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GENEL BILGILER

1- SERBEST RADIKAL VE ANTIOKSIDAN SAVUNMA
KAVRAMLARI

Serbest radikal atomik yada molekuler yapilarda ¢iftienmemis tek elektron
béltimlerine verilen isimdir. Bu molekuilere oksidan molekdller veya reakiif
oksijen partiktilleri de denmektedir. Orbitallerde ciftler halinde bulunan elektronlar
cok stabil oldugundan, serbest radikaller baska molekdiller ile ¢cok kolayca
elektron aligverigine girip onlarin yapisini bozarlar (1). Organizmada pekgok
ttrde reaktif oksijen partiklt (ROP) olusabilir (Tablo 1) (2). Ancak en¢ok olusani
lipid yapilarla olanidir.

Tablo 1 : Reaktif Oksijen Partikiilleri (Oksidanlar)

1 - Radikaller : Sidperoksit radikal  (O,)
Hidroksil radikal  (OH")
Alkoksil radikal (LO)
Peroksil radikal  (LOO)
2 - Radikal olmayanlar: Hidrojen peroksit (H,0,)
Lipidhidroperoksit (LOOH)
Hipoklorik asit (HOCI)
3 - Diger : Singlet Oksijen

Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gecip hlcreler Gizerinde bazi
fizyolojik rollere sahip olabilir fakat giftlenmemis elektrona sahip olmadigindan
radikal olarak adlandiriiamaz. Bu nedenle reaktif oksijen partikUlleri siiperoksit
(O,) ve hidroksil (OH") gibi radikaller, ayrica hidrojen peroksit (H ,O,) gibi radikal
olmayanlar icin ortak olarak kullanilan bir terimdir. Bu maddeler oksidanlar
olarak da adlandirilirlar (3).



Tablo 2'de ise oksidanlarin in vivo ortamdaki kaynaklari gorilmektedir (4).

Tablo 2 : Oksidanlann_Kaynaklari

I - Normal biyolojik iglemler
1- Oksijenli solunum
2-  Katabolik ve anabolik iglemier

Il - Oksidatif stres yapici durumlar
1-  iskemi - hemoraiji - travma - radyoaktivite - intoksikasyon
2-  Ksenobiotik maddelerin etkisi
a) inhale edilenler
b)  Aligkanik yapan maddeler
c) llagiar
3-  Oksidan Enzimler
a) Ksantin oksidaz
b)  Indolamin dioksigenaz
c) Triptofan dioksigenaz
d}  Galaktoz oksidaz
e) Siklooksigenaz
f Lipooksigenaz
Q) Monoamino oksidaz
4) Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5) Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgianma
(ndtrofil, monosit, makrofaj, eosinofil, endotelyal htcreler)
6) Uzun sireli metabolik hastaliklar
7) Diger nedenler : Sicak goku, gilines igini, sigara
il - Yaglanma Sdreci

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu énleyen veya geciktirebilen maddelere
antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir. Belirli bir Ust dlzeye
kadar olabilen oksidan molekdul artigi yine vicutta daima belirli bir dGzeyde
bulunan dogal endojen antioksidan molekuller tarafindan etkisiz hale
getirimektedir (5). Bdylece saglikh bir organizmada oksidan dlzeyi ve

antioksidanlarin bunlan etkisizlestirme gticl bir denge (Homeostasis) icindedir

(Sekil 1).

Y  HOMEOSTAsiS ¢

OKSIDANLAR st - DOGAL
BELIRLI ANTIOKSIDANLAR
DUZEYDE YETERLI

Sekil 1 : Oksidan ve antioksidan dengesi.
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Oksidanlar belirli diizeyin Uzerinde olusur veya antioksidanlar yetersiz
olursa (veya antioksidanlann duzeyi artarsa) yani homeostasis bozulursa
sdzkonusu oksidan melekller, organizmanin yap! elemanlan olan protein,
lipid, karbohidrat, nukleik asit ve yararl enzimlerini bozarak zararli etkilere yol
acarlar (Tablo 3) (6,7).

Tablo 3: Artmig Oksidanlarin Zararlari

- Hicre organelleri ve membranindaki lipid ve protein yapisini bozarlar,

- Hucre ici yararh enzimleri etkisizlesgtirirler,

- DNA'y: tahrip ederler,

- Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar,

- Litik enzimleri aktive ederler (Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipooksigenaz,
siklooksigenaz, ksantin oksidaz, indolamin dioksigenaz, triptofan
dioksigenaz, galaktoz oksidaz),

- Hicrenin potasyum kaybini arttirirlar,

- Trombosit agregasyonunu arttirirlar,

- Dokulara fagosit toplanmasini kolaylagtiririar,

- Hucre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini
ve transmitterleri yikarlar,

- Kapiller gecirgenligi bozarlar.

Membran lipidleri, oksidanlarin en 6nemli hedeflerindendir. Membran
lipid peroksidasyonu sonucu membran bltinligu bozulur, membran proteinleri
ve membran reseptérleri ayrica bunlara baglanan enzimler inaktive olurlar.
Membran lipid hasart sonucu sitotoksik olarak bilinen malondialdehid (MDA)
gibi yan UrUnier de olusur (8).



Memeli hicrelerinde oksidan Urunlere karsi korunma baz prensipler iginde

gerceklesmektedir (Tablo 4) (1).

Tablo 4 : Oksidanlarla Miicadele Agamalan

1-  Oksidanlan arttirici etkenlerden uzaklagmak,
2- Tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlan kirmak,
3- Oksidan salgilayan hticreleri etkisizlestirmek,
4- Artmig oksidanlan etkisizlegtirecek antioksidaniari kullanmak.

Oksidanlarin organizmadaki duzeylerini arttirict etkenler olarak dzellikle
oksidatif stres yapici nedenlerin ve risk faktorlerinin iyi belirlenmesi, bunlardan
uzak durulmasi ve varsa etkileri ile micadele edilmesi ilk yapiimasi gereken
girisim olmalidir.

ikinci girisim ise doku hasarina yol acan olayin etkisiyle tetikienen
biyokimyasal reaksiyonlari bir veya birkag basamaginda kirmaktir. (Lipid
peroksidasyonu inhibitdrleri, siklooksigenaz inhibitdrleri)

Uglinc micadele yolu olusan mediyatdrlerle aktive olan nétrofiller basta
olmak Uzere inflamatuvar hucrelerin lezyon yerine hlicumunu ve orada asiri
birikimini énlemektir (1).

