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OZET

DIYABETIK NEFROPATILIi HASTALARDA NRF-2 VE 8-HYDROXY-2’-
DEOXYGUANOSINE SEVIYELERININ iNCELENMESI

Abdullah AYKANAT

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi

Diyabetik nefropati (DNP), diabetes mellitusun onemli bir mikrovaskiiler
komplikasyonudur ve diinya c¢apinda son donem bobrek yetmezliginin en sik
nedenidir. Diyabetes mellitusun tedavi maliyetleri ve komplikasyonlari, saglik hizmeti
harcamalar1 iizerinde biiyiik bir yiik teskil etmekte olup, diyabetik nefropatinin
patogenezinde ve ilerlemesinde kayda deger faktorleri tanimlamak i¢in biiyiik bir
ihtiyag yaratmaktadir. Kronik hiperglisemi, diyabetik nefropatide metabolik,
biyokimyasal ve vaskiiler anormalliklerin baslica nedeni olmaya devam etmektedir.
Vaskiiler ve hiicresel ortamda asir1 oksidatif stresin tesviki, kronik hipergliseminin en
ertken ve en Onemli metabolik sonuglarindan biri olan endotel hiicre fonksiyon
bozukluguna yol agar. Bu bozulmalar, ileri glikasyon son iirlinlerinin ve serbest
radikallerin asir1 iretimi ve antioksidanlarin ve antioksidan mekanizmalarin konjlige
edilmesine neden olur. Diyabetik nefropatide oksidatif stresin roliiniin olmasi, bugiine
kadar sinirli olan bir¢ok terapotik stratejinin arastirilmasina yol agmistir. Bu ¢alismada
diyabetik nefropatili hastalarda oksidatif stresin, hiicre i¢i antioksidan sistemin
promotoru olan NRF-2 (Niiklear faktor eritroid 2 ile iligkili faktor-2) seviyesi ve DNA
hasar1 tizerindeki etkisi incelendi. Bu ¢alismada diyabetik nefropati tanisi almis 30 hasta
ile saglikli 30 bireyden alinan kan &rneklerindeki NRF2 ve 8-OHdAG (8-Hydroxy-2’-
Deoxyguanosine) seviyeleri ELISA yontemiyle TAS, TOS, OSI ve LOOH seviyeleri ise
kolorimetrik yontemleanaliz edildi. Calisma sonucunda DNP grubunda TOS, LOOH,
OSl, 8-OHdG seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde arttigi tespit
edilirken NRF-2, TAS ve SH seviyelerinin azalmis olmasi hiicre i¢i oksidatif stresin
arttigimmi  gostermistir. Calisma sonucunda nefropatili hastalarda NRF-2 seviyesinin
azalmasina bagli olarak antioksidan kapasitenin oksidatif stresi kompanse edememesi,
DNP gelisen hastalarda hiicresel diizeydeki hasarin diizeltilemeden hiicresel yikimin
cok hizli oldugu sdylenebilir. Bu veriler dogrultusunda DNP hastalarinda dekompanse
olmus antioksidan kapasitenin diizenlenmesine yonelik tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi, artmig olan yikimin dnlenmesi veya azaltilmasina katki saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Diyabetik Nefropati, Serbest Radikaller, Antioksidan, 8-OHDG,
Nrf-2.



ABSTRACT

INVESITAGATION OF NRF-2 AND 8-HYDROXY-2’-DEOXYGUANOSINE
LEVELS IN DIABETIC NEPHROPATHY PATIENTS

Abdullah AYKANAT

Department of Medical Biochemistry, Master Thesis

Diabetic nephropathy is an important microvascular complication of diabetes mellitus
and is the most common cause of end-stage renal failure worldwide. Treatment costs
and complications of diabetes mellitus are a major burden on health care expenditures
and create a great need to identify significant factors in the pathogenesis and
progression of diabetic nephropathy. Chronic hyperglycemia continues to be the main
cause of metabolic, biochemical and vascular abnormalities in diabetic nephropathy.
The promotion of excessive oxidative stress in the vascular and cellular environment
leads to endothelial cell dysfunction, one of the earliest and most important metabolic
consequences of chronic hyperglycemia. These deteriorations, causes over production
of advanced glycation end products and free radicals and conjugating antioxidants and
antioxidant mechanisms. The role of oxidative stress in diabetic nephropathy has led to
the search for many therapeutic strategies that have been limited to date. In this study,
we investigated the effect of oxidative stress on the level of NRF-2 (Nuclear factor
erythroid 2 related factor-2), the promoter of the intracellular antioxidant system and
DNA damage in diabetic nephropathy patients. In this study, 30 patients with diabetic
nephropathy and 30 healthy individuals were evaluated with NRF2 and 8-OHdG (8-
Hydroxy-2’-Deoxyguanosine) levels by ELISA method and TAS, TOS, OSl and LOOH
levels analyzed by colorimetric method. As a result of the study, while it was
determined that TOS, LOOH, OSI, 8-OHDOG levels were significantly increased in
DNP group compared to the control group, decreased NRF-2, TAS and SH levels
showed increased intracellular oxidative stress. At the end of the study, it can be said
that cellular destruction is very rapid in DNP patients, because antioxidant capacity
decreases and dose not compansate the oxidative stress due to decreased Nrf-2 level.
Increased oxidative stress caused lipid and DNA damage, resulting in diabetic
nephropaty. Therefore, it will be effective in treatment of antioxidant suplemantation
which will increase the level of Nrf-2 in DNP patients.

Keyword: Diabetic Nephropathy, Free Radicals, Antioxidants, 8-OHDG, Nrf-2.



1. GIRIS

Diyabet insiilin hormonu sekresyonunun ve insiilin etkisinin azalmasina bagh
artan kan glikoz seviyesiyle (hiperglisemi) belirgin metabolik bir hastaliktir. Diyabetin
prevalansi gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelere gore daha fazladir (1). Koruyucu
hekimligin gelismesine ragmen her yil diyabet hasta sayisinda artisin Oniine
gecilememektedir. Diinyada siklig1 giderek artan diyabet yiiksek mortalite ve morbidite
nedenidir (2). Uluslararasi Diyabet Federasyonuna (IDF) gore 2017 yilinda diyabet
hastas1 olan birey sayis1 425 milyon civarindayken bu say1 artarak 2045 yilinda 629
milyona yaklasacagi tahmin edilmektedir (3,4).

Diyabetin komplikasyonlar1 akut ve kronik komplikasyonlar olarak ikiye ayrilir.
Kronik komplikasyonlar da mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar seklinde
iki baghk altinda smiflandirilarak incelenmektedir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar
gozlerde, eklemlerde, kalpte, bobreklerde, periferik ve santral sinir sistemlerinde ¢esitli
hasarlara neden olurlar. Diyabetik nefropati bobrekleri bozarak son donem bobrek
yetmezligine kadar giden 6nemli bir mikrovaskiiler komplikasyondur (1). Kan sekeri
diizeyinde goriilen artisa bagli olarak kapiller bazal membran kalinlagmas1 ve kapiller
gecirgenligin artmasi gibi nedenler mikrovaskiiler komplikasyonlara neden olmaktadir
(5,6).

Serbest radikaller diyabetin ve komplikasyonlarinin patogenezinde onemli rol
oynadiklar1 yapilan calismalarla gosterilmistir. Serbest radikallerle olusan oksidatif
hasar diyabetik nefropatinin gelisimine katkida bulundugu bilinmektedir. Bu nedenle
oksidatif dengenin korunmasi diyabetik nefropati ve bir¢ok hastaligin 6nlenmesinde
kritik 6neme sahip oldugu anlasilmaktadir. Serbest radikallerin asir1 artmasi oksidatif
strese yol acar. Oksidatif stresin diyabet, romatoid artrit, kardiyovaskiiler ve ndrolojik
hastaliklar, kanser ve yaslanmada onemli derecede etkili oldugu yapilan ¢aligmalarla

ifade edilmistir (2,3).



Serbest radikallerin viicutta hasar meydana getirmelerini 6nlemek veya olusan
hasarlar1 ortadan kaldirmak igin organizma bazi savunma sistemlerine sahiptir.
Antioksidan savunma olarak nitelendirilen bu sistem oksidanlarin meydana getirdikleri

hasarlar1 hem intraselliiler hem ekstraselliiler ortamda etkisiz hale getirir (7).

Organizmada serbest radikallerin meydana gelme hiz1 ile antioksidanlar
tarafindan ortadan kaldirilma hizi bir denge halinde bulunur ki buna oksidatif denge
denir. Serbest radikallerin miktarinda bir artis olmasi ya da antioksidan savunma
mekanizmada bir diisiis olmasi halinde bu denge serbest radikaller lehine bozulur buna
da oksidatif stres adi verilir. Bu durumda oksidatif stres ortamindaki biyolojik

molekiiller radikallerin saldirisina ugrar ve gesitli hasarlar olusur (8).

Oksidatif stresin diyabet ve komplikasyonlar1 {iizerindeki etkisi yapilan
calismalarla ortaya konulmustur. Serbest radikaller ve diyabet iliskisini incelemek iizere
yapilan bazi c¢aligsmalarda enerji metabolizmasinda ve antioksidan savunma
mekanizmasindaki degisiklikler sonucu meydana gelen stresin doku ve vaskiiler

hasarlara yol actig1 gosterilmistir (9).

Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif ve/veya nitratif stresin hedef
molekiillerden biri de hiicrenin yonetim merkezi olan DNA (Deoksiriboniikleik
asit)’dir. Oksidatif stres DNA’daki baz ve sekerlerde modifikasyonlara, zincir
kiriklarina sebep olarak lezyonlara yol agar. DNA’da olusan bu hasarlar korsinogenez,

yaslanma ve cesitli mutasyonlar gibi hastaliklarin kaynagini teskil ederler (10).

Organizma devamli olarak i¢ ve dis toksik maddelere maruz kalmasi neticesinde
oksijen ve nitrojen kaynakli radikallerle karsilagsmaktadir. Organizma bu reaktif
maddelere kars1 koymak i¢in karmagsik bir ag seklinde calisan antioksidan savunma
sistemini kullanir. Niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor-2 (Nrf-2) oksidasyon yapan
reaktif maddelere karsi hiicresel direng olusumunda ortaya ¢ikan ana diizenleyici bir

molekiildiir (11).



2. GENEL BILGILER

2.1. DIABETES MELLITUS (DM)

2.1.1. Diabetes Mellitusun Tanim ve Tarihgesi

Diyabet, Pankreatik beta hiicrelerinin insiilin sekresyon bozuklugu ve/veya
inslilin etkisine periferik diren¢ sonucunda yiiksek kan glikoz konsantrayonu
(hiperglisemi) ile belirgin endokrin, kronik ve siirekli tibbi bakim gerektiren metabolik
bozukluktur. Artan kan glikoz konsantrasyonu sonucunda basta karbonhidrat
metabolizmast olmak {izere protein ve yag metabolizmasinda bozukluklar meydana
gelmektedir (5,12). Diyabet hastalarinda aktif oksijen iirtimi asir1 gergeklestiginden
karbonhidrat metabolizmasinin bozulmasina ve spesifik vaskiiler hastaliklarin ortaya
cikmasina neden olur. Diyabetin gelisimi ve ilerlemesinde ¢esitli faktorler rol
oynamaktadir. Bunlarin biri de endojen ve eksojen kaynaklarca iiretilen serbest
radikallerin olusturdugu oksidatif strestir (1,3). Oksidatif stresin artmasinin temelinde
artmig oksijen tiretimi ve bozulmus antioksidan savunma mekanizmasi yatmaktadir (13-

15).

Diyabetin ge¢misi antik misira kadar dayandigi bilinmektedir. Tarihi, milattan
once 1500 yila kadar uzanan diyabet, Misir ebers papiruslarinda fazla idrar yapilan,
fazla seker kaybedilen bir hastalik olarak tanimlanmis ve bugiinkd kullanilan ismini
milattan sonra ilk olarak kapadokyali Areateus tarafindan konulmustur. Kelime anlami
erimek, akip gitmek olan diyabet ¢ok eski ¢aglardan beri bilinen bir hastaliktir. Hint
uygarliginda bazi hastalarin fazla idrara ¢iktiklarini ve idrarlarinin tatl oldugu zamanin
hekimleri tarafindan gdzlemlenmistir. Ibn-i Sina diyabetin iki tipinin oldugunu
belirtmistir. Yiizyilin ikinci yarisinda Ingiliz bilim adami Matthew Dobson hastalarin
idrarlarinda seker oldugunu bulmustur. Bunun {izerine caligmalar yogunlasmis ve 19.
yiizyilda Paul Langerhans tarafindan pankreastaki langerhans adaciklar1 kesfedilmistir.
20. yiizyilda da insiilinin kesfiyle diyabetle ilgili 6nemli komponentler kesfedilmistir
(16-19).



2.1.2. Diabetes Mellitusun Epidemiyolojisi

Diinya ¢apinda bir¢ok insani etkileyen ve hayat kalitesini diisiiren, beraberinde
cesitli komplikasyonlar meydana gelen diyabet, yas ve obezitenin de etkisiyle
prevalansi gittik¢e artan son derece 6nemli bir saglik sorunudur. Diyabet siirekli tibbi

bakim istemesi ekonomik agidan topluma kiilfet olusturmaktadir (13,20).

