda okundu.

Ayrica, geri kalan siipernatanlarda da 280 nm’de protein tayini yapildi.

Hesaplama

Numune OD degerlerinden kontrol OD’leri cikarilarak AOD degerleri bulundu.
Pnl’nin (pirol norl6sin, pirrolize protein tiirii)) DMAB (dimetilenaminobenzaldehit)
ile olusturdugu Ehrlich reaksiyon iiriiniiniin molar ekstinksiyon katsayis1 (35.000 M
'em™) ve diliisyon faktorii kullamlarak pirrolize protein diizeyleri hesaplandi. Serum

pirrolize protein degerleri, mg protein basina verildi (nmol/mg protein).
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3.6. AOPP tayini

Plazma AOPP diizeyleri Witko-sarsat ve ark (70) tarafindan gelistirilen metot ile
tayin edildi. Metodun prensibi basta albumin olmak {izere plazma proteinlerinin
HOCI, RNH-CI gibi klorlu oksidanlarla olusturdugu capraz baglanma iiriinlerinin
potasyum iyodiirli oksitlemesi ve agiga ¢ikan triiyodid iyonunun spektrofotometrik
olarak 340 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina dayanir. Degerlendirme kloramin T

standart egrisi kullanilarak yapilir (70).

Calhisma
AOPP seviyesi asagidaki kimyasal maddelerin ve islemlerin sirasiyla uygulanmasi

ile tespit edildi.

NUMUNE KONTROL KOR
0.015 M PBS 0.8 ml 0.85 ml 1.0 ml
Plazma 0.2 ml 0.2 ml -
Asetik asit 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
Tiipler, calkalamali su banyosunda, 25°C’de 2 dk inkiibe edildi.
1.16 M KI 0.05 ml - 0.05 ml

Potasyum iyodiir (KI) ilavesinden hemen sonra numune ve kontrol tiiplerinin

OD’leri reaktif koriine kars1 340 nm’de okundu.

Hesaplama

Numune ve kontrol tiiplerinin absorbanslar1 kullanilarak AOD degerleri bulundu.
Kloramin T ile hazirlanan standart grafik yardimiyla plazma Orneklerinin AOD
degerlerinden AOPP seviyelerine gecildi ve diliisyon faktoriiyle carpilarak gercek
plazma degerleri bulundu.

Stok Kloramin T (0.1 mM) ¢ozeltisi, saf su ile uygun sekilde diliie edilerek, 2.5; 5.0;
10; 15; 20; 30; 40; 50; 75 ve 100 mmol/LL konsantrasyonlarinda standart seri
hazirland1. Ol¢iim sirasinda PBS ve plazma yerine her standarttan 1.0 ml alarak
numune gibi ¢alisildi. Kloramin T konsantrasyonuna karsilik gelen OD degerleriyle
standart grafik cizildi

Plazma AOPP konsantrasyonlari, litrede mikromol kloramin T ekivalani (kloramin

umol/L) olarak verildi.
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3.7. Tiyol tayini

Plazma tiyol seviyeleri Hu ve ark (71) tarafindan modifiye edilen metoda gore
yapildi. Metodun prensibi proteine bagli/serbest tiyol tarafindan Elman reaktifi (5,5’-
di tiyobis-2- nitrobenzoik asit; DTNB) nin rediiklenmesiyle agiga ¢ikan koyu sari
renkli TNB’nin renk siddetinin spektrofotometrik olarak 412 nm dalga boyunda

Olciilmesi esasina dayanir (71).

Calhisma
Tiyol seviyesi asagidaki kimyasal maddelerin ve islemlerin sirasiyla uygulanmasi ile
tespit edildi.
NUMUNE KONTROL KOR
0.1 M Tris-HCl 1.0 ml 1.0 ml 1.05 ml
Metanol - 0.05 ml -
Plazma 0.05 ml 0.05 ml -
10 mM DTNB 0.05 ml - 0.05 ml

Tiipler, 25°C’de tam 15 dk inkiibe edildikten sonra kontrol ve numune tiiplerinin

absorbansi, kor tiipiine karsi, 412 nm dalga boyunda o6l¢iildii.

Hesaplama

Numune ve kontrol tiiplerinin absorbanslar1 kullanilarak AOD degerleri hesaplandi.
GSH ile hazirlanan standart grafik yardimiyla plazma o6rneklerinin AOD
degerlerinden tiyol seviyelerine gecildi.

Stok GSH (1.0 mM) c¢ozeltisi saf su ile uygun sekilde diliie edilerek 100; 200; 400;
600; 800 ve 1000 mmol/L konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi ve numune
gibi ¢alisildi. GSH konsantrasyonlarina karsilik gelen OD degerleriyle standart grafik
cizildi.

Standart grafik iizerinden bulunan plazma tiyol seviyeleri, litrede mmol tiyol olarak

verildi (umol/L).
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3.8.Istatistik

Tiim istatistiksel analizler Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for
Windows 11.0 paket programi kullanilarak yapildi. Oncelikle Kolmogorov-Simirnov
testi kullanilarak tiim degiskenlerin dagilimi degerlendirildi ve normal dagilim
gosteren degiskenler ortalama + SD, anormal dagilim gosteren degiskenler ise
ortanca (minimum-maksimum) olarak ifade edildi. Gruplar aras1 ikili
karsilastirmalarda parametrik degerler icin student’s t testi, parametrik olmayan
degerler icin Mann-Whitney U testi; ikiden fazla grup karsilagtirmalarinda
parametrik degerler icin ANOVA parametrik olmayan degerler icin Kruskall Wallis
ANOVA testleri uygulandi. Tim istatistiksel analizlerde p<0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya yaslari 2 ay ile 17 yil arasinda 44 hasta ve 6 ay ile 132

yil arasinda 18
saglikli cocuk alindi. VUR’lu vakalarin yas ortalamasi 6.4 + 3.8 yil olup 11°1 erkek,
33’1 kiz idi. Kontrol grubunun ise yas ortalamas1 6.7 = 4.1 yil olup 4’ii erkek, 14’1
kiz idi. Yas ve cinsiyet agisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel

olarak anlaml farklilik yoktu (p>0.05, Tablo3).