Oksidan molekdllerle miicadelede Uzerinde durulacak esas girisim, belirli
dizeyi agmis oksidanlara dogrudan etki edip onlari inaktif hale getiren
antioksidanlardir. Antioksidan savunma elemanlan hiicre igi ve hiicre disi
ortamda farkiidir. insanda en bellibasl hucre ici antioksidanlar superoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleridir (1).
SOD’un yapisinda bakir, ginko ve manganez, GPx ’de ise selenyum iyonu
bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da adiandirilirlar. Hucre i
ortamin aksine hucre digi ortamda SOD, GPx ve CAT enzimlerinin aktivitesi
cok sinirlidir. Bu nedenle hiicre disi ortamda antioksidan savunmadan E ve
C vitamini, transferrin, haptoglobin, seruloplasmin, albumin, bilirtibin, beta
karoten ve alfa-1 antitripsin sorumludur (9,10,11,12).



2- BOBREKTEKI ANTIOKSIDAN ENZIMLER
(islevieri ve Diizenlenmesi)

Son yillarda yapilan hayvan galismalarinda reaktif oksijen partikullerinin
(ROP) akut - kronik ve/veya immun - immiin olmayan bdbrek hastaliklarinda
patofizyolojik Snemleri saptanmistir (Tablo 5) (13). Bébrek dokusu veya idrarda
oksidan hasar Urtnlerinin saptanmasi yaninda ROP inhibitdrleriyle koruyucu

etkinin gosterilmesi bu iligkiyi kanitiamigtir.

Tablo 5 : Reaktif oksijen partikiillerinin patogenezinde rol oynadidi
digunilen bébrek hastaliklar

- Glomeriiler hastaliklar
Minimal lezyon hastalidi
Membrandz nefropati
Nétrofil infiltrasyonu sonucu gelisen hasarlar

- Akut Bobrek Yetmezligi
Post - iskemik
Toksik (Cis-platinum, gentamisin, kontrast ilaglar,
myoglobinuri, hemoglobindri, radyasyon,
hemolitik - Gremik sendrom)

- Obstriiktif nefropati
- Pyelonefrit

ROP kaynaklari bébrek hiicreleri, nétrofiller veya dolasimdaki diger hiicreler
olabilir. Glomertler mesangial hUlcreler kompleman 5b-9-membran
kompleksleriyle reaksiyona girdikierinde ROP sentezliyebilirler. Bdbreklerde
olugan ve doku hasarina yol agan oksidan radikaller, antioksidan savunma

sistemleriyle temizlenirler. Puromisin aminoniikleozid ile olusturulan renal toksisite



yogdun proteinUriyle karakterizedir ve gelisen glomerdler lezyon ultrastriktirel
olarak minimal lezyon hastalidyla aynidir. Glomer(lde ksantin oksidaz aktivitesi
ve aldehid dizeyi (nonspesifik lipid peroksidasyon Grtinl) artmis olarak saptanir
(14,15). Superoksit dismutaz (SOD) veya katalaz (CAT) enziminin eksojen
olarak uygulanmasiyla iglevsel ve yapisal iyilesme hizlandiriabilir. Bu spesifik
antioksidan enzimlerin etkinligi iskemi/reperflizyon hasari gibi birgok deneysel
galigsmada gosterilmistir (16,17).

Endojen antioksidan enzimler, bébreklerin oksidan hasarina karsi
geligen temel savunma sistemidir: E vitamini ve selenyumdan fakir diyetle
beslenen hayvanlarda antioksidan aktivitede yetersizlik nedeniyle yogun proteindiri
ve glomeruler filtrasyon hizinda (GFR) azalma saptanmistir (18). Sicanlar
Uzerindeki galismalarda dietiltiokarbamat ile SOD depresyonu yapildi§inda
puromisin aminonukleozide bagl nefrotoksisitenin siddetlendigi gdzlenmistir
(18).

Rhabdomyolize bagli gelisen akut bébrek yetmezligi oksidan stresin
6énemli rol oynadigi klinik tablolardandir. Dimetiltiolire veya desferrioksamin
uygulanmasiyla guglendirilen antioksidan savunma sonucu azalmis olan GFR
Uzerine olumlu etki yapilir (18,19).

Oksidatif bGbrek hasarinda endojen antioksidan enzimlerin belirgin koruyucu
etki géstermeleri yukarida belirtilen iki galismanin da ortak noktasidir. Minimal
lezyon hastaliginda tedavide kullanilan glikokortikoidler glomerdler ayaksi
cikint kaybini ve glomertiler lipid peroksidasyon Grlinlerinin olusumunu azaltrrlar,
antioksidan enzimleri arttinrlar (15).

Renal Antioksidan Enzimlerin Lokalizasyonu ve Reglilasyonu: Renal
antioksidan enzimler postnatal gelisim gosterirler. Oberley ve arkadaslari,
hamster bdbreklerinde SOD ve CAT enzimlerinin immiinohistokimyasal
yontemlerle lokalizasyonlarini aragtirmiglardir. Bu galigmada dogumdan énce
pozitif boyanmanin olmadigi, dogumdan sonra ilkk pozitif boyanmanin
juxtameduiller bélgeden bagladigi ve izlemde kortikal nefronlara dogdru genisleme
gosterdigi saptanmigtir (20). Diger hiicrelerde oldugu gibi bébrek hiicrelerinde
de birgok biyolojik uyaryla antioksidan enzimlerin aktivitesi artar. Ornegin

sicanlarda glomerGler mesangial hiicreler hidrojen peroksidle enktibe edilecek



olursa SOD aktivitesi anlamli olarak artar (18). Iskemi/reperflizyon modelinde

SOD, GPx ve CAT birlikte artar. Glomertler endotelyal hlicreler metilprednisolon

ile enklbe edildiginde ortamda SOD ve CAT enzim dUzeyinin artuidi gorulebilir

(up-regulasyon).