Diinya Saglk Orgiitiiniin (WHO) diyabet ile ilgili yaptig1 arastirmalar
sonucunda 2016’da hazirladig1 raporunda diinya ¢apinda 422 milyon kisinin diyabet
hastas1 oldugunu bildirmistir. Bu rakam 36 yil dncesinde 108 milyondu. 1980 yilinda
diyabet prevalansinin % 4.7 iken 2016 yilinda bu % 8.5 e yiikseldigi yine raporda ifade
edilmistir. 2012 yilinda yaklasik 1.5 milyon 6liim vakasi diyabet ile iliskilendirilmistir.
Diyabet prevalansinin gelismis lilkelerde orta diizeyde olmakla birlikte 6zellikle bati
yasam stilini benimsemis toplumlarda yiiksek iken gelismekte olan iilkelerde ise diisiik
oldugu vurgulanmistir. Diyabetin obezite iliskisi ve yasa gore prevalansinin da yer
aldig1 rapora gore diyabet prevalansi yiiksek olan toplumlarda obezite sikliginin da
yiiksek oldugu ve her iki cinsiyette de yasla birlikte siklig1 artis gOstermektedir.
Cinsiyetler arasinda kiyaslama yapildiginda ise erkeklerde daha fazla goriilmektedir
(21,22).

Diyabet vakalarinin yaklasik % 90 ile en sik goriileni tip 2 diyabettir. Tip 2
diyabet gevresel ve genetik faktorler arasindaki etkilesim sonucu goriilen insiiline
bagimli olmayan veya eriskin baslangichi diyabet olarak adlandirilir. Insiilin direncine
ve goreceli insiilin eksikligine sahip bireyleri kapsar ve bu bireyler hayatlar1 boyunca
insiilin kullanmalaria gerek yoktur (4). 1998 yilinda gergeklestirilen Tiirkiye Diyabet
Epidemiyoloji Calismasmin (TURDEP-1) sonug verilerine gore iilkemizdeki tip-2
diyabet siklig1 % 7.2 iken 2013 yilindaki TURDEP-2 sonuglarina gore bu oran % 13.7
olarak agiklanmistir. 2013 yilindaki prediyabet siklig1 ise % 7.1 olarak belirlenmistir.
Diyabet vakalarmin % 10’nunu olusturan tip-1 diyabet ise daha ¢ok cocuklarda
goriilmekle beraber insidansinin giderek arttigi, 15 yas altindaki ¢ocuklarda insidansin
% 3.4 oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda g¢ocuklarda tip-2 diyabetin de obezite
artigina paralel olarak artig gosterdigi goriilmiistiir (20-24).



Uluslararas1 Diyabet Federasyonunun (IDF) 2017 yilinda yayinladigi diyabet
atlasindaki verilere gore onceki yila gore diyabetli hasta sayisinda artis gortilmustiir.
2017 yilinda 20-79 yas araligindaki insanlarda diyabet prevalansi ortalama % 8.8 (424.9
milyon) iken bu oran 2045 yilinda ortalama % 9.9 (628.6 milyon) olacagi tahmin
edilmektedir (25).

2.1.3. Diabetes Mellitusun Tan1 ve Tam Kriterleri

Hiperglisemi semptomlar1 tagiyan bir hastanin kan glikoz seviyesinin 200 mg/dl
(11.1 mmol/l) istiinde olmas1 tantya gotiirebilir; hiperglisemi semptomlar1 tagimayan
bir hastanin aglik plazma glikoz seviyesi 126 mg/dl tistiinde olmasi, oral glikoz tolerans
testi (OGTT) sonrasindaki 2. Saatteki kan glikoz seviyesinin 200 mg/dl (11.1 mmol/l)
tizerinde olmas1 ve HbA1C degerinin % 6.5 ve lizerinde olmasi taniya gotiirmektedir.
Asemptomatik olan hastalarda dogru sonuca ulasmak i¢in testlerin farkli zamanlarda
tekrar edilmesi gerekmektedir (26).

Diyabet tanisin1 objektif hale getirmek amaciyla kisa adi ADA olan Amerikan
Diyabet Birligi ve Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan yeni tami kriterleri
belirlenmistir. Amerikan Diyabet Birliginin diyabet tanisi i¢in belirledigi kriterlere gore
en az 8 saatlik kalori alim1 olmadan aglik plazma glikoz seviyesi i¢in 75 g oral glikoz
tolerans testinin kullanilmasidir. Ayn1 zamanda ADA, uluslararast uzman bir komite
tarafindan Onerilen bir baska kriter olan HbA1C degerinin % 6.5 ve {izerinde olmasini
da kabul etmis ve bunu da diyabet tanisinin bir kriteri olarak Onermektedir. Diinya
Saglik Orgiitiiniin belirleyip 6nerdigi kriterler ise aglik plazma glikozunun 126 mg/dl ve
tizerinde olmasi ve/veya oral glikoz tolerans testinde glikoz yiliklemesinden sonraki 2.
Saatteki plazma glikoz seviyesinin (tokluk kan sekeri) 200 mg/dl ve iizerinde olmasidir.
Bunun yaninda HbA1C degerinin % 6.5 ve tizerinde olmasi kriterini de 6neren WHO bu
degerin % 6.5 in altinda olmas1 durumunda plazma glikoz seviyeleriyle tan1 konulmus

diyabetlileri dislamamaktadir (27,28).



Tablo 2.1. Diabetes mellitus tanisinda ADA kriterleri (13,29)

Aclik plazma glikozu > 126 mg/dl olmasi ( 8 saat agliktan sonra 6lgiilen)

Rastlantisal plazma glikozu + semptomlar > 200 mg/dl olmasi ( hiperglisemi
semptomu bulunan hastadan rastgele alinan kanda)

Oral Glikoz Tolerans Testi (OGTT) plazma glikozu > 200 mg/dl olmasi
(OGTT sonrasinda 2. saatteki kanda 6l¢iilen)

HbA1C > % 6.5 olmasi

Bunun yaninda WHO tarafindan bozulmus glikoz tolerans1 (BGT) ve bozulmus

aclik glikozu (BAG) tanimlanmistir. Buna gére BGT aglik plazma glikozunun 126

mg/dl nin altinda olmas1 ve OGTT testinde glikoz yliklemesinden sonraki 2. Saatteki

plazma glikozunun 140 mg/dl ile 200 mg/dl arasinda olmas1 bozulmus glikoz toleransini

ifade eder. Bozulmus aclik glikozu ise aglik plazma glikozunun 110 mg/dl ile 125 mg/dl

arasinda olarak tanimlanmistir (30).

2.1.4. Diabetes Mellitusun Siniflandirilmasi

Tablo 2.2. Diabetes mellitusun etiyolojik nedenlere gore siniflandirilmasi (13)

1. Tip 1 diyabet Beta hiicre yapisal bozuklugu ve tam
insiilin eksikligi

2. Tip 2 diyabet Insiilin eksikligi ile birlikte insiilin direnci

3. Gestasyonel diyabet Gebelikle ortaya c¢ikar ve dogum
sonrasinda diizelir

4. Diger

A) Beta hiicrede genetik defektler 1- Kromozom 12, HNF-1 alfa (MODY?3)

2- Kromozom 7, glukokinaz (MODY2)

3- Kromozom 20, HNF-4 alfa (MODY1)
4- Kromozom 13, insiilin promoter faktor-
1 (IPF-1, MODY4)

5- Kromozom 17, HNF-1 beta (MODYY5)
6- Kromozom 2, NoéroD1 (MODY6)

7- Mitokondriyal DNA




B) Insiiline bagli genetik defektler

1- Tip A insiilin direnci

2- Leprekonizm

3- Rabson-Mendenhall sendromu
4- Lipoatrofik diyabet

C) Pankreas hastaliklari

1- Pankreatit

2- Travma/pankreatektomi

3- Neoplazi

4- Kistik fibrozis

5- Hemokromatozis

6- Fibrokalkiiloz pankreatopati

D) Endokrinopatiler

1- Akromegali

2- Cushing sendromu
3- Glukagonoma

4- Feokromasitoma
5- Hipertriodizm

6- Somatostatinoma
7- Aldosteronoma

E) Kimyasallarla iligkili olanlar

1- Vacor

2- Pentamidin

3- Nikotinik asit

4- Glukokortikoid

5- Tiroid hormonu

6- Diazoksit

7- Beta-adrenerjik agonistler
8- Tiazidler

9- Dilantin

10- Alfa-interferon

F) Immunite iliskili olanlar

1- “Stiff man” sendromu
2- Anti-insiilin reseptor antikorlari

G) Enfeksiyonlar

1- Konjenital rubella
2- Sitomegalovirus

H) Diyabetle iligkili diger genetik

sendromlar

1- Down sendromu

2- Klinefelter sendromu

3- Turner sendromu

4- Wolfram sendromu

5- Freiderich ataksisi

6- Huntington koresi

7- Laurence-Moon-Biedl sendromu
8- Myotonik distrofi

9- Porfiri

10- Prader-Willi sendromu




Diyabet vakalarinin ¢ogu iki biiyiik etyopatogenetik kategoride yer alir.

Tip-1 Diabetes Mellitus:

Pankreas beta hiicrelerinin otoimmun destruksiyonu sonucunda olusan tam
insiilin eksikligiyle karakterize diyabet cesididir. Insiiline bagimli diyabet veya genglik
diyabeti olarak da adlandirilan bu tip diyabet beta hiicresinin otoimmun yikimindan
kaynaklanmaktadir. Mutlak insiilin eksikligi goriildiigli i¢in bu tip hastalar insiiline
bagimlhi yasarlar. Tip 1 diyabet kendi i¢inde tip-1A ve tip-1B olarak
siiflandirilmaktadir. Pankreatik b hiicre antikorlari tirozin fosfataz, glutamik asit
dekarboksilaz 65 (GAD-65) ve insiilinoma iligkili protein-2 ye karsi gelisen
otoantikorlarin gosterilmesi ile immun aracili tip-1A olarak tanimlanir. Diger yandan
tam insiilin eksikligi oldugu halde otoimmunitenin gosterilmedigi yani pankreatik
otoantikorlarin tespit edilemedigi tip-1 diyabete de idyopatik tip-1 diyabet (tip-1B)
denir (20,31).

Diger taraftan hem tip-1 hem tip-2 diyabetin 6zelliklerini gosteren hastalar da
tespit edilmistir ki bu tip diyabete ‘yetiskinlerin latent otoimmun diyabeti (LADA)’
denilmistir. Ozellikle iskandinav iilkelerinde goriilen bu tip diyabette, hastalarda adacik
otoantikorlar1 gosterilirken otoimmun beta hiicre yetmezliginin yavas progresyon
gosterdigi goriilmiistiir. Bu tip diyabette hastalarin tani esnasinda insiiline ihtiyag
duymadigi, birka¢ ay sonra insiiline bagimli hale geldigi bir tablodur. LADA
hastalarinin bazilarinda GAD-65 antikor titreleri yliksek bazilarinda diisiik oldugu ve
GAD-65 titreleri yiiksek olan hastalarda viicut kitle indeksinin (VKI) ve endojen insiilin
sekresyonunun daha diisiik oldugu ve insiilin bagimliliginin daha hizli gelistigi
belirlenmis bu nedenle GAD-65 antikorlarinin insiilin ihtiyacinda belirleyici oldugu

diistinilmiistir (32,33).
Tip-2 Diabetes Mellitus:
Yetiskinlerde en sik goriilen diyabet tiirii olan tip-2 diyabet hiperglisemi, belirli

derecelerde insiilin eksikligi ve insiilin rezistansiyla karakterize bir diyabettir. Obezite

ile yakindan iligkili olan tip-2 diyabetin prevalansi obezite insidansiyla paralel



seyretmektedir. Periferik insiilin direnci ve insiilin eksikliginin nedenleri gevresel ve
genetik kaynakli etmenlere dayandigindan bunun kesin ortaya konmasi zor olmaktadir.
Bununla beraber hiperglisemi de pankratik beta hiicre fonksiyonunu bozmakta ve
periferik insiilin direncini artirmaktadir. Tip-2 diyabet hastalarini tip-1 diyabetlilerden
ayirmak ¢ogu zaman oldukga zordur. Ciinkii her iki tip diyabet hastalarinda ortak tani
kriterleri mevcuttur. Ornegin tip-1 diyabette mutlak insiilin ihtiyac1 varken tip-2 diyabet
hastalarinda da zamanla pankratik beta hiicre fonksiyonlarinin bozulmasi sonucunda
insiilin ihtiyac1 dogabilmektedir. Bu yiizden insiilin ihtiyaci diyabet tiirlerini ayirmada
kesin olarak her zaman kullanilamamaktadir. Bir baska oOrnek ise diyabetik
ketoasidozdur. Bilindigi gibi diyabetik ketoasidoz da mutlak insliin eksiliginde
goriilmektedir ancak nadiren de olsa tip-2 diyabette de goriilebilmektedir. Tip-2
diyabetli hastalarin ¢ogu obezdir ve bu durum hastalarda insiilin direncine neden
olabilir. Bu hastalik sekli uzun zaman teshis edilmeyebilir. Clinkii hiperglisemi yavas
gelisir ve erken teshisi zordur. Bu tiir hastalar mikrovaskiiler ve makrovaskiiler

komplikasyon gelisme riski altindadir (4).