VUR grubunda plazma MPO aktivitesi, plazma AOPP, plazma lipit hidroperoksit,
serum pirrolize protein ve plazma tiyol diizeyleri sirasiyla 95.9 + 17.0 U/L, 62.9 *
16.9 kloramin umol/L, 37.8 + 10.4 umol/L, 0.89 + 0.20 nmol/mg protein ve 334.3 +
54.6 umol/L olarak olciildii. Kontrol grubunda ise plazma MPO aktivitesi, plazma
AOPP, plazma lipit hidroperoksit, serum pirrolize protein ve plazma tiyol diizeyleri
sirastyla 55.2 + 14.8 U/L, 28.2 + 8.3 kloramin umol/L, 19.8 = 5.5 umol/L, 0.58 +
0.17 nmol/mg protein ve 358.6 + 52.1 pmol/L olarak 6lciildii.
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Tablo 3: Hasta ve kontrol gruplarimin MPO, AOPP, lipit hidroperoksit, pirrolize
protein ve tiyol degerlerinin karsilastirilmasi

Calisma Calisma gruplari

parametreleri Hasta (n:44) Kontrol (n:18)
Yas (y1) 6.7+4.1 6.4 +£3.8
Cins (K/E) 33/11 14/4
MPO (U/L) 95.9 +£ 17.0%* 55.2+14.8
AOQOPP (kloramin umol/L) 62.9 £ 16.9* 28.2+8.3
Lipit hidroperoksit 37.8 £10.4% 19.8+5.5
(umol/L)
Pirrolize protein 0.89 + 0.20* 0.58 £0.17
(nmol/mg protein)
Tiyol (umol/L) 334.3 + 54.6 358.6 £ 52.1

* p<0.05, kontrol grubu ile kiyaslandiginda

Hasta ve kontrol gruplar1 plazma MPO aktivitesi, plazma AOPP, plazma lipit
hidroperoksit, serum pirrolize protein ve plazma piyol diizeyleri acisindan
karsilastirlldiginda; plazma tiyol diizeyleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark tespit edilmedi (p>0.05, Tablo3). Buna karsilik hasta grubunun
plazma MPO aktivitesi, plazma AOPP, plazma lipit hidroperoksit ve serum pirrolize
protein diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

tespit edildi (p<0.05, Tablo3).

Tablo 4: Skarh ve Skarsiz hasta gruplarimmn MPO, AOPP, lipit hidroperoksit, pirrolize
protein ve tiyol degerlerinin karsilastirilmasi

Calisma Calisma gruplari

parametreleri Skar (-) (n:12) Skar (+) (n:32) Kontrol (n:18)
Yas (y1l) 6.1+4.5 6.9+4.0 6.4+3.8
MPO (U/L) 92.1+£14.9* 97.4+17.8* 552 +14.8
AOPP 61.6+£14.5% 63.3+17.8* 28.2+8.3
(kloramin umol/L)
Lipid hidroperoksit 35.5+£13.0% 38.7+9.3* 19.8+5.5
(umol/L)
Pirrolize protein 0.85+0.18* 0.91+0.21* 0.58 £0.17
(nmol/mg protein)
Tiyol (umol/L) 317.0£70.4 340.84+47.0 358.6 £52.1

* p<0.05, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
** p>0.05 skarli ve skarsiz grup karsilastirildiginda

Hasta grubu, sintigrafilerinde renal skar varligina gore, skar olan ve olmayanlar
olarak 2 gruba ayrildi. Skarli, skarsiz ve kontrol gruplar1 yas, plazma MPO aktivitesi,

plazma AOPP, plazma lipit hidroperoksit, serum pirrolize protein ve plazma tiyol
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diizeyleri acisindan karsilastinldiginda yas dagilimi ile plazma tiyol diizeyleri
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (p>0.05,
Tablo4). Skarsiz grubun ve skarli grubun plazma MPO aktivitesi, plazma AOPP,
plazma lipit hidroperoksit ve serum pirrolize protein diizeyleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek tespit edildi (p<0.05, Tablo4). Skarli ve
skarsiz gruplar1 yas, plazma MPO aktivitesi, plazma AOPP, plazma lipit
hidroperoksit, serum pirrolize protein ve plazma tiyol diizeyleri agisindan
karsilastirlldiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilemedi

(p>0.05, Tablo4).

Tablo5: Hafif, Orta ve Agir refliilii hastalarin MPO, AOPP, lipit hidroperoksit,
pirrolize protein ve tiyol degerlerinin karsilastirilmasi

Calisma Calisma gruplan
parametreleri
Grade I-1I Grade III Grade IV-V Kontrol
(n:6) (n:27) (n:11) (n:18)

Yas (y1l) 6.7£3.3 7.4+4.1 4.844.2 6.4+38
MPO (U/L) 98.0+£20.1* 96.3+15.1* 93.7+£21.6* 55.2+14.8
AOPP 60.6+12.7* 64.4+17.9% 60.7+£17.5* 28.2+8.3
(kloramin pmol/L)
Lipit hidroperoksit 43.6+12.1* 37.7+£10.4* 34.948.9* 19.8+5.5
(umol/L)
Pirrolize protein 0.89+0.23* 0.90+0.17* 0.89+0.2%* 0.58 £0.17
(nmol/mg protein)
Tiyol (umol/L) 360.9+43.4 331.4+58.6 326.8+49.2 358.6 £ 52.1

* p<0.05, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
** p>0.05 hafif, orta ve agir reflii gruplar1 karsilagtirildiginda

Hastalar reflii derecesine gore grade I-II: hafif; grade III: orta ve grade IV-V: agir
reflii grubu olarak simiflandirildi. Hafif, orta, agir ve kontrol gruplar1 yas, plazma
MPO aktivitesi, plazma AOPP, plazma lipit hidroperoksit, serum pirrolize protein ve
plazma tiyol diizeyleri agisindan karsilagtirildiginda; yas dagilimi ile plazma tiyol
diizeyleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi
(p>0.05, TabloS5). Hafif, orta ve agir reflii dereceli gruplarin plazma MPO aktivitesi,
plazma AOPP, plazma lipit hidroperoksit ve serum pirrolize protein diizeyleri kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek tespit edildi (p<0.05,
Tablo5). Hafif, orta ve agir reflii dereceli hasta gruplar1 kendi aralarinda yas, plazma

MPO aktivitesi, plazma AOPP, plazma lipit hidroperoksit, serum pirrolize protein ve
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plazma tiyol diizeyleri acisindan karsilastirildiginda; gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlaml fark tespit edilmedi (p>0.05, Tablo5).

Hastalar refliiniin tek ya da cift tarafli olmasima gore 2 gruba ayrildi. Tek tarafli ve
cift tarafi reflii olan gruplar ile kontrol grubu yas, plazma MPO aktivitesi, plazma
AOPP, plazma lipit hidroperoksit, serum pirrolize protein ve plazma tiyol diizeyleri
acisindan karsilastinlldiginda yas dagilimi ile plazma tiyol diizeyleri acisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (p>0.05, Tablo6).
Tek ve cift tarafli reflii olan gruplarin plazma MPO aktivitesi, plazma AOPP, plazma
lipit hidroperoksit ve serum pirrolize protein diizeyleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml1 derecede yiiksek tespit edildi (p<0.05, Tablo6). Tek ve cift
tarafli refliileri olan gruplar kendi aralarinda yas, plazma MPO aktivitesi, plazma
AOPP, plazma lipit hidroperoksit, serum pirrolize protein ve plazma tiyol diizeyleri
acisindan karsilagtirlldiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit

edilmedi (p>0.05, Tablo6).