Asagidaki drmeklerde de gorllecedi gibi bobrekler oksidan hasara ugradiktan

sonra ortamdaki lokal antioksidan savunma genlerinin aktivasyonu sonucu

antioksidan enzimlerin regulasyonu saglanir {(18,19):

Hidrojen peroksit

ij—-LLLC-PM hacreleri (Domuz bébreginden elde edilmig

proksimal tubulus hiicrelerine
(+) benzeyen hucreler)

Hem - oksigenaz enziminin
mRNA ekspresyonu artar

(+)

[—"Mesangial hicreler —=SOD mRNA dlzeyi artar

(+)

—  Renal epitelyal hiicreler—= CAT ve GPx diizeyi artar

Sonug olarak bdbrekler, oksidan stres karsisinda antioksidan savunmasini
kullanir. Bu savunma dogal ve tedavi edici uyaricilarla gliglendirilebilir. Béylece
bircok bobrek hasarina kargi yeni tedavi yaklasimlan gelistirilebilir.



3- KRONIK BOBREK YETMEZLIGI OLAN
HASTALARDA OKSIDAN STRES VE
ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMINDEKI
DEGISIKLIKLER

Kronik bdbrek yetmezliginde (KBY) serbest radikaller (lipid peroksidasyonu)
artmig, antioksidan savunma ise azalmistir (21,22,23,24).

KBY kompleks bir patolojidir. Ateroskleroz, kardiyak tutulum ve amiloidoz
gibi sistemik etkilerin olusmasinda serbest radikallerin asin Uretiimesinin de
katkisi olabilir. Uremik hastalardaki aneminin nedenlerinden biri de eritrosit
membranlarindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunun artmasi ve/veya
enzimatik antioksidan savunma sistemindeki yetersizliktir (25,26,27).
Tablo 6’da HD hastalarinda artmig lipid peroksidasyonu ve azalmis antioksidan
savunma sebebleri 6zetlenmistir (28,29,30,31,32).

M.J. Richard ve arkadaglarinin 1991 yilinda yaptiklan calisma ile Gremik
hastalarda hemodiyaliz (HD) ile selenyum ve ¢inko kaybi sonucu antioksidan
metaloenzim aktivitelerinin azaldigi ve HD gdéren grupta lipid peroksidasyonun
arthd) saptanmistir (25).

Matkovics ve arkadaglar 1988 yilinda yaptiklan galismalarinda eritrosit SOD
ve CAT aktivitelerinde HD ©&ncesi azaima ve HD sonrasi normailesme
saptamiglardir. Lipid peroksidasyonunda ise artma oldugunu bildirmislerdir
(26).



Tablo 6: HD hastalarinda artmig lipid peroksidasyonu ve azalmis antioksidan
savunma sebebleri .

Artmig lipid peroksidasyonu Azalmig antioksidan
(Oksidan stres) savunma
Uremiye bagh toksik metabolitler Uremik hastalarda besienme
bozuklugu sonucu eksik alim,
Hemodiyalizin etkisi HD’le kayipla plasmada E

vitamini ve iz elementlerin (bakir
a) Hemodiyaliz membranlar nedeniyle  ginko-selenyum)eksikligi.
I6kosit ve kompleman sisteminde

aktivasyon
b) Heparinin etkisiyle serbest yag Eritrosit Na*-K* ATP-az ve
asidi artimi asetilkolin esteraz enzim

aktivitesinde azalma
¢) Diyalizat sivisi

(Kloramin ve iz elementlerin Eritropoietin eksikligi
konsantrasyon farki) (veya etkisine direnc)
e) Diyaliz sirasinda hastalardan Uremiye bagh toksik
iz element ve vitamin kaybi metabolitlerin antioksidan
savunma enzimlerini inhibe
etmesi.

fy Termal hasar

Rudko ve arkadaglan 8 HD hastasinda yaptiklari calismalannda rekombinant
DNA teknolojisiyle Uretilen insan eritropoietininin (r-HUEPQ) hizianmig lipid
peroksidasyonunun bir géstergesi olan yliksek malondialdehid (MDA) duzeyini
normallestirdigini bildirmislerdir (33).

Djordjevic ve arkadaglan ise 9 HD hastasinda yaptiklar galigmalarinda
r-HUEPO tedavisiyle SOD ve CAT enzimi aktivitelerinde hemoglobin
konsantrasyonundaki artiga paralel olacak sekilde artma oldugunu saptamislardir
(34).

Zachee ve arkadaslar ise 1993 yilinda yaptiklari calismalarinda KBY
hastalarinda r-HUEPO tedavisinin Greminin pro-oksidan etkisiyle olusan eritrosit
yikimini azaltmadigini saptamiglardir (35).



Yukarida belirtilen galismalarda, HD tedavisi géren KBY hastalarinda
r-HUEPO’nun oksidan stres ve antioksidan savunma lzerine etkileri gdsterilmis
fakat galisma sonuglarinda farkliliklar gézlenmigtir. Ayrica r-HUEPO’nun bu
sistemler Uzerine hangi mekanizmalarla etki yapti§i da net olarak aciklanmamigtrr.

Bu galismanin amac, HD tedavisi gbéren hastalarda r-HUEPO’nun oksidan
stres ve antioksidan savunma sistemleri Uizerine etkilerinin arastirimasidir.
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GEREC VE YONTEM

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakuiltesi i¢ Hastaliklart Nefroloji biriminde
izlenen ve son dénem bdébrek yetmezlidi nedeniyle hemodiyaliz (HD) tedavisi
goren hastalardan 15 tanesi gcalismaya alinmistir. Calisma grubundaki 15
hastadan ise 13l istatistiksel olarak degerlendiriimigtir. 13 HD hastasi (4 erkek
- 9 kadin) ’nin yas ortalamasi 41,4 +17 (14-70 yil) olup; ortalama hemodiyaliz
siresi 18,4 aydr (4-36 ay). Uremik ve anemik olmayan 13 kisi de (7 erkek,
6 kadin) kontrol grubu olarak segilmistir. Kontrol grubunun yas ortalamasi
45.6+12.9 yildr.