Tip 2 diyabet en sik goriilen tiptir ve tiim diyabet vakalarinin yaklagik % 90’1
olusturur. Tip 2 diyabetli kisilerin sayis1 diinya ¢apinda hizla artmaktadir. Bu artis
yaslanan niifus, ekonomik gelisme, artan kentlesme, sagliksiz beslenme ve fiziksel
aktivitenin azalmasi ile iligkilidir. Tip 2 diyabetin ilk yillarinda siklikla az sayida
semptom oldugu icin birgok kisiye tan1 konulmamistir veya ortaya ¢ikan semptomlar
diyabetle iliskili olarak taninmayabilir. Bununla birlikte bu siire zarfinda viicut zaten
asir1 kan glukozu tarafindan zarar goérmiistiir ve sonug olarak bir¢ok insan tip 2 diyabet
tanis1 konmadan once bile komplikasyonlardan etkilenmektedir. Siirekli olarak ytiksek
kan sekeri diizeyleri, kalp ve kan damarlari, gozler, bobrekler ve sinirlerle ilgili ciddi
hastaliklara yol acabilir. Tip 2 diyabet riskleri genetik ve metabolik faktorlerin
etkilesimi ile belirlenir. Bu riskler arasinda etnik koken, aile Oykiisii, gestasyonel
diyabetin Onceden olup olmamasi, yas, fazla kilo ve obezite, sagliksiz beslenme,

fiziksel hareketsizlik ve sigara sayilabilir (20).



2.1.5. Diabetes Mellitusun Patofizyolojisi

Son yillarda tip-2 diyabet i¢in ¢ok sayida major risk faktdrleri tanimlanmistir.
1950° 1i yillarda gelistirilen radyoimmunoassay (RIA) teknigi yardimiyla insiilin
bagimli diyabet formu insiilin bagimsiz diyabet formundan tefrik edilerek National
Diabetes Data Group tarafindan tip-1 ve tip-2 tamimlamasi yapilmstir (34). Insiilin
etkisiyle kan glikoz diizeyindeki diisiisti degerlendirmeyi saglayan yontemler sayesinde
insiilin direnci varlig1 tespit edilebilmistir. Tip-2 diyabet riski tagiyan bireylerde ( obez
veya birinci derece akrabalarinda diyabet olanlar) baslangicta olusan insiilin direnci beta
hiicrelerinin hipersekresyonu ile bu diren¢ kompanse edilmektedir. Ancak zaman
ilerledik¢e bu kompansasyon yetersiz kalmaktadir. Obez bireylerin insiilin duyarlilig
oglisemik bireylere oranla % 30 daha azdir. Bu yilizden normal glikoz toleransin
saglanmasi i¢in insiilin sekresyonunda artma gézlenmektedir. Zaman igerisinde obez ve
Oglisemik bireylerin insiilin duyarliligi daha da azalarak kompansatuvar hiperinsiilinemi
yetersiz kalarak kan glikoz seviyesinde artis goriilmektedir. Diyabet tanisi esnasinda
pankreatik beta hiicreleri yeterli insiilin salgilamamakta ve boylece hipoinsiilinemik
hiperglisemik tablo ortaya ¢ikmaktadir. Beta hiicre disfonksiyonu ve periferik insiilin
direncinin diyabet tablosundaki olas1 katkilar1 degiskenlik gostermektedir. Bununla

beraber anormal insiilin duyarliliginin 15 yila kadar klinik diyabet tanisina sebep oldugu
bilinmektedir (35,36).

Periferik insiilin direncine katki saglayan pankreas disinda baska organlar da
vardir: Karaciger ve kas dokusu. Aglik sirasinda karbonhidrat kaynakli enerjinin elde
edilmesini saglamak amaciyla karacigerin glukoneogenez yoluyla karbonhidrat dis
molekiillerden glikoz iiretmektedir. Cesitli ¢alismalarda tip-2 diyabetlerde karacigerde
glukoneogenezin artis gosterdigi gozlenmistir. Karacigerin insililin duyarliligindaki
azalmada rolii olan etmenler tam olarak belirlenememistir. Buna karsin karacigerde yag
birikiminin major belirleyici bir etken oldugu diisiiniilmektedir. Obeziteyle siki iligkisi
olan hepatosteatoz metabolik sendromun uzantis1 olarak goriilmektedir. Hepatosteatoz
hastalarinda Tip-2 diyabetin goriilme sikliginda artis oldugu ifade edilmistir. Asiri
kalori saglayan besin tiiketiminde ve yetersiz fiziksel aktivite durumunda enerji dengesi
pozitif ilerleme gostermektedir. Bunun sonucunda enerji fazlaligi yaga donistiiriilerek

subkutan dokularda yag birikimi baglamaktadir. Subkutan dokudaki yag kapasitesi
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asildiginda ise karaciger basta olmak iizere kaslar, pankreas, perivaskiiler yapilar ve
omentum gibi ¢esitli organ ve yapilar da yag deposu olarak islev gorecektir. Karaciger
ve kaslardaki gergeklesen yag birikimi hiicre i¢i diizeyde insiilin sinyalinin
bozulmastyla insiilin aracili glikoz uptake’nin bozulmasiyla neticelenir (37-40). Her ne
kadar kaslarda yag birikimi gerceklesse de kaslar zayif bir yag deposudurlar. Zay1f tip-2
diyabetli hastalarin kaslarinda da insiilin direnci gosterilmis olmasina ragmen kaslardaki
insiilin direncinin yag birikimi disinda bagska mekanizmalarin da rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Pankreas adacik hiicrelerinde gergeklesen yag birikimi beta hiicresinin
disfonksiyonunda en 6nemli ve belirleyici etkendir ve bu durum diyetle alinan glikoza
pankratik insliilin yanitin1 azaltarak kan glikoz sevyesinin artmasina neden olmaktadir
(41).

Beta hiicre disfonksiyonu iizerinde yapilan calismalarda genetik yatkinlik,
insiilin sentezi ve salgilanmasi ihtiyacinin artmasi beta hiicre disfonksiyonuna sebep
olmaktadir. Hiperglisemik ortamin olusmasinda beta hiicre disfonksiyonunun gerekliligi
ortaya konulmustur. Strese maruz kalan beta hiicrelerinin lokal inflamasyonu tetikledigi,

alfa ve beta hiicreleri arasindaki dengeyi degistirdigi ifade edilmistir (42).

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda bagirsak hormonlarmin beta hiicre
regulasyonunda onemli islevleri oldugu gosterilmistir. Diyetle glikozun alinmasi
sonrasinda goriilen insiilin artig1 intravendz glikoz infiizyonu sonrasinda goriilen insiilin
artisindan daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle glikozun oral alim1 sonrasindaki
insliin salinimin1 tetikleyen bazi faktorler oldugu diislintilmustiir. Bu faktorlerin de
inkretin olarak adlandirilan bagirsak habercileri oldugu ve bunlarin insiilin salinimini

artirdiklar1 gosterilmistir. Bagirsak menseli bu olay igin iki inkretin tanimlanmistir (43).

e Glukagon like peptid 1 (GLP-1) : ileum ve kolondaki L hiicreleri tarafindan
uretilir
e Gastrik inhibitor peptid (GIP) : Duodenum ve jejunumda bulunan K hiicreleri

tarafindan turetilir.
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Gida alimindan sonra bagirsak hiicreleri tarafindan sekrete edilen bu inkretinler
insiilin sekresyonunu artirabilir ve glukagon seviyesini azaltabilir. Tip-2 diyabetlilerde
GIP salimiminda major bir etki bulunmazken ayni hastalarda GLP-1 sekresyonunda
azalma goriilmektedir. Bunun yaninda obezitede de GLP-1 sekresyonunun azaldigi
izlenmektedir (43-45).

Kan glikoz regulasyonunda onemli rolii olan bir diger organlar da bobrekler
oldugu bilinmektedir. Glikozun gilinlik yaklasik olarak 180 grami bdbrek
glomerullerinden filtre edilmektedir. Filtre edilen bu glikozun % 90 kadar1 sodyum-
glikoz-kotranspoter-2 (SGLT-2) araciligiyla proksimal tubullerde geri alinir ve geri
kalan % 10 kismi da henlenin inen kisminda bulunan SGLT-1 tarafindan reabsorbe
edilir. Filtre edilen glikozun reabsorbsiyonu maksimal reabsortif kapasite (Tm)
asilanana kadar artis gdstermektedir. Saglikli bireylerde Tm degeri 11.0 mmol/l dir.
Tip-2 diyabetlilerde bu degerin yiiksek oldugu gosterilmis olup bunun sonucunda
hiperglisemi daha da kotiilesmektedir. Bu durumun muhtemel nedeni ise SGLT-2

upregulasyonunun hiperglisemiye sekonder olarak yol agmasidir (46-48).

Diyabet patofizyolojisi tizerindeki ¢aligmalarin 6nemli bir kism1 yag dokusunun
biyolojik rolleri hakkinda olmaktadir. iki tip yag dokusu bulunmaktadir. Temel gérevi
enerji depolanmasi olan beyaz yag dokusu ve ana islevi viicut 1sisinin korunmasi olan
kahverengi yag dokusudur. Yapilan deneysel c¢alismalarda kahverengi yag dokusunun
glikoz ve enerji homeostazisinde 6nemli etkisi oldugu gosterilmistir. Kahverengi yag
dokusunun faal olmasiyla enerji harcamasinda artis yasandigir belirlenmistir. Ayni
zamanda yapilan genetik calismalarda da yine kahverengi yag dokusunun diyabetin
patofizyolojisinde rolii oldugu gosterilmistir. Yag dokusu hiicrelerinin (adiposit)
farklilagmasini saglayan PPAR gama-2 geninin insiilin duyarliligiyla iligkili oldugu ve
bu gende meydana gelen polimorfizmlerin tip-2 diyabet riskini artirdig: tespit edilmistir
(49-52).

Tip-2 diyabetin olusumunda hem genetik hem g¢evresel faktorlerin kompleks

etkilesimlerinin rolii oldugu bilinmektedir. Tip-2 diyabetin olusumunda etkili olan

12



monogenik ve poligenik risk faktorleri tanimlanmis olup tip-2 dyabet olusumunda

kompleks poligenik risk faktorlerin 6nemli derecede oldugu ifade edilmistir.

2.1.6. Diabetes Mellitusun Komplikasyonlari

Diyabet komplikasyonlar1 temelde iki ana baslik altinda incelenmektedir: Akut
komplikasyonlar ve kronik komplikasyonlar. Akut komplikasyonlara hipoglisemi, laktik
asidoz ve diyabetik ketoasidoz Ornek verilebilir. Kronik komplikasyonlar da
mikrovaskiiler komplikasyonlar ve makrovaskiiler komplikasyonlar olarak iki alt grupta
ele alinir. Uzun siireli (kronik) diyabet komplikasyonlari arasinda hi¢ siiphesiz
mikrovaskiiler komplikasyonlar oldugu asikardir. Gérme kaybi sonucunu doguran
retinopati, amputasyon ve charcot eklemi riskine yol acan noropati ve bobrek hasarina
sebep olarak son déonem bobrek yetmezligine kadar giden nefropati diyabetli hastalarda
goriilen en O6nemli kronik komplikasyonlardir (5,34). Asagidaki tabloda diyabetik

komplikasyonlar siniflandirilmis sekliyle 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. Diabetes mellitusun komplikasyonlar:

Akut komplikasyonlar Kronik komplikasyonlar
- Hipoglisemi Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
- Laktik asidoz komplikasyonlar komplikasyonlar

- Diyabetik ketoasidoz

- Diyabetik retinopati - Serebrovaskiiler hastalik

- Diyabetik noropati - Koroner arter hastaligi

- Diyabetik nefropati - Periferik vaskiiler hastalik
- Inme
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2.2. Diyabetik Nefropati (DNP)

2.2.1. Diyabetik Nefropatiye Genel Bir Bakis

Herhangi bir iiriner hastalik olmadan proteiniiriye neden olan ve son donem
bobrek yetmezliginin (SDBY) en sik nedenidir ve biiylik bir halk sagligi problemini
temsil etmektedir. Diyabetik nefropati (DNP) veya diyabetik bobrek hastaligi, seker
hastalarinda patolojik miktarlarda idrar alblimin atilimi, diyabetik glomeriiler
lezyonlarin varligi ve glomeriiler filtrasyon hizi kaybi1 (GFR) ile karakterize bir
sendromdur (53). Ug aylik peryot halinde yapilan 24 saatlik idrar albumin seviyesinin
300 mg ve iizerinde olmasi, glomeriiler filtrasyon hizinda (GFR) azalma ve kan
basincinda artis ile kendini gosteren bir hastaliktir. 24 saatlik idrarda albumin miktarinin
30-299 mg arasinda olmas1 mikroalbuminiiri olarak tanimlanirken, 300 mg iizerinde ise
makroalbuminiiri olarak adlandirilir. Mikroalbuminiirili hastalara miidahale edilmezse
asikar nefropatiye dogru ilerleyecektir (12,54). Diyabetik nefropatisi olan hastalarda
yiiksek kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite oranlar1 goriiliir. Bobrek hastaligi olan
diyabetliler bobrek hastaligi olmayan diyabetlilere gore kardiovaskiiler hastalik
acisindan biiylik risk altindadir. Kardiovaskiiler hastalik ve diyabetik nefropati

komplikasyonu bugiin bile hala yeterince anlagilamamistir (54).