Tablo 6 : Tek tarafh ya da cift tarafh refliisii olan hastalarin MPO, AOPP, lipit
hidroperoksit, pirrolize protein ve tiyol degerlerinin karsilagtirilmasi

Calisma Calisma gruplan
parametreleri Tek tarafh reflii Cift tarafh reflii Kontrol
(n:22) (n:22) (n:18)

Yas (y1) 7.9+4.1 5.5£3.8 6.4 +3.8
MPO (U/L) 96.6+18.7* 95.3+15.5% 55.2+14.8
AOPP 67.3£19.0* 58.6£13.7* 28.2+8.3
(kloramin umol/L)
Lipit hidroperoksit 37.84£9.3% 37.8£11.6% 19.8£5.5
(umol/L)
Pirolize protein 0.89+0.21%* 0.90+0.20* 0.58 £0.17
(nmol/mg protein)
Tiyol (umol/L) 332.84+45.2% 335.8+63.7 358.6 £52.1

* p<0.05, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
** p>0.05 tek ve ¢ift tarafli reflii gruplan karsilastirildiginda
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5. TARTISMA

Vezikoiireteral reflii idrarin mesaneden iireterlere dogru geri kagmasi olarak
tanimlanir ve ¢cocukluk c¢aginda sik olarak goriilmektedir (2,13). Hodson ve Edwards
1960 yilinda ilk defa VUR ile renal skar arasindaki iligkiyi gostermislerdir (72).
VUR’a bagh renal skar ve reflii nefropatisi gelismesinin patogenezi son 50 yildir
klinisyenlerin ¢ok ilgisini ¢cekmis, bu konuya hem hayvan deneyleri hem de klinik

calismalar ile 151k tutulmaya calisilmistir.

Bobrek skart ile ilgili klinik bilgilerin cogu VUR’u olan hastalar ile yapilan
calismalardan gelir. Klinik ¢alismalar IYE, VUR ve bobrekte skar olusumu arasinda
sik1 bir iligski oldugunu dogrulamaktadir (1,20). Eski ¢alismalar VUR ve semptomatik
IYE oykiisii olan cocuklarin %30 ila %60 1nda ilk incelemeler sirasinda bobrek skari
oldugunu bildirmektedir. Bobrek skarlar1 genellikle 5 yasindan 6nce olmak iizere
yasamin erken doneminde ortaya ¢ikmaktadir (<2 yas: %23.7, 2-4 yas: %9.8, >5 yas
%4.6) (73-78).

Bebeklerin bobreklerinde yiiksek bobrek skar olusma riski muhtemelen cok faktorlii
bir durumdur. Birincisi, daha biiyiik olanlara kiyasla 1 yas alt1 bebeklerde IYE’lerin
piyelonefrit ile komplike olma oranlan yiiksektir (1,20). Ashinda, c¢ocukluk

40



doneminde meydana gelen tiim atesli IYE’lerin yaklasik yarist 1 yas veya daha
kii¢iik cocuklarda ortaya cikar (24). Bu durum kismen IRR goriilme sikligmin
yiikksek olmasina baglidir (79). Bebeklerde renal skar olusumuna katkis1 olan bir
diger faktor de bakterinin iiriner sisteme erisimine izin verecek ve bakterisidal
aktiviteyi diisiirecek sekilde immiin sistem gelisimin yetersiz olmasidir. Son olarak,
spesifik olmayan belirti ve bulgulara sahip bebeklerde 1YE’lerin tanisi siklikla

gecikir (1,24). Tiim bu faktorler hasar ve skar olusum riskini arttirir.

Yeni veya ilerleyici skarlar hemen her zaman gecirilmis IYE ve en sik da klinik
piyelonefrit ile iliskilidir (24). VUR’un siddeti ve bobrek skar1 arasindaki korelasyon
iyi bilinmektedir. Bununla birlikte yeni gelisen veya daha onceden var olan bobrek
skarlari VUR bulunmayan semptomatik IYE’ye sahip bazi cocuklarda da
bildirilmistir (78). Piyelonefrit ataklar ile bobrek skar1 goriilme siklig1 arasinda agik
bir iliski bildirilmistir (80). Edinilmis bobrek skarlarinda enfeksiyonun rolii i¢in ek
klinik destek DMSA ile gosterilmis akut piyelonefritli ¢ocuklarda yapilan ileriye
doniik calismalardan elde edilmistir. Takip i¢in yapilan DMSA taramalar1 refliisii
olan ve olmayan bobreklerde yeni skar olusumunu gostermistir. Tiim yeni skarlar ilk
taramada akut inflamasyon bulunan bolgelere karsilik gelen alanlarda olugmustur

(24).

Sonug olarak yapilan klinik calismalarda VUR’da skar olusumu i¢in en énemli risk
faktorleri: 1-) gegirilmis atesli IYE’nin varlig1 / siklig, 2-) yiiksek dereceli reflii
olmasi (grade IV-V) ve 3-) kiiciik yas, (<2 yas: %23.7, 2-4 yas: %9.8, >5 yas %4.6),
olarak bulunmustur (73-78).

Orta ya da ciddi VUR olanlarda IRR ve bakteriiirinin piyelonefritik skar olusumuna
katkis1 olduguna dair giiclii kanmitlar vardir. Buna ragmen renal yetmezligi olup
radyolojik olarak RN olan hastalarin en az %30-40’1nda IYE hikayesi yoktur (1). Bu
durum, steril refliiniin nasil renal skar olusturdugunun aciklanmasi gerekliligini
gostermektedir. Steril refliiniin bobrekte skar olusturabilecegi teorisi, intramural
tireterin  acgiga cikarilmasi ile refliiniin olusturuldugu deneysel domuz modeline
dayanarak, Hodson ve ark (30) tarafindan One siiriilmiistiir. Bu ¢alismada refliiniin
giiclendirilmesi igin iiretra cevresine bir halka yerlestirilerek mesane cikisinda

obstriiksiyon olusturulmus ve yiiksek basingli reflii elde edilmistir. Steril refliiye
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bagl bobrek skarlarinin, VSUG’de IRR oldugu gosterilen alanlara karsilik gelen
alanlarda en yogun oldugu gosterilmistir (30). Bobrek skar1 patogenezinde steril
refliiniin rolii aleyhindeki kanitlar Ransley ve Ridson (33) tarafindan multi-papiller
domuz modeli kullanilarak yapilan caligmalardan gelmektedir. Bu calismada Hodson
ve ark (30) modelinde kullanilan yontemle idrar refliisii tetiklenmistir. Bununla
birlikte, mesane ¢ikis obstruksiyonu uygulanmamustir, yani yiiksek basingli reflii
yoktur. Ransley ve Ridson (33) steril idrar refliisii olan hayvanlarda skarlasma
bulamamistir. Bunun yerine primer refliide oldugu gibi iseme basinci normal
oldugunda skarin sadece VUR ve IRR ile birlikte iiriner enfeksiyon bulundugunda

olustugunu bulmuslardir.