Son 3 ay iginde kan transflzyonu vyapilanlar, demir depo hastal
saptananlar, sigaraicenler ve r-HUEPO kullanim &ykUsU olan hastalar calismaya
alinmamigtir. HD hastalarina diyaliz seansinda kuprofan membran ve asetatl
diyalizat kullanidmistir. Hastalara haftada (¢ kez dérder saatlik hemodiyaliz
tedavisi uygulanmistir. HD tedavisi géren ve hemoglobin degeri 10-11gr/dl
(Htc %30-33) nin altinda olan hastalardan r-HUEPO (Epoetin-a, CILAGR)
3x4000U/hafta subkutan (SC) tedavisine baslamadan énce ve hedef hemoglobin
degeri 10-11 gr/dl (Htc %30-33)’ye ulasildigi dénemde (diyaliz seansindan
6nce) 10 cc heparinli periferik ventz kan alinmistir. Kan alinirken turnike
uygulanmamigtir. Alinan heparinli periferik venéz kan érneginden oksidan
stresi tayin etmek igin plazma MDA, antioksidan savunma igin total GPx ve
eritrosit SOD duzeylerine bakiimistir.

Eritrosit SOD ve total kan GPx aktiviteleriyle plazma MDA miktarlan
Shimadzu UV-1201 V spektrofotometri cihazi ile saptanmistir. r-HUEPO tedavisi
oncesi ve sirasinda elde edilen degerler Wilcoxon eslestiriimis 2 érnek testi
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Kontrol grubu ile galisma

grubu ise Mann-Whitney U testi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

1-  Eritrosit SOD aktivitesinin olgiilmesi :

Eritrosit SOD aktivitesi Randox’'un RANSOD (Kat. No. SD 125) kiti ile
arastirimigtir. SOD’un rolG oksidatif enerji sUrecleri arasinda olusan toksik
superoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekuler oksijene dismutasyonunu
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saglamaktir. Calisma ydntemi , stiperoksit radikalleri olusturmak (izere ksantin
ve ksantin oksidazi kullanir. Olusan stiperoksit radikalleri 2-4-iodophenil -
3-4 nitrophenol - 5-phenyltetrazolium chloride (INT) ile reaksiyona girerek,
kirmizi formazan renk olusturur. Yontemin esasi, bu reaksiyonun SOD tarafindan
inhibisyon derecesine dayanrr.

Ksantin Oksidaz
Ksantin —————m——  (Jrik asit + O,
IN.T. + O, == Formazan renk
02— SO#D— H202 + 02
Spektrofotometrik iglem :
Dalga boyu : 505

Kuvet 1 1ecm gk yolu
Sicaklik : 37 derece
Olglim . Havaya karsi

A : Orneklerin Hazirlanmasi

0.5 ml heparinize tam kan 3.000 rpom’de 10 dakika santrifij edilerek
plazmasi uzaklastiriidi. Daha sonra eritrositler, 3 mi %0.9 NaCl ile dért kez
yikandi. Yikanmig eritrositlere 2 ml soguk redistile su eklenip, +4 derecede
15 dakika bekletildi. Eide edilen hemolizat 0.01 molar fosfat tampon (pH :
7.0) ile seyreltildi. 25 kat seyreltme (seyreltme kat sayisi : 100) ile, érneklerin
inhibisyon ylzdesi %30-60 arasinda olacak sekilde ayarlandi. Seyreltilmis
érnege 1.7 mi kansim substrat eklenip iyice kanstirildi. Kér icin, 0.05 ml fosfat
tampona 1.7 ml karisim substrat eklendi. Daha sonra érnekler ve kére 0.25ml
ksantin oksidaz eklendi ve ayni anda stire baglatildi. 30 saniye sonra baslangic
absorbansi (A1) ve bundan 3 dakika sonra son absorbans (A2) okundu.
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B. Standartlarin Hazirlanmasi
Standart egri icin standart sollsyonun ardarda diltsyonlari 0.01 molar
fosfat tampon (pH :7.0) ile yapildi.

S5 5ml S6 5ml fosfat tampon
S4 5mi S5 5ml fosfat tampon
S3 5ml S4 5ml fosfat tampon
S2 5mi S3 éml fosfat tampon

S1 : Kér (fosfat tampon)

Daha sonra apsis standart konsantrasyonu, ordinat inhibisyon ylizdesini
gbsterecek gekilde grafik cizildi.

C- Sonuglann Hesaplanmasi :
Standart ve érnekler igin 6A

A2 - A1
= OA standart veya drnek
3
OA std./dak. _
100 - x 100 = Inhibisyon ylizdesi (%)
OA kér/dak.

Her bir standart konsantrasyon igin inhibisyon ylizdesi hesaplandi ve
grafikte igaretlendi. Ayni formdil ile drneklerin inhibisyon ylzdesi hesaplandi.
Bu inhibisyon ytzdeleri kullanilarak érneklerin SOD Unite/ml olarak degerleri
standart egriden bulundu. SOD Unite/ml x seyreltme faktéri = SOD (inite/
ml tam kan degeri hesaplandi. Bu yontem ile dlclilen eritrosit SOD aktivitesi
SOD unite/gr. hemoglobin olarak ifade edildi.

SOD U/ml

= SOD U/gr Hb
gr Ho/ml
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2- Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Olgiilmesi

GPx aktivitesi Randox’un RANSEL (Kat. No. RS 504) kiti ile saptand..
Bu &lgim Paglia ve Valentine’in tanimladidi metoda dayanir (36). GPx, kimene
hidroperoksit ile glutatyonun (GSH) oksidasyonunu katalizler. Glutatyon rediiktaz
(GR) ve NADPH varliginda, okside glutatyon (GSSG) sUratle indirgenmis
formuna cevrilir bu sirada NADPH, NADP *’e okside olur. Spektrofotometrede
340 nm’de absorbanstaki azalma &l¢UlUr.