ABD ve iilkemizdeki son donem bobrek yetmezligi hastalarinin % 40’m1
diyabetli hastalar olusturmaktadir. Kiiresel c¢apta diyabetli insan sayisinin artmasi
yaninda son birka¢ dekatta Amerika Birlesik Devletlerinde diyabet prevalansi pik
yapmistir. Bu da son dénem bobrek yetmezliginin en sik nedeninin diyabetik nefropati
oldugunu gostermektedir. Bakimdaki ilerlemelere ragmen son donem bobrek
yetmezliginden muzdarip olan hasta sayisinin giderek artmasi mevcut tedavi
yontemlerinin yetersiz oldugu anlamina gelmektedir. Bunun nedenleri erken teshis

eksikligi, zamaninda ve hizli miidahale edilmemesi gelmektedir (54,55).
Tip-2 diyabetlilerde nefropati tan1 aninda izlenebilir ¢iinkii hastalarin %7-8’inde

mikroalbuminiiri mevcuttur. Tip-2 diyabetlilerde diyabetik nefropati insidansi ilk 15 yil

icinde diisiiktiir, 20 y1l gibi bir siire sonrasinda maksimum seviyeye ulasir (56,57).

14



Diyabet hastalarinin hepsinde nefropati gelismemektedir. Diyabet hastalar1 i¢in
cesitli risk faktorleri belirlenmistir. Hiperglisemi, hipertansiyon ve dislipidemi modifiye
edilebilir risk faktorleridir. Genetik faktorler, yas ve irk ise modifiye edilemeyen risk

faktorleri olarak tanimlanmustir (53,58).

Hastalik baslangicinda nefropati goriilmesi az olmakla birlikte mikroalbumin
varlig1 goriilebilir. Yeni baslayan nefropati, baslangicta diisiik fakat anormal miktarlarda
idrar albimininin varligidir, mikroalbiiminiiri (30-299 mg / 24 saat seviyesinde). Asiri
nefropati veya makroalbliminiiri (persistan albumintiiri >300 mg / 24 saat) tip 1 diyabette
uzun yillar sonra gelisir ancak tip 2 diyabetin teshisi sirasinda mevcut olabilir (12,53).
Tan1 ve tedavi rehberinde uygulanan yontem soyledir: sabah ilk idrar veya spot idrar
orneklerinde albumin ve kreatinin Orneklerine bakilarak  tarama  yapilir
(albumin/kreatinin > 30 mg/g). Sonuglarin anormal ¢ikmasi halinde birkag ay igerisinde
en az iki kez daha tekrarlanmalidir (59-61).

2.2.2. Diyabetik Nefropati Risk Faktorleri (58,59)
Diyabetik nefropatinin risk faktorlerin basinda hiperglisemi ve hipertansiyon
gelmektedir. Hipertansiyon hem diyabet hem de albuminiirideki bdbrek

fonksiyonlarinin bozulmasina katkida bulunur. Bunlarin yaninda ¢esitli risk faktorleri

de asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 2.4. Diyabetik nefropati risk faktorleri (58,59)

Genetik faktorler ( ailede DNP oykiisii)

Hiperfiltrasyon ve albumintiri

Obezite

Irk, cinsiyet ve yas

Sigara ve alkol kullanimi

Diyetle alinan protein miktari

Dislipidemi

Bazi ilaclarin kullanilmasi
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2.2.3. Diyabetik Nefropatinin (DNP) Evreleri (62-65)

Diyabetik nefropatinin gelisimi bes klinik evrede gerceklesmektedir. Hiperfiltrasyon ve
sessiz donem olarak adlandirilan 1. ve 2. evre sonrasinda mikroalbuminiiri olan 3. evre
gelismektedir. Agik nefropati veya asikar proteiniiri olan 4. evreden sonra son evre olan

son dénem bobrek yetmezligine (SDBY) kadar hastalik gelisebilmektedir.

1. Evre (Hiperfiltrasyon):

Bu evre glomertiler filtrasyon hizinda (GFR) artis ile karakterizedir. GFR hiz1
kreatinin klirensiyle dl¢iiliir. Kan akiminda artis nedeniyle glomeriil i¢i basing artmistir.

Glomertiler filtrasyon hizinda yaklasik % 40 oraninda bir artis gézlenmektedir.

2. Evre (Sessiz Donem):

Normoalbuminiirik dénem olarak da adlandirilan bu evrede glomeriiler
membran kalinlasmas1 ve mezengial hiicrelerde artis goriilmektedir. Diyabetin
baslangicindan itibaren ilk bes yil icinde gelismektedir. Bu evrede GFR normal veya

biraz normalin tizerindedir.
3. Evre (Mikroalbuminiiri):

Diyabetin 6-15 yillar1 arasinda gelisir. Mikroalbuminiiri ile karakterize olup
GFR hizinda azalma goriiliir. Idrarla albumin atilimi 24 saatte 30-299 mg arasindadir.
Bu evredeki hastalarin tedavisi diizenli uygulanmazsa klinik albuminiiri ya da agikar
nefropati denilen evreye ilerler.
4. Evre (Asikar Nefropati):

Mikroalbuminiiri evresinden sonraki 10 yil icinde gelisir. GFR normalin

altindadir ve filtrasyon hizla azalmaktadir. Albumin atilimi 300 mg/giin {izerindedir ve

albumin atillminda yilda % 10-20 oraninda artma goézlenmektedir. Bu nedenle
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makroalbuminiirik donem olarak da tanimlanir. Belirgin diyabetik nefropati evresidir.

Bu donemdeki hastalar hipertansiftir ve bu durum prognozu kétiilestirmektedir.
5. Evre (SDBY):

Bu donem 25-30 yilda gelisir. GFR’de ileri derecede azalma goriiliir. Bobrek
kapasitesi hizla azaldigindan bobrek yetmezligine ait semptomlar belirgin sekilde

kendini gostermektedir. Bu donemdeki tedavi yollar1 diyaliz veya transplantasyondur.

Tablo 2.5. Diyabetik nefropati evreleri (62-66)

1. Hiperfiltrasyon evresi

Stire Kontrol ile diizelebilir

GFR Normalin % 20-40 kadar artmistir
Kan basinci Normaldir

Proteiniiri Yoktur

Histopatoloji Bobrekler ve glomerul biiyiiktiir
Tedavi Insiilin tedavisiyle diizelir

2. Sessiz Evre (Normoalbuminiiri)

Siire Ik 5 yilda gergeklesir

GFR Normal ya da normalin hafif tistiindedir
Kan basinci Normaldir veya % 20-40 kadar artmistir
Proteintiri Normaldir

Histopatoloji Bazal membran kalindir

Tedavi Insiilin tedavisiyle diizelebilir

3. Mikroalbuminiirik Evre

Stire 6-15 yilda gelisir

GFR Normaldir veya hafif iistiindedir
Kan basinci Artmaya baglar

Proteiniiri 30-299 mg/giin arasindadir
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Histopatoloji
Tedavi

Bazal membran kalindir
Hiperglisemi ve antihipertansif tedavisi

ile diizelebilir

4. Asikar Nefropati Evresi

Siire

GFR

Kan basinci
Proteintiri
Histopatoloji
Tedavi

15-25 yilda gelisir

Azalmistir

Artmstir

llerleyici proteiniiri goriiliir
Glomeruloskleroz gozlenir

Hiperglisemi ve antihipertansif tedavi

uygulanir

5. Son Dénem Bobrek Yetmezligi (SDBY) Evresi

Stire

GFR

Kan basinci
Proteintiri
Histopatoloji
Tedavi

25-30 yilda gelisir

Azdir

Cok yiikselmistir

Glomeruloskleroz etkisiyle zalabilir
Glomeruloskleroz belirgindir

Geri dontisii yoktur
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2.2.4. Diyabetik Nefropatinin (DNP) Patofizyolojisi

Glikoz ve lipit kaynakli metabolik olaylar ile hemodanimik degisiklikler
diyabetik nefropatinin patogenezinde etkili iki temel mekanizmadir. Hemodanimaik
degisiklikler hiperfiltrasyona ve glomerul i¢i basing artisina yol acarlar. Cesitli
vazoaktif faktorlerin etkisiyle vazodilatasyon olusur ve kan akimi artar. Bunun
sonucunda glomeriil basinci, bazal membran kalinlasmasi ve tansiyon artist meydana
gelir. Bu hipertansiyon ve kan glikoz seviyesinin artis1 sonucunda endotelin-1 (ET-1)
salmimi artar ve ekstraselliiler matriks birikimine yol agar. Biitiin bu degisimler
diyabetik nefropatinin gelisimine katki sunmaktadir (67). Cesitli metabolik yolaklar da
diyabetik nefropatinin gelisiminde etkili olmaktadir.

e Poliol yolu aktivasyonu
e {leri glikozillenme son iiriinleri (AGES)
e Protein kinaz C (PKC) aktivasyonu

e Heksozamin aktivasyonu

Diyabetik nefropatide glomerul i¢i basingta artig, bazal membran kalinlagmast,
mezengial genisleme, mikroanevrizma ve nodiiler glomeruloskleroz gibi 6nemli bazi
yapisal ve fonksiyonel degisklikler meydana gelmektedir. Nefropatinin baslangicinda
tiibliler atrofi goriliirken, ilerleyen donemlerde arteriolar hyalinozis ve interstisyel
fibrosis gelismektedir. Ge¢ donemlerde T lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu gerceklesir.
Endotelyal hiicre fenestrasyonu ve podositlerde azalmalar ger¢eklesmektedir (12,53).
Erken donemlerde glomeruler filtrasyon hiz1 ile birlikte albumin atilimi artarken ileri

donemlerde glomeruler filtrasyon hiz1 azalarak proteiniiri artig1 goriilmektedir (67,68).

Diyabetik nefropatinin patogenezinin gelisimi ve ilerlemesinde hipergliseminin

tetikledigi hemodinamik ve metabolik faktorler Gnemli rol oynamaktadir.
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Sekil 2.1. Diyabetik nefropatinin hiicresel patogenezi (53)

Nefronlardaki  arteriollerde meydana gelen hemodinamik degisimler

glomerullerde i¢ basingta ve filtrasyon hizinda artisa yol agmaktadir. Bunun sonucunda
tirotensin II, renin-anjiyotensin-aldosteron sistem (RAAS) ve endotelin | (ET-I) aktive
olur. RAS anjiyotensin I miktarin1 artirir. Anjiyotensin II ile efferent arteriollerde
vazokonstriiksiyon, sitokinler ve profibrotik molekiillerin {iretimi artar. Ayn1 zamanda
endotelin-1 de vazokonstriiksiyonu artirir (69,70).

Diyabetik  nefropatide, immiinite  hiicrelerinin  aktivasyonuyla
bobrekte

makrofajlarin birikimi glomerulosklerozun siddeti ile interstisyel makrofajlarin birikimi

dogal

proinflamatuvar sitokinlerde artis goriilmektedir. Klinik c¢alismalarda
proteiniiri, interstisyel fibrozis ve GFR azalmasi ile yakindan iligkili oldugu
diistiniilmiistiir. Buna ek olarak, dolagimdaki aktive T hiicrelerinin artis1 diyabetik
Ancak lenfositlerin yoklugu fibrozisi ve renal

nefropatiyle iliskilendirilmistir.
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fonksiyonlardaki azalmayi1 engellemektedir. Regiilatuar T hiicrelerinin ise diyabetik
nefropatiye kars1 koruyucu etkisi olabilecegi tahmin edilmektedir (53).

TGF-B (Doniistiirticti biiytime faktorii) aktivasyonu ile birlikte artan bag dokusu
bliylime faktorii (CTGF) ekspresyonu ektraseliiler matriks olusumunu ve fibrozisi
tizerinde etkilidir. Bobrek biyopsilerinde, glomeriiler TGF-1 ve CTGF ekspresyonunun
kontrollere kiyasla diyabet hastalarinda arttigi gosterilmistir. TGF-B1 ve CTGF
ekspresyonunun ayni zamanda albuminiiri ile korele oldugu gésterilmistir. Diyabetik
nefropatide kemotaksis, vaskiiler tonus ve platelet agregasyonunu diizenleyen trombosit
kaynakli biiylime faktorii (PDGF) ekspresyonu da artmistir. Ek olarak bu hastalarda
vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) vazodilatasyona aracilik etmekte ve

16kosit trafigini diizenlemektedir (53).

Protein kinaz C bir serin/treonin kinazdir ve hiperglisemik kosullarda diagil
gliserol (DAG) tarafindan sentezlenir. Protein kinaz C aktivasyonu vazokontriiksiyon ve
proliferasyonun yani sira ekstaselliiler matriks proteinlerin sentezini hizlandirilir.
Diyabetik hayvanlarin {izerinde yapilan ¢alismalarda vaskiiler dokularda protein kinaz
C’nin arttigr gozlenmistir. Boylece PKC vaskiiler komplikasyonlarin ilerlemesinde

onemli rol oynar (71).