Domuzlarin multi-papiller bobreklerinde IRR sadece spesifik morfolojik ozelliklere
sahip papillalarda olusur. Ransley ve Ridson domuzlarda (31), cocuklarda (32)
oldugu gibi, iki temel papilla tipi kesfetmistir. Bazilart basittir, iistiinde papilla
duktuslarinin oluklu orifisler ile oblik olarak acgildigr konveks kaliks yiizeylerinin
bulundugu konik yapilardir. Bu papilla IRR’nin olusmasina imkan vermez. Bunun
aksine, diiz veya konkav uglar1 olan daha biiyiik papillalarla birlesen ve papilla
duktuslarinin  kalikse bosluklu orifisler ile acildifi bobrek papillalari IRR’nin
olusmasina izin verir. Bu birlesik veya kombine papillalar ¢cogunlukla skarin daha sik
goriildiigii polar bolgelerde bulunur. Diger nedenler ile o©len cocuklarda
gerceklestirilen post-mortem caligmalar insan bobreklerinin  2/3’tinde  reflii
potansiyeline sahip en az bir papilla oldugunu ortaya cikarmistir (32). Refliiye yol
acmayan papillanin refliiye sebep olan papillaya doniisiimii enfekte idrar refliisiinden
veya bitisik papilladaki skar olusumundan kaynaklanir (24). Bu durum bobregin
biiyiik kismmm IRR’ye maruz birakir, IYE tekrarlarsa, piyelonefrit ve ilerleyici
bobrek skari olugma riskini arttirir. Bunun aksine, reflii bulunmayan papillalar ile
tamamen dolu olan bobrekler, IYE ve VUR olsa bile, bobrekte skar olusumundan

korunabilir (31,32).
Sonu¢ olarak, refliiye bagli gelisen renal skarin patogenezi hala tam olarak

anlagilamamustir. Skar olusumu icin steril IRR tek basia yeterli midir, yoksa olayi

baslatmak icin enfeksiyon gerekli midir hala tartigsmalidir.
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Piyelonefrit sonrasi renal skar olusumu enfeksiyonu takip eden inflamatuvar cevaba
baghdir (81). Hayvan deneylerinde akut piyelonefritte kolsisin ile PMNL hareketini
inhibe etmekle inflamasyonda azalma ve bakteri sayisinda artis gozlenmistir. ilging
olarak bu hayvanlarda bakteri sayisinda artisa ragmen renal skarda azalma
gozlenmistir. Bu bulgu renal skarin bakteriyel invazyondan ziyade lokosit
infiltrasyonuna bagli oldugunu desteklemektedir (82). Deneysel piyelonefrit
modellerinde erken antibiyotik tedavisiyle bobrekte aktive nétrofillerden salgilanan
MPO seviyesinde belirgin diisme, dolayisiyla daha az renal skar gelistigi
gosterilmistir (83). Bu bulgular 1s1ginda enfeksiyonun neden oldugu renal skar
patogenezini daha 1iyi anlayabilmek ve enfeksiyonda renal skar olusumunu
onleyebilmek amaci ile bu konuda cesitli caligmalar yapilmistir. Renal skar
olusumunda oksidatif stresin roliinii destekleyecek nitelikte, ratlarda olusturulan
deneysel piyelonefrit modellerinde, melatoninin MDA seviyesini azaltarak renal skar
olusumundan korudugu gosterilmistir (84). Matsumoto ve ark (85) ratlarda yaptigi
caligmada siiperoksit iiretimindeki artisin renal skar ile iliskili oldugunu ve bu
ratlarin  siiperoksit dismiitaz ile tedavi edilmesi ile renal skar olusumunun
Onlenebilecegini gdstermislerdir. Son zamanlarda benzer sekilde Sadeghi ve ark (86)
ratlarda vitamin E ve allopurinol tedavisinin piyelonefritte renal skar olusumunu
onledigini tespit etmislerdir. Tiim bu bilgiler oksidatif stresin renal skar olusumunda
rol aldigin1 ve antioksidan ilaglarla renal skar sikliginin azaltilabilecegini

desteklemektedir.

Inflamatuvar ve metabolik hastaliklar, toksinlere maruziyet, iskemi-reperfiizyon
hasari, karsinogenez, yaslanma ve ateroskleroz gibi olaylarin patogenezinde oksidan
hasarin rol aldig bilinmektedir (87). Oksidan hasar aktif notrofiller, monositler ve
mezengial hiicreler tarafindan {iretilen serbest radikaller ve SOR tarafindan
baslatilmaktadir. Hiicreler ya da organlar oksidan strese maruz kaldig1 zaman bir¢cok
antioksidan defans mekanizmasi devreye girerek oksidan hasar1 sinirlandirmaya
calisir. Is1, travma, enfeksiyon, radyasyon, toksinler, iskemi gibi uyaranlarla ortaya
cikan serbest oksijen radikalleri; 1- SOR iireten enzimleri (ksantin oksidaz vs)
ve/veya lriinlerini (hipoksantin vs) arttirarak, 2-fagositleri aktive ederek, 3-
fosfolipaz, siklooksijenaz ve lipooksijenazi aktive ederek, 4- antioksidanlari yok
ederek, 5- serbest metal iyonlarini1 salgilatarak, 6- hem proteinlerini salgilatarak, 7-

elektron transport zincirini bozarak, doku hasarma neden olmaktadirlar. Sonucta
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proteinler, membranlar, DNA ve bazal membranda oksidan iliskili degisiklikler
hiicre ve organ disfonksiyonuna neden olur (48). Glomeriilonefrit, vaskulitler, toksik
nefropatiler, piyelonefrit, akut bobrek yetmezligi gibi bircok renal hastaliklarin en

azindan bir doneminde oksidan hasar rol almaktadir (6).