2GSH + ROOH ——Cr% e ROH + GSSG +H,0

GSSG + NADPH + H* ——CR e NADP* + 2GSH

Spektrofotometrik iglev:

Daiga boyu 340

Kuavet : icm isik yolu
Sicaklik X 37 derece
Olctim . Havaya kars

A - Orneklerin Hazirlanmasi

Heparinize tam kan kullanild.

insan kan érneklerinin seyreltimesi icin Drabkin solusyonu kullanildi. Bu
iglemin nedeni, insan kaninda yanlis olarak yUksek degerler verebilen
peroksidaziarin pozitif interferansini 6nlemektir. 0.05 ml heparinize tam kana
1 mi seyreltici ajan eklenip 5 dakika oda sicakli§inda inklibe edildi.Daha sonra
1 ml Drabkin sollisyonu eklendi ve bu iglemden sonra 20 dakika icinde érnekier
degerlendirildi. Seyreltilmig 6rnege 1 ml sollisyon eklenip karistirildi. Kér igin
0.02 mi distile suya 1 ml soliisyon eklendi. Daha sonra kére ve érneklere 0.04
ml kGmen eklenip 1 dakika sonra kér ve érnedin baslangic absorbanslari

okundu, ayni anda sire baglatidi. Bundan 1(A1) ve 2 dakika (A2) sonra
absorbanslar tekrar okundu.
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Sonuglarin Hesaplanmasi

GPx konsantrasyonu asagidaki formul ile hesaplandi.
U/L hemolizat = 8412 x 8A 340 nm/dk

0A = 8 o6rnek - & kor

Al + A2

OA (6rnek veya kor igin) =
2

U/L hemolizat x 41 = U/L tam kan hesaplandi. (U/L hemolizat seyreltme

faktort ile carpildi).

3-

GPx aktivitesi U/gr Hb olarak ifade edildi.

MDA Olgiimii
MDA ( Tiyobarbitirik asit reaktif maddeler : TBARM) Satoh ve Yagi’den

modifiye edilen yéntemle saptandi (37).

Kapali santrifyj tiplerine 0.5 mi 6rnek, 4mi N/12H SO, ekienip karigtiriidi,
Uzerine %10’luk fosfotungstik asit eklendikten sonra oda isisinda 5 dakika
bekletildi,

3000/dk’da 10 dakika santriflij edilip sUpernatant atildi,

Presipitata 2.5 ml H,SO, eklenip karistinidiktan sonra yeniden santrifljj
edilip supernatant atid,

Ornek ve kére 2.5 ml, standarda (0.5 ml) 2 ml N/12 H,S0O, ve her birine
3’er ml tiyobarbitlrik asit konulup karistirildi,

Ornek standart ve kor tUpleri 60 dakika kaynar su banyosunda tutuldu,
sonra sogutuldu,

Olugsan pembe renk 3ml n-butil alkol ile ekstrakte edildi,

Ornek ve standartlarin absorbanslar, kére karsi 530 nm’de okundu,
Apsis standart konsantrasyonunu, ordinat absorbans degerlerini gdsterecek
sekilde grafik cizildi. Orneklerin MDA miktarlari grafikten bulunup
nm/mi olarak ifade edildi.
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SONUCLAR

Dederlendirmeye yaglar 14 ile 70 arasinda degisen (ort 41,4 +17) toplam
13 HD tedavisi géren KBY hastasi alinmigtir (4 erkek - 9 kadin). Bu hastalarin
ortalama HD sUresi 18.4 aydir (4-36 ay).

Caligmaya alinan hastalarin yas-cinsiyet-diyaliz stresi ve KBY etyolojisine
gobre dagilimi Tablo 7’deki gibidir.

Tablo 7 : Calismaya alinan hastalarin _dagilimi

Hasta No Diyaliz $ekli Diyaliz Yas (yd) Cinsiyet Tani
Siiresi (ay)
1 HD 6 49 Erkek Kr Pyelonefrit
2 HD 13 23 Kadin Amiloidoz (FMF)
3 HD 12 61 Erkek Hipertansif nefroskleroz
4 HD 2 19 Kadin Henoch - Schonlein
5 HD 4 60 Kadin Diyabetik nefropati
6 HD 22 62 Kadin KBY (Etyoloji ?)
7 HD 17 60 Kadin Hipertansif nefroskleroz
8 HD 36 60 Kadin KBY (Etyoloji?)
9 HD 36 70 Kadin Polikistik Bobrek (ADPKD)
10 HD 21 28 Kadin Alport sendromu
11 HD 14 14 Erkek KBY (Etyoloji ?)
12 HD 27 46 Kadin Diyabetik nefropati
13 HD 29 32 Kadin Kr. Pyelonefrit

iki hasta ise agagjida belirtilen sebeblerden dolayi calisma disi birakilmistir:

a) 1 hastanin bagka hastaneye sevk ediimesi,

b) 1 hastanin metastatik kolon ve serviks karsinomu nedeniyle exitus olmasi.
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Kontrol grubunun plazma MDA- total GPx ve eritrosit SOD dederleri Tablo
8'de gérulmektedir.

Tablo 8 : Kontrol grubunun sonuglan

Kontrol grubu MDA _SoD . GPX Hgb

(nm/mil) (U/gr Hb) (U/gr Hb) (gr/dl)
Kontrol 1 0.75 643.382 74.811 13.6
Kontrol 2 0.30 1162.25 85.65 15.1
Kontrol 3 1.3 1699.12 115.98 11.3
Kontrol 4 0.4 408.45 95.94 14.2
Kontrol 5 0.3 556.39 53.16 13.0
Kontrol 6 1.3 1098.59 47.36 14.2
Kontrol 7 0.25 939.65 199.20 11.6
Kontrol 8 0.95 562.08 84.53 15.3
Kontrol 9 0.90 1493.51 172.45 15.4
Kontrol 10 0.05 1015.38 176.43 13.0
Kontrol 11 0.5 487.50 175.32 12.0
Kontrol 12 0.8 570.47 50.92 14.9
Kontrol 13 0.3 458.06 47.84 15.5
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HD tedavisi géren hastalarda 3x4000 U r-HUEPO tedavisine gegilmeden
once ve daha sonra idame tedavisi sirasinda alinan plazma érneklerinden elde
edilen MDA-total GPx-eritrosit SOD sonuglari Tablo 9'da, kontrol grubu ile

galisma grubunun ortalama sonuclari ise Sekil 2’de gdruimektedir.