Renal Protein kinaz C-f'nin (PKC-B) gen transkripsiyonunda artig glisemik
kontrol ile gliglii bir iligki igerisindedir. PKC aktivasyonu anjiyotensin Il, nitrik oksit,
endotel disfonksiyonu, MAPK ve NF-kB gibi fonksiyon ve mediatorler iizerinde
etkilidir. Hiicre i¢i sinyallerini hiicre i¢ine entegre eden kinazlardan olan MAPK
aktivasyonu renal inflamasyon ve diyabetik nefropati ile iligkilidir. Diyabetik
nefropatide toll-like reseptor (TLR) ve B7-1 (CD80) kostimiilasyonunun da rolii oldugu
bilinmektedir (72-75).

Oksidatif strese yol agan reaktif tiirlerin {iretimi hiicresel sinyal yolaklarinda
gorev alan molekiillerde ve diger biyolojik fonksiyonu olan molekiillerde hasara yol
acmaktadirlar. Poliol yolunun aktivasyonu glikozun sorbitole doniisiimiinii saglar.

Sorbitol daha sonra sorbitol dehidrojenaz enzimi yardimiyla fruktoza doniistiirerek
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NADH/NAD oranint artirmak suretiyle oksidatif strese neden olur. Oksidatif stresi
artiran diger bir mekanizma da proksimal tiibiillerde fruktoz iiretimidir. Glikozun
enzimatik olmayan yollarla biyolojik molekiillere baglanmasi sonucunda olusan

glikasyon son iiriinleri (AGES) ile oksidatif stres artigina yol agmaktadir (76,77).

Sekil 2.2. Diyabetik nefropatinin 6zgiin histolojik goriintiisii. A) Kimmelstiel-Wilson nodiilleri,

hematoksilen eozin boyama, B) Kimmelstiel-Wilson nodiilleri, periyodik asid-Schiff boyama, C)
Glomeruler bazal membranda diffiiz kalinlasma, podosit kaybi, Masson trikrom-methenamin giimiis
boyama, D) Erken donem hastalikta goriilmesi zor olan podosit kaybinin elektron mikroskop goriintiisi

(53).
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2.3. Serbest Radikaller

2.3.1. Serbest Rakikallerin Tarihgesi

Serbest radikallerin kesfi ylizyildan fazla bir zaman 6nce, 1900°da yapilmaistir.
Bunlarin kasifi Michigan State Universitesi’ndeki Moses Gomberg adinda bir kimya
profesoriiydii. Ondan tam bir asir sonra yine ayni liniversitede Amerikan kimya dernegi
tarafindan diizenlenen bir torenle bu kesif bir doniim noktas1 olarak anildi. Daha sonra
bir Ingiliz kimyager olan Fenton tarafindan demir siilfatla hidrojen peroksitin
reaksiyonuyla elde edilen kanitlar serbest radikal olan hidroksil radikalinin temelini
olusturmustur. Bu nedenle hidroksil radikalini veren reaksiyona bilim adamina ithafen

fenton reaksiyonu denilmistir (78).

2.3.2. Serbest Radikallerin Tanim ve Simiflandirilmasi

Serbest radikaller tanimi yapilirken elektronlarin orbitallerdeki dagilimi goz
Ooniinde bulundurulur. Dis orbitalinde eslenmemis elektron bulunduran molekiillere
serbest radikal denir. Bu 6zelliklerinden 6tiirii bu maddeler bagka maddelerle kolaylikla
reaksiyona girebilirler. Maddelerin dogas1 geregi her zaman kararli halde bulunma
egilimindedirler. Bu nedenle kararsiz yapida olan serbest radikaller kararli hale

gelebilmek igin baska molekiillerleetkilesirler (79).

Serbest radikaller ¢ift rollii molekiillerdir. Hem toksik hem yararli molekiillerdir.
Bu yiizden organizmaya sadece zarar vermezler, diisiik konsantrasyonlarda faydali
amaglar i¢in kullanilabilir (80). Serbest radikaller temel olarak iki baslik altinda
incelenir. Oksijen kaynakli olan serbest radikallere reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve

nitrojen kaynakli olan serbest radikallere de reaktif nitrojen tiirleri (RNS) denir (79).

2.3.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Organizma enerjisini kazanmak icin oksijeni kullandiginda reaktif oksijen tiirleri
(ROT) meydana gelirler. Bu olay enerjinin elde edildigi mitokondrideki elektron

transport siteminde ger¢eklesmektedir (81).
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Bir oksijen molekiilii 1 elektron alirsa siiperoksit radikali olusur, 2 elektron

alirsa hidrojen peroksit olugur ve 3 elektron alirsa hidroksil radikali meydana gelir.

|"'- _HI If._Hlll ﬂ I..--_Hl'|

\1 \2) \3) 4
Oq 4+ & »0:" 4+ 8 4+ 2H® » HOp 4+ @ #» OH + & + H—» H,O
Molekilier Saperolsit Hidrajen H.dr!:lifﬂlll S
oksijen radikal poroksit radikali

Sekil 2.3. Oksijen molekiiliiniin reaktif tlirlerine doniisiimii (81)

Oksijen kaynakli bu reaktif molekiillerin asir1 tiretimi sonucunda ortaya ¢ikan
strese oksidatif stres denir. Dokularda artmis oksidatif stres cesitli fizyolojik ve

patolojik siireclerin ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin baslamasina ve ilerlemesine

katkida bulunur (82). Reaktif oksijen tiirleri iginde siiperoksit (Oz'-), hidroksil (OH),
alkoksil (RO), peroksil (ROO), lipit peroksil (LOO), hidrojen peroksit (H,0,), singlet

1
oksijen (O,) gibi molekiiller sayilabilir. Esasinda reaktif oksijen tiirlerinin bir kismi

radikal iken bir kism1 da nonradikal (oksidan)’dir. Radikaller oksidan olarak tanimlanan
hidrojen peroksit ve nitrik asit gibi molekiillere rahatlikla doniisebilmektedirler.
Oksidanlar canli organizmalarda ¢esitli patolojik durumlarda iiretilirler ve radikal

molekiillerin olusumuna katkida bulunurlar (83-85).

Reaktif oksijen tiirlerinin meydana gelmesi diyabet, kanser, Kkatarakt,
romatoidartrit, ateroskleroz ve kardiovaskiiler hastaliklarin temelinde 6nemli rol oynar.
Diyabet ve hipertansiyonlu hastalarda DNA’nin oksidatif hasarinin bir belirteci olan 8-
OHdAG’nin seviyeleri yliksek bulunmustur (80,86).

Reaktif oksijen tiirleriyle antioksidanlar organizmada bir denge halinde bulunur,
buna oksidatif denge denir. Bu dengenin siirdiiriilebilir olmasi hayati 6nem tagir.
Oksidatif dengenin ¢esitli nedenlerle reaktif oksijen tiirleri lehine bozuldugunda ortaya

¢ikan duruma oksidatif stres denir.
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Sekil 2.4. Oksidatif dengenin bozulmasi (87)

Tablo 2.6. Reaktif oksijen tiirleri (79-84)

Radikaller Radikal olmayanlar

-Siiperoksit 02" -Hidrojen peroksit H,O,
-Hidroksil OH -Hipokloroz asit HOCI
-Alkoksil RO -Hipobromdz asit HOBr
-Peroksil ROO | -Singlet oksijen ' ,
-Lipit peroksil LoO | -Ozon O,
-Hidroperoksil HO,

Siiperoksit Anyon Radikali:

Oksijen molekiilii hayatin siirdiirelebilirligi icin vazge¢ilmezdir. Organizmada
enerji kaynagi olarak mitokondride oksijen kullanilmaktadir. Oksidatif fosforilasyon
olarak tanimlanan mitokondrideki bu mekanizmanin elektron transport zinciri
sonucunda oksijen suya doniistiiriilmektedir. Ancak bu esnada ATP elde etmek igin
aktarilan elektronlarin bir kismi1 mitokondri araligina sizmakta ve oksijen molekiiliiniin
bu elektronlar1 yakalamasiyla siiperoksit radikali olugmaktadir. Meydana gelen

siiperoksit organizmada cesitli hastaliklarin olusumunda ve patofizyolojisinde rol
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oynamaktadir. Elektron transport sisteminin kompleks 1 ve kompleks 3’te iiretilen

stiperoksit mitokondri memranindan kolaylikla gecebilir (80,88).

Hidrojen Peroksit:

Hidrojen peroksit nonradikal bir molekiil olmasina ragmen organizma igin hayati
onemi vardir. Ciinkii hidrojen peroksit hiicre memranlarina niifuz edebildigi gibi ayni
zamanda radikal molekiillerin olusumuna da kaynaklik teskil etmektedir. Hidrojen
peroksit hem molekiiler oksijenden hem siiperoksit anyonundan olusabilir. Molekiiler
oksijenin iki elektron almasi veya siiperoksit anyonunun bir elektron alip ardindan iki
hidrojen atomuyla birlesmesiyle meydana gelir. Hidrojen peroksit organizma icin en
zararli olan hidroksil radikalinin olusumuna aracilik eder. Bu yoniiyle organizmanin
cesitli hastaliklarinda Onemli rolleri oldugu bilinmektedir. Hidrojen peroksit
organizmada bulunan katalaz, glutatyon peroksidaz olarak adlandirilan antioksidan

sistem elemanlari tarafindan ortadan kaldirilir (89,90).

Hidroksil Radikali:

Biyolojik sistemlerde iiretilen hidroksil radikalinin en etkili ve en 6nemli radikal
olmasi nukleus membranini gegip DNA’y1 etkileyebilmesinden ileri gelmektedir. In
vivo olarak olugmasi ve mutajenik karakter kazanmasi hidroksil radikalinin énemli bir
ozelligidir. Hiicrenin beyni olarak tanimlayabilecegimiz ve hiicrenin biitiin
fonksiyonlarinin yonetildigi alan olan nukleusa zarar vermesi hidroksil radikalini
onemli kilmaktadir. Biyolojik sistemlerde hidroksil radikalinin olugumu iki mekanizma
ile ger¢eklesmektedir. Fenton raksiyonu olarak adlandirilan birinci mekanizma Hidrojen
peroksitin demir, bakir, ¢inko gibi gecis metalleriyle reaksiyona girerek hidroksil
radikalini olusturmasidir. Haber-Weiss reaksiyonu seklinde isimlendirilen ikinci
mekanizma da hidrojen peroksitin siiperoksit anyonu ile reaksiyonu sonucunda hidroksil

radikalinin olugsmasidir (84,91).
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Singlet Oksijen:

Yiiksek enerjili olmasindan reaktivitesi yiliksek olan singlet oksijenin
ortaklanmamus elektronu olmadigindan non-radikaldir. Organizmada hidroperoksitlerin
yikim reaksiyonlarinda veya dismutasyon tepkimeleri esnasinda olusabilen singlet
oksijen barindirdig1 yiiksek enerjisini dalga seklinde etrafa vererek, bazi molekiillerle

kovalent bag yaparak ya da enerjisini transfer ederek oksijene dontisiir (92).
2.3.4. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NOS)

Reaktif nitrojen tiirleri arasinda nitrik oksit (NO ), nitrik asit (HNO,), nitrojen
dioksit (NOZI ), peroksinitrit (ONOO- ) gibi molekiiller sayilabilir. Reaktif nitrojen

tirleri de reaktif oksijen tiirleri gibi radikal olanlar ve nonradikal olanlar geklinde
incelemek miimkiindiir. Bunlar da ¢esitli patolojik ve fizyolojik kosullar altinda canli

organizmalarca iretilir ve radikal nitrojen tiirlerine doniisebilirler (80-84).

Tablo 2.7. Reaktif nitrojen tiirleri (79-84)

Radikaller Radikal olmayanlar

-Nitrik oksit NOo | -Nitrikasit HNO;

-Nitorjen dioksit NO, -Peroksinitrit ONOO
-Peroksinitrik asit ONOOCH
-Alkil peroksinitrit ROONO
-Nitril klorid NO,CI
-Dinitrojen trioksit N20O3
-Nitroksil anyonu NO
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2.3.5. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikal kaynaklar1 olusum yerlerine gore iki kisma ayrilir. Hiicre iginde
(endojen) c¢esitli mekanizmalar sonucunda olusan ve cevresel faktorler (eksojen)

neticesinde olusan serbest radikaller olarak incelenmektedir (93-95).

Eksojen Kaynaklar

Cevreyle siirekli i¢ ice olan organizma kendisi igin zararli bazi gevresel
faktorlere maruz kalmaktadir. Bunun sonucunda organizmada serbest radikaller

olugmaktadir. Asagidaki tabloda eksojen serbest radikal kaynaklar1 gosterilmektedir.