Bu calismada VUR grubunda plazma MPO aktivitesi kontrol grubuna gore istatistiki
olarak anlamli yiiksek bulundu. Notrofillere spesifik bir enzim olan MPO’nun
plazmada yiiksek diizeyde bulunmasi, primer VUR’da oksidatif hasar olusturabilen
aktif notrofillerin ve monositlerin varligini yansitabilecegi diistiniildii. Nitekim
domuzlarda ve tavsanlarda olusturulan deneysel steril reflii modellerinde histolojik
olarak bobreklerde skar dokusu olmasa bile interstisyel mononiikleer hiicre
infiltrasyonu oldugu gosterilmistir (88-91). Calismamizda ornek alindigi donemde
idrar kiiltiirlerinin steril olmasi1 nedeniyle notrofil ve monositleri aktive edecek
enfeksiyon varligr dislanmistir. Dolayisiyla tespit edilen artmig MPO diizeylerinin
VUR’da refliiye bagli olusan interstisyel mononiikleer hiicre artis1 ile iligkili

olabilecegi diisiiniildii.

Aktive notrofillerin ve monositlerin solunumsal patlama ile cok genis bir SOR
olusturma yetenegi vardir. SOR olusumu NADPH oksidaz kompleksinin aktivasyonu
ile baglar. Ve hizla siiperoksid anyonu, hidrojen peroksid, tek oksijen ve hidroksil
radikalleri olusur. H,O, plazma membranindan gecer ve hiicre i¢i demir ile
reaksiyona girerek Haber-Weiss dongiisii ile hidroksil radikalleri olusur. Hidroksil
radikalleri membran lipitlerinin peroksidasyonunu, protein agregasyonunu ve DNA
hasarini tetikler. Aktif notrofillerden O,- ve H,O, gibi SOR tiirevleri ile birlikte MPO
da plazmaya salinmaktadir. MPO, klorid varliginda kloridli oksidanlar olusturur ve
H,0O; hipoklorik aside doniisiir. HOCI nin hedef organlart membran proteinleri ve bu
proteinlerin tiyol gruplaridir. Sonugta protein ve amino asitlerin serbest fonksiyonel
gruplan 6zellikle de serbest tiyol gruplarinda oksidatif modifikasyona neden olurlar

ve bu da doku hasarini ortaya ¢ikarir (7,48,92).
Artmis MPO aktivitesiyle ortaya cikan SOR yerine, oksidatif stresin hiicre ve

dokulardaki etkisi sonucu olusan lipit hidroperoksit, AOPP ve pirrolize protein

diizeyleri primer VUR olan ¢ocuklarda ¢alisildi. VUR grubunda plazma AOPP, lipit

44



hidroperoksit ve serum pirrolize protein diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiki

olarak yiiksek bulundu.

Proteinler oksidan iliskili hasarin hedef maddelerinden biridir (50). Proteinlerin
oksidatif hasar ile biyokimyasal ve yapisal 6zelliklerinin modifikasyona ugramasi,
proteinlerin enzimatik, metabolik ve immiinolojik 6zelliklerinin kaybina neden olur
(50). AOPP, myeloperoksidaz sistemi tarafindan oksidatif hasar sonucu olusan
modifiye proteinlerin genel bir adidir. Son donemlerde AOPP iiremik toksin olarak
kabul gormektedir. Plazma AOPP diizeyleri KBY’de yiikselmekte ve iireminin
progresyonu ile artis gostermektedir (56). AOPP, monosit ve nétrofillerde
solunumsal patlamay1 tetikler. Uremik plazmadan elde edilen AOPP, normal
notrofillerde solunumsal patlamayi tetiklemektedir. AOPP stimiilasyonundan 12 saat
sonra belirgin interlokin-8 salinimi olmaktadir. Ayrica monositlerde timor nekrozis

faktor alfa salinimui artmaktadir (56).

Literatiir gozden gecirildiginde, VUR’da AOPP diizeyleri ile ilgili ¢alisma tespit
edilemedi. Calisma grubundaki hastalarin hepsinde bobrek fonksiyonlart normal
oldugu icin (kan iire azotu, serum kreatin, idrar dansitesi) VUR grubundaki plazma
AOPP diizeylerindeki yiiksekligin, primer olarak VUR’a bagh olabilecegi
diistiniildii. Aktif notrofillerden salgilanan MPO ile ortama ¢ikan HOCI proteinlerle
reaksiyona girerek AOPP olusmaktadir. Organizmada HOCI sadece MPO ile
olugmaktadir. Dolayisiyla calismamizda AOPP diizeylerinin yiiksek tespit edilmesi

artmis MPO diizeylerini desteklemektedir.

Proteinlerin serbest amino gruplariyla lipit peroksidasyon diiriinlerinin reaksiyonu
sonucu yaygin sekilde olusan pirrolize proteinler, organizmanin maruz kaldigi
oksidatif stresin gosterilmesinde bir belirte¢ olarak kullanilabilmektedir. Behget,
Alzhemier ve Parkinson hastaliginda (60,93) seviyeleri yiiksek saptanmis olmasina
ragmen literatirde VUR ile pirrolize proteinlerin iliskisini gOsteren bir caligma
bulunamadi. Pirrolize protein diizeylerindeki yiiksekligin, primer olarak VUR’a baglh

olabilecegi diisiiniildii.
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Lipid hidroperoksit iiriinlerinin olusumu doymamis yag asidi gruplarinin peroksil
radikali bagimli zincir reaksiyonlart sonucu ortaya c¢ikar. Hidroperoksitler
dengesizdirler ve akrolein, 4-hidroksinonenal (HNE) ve malondialdehit (MDA) veya
tiyobarbitiirik asit-reaktif maddeler (TBARS) olarak adlandirilan aldehitler gibi daha
kiigiik kararli bilesiklere parcalanirlar. Daha Onceleri oksidatif stresin gostergesi
olarak MDA, HNE gibi lipit hidroperoksit metabolitlerine bakilsa da bu bilesiklerin
yarillanma Omiirlerinin kisa olmasi nedeniyle son donemde lipit hidroperoksit
diizeylerinin oksidatif stresi daha iyi yansitig distiniildigii icin (51,52)
calisjmamizda serum lipit hidroperoksit diizeyleri calisilmistir. Calismada plazma
lipit hidroperoksit diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek tespit

edildi.

Bu bulgular primer VUR’da nétrofillerin aktive oldugunu ve ortama MPO c¢iktigini,
MPO’nun etkisiyle membran lipitlerinin peroksil radikali ile olusturdugu bir dizi
reaksiyon sonucu lipit hidroperoksit olustugunu ve lipit peroksidasyon iiriinlerinin
proteinlerin serbest amino gruplariyla reaksiyona girmesi sonucu AOPP ve pirrolize

protein olustugunu desteklemektedir.