Tablo 9 : Calisma Grubunun Sonuglars.

n EPO Oncesi SOD  EPO Sonrasi SOD EPO Oncesi GPX EPO Sonrasi GPX

(O/gr Hb) (O/gr Hb) (O/gr Hb) (U/gr Hb)

1 420.000 490.74 75.876 116.560
2 1082.350 1633.30 53.762 66.104
3 298.969 850.40 83.556 66.077
4 453.333 712.87 55,182 112.687
5 409.090 970.30 40.312 129.761
6 645.161 1600.00 50.064 78.558
7 348.837 784.30 84.217 65.935
8 500.000 552.00 31.766 154.511
9 529.549 647.06 42.266 273.884
10 261.538 629.90 54,386 52.955
11 548,078 805.60 54,678 141.824
12 564.102 762.80 35.373 170.919
13 675.373 712.87 64.345 128.053

n EPO Oncesi MDA EPO Sonrasi MDA  EPO Oncesi Hgb EPO Sonras) Hgb

(nm/ml) {nm/ml) (gr/dl) (gr/di)

1 0.30 1.60 9.5 10.8

2 3.40 1.15 8.5 12.0

3 1.00 1.25 07 10.7

4 1.85 3.20 7.5 101

5 1.60 1.90 7.7 10.1

6 1.35 0.50 6.5 10.9

7 1.15 1.20 8.6 10.2

8 0.20 1.90 7.6 125

9 0.50 2.05 5.1 6.8

10 5.85 1.95 6.5 12.7

11 0.80 2.05 8.2 10.7

12 1.10 2.50 7.8 11.3
i3 0.50 1.95 6.7 10.1

18



r-HUEPO éncesi HD grubunda kontrol grubuna gére plazma MDA degeri
anlaml olarak yuksek (p<0.05), eritrosit SOD ve total GPx enzim duzeyleri
ise anlaml olarak disulk bulunmustur (sirasiile p <0.01 ve p<0.001). r-HUEPO
tedavisiyle ayni HD hasta grubunda bu kez SOD ve GPx dederlerinde tedavi
6ncesine gére anlamh olarak artma (sirasi ile p <0.01 ve p<0.01) saptanmistir.
Bu degerler kontrol grubunun degerlerine yakindi ve aralarinda istatistiksel
olarak anlaml fark yoktu. r-HUEPO tedavisiyle plazma MDA dlizeyinde tedavi
dncesine gbre artis saptanmistir fakat bu artig istatistiksel olarak anlamii
bulunmamigtir. Kontrol grubuyla karsilastiridiginda ise anlamii olarak yliksek
saptanmigtir (p<0.001). Hemoglobin degerlerinde ise tedavi 6ncesine gore
istatistiksel olarak anlaml artis saptanmistir (p<0.01). (Sekil 2,3,4,5,6)

sob  U/gr Hb GPx U/gr Hb MDA nmol/ml
125 |
106,12 196
—
1000 |~ 100 |- | 20 | 1,84
875 - 857,85 |1
85I'3—’4l5 | 1,51
50 | (] 15
] | | 5582
518,18
| 1T L]
500 = | | S0 ] 10|
] |
0,62
i [ [ ] —/
250 | | 251 | | l [
| N T 1
| | | | |
| S| | I | | S|

i1 Kontrol grubu
3 r-HUEPO dncesi
B r-HUEPO tedavisi sirasinda

(21 00 h omm OO e

SOD : p<0.01 Anlamii degil p<0.01
GPx : p<0.001 Anlamli degil p<0.01
MDA p<0.05 p<0.001 Anlaml degil
SEKIL 2 : Kontrol grubu ile galigma grubunun ortalama SOD-GPx-MDA

dlzeyleri agisindan karsgilagtinimasi.
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SEKIL 6 :Calisma grubunda r-HUEPO tedavisi ile hemoglobin diizeyindeki
degisme
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TARTISMA

KBY hastalarinin godu anemiktir. Uremik dénemdeki aneminin en énemli
sebebleri eritropoietin eksikligi, eritrosit yari 6mriinde kisalma, eritropoezi
inhibe eden toksik metabolitier ve trombositierdeki nitel bozuklukiar sonucu
gelisen kan kayiplandir (38,39,40,41). Bu hastalarda eritrosit yar dmrdndeki
kisalmanin bir sebebi de oksidan stresteki artmadir. Uremik hastalarda eritrositlerde
glikoz metabolizma bozuklugu ve pentoz-fosfat sant aktivitesinde azalma
sonucu hidrojen peroksit ile hidroksil radikallerinin sentezi artar ayrica Gremik
toksinler tarafindan antioksidan enzimler inhibe edilir. Artmig serbest radikaller
ve azalmig antioksidan savunma sonucu eritrosit membranindaki lipid
peroksidasyonu hizlanrr, eritrosit deformabilitesi etkilenir ve eritrositlerin splenik
sekestrasyonu artarak eritrosit yan dmru kisalir (42,43). KBY'deki anemi tedavisinde
kullanifan r-HUEPO kemik iligindeki eritrosit Sncli hiicrelerini uyararak hemoglobin
sentezini arttinr. Perifere geng eritrositler dokultr. Zachee ve arkadaslari HD
hastalarinda r-HUEPO tedavisiyle eritropoezdeki hizlanmaya paralel olarak
periferik kanda retikUlositoz saptamislardir (44). Eschbach ve arkadaslan ise
perifere geng eritrositler dékilmesi nedeniyle r-HUEPO’nun eritrosit yari Smrint
uzattigini bildirmiglerdir (45).

r-HUEPO’nun kronik bébrek yetmezligindeki anemi tedavisinde oldukca
etkili oimasi (45,46) ve eritrosit yari dmrint uzatmasi nedeniyle HD tedavisi
glren hastalarda artmis lipid peroksidasyonu ve azalmis antioksidan savunma
sistemi Uzerine etkileri de arastinimistir (28,34,47,48).

Bozfakioglu ve arkadaglari yaptiklar galigmalariyla HD tedavisi géren
hastalarda r-HUEPQ tedavisiyle eritrosit lipid peroksidasyonunda ve glutatyon
peroksidaz enzim dizeyinde degisme olmadigini bildirmiglerdir (28).