Tablo 2.8. Eksojen kaynaklar (95)

-Ultraviyole 1s1nlar1, gamma 1s1nlari, iyonize radyasyon, x 1sinlari

-Alkol ve sigara kullanimi

-Temizlik turinleri

-Bocek ilaglart ve benzeri kimyasallar

-Su kirletici maddeler (kloroform)

-Hava hirletici maddeler (asbest, benzen, formaldehit, ozon, toluen)

-Orman yanginlari, volkanik artiklar

-Tiner, tutkal, parfiimler

Endojen Kaynaklar:

Organizmada ¢ok sayida metabolik reaksiyonlar cereyan etmektedir.
Organizmada gerceklesen anabolik ve katabolik reaksiyonlar neticesinde cesitli serbest
radikaller olugmaktadir. Endojen kaynakli serbest radikaller olarak tanimlanan bu

kaynaklar asagidaki tabloda detaylica gosterilmistir (80,95).

28



Tablo 2.9. Endojen kaynaklar (95)

- En 6nemlisi mitokondriyal sistemde elektron transferinde yan iiriin olarak serbest

radikaller uiretilir.

- Yangi esnasinda salinan sitokinler notrofil ve makrofajlardan serbest radikallerin

iiretilmesine neden olurlar ve baz1 hormonlar radikal olusturabilirler.

- Lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonuyla iiretilirler.

- Endoplazmik retikulumda sitokrom p450 sisteminde olusan elektron kacaklariyla
ksantin oksidaz (XO) ve Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (NADPH)

araciligyla iretilirler.

- Immun sistem patojenlere kars: serbest radikaller iiretebilir.

- Arasidonik asit metabolizmasi sirasinda tretilebilirler.

- Zihinsel ve fiziksel yorgunluk kaynakli stres toksik frlinler olarak serbest

radikallerin olusumuna yol acabilir.

Elektron Transport Sistemi:

Canli organizmalar yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmek icin enerjiye
ihtiya¢ duyarlar. Gerekli enerjiyi temin etmek icin disaridan aldiklar1 atmosferik
oksijeni mitokondride elektron transport sistminden gegirerek enerji (ATP) tiretirler. Bu

asamada oksijen 4 elektron ve 4 hidrojen atamu alarak suya doniisiir (84,96).

02 + 4H+ + 4e- —2H20

Bir metaloenzim olan sitokrom oksidaz enzimi elektron transport sisteminde
oksijenin indirgenmesinde rol alir. Sitokrom oksidaz enziminin oksijene afinitesi
oldukca yiiksektir. Dolayisiyla ¢ok az miktarda oksijenin varliinda bile enerji eldesi
miimkiin olmaktadir. Elektronlarin elektron transportSisteminden gegisi esnasinda bir
kism1 araliga sizmakta ve oksijenle beraber serbest radikal olusumuna yol agmaktadir.

Bu sayede oksijenin % 1-3 kadar1 serbest radikal olusumuna katilmaktadir (96,97).
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Sekil 2.5. Elektron transport sisteminde ROS olusumu (98)

Otooksidasyon:

Gecgis metalleri serbest radikallerin olusumunda Onemli yer tutmaktadir.
Gliseraldehit, dopamin ve adrenalin gibi biyolojik dnemi olan molekiiller ge¢is metalleri
katalizorliigiinde oksijenle otooksidasyona ugramasiyla siiperoksit radikali ve hidrojen
peroksit olusur. Radikal olmayan hidrojen peroksit demir varhiginda zararli olan
hidroksil radikaline doniistir (84,99).

NADPH-P450 Sistemi:

P450 proteini endoplazmik retikulumda bulunan bir sitokromdur. Endoplazmik
retikulumlar nikotin amid adenin dintikleotid (NADPH) ile inkiibasyonu serbest radikal
olusumu ile sonuglandigi gosterilmistir. NADPH- P450 sistemindeki flavinlerden
elektron kacagi olup oksijenle birlikte radikal olutururlar (84).
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Ksantin Oksidaz Sistemi:

Atmosferik oksijenin bir kismi mitokondriyal sistem disinda ¢esitli oksidasyon
tepkimelerinde kullanilir. Bunlardan birisi de iirik asit metabolizmasidir. Urik asit
olusumu ksantin dehidrojenaz tarafindan katalizlenmektedir. Bu esnada elektron NAD+
aktarilmaktadir. ATP nin yikilmasi sonucunda adenozin ve ardindan inosin olusur. Daha
sonra da inozin ksantin ve hipoksantine doniiserek dokuda birikmelerine yol agar.
Dokularda bolca bulunan ksantin dehidrojenaz enzimi ksantini oksijen ve su varliginda

tirik asite doniistlirirken siiperoksit radikali olusur (84,100).

Ksantin + H20 + 202 — Urik asit + 2 02+ 2H"

Arasidonik Asit Metabolizmasi:

Arasidonik asit prostaglandinler ve prostasiklin gibi eikozonoid olarak
tanimlanan molekiillerin ana molekiiliidiir. Fosfolipaz A2 enzimi araciligiyla lipidlerden
aragidonik asit olusturulur. Arasidonik asit daha sonra lipooksijenaz ve siklooksijenaz
enzimleri araciliiyla eikozonoidler elde edilir. Bu islem sirasinda serbest radikaller

olusur (84).

Fagositik Sistem:

Fagositozu yogun olarak kullanan noétrofil ve makrofajlarda serbest radikal
olusumu gozlenmektedir. Cesitli infeksiyonlar sirasinda fagositik aktivite hizlanir ve
fagositik hiicrelerin membraninda bulunan NADPH oksidaz enzimi aktiflesir. Bunun
sonucunda serbest radikaller olusur. Bu mekanizma mikroorganizmalarla savasmada
onemli rol istlendigi bilinmektedir. Monosit gibi fagositik hiicreler miyeloperoksidaz
enzimi araciligiyla da serbest radikal olan hipoklordz asit olusturulur. Giiglii bakterisidal
etkiye sahip olan bu radikaller mikroorganizmalarin o6ldiiriilmesinde 6nemlidir
(84,101,102).
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2.3.6. Serbest Radikallerin Faydalari

Organizmada bulunan serbest radikallerin her zaman zararli etkileri oldugu
sOylenemez. Aym1 zamanda diisiik yogunlukta olduklarinda yararli etkileri de vardir.
Aslinda serbest radikaller organizmanin yasamsal faaliyetleri i¢in gerekli olan
molekiillerdir. Bunlar belli bir konsantrasyonda olduklarinda yararli iglevler
gosterebildikleri gibi artan konsantrasyonlarda zararli hale gelebiliyorlar. Serbest

radikallerin yararlarini sdyle siralayabiliriz (79,83,103).

e Savunma sistemi hiicreleri araciligiyla kanser hiicrelerini yok etme

e Transkripsiyon faktorlerinin olusumunu saglama

e Baz sitokinler ve biiylime faktorlerinin aktivasyonu

e Sitokrom p450 sisteminde ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu

e Intraselliiler kalsiyumun salinim1 ve tirozin kinaz aktivasyonu

e ikincil haberciler gibi fonksiyon goriirler (hidrojen peroksit)

e Nitrik oksit serbest radikali hiicresel fonksiyonlarda énemli rolleri vardir. Ornegin
damar diiz kaslarin diizenlenmesinde, platelet agregasyonunda, norotransmiter
gorevlerinde rol alabilir. Ayrica immun yanit olusturmak i¢in de bir medyator

gorevi gorlr (79,83,103).
2.3.7. Serbest Radikallerin Zararlari
Organizmada serbest radikallerin konsantrasyonu arttiginda zararl etkilerini
biyolojik molekiiller iizerinde gostermeye baslarlar. Hiizre zarinin temel bilesenleri olan
lipitler ve proteinler olmak {izere karbonhidratlar ve DNA molekiillerini bozarak
hiicresel iglevlerin bozulmasina yol acarlar.

Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Zararlari:

Serbest radikaller karbonhidratlar ile reaksiyona girerek karbondan hidrojen

atomunu ayirarak karbon kaynakli radikaller olustururlar. Bunlar hyaliironik asit gibi
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molekiillerde zincir kirilmalarina yol agarak yapisal ve islevsel bozukluklara neden
olurlar (103).

Serbest Radikallerin Proteinlere Zararlar:

Serbest radikaller proteinler {iizerindeki etkileri dogrudan olup aminoasit
icerigiyle ilgilidir. Proteinlerin serbest radikallerden etkilenmesi doymamis bag ve
siilfiir iceren aminoasitlerde daha yiiksektir. Ornegin sistein, triptofan, fenilalanin,
tirozin, histidin ve metionin gibi aminoasit igeren proteinler serbest radikallerle daha
fazla reaksiyona girerek protein oksidasyonunu olustururlar. Bdylece yapisal
diizenleyici proteinlerin disfonksiyonuna neden olarak hasarlara yol acarlar. Protein
oksidasyonu sonucunda yiiksek reaktivitesi olan radikaller olusabilir ve bu oksitlenmis
proteinlerin ¢ogu inaktif durumda olduklarindan gorevlerini yapamazlar. Bunlar
hiicreden uzaklastilir veya zamanla birikebilir. Bunun sonucunda cesitli hastaliklar

meydana gelir (94,103,104).

Serbest Radikallerin Lipitlere Zararlar::

Membranlarin temel bileseni olan lipitler serbest radikallere oldukca hassastir.
Serbest radikaller lipitlerle reaksiyona girdiginde son derece zararli olan lipit
peroksidasyonuna yol acarlar. Boylece basta hiicre membran1 olmak {izere
membranlarin akiskanligin1 ve gegirgenligini bozarak islevsel bozukluklara neden olur.
Lipit peroksidasyonu ile gesitli toksik tiriinler meydana gelir ve bunlar ikinci haberciler
gibi davranarak uzak bolgelerde etkilerini gosterebilirler. Bu agidan lipit
peroksidasyonunun hiicresel hasar1 hiicre fonksiyonlar1 icin son derece Onem
arzetmektedir (104). Lipit peroksidasyonu ile karbondan hidrojen atomunun
uzaklastirilmasiyla karbon radikali meydana gelir bu radikaller de oksijen ile birleserek
lipit peroksil radikalini olusturur. Daha fazla hidrojen atomunun ayrilmasiyla da lipit
hidroperoksitler meydana gelir. Bu radikaller hiicreyi etkileyerek oksidatif hasarlara yol
acarlar (79,83,94,103).
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Serbest Radikallerin DNA Molekiiliine Zararlari:

Serbest radikallerden bazilar1 6zellikle hidroksil radikali nukleus membraninm
gecerek DNA iizerinde mutajenik etki gosterebilir. DNA hiicrenin yonetim merkezi
olmasinda serbest radikallerin DNA iizerindeki etkileri daha bir 6nem arzetmektedir.
DNA’nin yapisinda bulunan primidin ve piirin bazlarindaki doymamis baglar
radikallerin saldirilarina agiktirlar. Hidroksil radikali primidin bazinin c4-c5 bagina
saldirarak timin glikol, wurasil glikol, 5-hidroksideoksiiiridin gibi oksidatif hasar
tiriinlerini olustururlar. Yine piirin bazindaki ¢ift baglar da radikallere kars1 hassas olup
saldirilara maruz kalmaktadir. Radikallerin pilirin bazina saldirmasiyla da 8-
hidroksideoksiguanozin ve 8-hidroksideoksiadenozin molekiillerinin olusmasina sebep
olurlar. Boylece DNA’da olusan oksidatif hasarla ¢esitli hastlaliklarin organizmada
ortaya ¢ikmasina neden olur. Serbest radikallerin DNA {izerindeki zararli etkilerinden
birisi de polisentetaz enziminin aktivasyonuyla gergeklesir (81,91). Bu enzim bir
taraftan DNA’nin parcalanmasina yol acarken bir taraftan da elektron transport

zincirinin islevini bozar (104,105).
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2.4. Antioksidanlar

2.4.1. Antioksidanlarin Tanimi ve Simiflandirilmasi

Organizmada ¢esitli metabolik reaksiyonlar sirasinda ya da cevresel faktorler
etkisiyle meydana gelen serbest radikalleri engellemek ve zararli etkilerini ortadan
kaldirmak amaciyla organizmanin sahip oldugu savunma sistemi antioksidan olarak
adlandirilir. Antioksidan savunma elemanlar1 serbest radikallere afinitesi oldukca
yiiksek oldugundan ortamdaki serbest radikallerle hemen etkilesime gegerek onlarin
zararl etkilerini giderirler. Antioksidanlarin temel gorevleri, ortamda meydana gelen
serbest radikalleri etkisiz hale getirmek ve bunlarin toksik etkilerine karsi hiicreleri
korumak bdylece hastaliklarin olusumunu 6nlemek veya hastaliklarin tedavisine katki
sunmaktir. Organizma radikallere karsi savas verirken kullandigi en 6nemli silah
antioksidanlardir (79,93). Serbest radikallerin etkisiyle meydana gelen otooksidasyon ve
peroksidasyon gibi reaksiyonlar1 Oneleyerek hiicrenin korunmasini saglarlar. Bu
yoniiyle antioksidanlar hiicresel oksidatif hasar1 ortadan kaldirarak oksidatif dengeyi
saglayarak komplikasyonlarin 6niine gegerler. Antioksidanlar organizmada dogal olarak
bulunabildigi gibi disaridan da alinabilmektedir. Bu acidan antioksidanlar eksojen ve

endojen olmak iizere iki grup altinda toplanir (78-79).