Literatiir gozden gecirildiginde hem enfekte hem de steril VUR’da lipit
hidroperoksitlerin metaboliti olan MDA’ ’nin yiiksek bulundugunu gosteren az sayida
calismalar mevcuttur. Han ve ark. (88) tavsanlarda yaptig1 ¢calismada hem steril VUR
grubunda hem de enfekte VUR grubunda bobrek dokusunda MDA seviyelerini
kontrol grubuna gore istatistiki olarak yiiksek bulmustur. Ulkemizden yapilan bir
calismada, Bicer ve ark (89) tavsanlarda steril VUR olusturmus ve bu grupta bobrek
MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu
saptamiglardir. Universitemizde yapilan deneysel bir calismada Okur ve ark (90)
tavsanlarda enfekte VUR’da renal dokuda MDA seviyelerini yiiksek bulmuslardir.
Bu calismalardaki sonuglar hayvan deneylerinde ve bobrek dokusunda elde edilmis
olmalarina ve lipit hidroperoksitin yikim {riinleri c¢alisilmasina ragmen

calismamizdaki sonuglarla uyumlu olarak degerlendirildi.

Tiyol gruplari, antioksidan sistemde bulunan ve SOR ve diger serbest radikallerin
(enzimatik veya nonenzimatik yollarla) tahrip edildigini gosteren onemli bir grup

antioksidandir (55). Plazma serbest tiyol gruplart albuminin yapisinda bulunur ve
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plazma antioksidan sistemlerinin en Onemlisini olusturur. HOCI toksisitesinin ¢ok
giiclii olmas1 nedeniyle protein ve aminoasitlerin serbest fonksiyonel gruplarinda
(ozellikle serbest tiyol gruplarinda) oksidatif modifikasyona neden olmakta ve
oksidatif strese bagli doku hasarini ortaya ¢ikarmakta kullanilmaktadir. Daha 6nceki
caligmalarda gosterildigi gibi oksidatif stresin arttigi durumlarda oksidatif stres ve
oksidanlara kars1 tiyol tiikketimindeki artisa bagli olarak plazma serbest tiyol
diizeylerinin azaldigr saptanmistir (54,94). Calismamizda plazma serbest tiyol
diizeyleri VUR grubunda kontrol grubuna gore daha diisiik olmasina karsin istatistiki
olarak anlaml farklilik tespit edilmedi. Ancak bu durumun artmis MPO aktivitesi ve
plazma AOPP, serum pirrolize protein ve plazma lipit hidroperoksit seviyelerindeki

artisa karsilik tiyol tiiketimindeki artisa bagli olabilecegi diisiiniildii.

Han ve ark (88) tavsanlarda enfekte VUR olusturmus ve I. grup tedavisiz izlanmis,
II. gruba melatonin ve III. gruba crannberry (kizilcik benzeri bitki) tedavisi
vermislerdir. Melatonin ve crannberry alan grupta almayanlara gore bobrek MDA
seviyelerinin daha diisilk oldugunu ve bu grupta histolojik olarak renal skar
olusmadigini gostermislerdir. Benzer bir ¢alisma tiniversitemizde yapilmis ve enfekte
VUR olusturulan tavsanlarin bir kismina sadece antibiyotik ve bir kismina da
antibiyotik ve vitamin E tedavisi verilmistir. Vitamin E ve antibiyotik tedavisi alan
grupta bobrek MDA seviyeleri sadece antibiotik tedavisi alan gruba gore daha diisiik
ve renal skar olusma oraninin daha az oldugu gézlemlenmistir (95). Benzer sekilde
Bicer ve ark (89) steril VUR olusturdugu tavsanlarda melatonin tedavisi ile renal
skar olusumunun 6nlendigini ve bu tavsanlarda doku MDA seviyesinin daha diisiik
oldugunu gostermislerdir. Bu bulgular VUR’da antioksidan tedavinin renal skar
olusumunu engelleyebilecegini desteklemektedir. ilaveten VUR’da oksidatif stresin
arttigin1 ve antioksidan sistemlerin azaldigin1 desteklemektedir ki, bu bulgular
caligmamizdaki artmis oksidatif stres belirtegleri ve azalmis tiyol seviyeleri ile

uyumlu olarak degerlendirildi.

Hastalar1 skarli ve skarsiz olarak 2 gruba ayirdigimiz zaman, bu iki grup arasinda
plazma MPO aktivitesi, plazma AOPP diizeyi, plazma lipit hidroperoksit diizeyi,
serum pirrolize protein diizeyi ve plazma serbest tiyol diizeyleri arasinda istatistiki

bir farklilik saptanmadi. Hem skar (+) hem de skar (-) grupta plazma MPO aktivitesi,
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AOPP, lipit hidroperoksit ve serum pirrolize protein diizeyleri kontrol grubuna gore

anlaml yiiksek tespit edildi.

Bu calisma kesitsel bir ¢alisma olup belli bir zaman diliminde primer VUR tespit
edilen hastalar caligmaya alindi. Skarli olan hastalarda skar dokusunun ne zaman
olustugu bilinmemektedir. Hastalarin yas ortalamasinin 6.4 + 3.8 yil oldugu ve skar
dokusunun en sik ilk 2 yasta olustugu g6z Oniine alindiginda, skar dokusunun ¢ok
onceleri olugsmus oldugu diisiiniilebilir. Skar dokusu fibrotik bir doku oldugu i¢in bu
dokudan oksidatif stres belirteclerini yiikseltecek reaksiyonlarin olusamayacagi
diistintildii. Calisma esnasinda idrar Kkiiltiirlerinin steril olmas1 nedeniyle oksidatif
stres belirteclerini yiikseltebilecek enflamasyonun etkisi dislanmistir. Dolayisiyla
skarli ve skarsiz gruplar arasinda oksidatif stres belirtecleri agisindan fark olmamast,
oksidatif stres belirteclerindeki artisin dogrudan VUR’un etkisine bagli oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu durumun skarsiz VUR’lu hastalarda skar gelisimi ya da skarli
VUR’lu hastalarda yeni skar olusumu agisindan risk olusturabilecegini, dolayisiyla

hastalarin izlenmesi gerektigini diistindiirmiistiir.