Turi ve arkadaglan ise r-HUEPQ tedavisiyle HD hastalarinda glutatyon
dizeyinde artma oldugunu, MDA dizeyinin de@ismedigini (yiksek kaldigini),
SOD ve GPx enzimlerinin kontrol grubuna gére disik diizeyde oldugunu
bildirmiglerdir (47).
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Luciak ve arkadaglar da r-HUEPO tedavisiyle MDA konsantrasyonunun
etkilenmedigini, eritrosit CAT aktivitesinin arttigini saptamiglardir (48).

Djordjevic ve arkadaslari da eritropoietinin sadece anemiyi dizeltmedigini
aynl zamanda antioksidan savunmanin birer elemanlari olan SOD ve CAT
enzimlerini de arttirdigini bildirmislerdir (34).

Yukarida &zetlenen galismalarda r-HUEPO'nun goésterdigi farkh etkiler
r-HUEPO’nun etkisine direng gelismesi gibi faktérlerle aciklanabilir.

Chakraborty ve arkadaslan yaptiklar calismalarinda, a¢ birakilan sicanlarda
serum eritropoietin dlzeyinin azaldi@ini ayrica bununla birlikte eritrositlerdeki
SOD, GPx, CAT enzimlerinin de azaldiini ve eritropoietin tedavisiyle bu enzim
aktivitelerinin normallestigini bildirmiglerdir (32).

Bu calismada r-HUEPO éncesi HD grubunda kontrol grubuna goére

plazma MDA degeri anlamh olarak ylksek (p <0.05), eritrosit SOD ve total
GPx enzim dlzeyleri ise anlamli olarak distk bulunmustur (sirasiyla p <0.01
ve p<0.001).
Bu sonuclar Tablo 6’da belirtilen Gremiye bagli toksik metabolitler, hemodiyaliz
tedavisi, renal antioksidan enzim fonksiyonlarinda azalma ve eritropoietin
eksikiigi gibi faktérlerle aciklanabilir: Uremiye bagli toksik metabolitierin antioksidan
enzim aktivitelerindeki azalmada etkili olduklart digtnUimektedir. Vanella, Kogak
ve Seth’in yaptiklari galigmalarda Uremik hastalarda HD oncesi disik
konsantrasyonlardaki SOD ve GPx enzimlerinde HD sonrasi ylkselme olmasi
bu dligtinceyi desteklemektedir (23,24,49). Uremik hastanin eritrositleri normal
plazmaya konulursa eritrosit islevlerinde diizelme gézlenmesi Gremik ortamin
onemini géstermektedir (45). HD igleminin kendisi de lipid peroksidasyonunu
(oksidan stres ve hicre hasarini) ve dolayisiyla plazma MDA diizeyini arttirabilir.
Bunun bellibagl sebebleri HD membranlari nedeniyle I16kosit ve kompleman
sistemlerinin aktivasyonu, heparinin lipolizi uyararak serbest yag asitlerini
arttirmasi ve SOD, GPx enzimlerinin yapisindaki bakir, ginko ve selenyum gibi
iz elementlerin diyalizle kaybidir. Ayrica diyalizatta bulunan kloraminin plazmaya
gegisi ve diyaliz srrasindaki termal hasar da diger etkenlerdir. Bdbrek islevlerindeki
bozulma nedeniyle bébregin antioksidan enzimlerinde azalma da bir baska
etkendir (28,29,30,31,47).
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r-HUEPQ tedavisiyle ayni HD hasta grubunda bu kez SOD ve GPx
duzeylerinde tedavi dncesine gére anlamli olarak artma (sirasiyla p <0.01 ve
p<0.01) saptanmigtir. Bu de@erler kontrol grubu degerlerine yakin olarak
bulunmus ve aralarninda istatistiksel olarak fark saptanmamistir. Plazma MDA
duzeyinde ise r-HUEPO 6ncesine gdre artis saptanmistir fakat bu artig istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05), kontrol grubu ile kargilasgtinldiginda
ise anlamh olarak yUksek saptanmistir (p<0.001). r-HUEPO tedavisi baglanan
ayni HD hasta grubunda tedavi sirasinda SOD ve GPx enzim duzeylerinin
artmasi ve kontrol grubu degerlerine ulasmasi r-HUEPO’nun eritropoezi uyararak
ortama geng eritrositleri kazandirmasiyla aciklanabilir.
Eschbach ve Zachee yaptiklan galismalarinda HD hastalarinda r-HUEPO
tedavisiyle hemogiobin ve rétikulositte artis oldugunu saptamislardir (44,50).

Bu galismada hemoglobinde saptadigimiz anlaml artis (p<0.01) ortama
geng eritrositlerin katidigini géstermektedir. Uremik hastalarin kan dolasimina
kazandirilan bu geng eritrositlerin oksidan strese karsi direncleri fazladir ve
dolayisiyla deformabilite ézellikleri de daha fazladir (43,51). Kikuchi ve Icardi
calismalarinda HD hastalarinda eritrosit membran deformabilitesinin azaldigin
fakat r-HUEPO tedavisiyle ortama geng eritrositlerin katiimasiyla azalan
deformabilitede iyilesme oldugunu bildirmislerdir {51,52). Bir bagka calismada
r-HUEPO’nun eritropoezi uyarmasiyla dolagima doékllen geng eritrositlerin
antioksidan enzimler ydniinden zengin oldugu ve dolayisiyla bu geng eritrositlerin
antioksidan savunmayi olumiu yénde etkileyebilecegi bildiriimektedir (35).
Chakraborty ve arkadaglarinin ag¢ birakilan sicanlarda serum eritropoietin
dizeyinde ve buna paralel olacak sekilde eritrosit membranindaki antioksidan
enzimlerde azalma oldugunu, ve azalan enzim diizeylerinin eritropoietin tedavisiyle
dlzeldigini géstermeleri; eritropoietinin bu enzimler tizerine olumlu etkisinin
oldugunu desteklemektedir. Chakraborty, eritropoietinin bu etkisini, antioksidan
enzimler yéniinden zengin olduklar kabul edilen geng eritrositlerin dolasima
kazandirimasiyla aciklamistir (32).
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r-HUEPQ tedavisi sirasinda antioksidan enzim dtizeyinde artma sonucu
oksidan stres ve lipid peroksidasyonunun azalmasi ve dolayisiyla plazma MDA
dlzeyinin tedavi éncesine goére daha dislik olmasini beklemek hatali bir
disgunce degildir. Nitekim Chakraborty ve arkadaslari, eritropoietin tedavisiyle
antioksidan enzimlerde artmayla birlikte MDA’da dlsme saptamiglardir (32).
Uremik olan ve HD tedavisi géren hastalarda ise, Rudko ve arkadaglari
r-HUEPO’nun hizlanmig lipid peroksidasyonunun bir gdstergesi olan ylksek
MDA dUzeyini normallestirdigini (33), Bozfakioglu, Turi ve Luciak ise MDA
dizeyinin degismedigini (yUksek kaldigini) bildirmislerdir (28,47,48). Sunulan
calismada ise plazma MDA dlzeyinde istatistiksel anlami olmayan bir artis
saptanmistir. r-HuEPO tedavisine ragmen, HD sirasinda nétrofil ve kompleman
sisteminin aktivasyonu, heparinin etkisi, iz elementlerin eksiklidi ve tremik
ortamin devamlihdi ile olusan lipid peroksidasyonu sonucunda plazma MDA
dizeyi yine de ylksek saptanabilir (28,29,30).