Hiicre icinde serbest radikallere baglanarak serbest radikallerin biyolojik
molekiillerle etkileserek onlara zarar vermekten alikoyan molekiillerdir. Antioksidanlar
kendi elektronlarii serbest radikallere vererek onlara baglanip olusmus ya da olusan
oksidatif zincir reaksiyonlar1 sonlandirirlar. Bdylece serbest radikallerin biyolojik 6nemi
olan molekiillere saldirarak hiicreye zarar vermesi Onlemis olurlar. Antioksidanlar
serbest radikallere elektronlarini verdikten sonra serbest radikal duruma gelir (78).
Ancak bunlar elektron degisimini reaktif olmadan kendi i¢inde barindirabildiklerinden
zararsizdirlar. Antioksidanlarin bir kismi hiicre i¢inde organizma tarafindan {iiretilirken
cogunu olusturan diger bir kismi da disaridan cesitli sekillerde organizmaya alinir.
Stiperoksit dismutaz gibi endojen olarak isimlendirilen antioksidanlar hiicre i¢inde
tiretilirken vitamin E gibi eksojen olarak isimlendirilen antioksidanlar da dis kaynakli

olup basta diyet yoluyla olmak iizere g¢esitli yollarla viicuda alinir (3,106,107).
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Antioksidanlarin  hiicrede iki savunma hattit bulunur. ki yagda ¢dziinen
antioksidanlarin olusturdugu hat olup hiicre zarinda bulunur; ikincisi de suda ¢oziiniir
Ozelligi olan antioksidanlarin olusturdugu ve hiicre i¢inde bulunan savunma hatt1 (104).

Antioksidanlar endojen ve eksojen antioksidanlar olmak ftizere iki baghk altinda

incelenir (78).

Tablo 2.10. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (87,107)

A) Endojen antioksidanlar

1. Enzimatik antioksidanlar

2. Nonenzimatik antioksidanlar

- Siipeeroksit dismutaz (SOD)

- Glutatyon (GSH)

- Katalaz (CAT) - Melatonin

- Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) - Albumin

- Glutatyon rediiktaz (GR) - Bilirubin
- Selenyum

- Transferrin
- Urik asit
- Koenzim Q10

B) Eksojen antioksidanlar

- Vitamin A (a-tokoferol)
- Folik asit (B9 vitamini)

- Vitamin C (askorbik asit)
- Vitamin E

2.4.2. Eksojen Antioksidanlar
Eksojen antioksidanlar viicutta tiretilmeyip disaridan alinan antioksidanlardir.

Bunlar arasinda vitamin A (B- karoten), vitamin B9 (folik asit), vitamin C (askorbik
asit) ve vitamin E (a-Tokoferol) bulunur (80,108,109).
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Tablo 2.11. Eksojen antioksidanlar ve fonksiyonlar1 (87,107)

Antioksidanlar Fonksiyonlari

Vitamin A Singlet oksijene kars1 savunma yapar

Folik asit ( B9 vitamini) | Vaskiiler hasar1 onler

Vitamin C Hidroksil radikaliyle savagir
Vitamin E Membran lipidlerinde peroksidasyon reaksiyon zincirini
kirar
Vitamin A:

Karotenoidlerden bir provitamin olan B karoten vitamin A’ya doniisebilmektedir.
Ozellikle retinada retinole doniiserek gozler icin serbest radikallere karsi 6nemli bir

savunma aracidir. Giiglii bir singlet oksijen temizleyicisidir (80).

Folik Asit:

Vitamin M olarak da adlandirilan bu vitamin B iiyesi DNA sentezinde ve
alyuvarlarin sentezinde O©nemli gorevler {Ustlenmektedir. Plazmada homosistein
seviyesini dilisiirmede etkili olan folik asit ayni zamanda spermatogenesis igin de
gereklidir. Diger vitaminlerle birlikte homosistein kaynakli oksidatif vaskiiler hasari

onlemede 6nemli rolii vardir (110-112).

Vitamin C:

Suda ¢oziinebilen bu antioksidan reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerine karsi
savunmada cok etkindir. Siiperoksit, singlet oksijen, peroksinitrit, ozon ve hipokloroz
asit gibi reaktif molekiillerini kolaylikla temizleyebilen vitamin C genis bir alanda
kalkan gorevi gormektedir. Norotransmiter ve karnitin gibi molakiillerin sentezinde de
gorevli olan bu antioksidan lipid peroksidasyonu artiran bir 6zelligi de bulunmaktadir
(112-115).
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Vitmain E:

Yagda c¢oziinebilen bir vitamin oldugundan yiiksek antioksidan kapasiteye
sahiptir. En Onemli 06zelligi lipit peroksidasyonuna karsi hiicre membranlarini
korumaktir. Vitamin E radikalleri etkisizlestirmekle kalmayip radikal olusumunu
saglayan peroksidasyon zincirini kirarak radikallerin olugmasini Onler. Cesitli kanser
turleri, katarakt, iskemi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve norolojik bozukluklarda vitmain

E koruyucu ozelligi vardir (80,114).

2.4.3. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar kendi i¢inde enzimatik olanlar ve olmayanlar seklinde

siniflandirilarak incelenir.
Enzimatik Antioksidanlar:

Serbest radikallerin hasarlarina kasi antioksidan savunma sistemini onemli bir
kismini olusturan enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),

glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GR) olarak incelenebilir (80,95).

Tablo 2.12. Ezimatik antioksidanlar ve fonksiyonlari (87,107)

Antioksidanlar Fonksiyonlari

Stiperoksit dismutaz (SOD) Stiperoksit radikaline kars1 savasir
Katalaz (CAT) Hidrojen peroksiti yok eder
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Hidrojen peroksiti yok eder
Glutatyon rediiktaz (GR) Okside glutatyonu indirger

Siiperoksit Dismutaz (SOD):

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerine karst intraselliller savumada ilk hatti
olusturan bu antioksidan enzim cesitli hiicrelerin mitokondri matriksinde bulunur.

Stiperoksit dismutaz reaktif molekiillere karsi hem intraselliiler savunmada hem de
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ekstraselliiler savunmada onemli rol istlenmektedir. Siiperoksit radikalini hidrojen
atomu alarak hidrojen peroksit ve oksijene katalizler daha sonra da hidrojen peroksit de
katalaz tarafindan ortamdan uzaklastirilir. Hidrojen peroksit bir radikal olmamasina
ragmen bakir ve demir gibi gecis metalleri varlifinda organizma i¢in en zararh radikal

olan hidroksil radikalinin 6nciilii oldugundan temizlenmesi gerekmektedir (95,107,116).

Katalaz (CAT):

Her biriminde hem grubu ve NADPH molekiilii bulunan dort alt birimden olusan
katalaz hiicre i¢i organellerde bulunur ve hidrojen peroksitin su ve oksijene
doniistimiinii saglar. Siiperoksit dismutaz iriinii olan hidrojen peroksitin hidroksil

radikaline donlismemesi i¢in katalaz birinci derecede onemli bir enzimdir (116-118).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px):

Sitoplazmada bulunan bu antioksidan tipki katalaz gibi ortamda bulunan
hidrojen peroksitin etkisini ortadan kaldirmak igin gérev yapmaktadir. Katalaz ve
glutatyon peroksidaz hidroksil radikalinin olusumunu &nleyen 6nemli iki antioksidan
savunma elemanidir (107). Non enzimatik bir antioksidan olan glutatyon varliginda
hidrojen peroksiti ve organik hidroperoksitleri (lipit ve DNA hidroperoksitleri gibi)
metabolize ederek ortadan kaldirir (119-121).

Glutatyon S Transferaz (GST):

Selenyuma bagli olmayan GSH-Px olarak adlandirilir ve fosfolipaz A2
varliginda membran peroksidasyonunu inhibe eder. Bu antioksidan enzim daha cok
organik hidroperoksitleri metabolize etmede gorev almaktadir (119-121).

Glutatyon Rediiktaz (GR):

Flavin adenin diniikleotid (FAD) iceren flavoprotein bir antioksidan enzimdir.

NADPH varliginda okside glutatyonu (GSSG) indirgeyerek glutatyonu (GSH)
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olusturur. Pentoz fosfat yoluyla elde edilen NADPH’lar reaktif molekiillere karsi

organizmanin savunmasinda 6nemli rolleri oldugu anlasiliyor (95,122).
Nonenzimatik Antioksidanlar:

Non-enzimatik  antioksidanlar arasinda en Onemlileri glutatyon (GSH),
melatonin, albumin, bilirubin, selenyum, transferrin, trik asit, seruloplazmin ve

koenzim Q10 sayilabilir (80,95).

Tablo 2.13. Nonenzimatik antioksidanlar ve gorevleri (87,107)

Antioksidanlar Gorevleri

Glutatyon (GSH) Proteinleri serbest radikal saldirilarina
kars1 korur

Melatonin Antioksidatif ~ sistemi  uyarir  ve

proteinleri korur

Albumin Hidroklor6z radikalinin etkilerini 6nler
Bilirubin Peroksil radikalini sitiptiriir
Selenyum Glutatyon peroksidaz tizerinden

detoksifikasyon yapar

Transferrin Serbest demiri baglayarak radikal

olusumunu 6nler

Urik asit Bir¢ok radikallere kars1 viicudu savunur

Glutatyon (GSH):

Hiicrelerde yiiksek miktarda bulunan rediikte glutatyon redoks dengesinin
korunmasinda gen ekspresyonunda ve sinyal iletim mekanizmalarinda gérev almaktadir
(121). Yapisinda sistein gibi aminoasitler bulundurdugundan siilfidril grubu (-SH)
icermektedir. Silfidril grubu iceren proteinleri oksidasyona karsi korur. Cogunlugu
sitoplazmada az bir kism1 da endoplazmik retikulum ve peroksizom gibi organellerde

bulunur (92). Toksik bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan
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gecisini  saglamakla birlikte vitamin E ve vitamin C gibi antioksidanlarin

diizenlenmesinde de gorev alir (107).

Melatonin:

Epifiz bezinden dolasima salgilanir ve triptofan aminoasidinden {iretilir.
Intraselliiler ortamda protein, lipitler ve DNA gibi énemli biyolojik makromolekiilleri
reaktif molekiillerin zararl etkilerinden korur. Bilinen bir¢ok reaktif oksijen ve nitrojen
tiirlerini temizlemekle birlikte antioksidan enzim sitemlerini de uyarir. Bunun yaninda
prooksidatif enzim olarak bilinen lipooksijenaz ve nitrik oksit sentazi baskilayarak

oksidatif hasarin oniine geger (120-123).
Albumin:

Plazmada bulunan 6nemli bir antioksidan olan albumin ozmotik basincin
diizenlenmesinde ve viicut sivi kompartmanlarindaki sivi dengesinin saglanmasinda
rolii bulunmaktadir. Yapisinda bulunan sistein sayesinde hidroksil radikalini ve
hipoklordz asiti siipiirebilmektedir (124).

Bilirubin:

Eritrositlerin 6mriinii tamamladiktan sonra yikima ugramalari sonucu iglerindeki
hem grubundan agiga cikar ve karaciger iizerinden safrayla atilmaktadir. Peroksil
radikallerini engeller ve zincir kirict etkisi vardir (124-127).

Selenyum:

Antioksidan etkisi bulunan bir elementtir. Selenoproteinlerin fonksiyonlari i¢in

gereklidir. Glutatyon peroksidaz lizerinden reaktif oksijen olusumunu baskilar (126).
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Transferrin:

Dolasimdaki serbest demiri baglayip hiicrelere tasiyan ve bircok dokuda bulunan
onemli antioksidan aktiviteli bir proteindir. Serbest Fe+2 iyonlar1 fenton
reaksiyonlarinda hidrojen peroksit olusumuna neden olmaktadir. Transferrin bu demir
iyonlarin1 Fe+3 olarak hiicrelere depo etmek iizere tasimak suretiyle antioksidan etkisini
gosterir (127).

Urik Asit:

Bir renal metabolit olmasinin yani sira antioksidan potansiyeli yiiksek oldugu
diisiiniilmektedir. Urik asit piirin katabolizmasinin son basamaginda hipoksantinden
meydana geldiginde reaktif oksijen tiirleri iiretilmektedir. Bunun yaninda siiperoksit,
hidroksil, peroksitler ve singlet oksijen reaktif molekiillerini etkisizlestirir ve lipit

peroksidayonunu engeller (128,129).

Koenzim Q10:

Ubikinon da adi verilen viicutta sentezlenen vitamin benzeri bilesiktir. Viicutta
tirozinden sentezlenebildiginden tam bir vitamin olarak kabul edilmez. Organizmanin
aeraobik solunumunda elektron transport zincirinde hayati gorev iistlenmektedir.
Mitokondriyal elektron transport sisteminde bulunan kompleks bilesikler i¢in kofaktor
olarak i goriir. Bu yoniiyle oksidatif fosforilasyon icin kritik 6neme sahiptir. Koenzim
Q10 antioksidan olarak serbest radikalleri temizler ve peroksidasyon mekanizmalari
baskilar. Indirgenmis formu olan ubikinol elektron verici olarak oksidanlari notralize
eder (130).