Reflii derecesine gore hafif, orta ve agir VUR gruplan arasinda plazma MPO
aktivitesi, plazma AOPP diizeyi, plazma lipit hidroperoksit diizeyi, serum pirrolize
protein diizeyi ve plazma serbest tiyol diizeyleri arasinda istatistiki bir farklilik
saptanmadi. Her 3 reflii grubunda da plazma MPO aktivitesi, plazma AOPP, serum
lipit hidroperoksit ve serum pirrolize protein diizeyleri kontrol grubuna gore anlaml
yiiksek tespit edildi. Son zamanlarda yapilan calismalarda VUR derecesi ile renal
skar arasinda herhangi bir iligki olmadigi ve devamli antibiotik tedavisinin bu
hastalarda piyelonefrit tekrarlama oranlarina ve renal skar gelisme insidansina
herhangi bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Renal parankimal skarin reflii
derecesinden ¢ok intrarenal reflii miktar ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (96,97).
Hafif, orta ve agir refli gruplarinda oksidatif stres belirtegleri arasinda fark
olmamasi, oksidatif stres belirteclerindeki artisin reflii derecesinden bagimsiz olarak
dogrudan VUR’a baglh oldugunu desteklemekte ve bu da skarin reflii derecesine

bagli olmadigin1 gosteren ¢alismalart destekleyen bulgu olarak yorumlandi.

Primer VUR’u olan ve skar1 olmayan grupta oksidatif stres belirtegleri nasil renal

skar olan grup kadar yiiksek olabilir? Reflii ile ilgili olusan yapisal ve fonksiyonel
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degisiklikler giiniimiizde halen tam olarak bilinmemektedir. Normalde sifir olan
pelvis ici basinci, VUR nedeniyle mesaneden yansiyan basing ile artar ve yiiksek
basin¢li refliide mesane i¢i basing ile pelvis i¢i basing esitlenir. Artan basincin
intrarenal reflii yoluyla bobrek papillalarindan bobrek parankimine ulagsmasinin skar
olusumunu baslattig1 diisiiniilmektedir (91). Hodson ve ark (30) mesane c¢ikis yolu
obstruksiyonu olusturarak artmis mesane ic¢i basincin bobrege yansimasi ile renal
skar olusabilecegini gostermislerdir. Baek ve ark (98) tavsanlarda yaptigi normal
mesane basingli VUR modelinde mesane dolumu arttik¢a renal pelvis basincinin
artigin1  bildirmislerdir. Tavsanlarda yapilan ii¢  farkli calismada steril VUR
olusturulan gruplarda histolojik olarak skar olmasa bile interstisyel mononiikleer
hiicre infiltrasyonu oldugu gosterilmistir (88-90). Zhang ve arkadaslar1 (99)
koyunlarda normal basinglh steril reflii olusturmus ve histolojik inceleme sonunda
distal tiibiillerde dilatasyon oldugunu tespit etmislerdir. Son zamanlarda Paltiel ve
ark (91) yaptig1 caligmada, domuzlarda diisiik basingl steril refliiniin bile, daha 6nce
normal olan bobreklerde 1limli-fokal kronik interstisyel inflamasyona sebep
oldugunu ve 1 yil i¢inde takipte bu interstisyel inflamasyon alanlarinda fibrozis
gelistirdigini gostermistir. Bu durumun intrarenal reflii varligina ya da mesaneden
yansiyan basincin toplayici kanalda yapti§i basing artisina bagli olabilecegini ileri
siirmiislerdir. Fonksiyonel olarak VUR’a bagl renal degisimler incelendiginde,
Greenfield ve ark (100) domuzlarda yaptigir calismada reflii olan bobrekte normal
bobrege gore total kan akiminda degisim olusmaksizin iist ve alt renal korteks kan

akiminda azalma oldugunu tespit etmislerdir.

Tiim bu bulgular 1s181inda primer VUR’da skar dokusundan ve reflii derecesinden
bagimsiz olarak dogrudan refliiniin etkisiyle (intrarenal reflii ve/veya toplayici
kanallardaki artan basin¢ ve/veya renal kortikal kan akimindaki degisiklikler) renal
parankimal hiicrelerin ve tiibiil epitel hiicrelerin etkilenerek fagositlerin aktive
olabilecegi ve sonugta oksidatif stresle doku hasarinin olusabilecegi ve bu durumun
kronik olarak devam etmesinin fonksiyonel ve yapisal renal hasar olusumuna neden
olabilecegi seklinde yorumlandi. Dolayisiyla VUR'’lu hastalarin reflii derecesine ve

renal skar varligina bakilmaksizin takip edilmeleri gerektigini diisiinmekteyiz.

Primer VUR’da oksidatif stresin renal skar olusumundaki rolii ve antioksidan

tedavinin etkilerini incelemek icin ileri ¢calismalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUCLAR

Primer VUR’u olan 44 c¢ocuk hastada oksidatif stres belirteclerinden MPO
aktivitesi, AOPP, pirrolize protein, lipit hidroperoksit ve tiyol seviyelerini
inceledigimiz bu caligmada asagidaki sonuclara ulasildi:

1- Hasta grubunda oksidatif stres belirteclerinin yiiksek olmasi nedeni ile primer
VUR’da oksidatif stresin dogrudan VUR’un etkisiyle artmis olabilecegi
diistiniildii.

2- Hasta grubunda tiyol diizeylerinin diisiik olmasi oksidatif stresdeki artisa
bagl olarak tiyol kullaniminin artmasina bagli oldugu diisiiniildii.

3- Skarli ve skarsiz gruplar arasinda oksidatif stres belirtegleri arasinda farklilik
olmamasi, skar dokusu olustuktan sonra oksidatif stresde ilave yiikselme
olmayacagi seklinde yorumlandi.

4- Hafif, orta ve agir reflii derecelerinde oksidatif stres belirtecleri arasinda
farklilik olmamasi, oksidatif stresin reflii derecesinden bagimsiz olarak her

reflii derecesinde olusabildigi seklinde yorumlandi.
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EKk tablo 1: Hasta grubunun demografik 6zellikleri