Sonug olarak bu galismada r-HUEPO tedavisiyle SOD ve GPx'de salanan
artigin oksidan strese karsi bir etki olusturdugu, r-HUEPO tedavisi sonrasi
hemoglobinde saptanan artis nedeniyle disUnUimustdr.
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SONUC

3x4000U/hafta subkutan yolia uygulanan rekombinant insan eritropoietini
(r-HUEPOQ) ile hemodiyaliz tedavisi géren hastalarda eritrosit stiperoksit dismutaz
(SOD) ve total glutatyon peroksidaz (GPx) enzim dlzeylerinin tedavi éncesine
gbre istatistiksel olarak anlamli arttigi (sirasiyla p <0.01 ve p<0.01) ve kontrol
grubu degerlerine ulagtid fakat plazma malondialdehid (MDA) dlizeyinde ise
tedavi 6ncesine gobre istatistiksel olarak anlamli olabilecek etki olusmadid
saptanmistir. r-HUEPO’nun antioksidan savunma Uzerine saptanan bu olumiu
etkisinin dolagsima gen¢ eritrositleri kazandirmasina bagh olabilecegi

dusundlmaustdir.
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OZET

Kronik bdbrek yetmezligi (KBY) olan hastalarin hemen hemen timu
anemiktir. KBY’deki anemi etyolojisinde ana faktér eritropoietin eksikligidir.
Uremik hastalarin eritrosit membranlarindaki poliansature yag asitlerinin artmis
oksidasyonu bdbrek yetmezligindeki anemiyi agiriastirabilir. Uremik hastalarda
rekombinant insan eritropoietini (r-HUEPQ) tedavisi ile anemi doza bagli olarak
duzeltilebilir.

r-HUEPO’nun KBY hastalarindaki anemi tedavisinde oldukga etkili olmasi
ve yasam Kallitesini yUkseltmesi nedeniyle, bu caligmada r-HUEPO'nun hemodiyaliz
tedavisi gbren hastalarda artmis lipid peroksidasyonu ve azalmis antioksidan
savunma uzerine etkisi arastinimigtir.

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakdiltesi i Hastaliklari Nefroloji biriminde
izlenen ve son dénem bdbrek yetmezligi nedeniyle hemodiyaliz (HD) tedavisi
glren hastalardan 13 tanesi galismaya alinmistir. 13 HD hastasinin (4 erkek
ve 9 kadin) yas ortalamasi 41,4 +17 yil (14-70) olup ortalama hemodiyaliz siresi
18.4 aydir (4-36 ay). Uremik ve anemik olmayan 13 saglikli kisi de (7 erkek
6 kadin) kontrol grubu olarak secilmistir. Kontrol grubunun yas ortalamasi
45.61+12.9 yildir. Son 3 ay icinde kan transflizyonu yapilaniar, demir depo
hastaligi saptananlar, sigara igenler ve r-HUEPO kullanim éykUsU olan hastalar
galigmaya alinmamistir.

HD hastalarina diyaliz sirasinda kuprofan membran ve asetath diyalizat
kullanilmigtir. Hastalara haftada (ic kez dérder saatlik standart HD tedavisi
uygulanmigtir.

HD tedavisi uygulanan ve hemoglobin degeri 10 -11 gr/dl (Htc. %30-
33) 'nin altinda olan hastalardan 3x4000U/haftada r-HUEPO (Epoetin- o, CILAGR)
subkutan tedavisine baslamadan 6nce ve hedef hemoglobin degeri
10-11gr/dl (Htc. %30-33)’ve ulasiinca HD seansindan dnce 10 cc heparinli
periferik venéz kan alinmistir.
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Alinan heparinli venéz kan érneginden oksidan stresi tayin etmek igin
plazma malondialdehid (MDA), antioksidan savunma igin total giutatyon
peroksidaz (GPx) ve eritrosit stperoksit dismutaz (SOD) enzim dlzeylerine
bakilmustir.

Eritropoietin tedavisi éncesi ve sirasinda alinan degerler Wilcoxon eslestirilmis
2 drnek testi ile ayrica kontrol grubu ile galisma grubu ise Mann-Whitney U
testi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Ort. SOD Oon. GPx Ort. MDA
U/gr Hb U/gr Hb  nmol/ml

Kontrol grubu 853,45 106,12 0,62
r-HUEPO tedavisi 6ncesi 518,18 55.82 1,51
r-HUEPO tedavisi sirasinda 857,85 119.83 1,84

Tabloda da gértldugi gibi HD tedavisi uygulanan hastalarda r-HUEPO
ile eritrosit SOD ve total GPx enzim duzeylerinin tedavi éncesine gére arttid
(sirasiyla p<0.01 ve p<0.01) ve kontrol grubu degerlerine ulastidi fakat plazma
MDA dlzeyinde ise tedavi 6ncesine gore istatistiksel olarak aniamii olabilecek
etki olusmadigi saptanmigtir. r-HUEPO’nun antioksidan savunma Uzerine saptanan
bu olumlu etkisinin dolagima geng eritrositleri kazandirmasina bagl olabilecegdi
disundlmustr.
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