EK TABLOLAR

Isim Dosya No Cinsiyet Yas (y1l) skar Reflii grade
Sag/sol

KK 1319588 K 6 + 3/2
SI 1496927 K 9 + 0/3
oC 1342396 E 7,5 - 32
RA 1408707 K 10,66 + 0/3
YD 1597295 K 8 + 0/3
BT 1207636 K 8 - 1/3
TG 1362963 K 5 + 0/3
HT 1569374 K 8,75 + 3/0
EY 1712594 K 17 - 3/0
GET 1499820 K 8 + 0/4
HS 1767909 K 10,5 + 3/0
HS 1791543 E 2,25 - 2/2
SS 1356112 K 7 + 5/5
AEO 1760218 E 0,5 - 4/0
SK 1412320 K 13 + 3/3
EE 1702820 E 0,2 + 5/0
SA 1731944 E 0,75 + 2/3
7Y 1767815 K 7 + 1/3
CY 1711643 K 12,5 + 3/3
MT 1750815 K 6 + 0/2
EO 1355203 K 12,5 + 0/3
SK 1709944 K 6 + 3/4
EB 1763008 K 2,5 + 3/3
GCB 1242144 K 14,75 + 3/0
ATC 1796502 E 0,33 + 41
GNS 1596282 K 9,5 - 0/2
MS 1783938 K 3,75 + 3/3
EAC 1701457 E 0,75 + 4/4
AS 1780121 E 7,25 + 0/5
RKS 1803166 K 4,75 + 0/3
EK 1408760 K 8,66 + 0/2
Bi 1799004 K 4 + 5/3
SK 1798170 K 8,75 - 0/3
MNC 1765159 K 2 - 0/3
BK 1405315 K 5,33 + 4/4
MA 1356188 K 10,33 + 0/1
MZC 1495489 K 13,75 + 4/4
EA 1590199 E 3,75 - 3/3
CEY 1544273 E 5,25 + 0/3
MD 1793615 K 3,66 + 21
RD 1788525 K 7 - 0/3
ES 1710236 K 5,66 + 31
YFS 1813661 E 4.5 - 3/2
AE 1754437 K 2,5 - 3/3
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Ek tablo 2: Hasta grubunun MPO, AOPP, lipit hidroperoksit, pirrolize protein ve
tiyol diizeyleri

Isim MPO AOPP LHP PP Tiyol
(U/L) (Kloramin (umol/L) (nmol/mg (umol/L)
umol/L) protein)
KK 97,4018 56,8852459 36,6076 0,900827519 336,429
Si 81,7432 41,3114754 47,4352 0,862614986 396,429
OC 90,8995 66,2404372 14,6946 0,8385835 215
RA 80,947 79,5628415 48,7242 0,717685165 260,714
YD 73,7812 85,4863388 42,537 0,937836049 369,286
BT 69,88867 22,6864 0,622232002 187,857
TG 100,852 42,0214 0,70128491 366,429
HT 100,5866 112,590164 34,803 1,191998684 326,429
EY 83,8664 59,8096 0,740619926 379,286
GET 117,8818 96,9617486 36,3498 1,181699582 335
HS 113,6797 59,3661202 40,4746 1,238217036 357,857
HS 98,64033 46,4043716 45,115 1,310408367 383,571
SS 77,6295 59,7923497 39,4434 0,944839416 352,143
AEO 70,10983 52,1530055 39,959 0,778874582 355
SK 61,26317 63,1912568 32,4828 0,80462122 313,571
EE 61,3074 38,3715847 18,8194 1,057438318 237,857
SA 109,6987 40,0655738 38,9278 1,146475743 349,286
7Y 85,4588 37,0601093 56,2004 0,86784122 445
CYy 108,3717 82,295082 25,0066 0,776849431 272,143
MT 122,5263 71,9781421 36,6076 0,875033804 336,429
EO 103,9483 66,5136612 38,4122 1,058537526 346,429
SK 92,00533 45,4863388 31,4516 1,357488462 307,857
EB 107,7082 49,420765 29,9048 1,090064289 299,286
GCB 109,4775 55,2459016 31,7094 1,280961483 309,286
ATC 103,506 75,3224044 31,7094 1,104118913 309,286
GNS 116,3337 65,1584699 29,1314 0,949509077 295
MS 116,5548 73,3989071 39,959 0,901783231 355
EAC 73,2786885 52,3334 0,539143427 423,571
AS 123,8533 60,4590164 38,4122 0,431007979 346,429
RKS 104,1695 67,442623 36,092 0,964715281 333,571
EK 76,74483 42,6885246 37,8966 0,790168491 343,571
BI 118,3242 40,5027322 30,6782 0,907001136 303,571
SK 109,2563 88,579235 24,2332 0,726497331 267,857
MNC 107,2658 73,2786885 40,2168 0,864556216 356,429
BK 83,601 71,5409836 24,7488 0,642461783 270,714
MA 72,985 67,1147541 49,2398 0,650755414 406,4286
MZC 89,35133 54,1530055 39,7012 0,895870623 353,5714
EA 102,4002 67,8142077 40,4746 1,013148231 357,8571
CEY 106,6023 72,6994536 37,381 0,78232533 340,7143
MD 101,0732 70,4043716 63,6766 0,768602183 400,7143
RD 87,36083 49,8579235 21,913 0,836455885 255
ES 117,2183 51,2786885 48,2086 0,905798217 400,7143
YFS 88,2455 39,9453552 47,4352 0,810718666 396,4286
AE 81,6105 66,9071038 39,959 0,724378547 355
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EKk tablo 3: Kontrol grubunun demografik 6zellikleri

Isim Cinsiyet Yas (y1l)
GK K 6,33
AE E 0,5
SA K 9,75
FB K 13,33
ES K 7,5

BNY K 7,66
HK K 5
CK K 3,25
EG E 3,33
DS K 10,33
GS K 11,33
SK K 8
SG E 0,75
MB K 11
GE K 6
HK K 3,66
AT K 2
SA E 6,5
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Ek tablo 4: Kontrol grubunun MPO, AOPP, lipit hidroperoksit, pirrolize protein ve tiyol

diizeyleri
Isim MPO AOPP LHP PP Tiyol
(U/L) (kloramin (umol/L) (nmol/mg (umol/L)
umol/L) protein)
GK 40,6062 39,19125683 28,6158 0,722976997 349,285714
AE 65,023 14,81967213 15,2102 0,609597361 360,714286
SA 64,4922 30,83060109 19,8506 0,587186074 315
FB 74,8428 31,59562842 24,2332 1,011006389 410,714286
ES 70,8618 30,17486339 20,1084 0,73419165 316,428571
BNY 65,8192 34,87431694 14,179 0,466016947 355
HK 47,5066 17,49726776 19,335 0,786745477 240,714286
CK 48,8336 40,39344262 15,2102 0,750318134 360,714286
EG 44,0564 25,20218579 18,8194 0,450027704 380,714286
DS 36,0944 17,22404372 18,046 0,221658424 376,428571
GS 51,4876 18,04371585 14,6946 0,530170871 329,285714
SK 57,061 34,27322404 10,0542 0,585006446 332,142857
SG 32,1134 23,3442623 14,9524 0,370918854 330,714286
MB 32,3788 31,92349727 27,069 0,44836184 426,428571
GE 57,5918 16,95081967 27,069 0,608391196 426,428571
HK 67,4116 32,41530055 23,9754 0,639167968 462,142857
AT 54,6724 36,40437158 27,5846 0,569360325 309,285714
SA 82,8048 33,07103825 17,5304 0,517919479 373,571429
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