42



Cu/Zn-SOD Mn-SOD

(cytosol) (mitochondria)
Fenton
reaction
NADPH
GSH-
GSSG reductase
Catalase GSH-Px NADP+ OH-Lipids
(peroxysomes) (mitochondria) VItE «
+O-Tocopherol
Lipid
v v peroxides
' GSH
i | vite |
a-Lipoic acid OH-tocopherol

[
4—l (ascorbate)

VitC Vit Ce
(dehydroascorbate)

—

" Dihydro- |
| lipoic acid

GSSG | GsH |

Sekil 2.6. Serbest radikaller ve antioksidan mekanizmalar1 (131)
2.5. TAS-TOS-OSI

Organizmada serbest radikaller metabolik ve fizyolojik islemlerde devamli surette
meydana gelirler ve zararli oksidatif reaksiyonlara yol agarlar. Diisiikk yogunluklarinda
yararli oldugu soylenebilir. Ancak asir1 serbest radikal {iretimi veya zayif antioksidan
savunma mekanizmasi durumlarinda oksidan/antioksidan denge serbest radikaller lehine
doner ve oksidasyon sonucu ¢esitli hasarlar olusur. Organizmanin oksidan/antioksidan
durumunu plazmada bulunan oksidan ve antioksidan maddelerin Ol¢imi ile
miimkiindiir. Plazmadaki antioksidan total seviyesi TAS (Total antioksidan status) ve
total oksidan seviyesi de TOS (Total oksidan status) olarak ifade edilir. Total oksidan
seviyenin total antioksidan seviyesine oraninin yiizdesi, OSI (Oksidatif stres indeksi)

olarak tanimlanir (132,133).
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2.6. 8-OHDG

Fizyolojik kosullarda serbest radikaller antioksidan savunma mekanizmasi
tarafindan temizlenir, fakat yiiksek konsantrasyonlarda serbest radikaller membran
lipitlerine, proteinlere, karbonhidratlara ve DNA’ya saldirarak hasara yol acarlar.
Olusan bu hasarlar DNA’nin tamir mekanizmalari tarafindan onarilir ve okside olmus
irlinler ortamdan uzaklastirilir. Bunun sonucunda okside iirlinlerin viicut sivi
kompartmanlarinda miktarlar1 artar ve bu durum patolojik durumlarin gostergesi olarak
goriilir. DNA’ya radikal saldirilarin sonucunda olusan okside triinlerden biri de 8-
hidroksi-2-deoksiguanosine (8-OHdG) firlintidiir. Guanin niikleobaz1 en diisiik redoks
potansiyeli yliziinden DNA niikleobazlar1 i¢inde en ¢ok oksitlenendir. Bu nedenle
oksidatif hasarin en 6nemli biyobelirteci olarak kabul edilir ve lizerinde en ¢ok calisilan
okside niikleobazdir. Diyabet, hipertansiyon, hiperglisemik kosullarda ve
kardiyovaskiiler hastaliklar da dahil bir ¢ok hastaliklarda 8-OHdG seviyeleri yiiksek
bulunmustur (134-138).

DNA bazlar ultraviyole 15181, sigara gibi eksojen faktorlerin yani sira hidroksil
radikali gibi endojen faktorlerin etkisiyle modifiye edilir. Niikleik asitlerin zarar
gormesi mutasyonlara ve fonksiyonel bozukluklara yol acar. En ¢ok guanin niikleobazi
olmak iizere DNA bazlar radikallerin oksidasyonuna asirt duyarhidirlar. Hidroksil
radikali guanin bazinin c-8 pozisyonundaki ¢ift bag ile etkilesimi 8-OHdG iiretimine yol
acar. Ozellikle guanin niikleobazinin modifiye olmus hali olan 8-OHdG fiiriinii oksidatif

stresin biyobelirteci olarak kullanilir (135-139).

8-OHdG’yi olgmek i¢in c¢esitli yontemler kullanilir. En sik tercih edilenleri
enzim baglh immunosorbent deneyi (ELIZA), gaz kromatografisi kiitle
spektrometresi(GC-MS), likit kromatografisi kiitle spektrometresi  (LC-MS)
yontemleridir (138).

Oksidatif stres DNA’da piirin ve pirimidin baz modifikasyonlarina, abazik bolge
olusumuna, zincir kiriklarina ve DNA-protein ¢apraz baglanmalar1 gibi ¢esitli hasarlara

yol acar. Bu hasarlara kisaca deginelim (140).
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FOTOSENSITIZASYON IYONIZE RADYASYON OKSIDATIF
METABOLIZMA
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- Modifiye Bazlar

- Abazik Bolgeler (AP)

- Tek ve Cift Zincir Kiriklan

- DNA-Protein Capraz Baglanmalan
- Amino Bazlardan Aldehit Uriinleri

B

LETHALITY MUTAGENEZ _ KARSINOGENEZ YASLANMA
Sekil 2.7. Oksidatif DNA hasar1 ve sonuglari (141)

Zincir kiriklar1 DNA niikleaz aktivitesi ile kendini onarmasi sirasinda da
olusabileceginden her zaman oksidatif hasarin gostergesi olarak degerlendirilmez.
Niikleozomdaki sekerlerin radikal saldirilara ugramasi sonucunda birgok {irlinler agiga
cikar. Sekerlere hidrojen atomunun katilimi ile karbon merkezli radikaller meydana
gelir. Bunlar oksijen varliginda seker peroksil radikallerine doniisiirler. Deoksiriboz
radyasyon gibi zararli bir uyarana maruz birakildiginda karboniller olusur ve bunlar

DNA’da abazik bolge olusumu ve zincir kiriklarina sebep olurlar (84,142).

Radikal saldirilarina maruz kalanlardan biri de DNA’daki proteinlerdir. Reaktif
tirler proteinlere saldirarak protein tiirevli radikaller olustururlar. Diger taraftan da
bazlarin radikallere maruz kalmasiyla da baz tiirevli radikaller olusur. Protein ve baz
tiirevli radikallerin ¢capraz baglanmasi gerceklesir ki bu durum kromatinin bozulmasina

ve DNA’nin fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur (143).
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Sekil 2.8. DNA baz modifikasyonlar1 (144)

DNA’nin radikallerin saldiris1 sonucu olusan baz modifikasyonlarindan en
onemlisi lizerinde en ¢ok calisilan ve oksidatif stres biyobelirteci olarak adlandirilan 8-
OHdAG’dir. Hidroksil radikalinin guanin bazinin c-8 pozisyonuna katilmasiyla (C8-OH)
olusur. Bu da bir elektron ve bir proton kaybederek 8-hidroksiguanine okside olur
(145).
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Sekil 2.9. Hidroksil radikalinin guanine katilmasi (141,144)
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Sekil 2.10. Guaninden 8-OHdG olusumu (141,144)
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2.7. NRF-2

Cesitli toksik etkenlere maruz kalan organizmada oksidatif stres olusur. Nrf-2
(Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2) oksidatif stres ortaminda antioksidan
savunma mekanizmasini tetikleyen ana regulatdr molekiil olarak gorev goriir. Nrf-2 bu
gorevini icra ederken tek basina degil Nrf2-Keapl-ARE kompleksi esliginde
yapmaktadir. Bu alanda yapilan ¢alismalar basic 16zin zipper (bZiP) transkripsiyon
faktorlerinin cap ‘n’ collar (CNC) alt ailesine ait baz1 molekiillerin kesfini saglamistir.
Bunlar arasinda p45(NFE2), Nrf’nin 3 tipi (Nrfl, Nrf2 ve Nrf3), Bachl ve Bach2
bulunmaktadir. NFE2L2 olarak da simgelenen Nrf-2 molekiili 2q31 kromozomu
tizerinde bulundugu tespit edilmis ve stressiz ortamlarda sitoplazmada diisiik
yogunlukta tutulmaktadir. Bachl ve Bach2 proteinleri small Mafs (sMafs) proteinleri ile

heterodimerik yap1 olusturarak transkripsiyon faktorleri olarak islev goriirler (146-148).

Maf family

CNC family (™D c-Maf
NFE2ps | (CEEEETED ™™ T] MafA
Nrf1 (e —— (™) MafB
NAf2ECH (T Sae ;;‘;3;‘9 ™™™ NRL
Nrf3 | — — ) ' Boo ) MaffF
Bacht (T um 2D MafG

Bach2 (TN RGTGACNNNGC (D Mafk

BTB CP bZip CLS ARE bZip
Dimerization Heme Dimerization Cytoplasmic Dimerization
PMLbody binding DNA binding localization DNA binding

Sekil 2.11. CNC protein aile iiyelerinin yapisal 6zellikleri. NRF2 yedi Neh domainini de muhafaza
ederken diger CNC proteinlerinde Neh domainlerinin bazilar1 bulunmaktadir. Neh4 domaini sadece
NRF2'ye 6zgii bir domaindir. Ayrica NRF1’de Keapl i¢in bir etkilesim alan1 olan, Neh2 benzeri bir motif
bulunmaktadir. Fakat NRF1-Neh2’nin kesin iglevi bilinmemektedir. Neh domainlerinin hi¢biri Bach
proteinlerinde bulunmamaktadir (149)

Yapilan galismalarla insan ve bagka canlilarda Nrf-2 genlerinde Neh (1-7) olarak

adlandirilan ortak olarak korunmus domainler tespit edilmistir (150,151).
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Nrf-2 nin N terminal ucunda bulunan Neh2 domaini ubiquitin konjugasyonu ve
Nrf-2 stabilitesini diizenleyen iki baglanma bdlgeleri (ETGE ve DLG) igerir. Bu
bolgeler Cullin3(Cul3)-E3 bagimli ubiquitin ligaz kompleksi ile etkilesime girecek olan
ve Nrf-2 baskilama 6zelligi bulunan Keap-1’in baglandigi bolgelerdir. Yapilan
calismalarda Neh2 bolgesinin ¢ikarilmast Nrf-2 aktivasyonunu artirdigi goriilmiistiir.
Nehl domaini Nrf-2 nin DNA’ya baglanmasini ve Neh6 ile birlikte Nrf-2’nin
stabilitesini  diizenledigi kesfedilmistir. Neh3, Neh4 ve Neh5 domainleri de
koaktivatorlerle etkilesime girerek Nrf-2 hedef genlerinin transaktivasyonunu saglarlar.
Neh7 domaini ise Nrf-2 hedef gen transaktivasyonunu baskiladigr bildirilmistir
(151,152).

Transactivation o )
Association with Keap1 domain DNA binding domain
Neh2 Neh4 Neh5Neh7 Neh6 Neh1 Neh3
Nrf2
(605 amino acids) B
. RXRa Serine-rich
DLG mot\f\ binding
ETGE motif
Association with Cul3 Association with Nrf2

Homaodimerization Kelch DC domain

NTR BTB IVR DRG CTR

Keap1
(624ar:i?1?)acids) - el bl

Sekil 2.12. Nrf-2 ve Keapl yapisal ozellikleri. A) NRF2'nin yapisal 6zellikleri ve korunmus
domainlerinin fonksiyonu. NRF2, Nehl1-Neh7 olarak adlandirilan yedi adet domain igermektedir. N-
terminal ucta bulunan Neh2 domaini, Keapl ile etkilesim halinde olan iki baglama motifi (DLG ve
ETGE) igermektedir. Neh4, Neh5 ve Neh3 domainleri NRF2’nin transaktivasyon aktivitesi igin
gerekmektedir. Neh6 domaini NRF2 stabilitesini diizenleyen serin’den zengin bir bolgedir. Neh1 domaini
NRF2’nin stabilitesi, DNA baglamas1 ve MAF ile dimerizasyonu i¢in 6nemli olan bir basic bolge 16sin
zipper motifi oldugu bildirilmistir. B) Keap1 proteininde korunmus boélgelerin sematik yapisi. Keapl ii¢
ana domain i¢ermektedir. BTB domaini Keapl homodimerizasyonuna aracilik etmektedir. IVR domaini
sistein rezidiieleri icermekte ve C terminalinde Kelch/DGR domaini ile BTB domainini baglamaktadir.
Kelch/DGR domaini NRF2'nin Neh2 domaini ile baglanmasina aracilik etmektedir (151).
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Nrf-2 aktivasyonu Cul3 i¢eren E3 ubiquitin ligaz i¢in bir sbsutrat adaptorii olan
Keapl(Kelc-like ECH associating protein 1) tarafindan diizenlenmektedir. Keapl {ii¢
fonksiyonel domain icermektedir: BTB, IVR ve DGR (151,153).

BTB (broad komplex/tramtrack/bric-a-brac): BTB domaini cul3’e baglanarak
proteozom bagli Nrf-2 degradasyonunda gorev almaktadir (154,155).

IVR (intervening region): Keapl aktivasyonunu saglar. BTB ve DGR domainlerini
baglar (156).

DGR (¢ift glisin tekrar1): Bu domain alti adet korunmus Kelch tekrar dizisi
icermektedir. Bu domainin gérevi Nrf-2’nin Neh2 domainiyle etkileserek Nrf-2 ile
Keapl arasindaki etkilesimi saglar (152,157).

Hiicreler oksidatif stres ortaminda olduklarinda Nrf-2 hiicresel diizeyde savunam
yanitim1 diizenleyen kritik oneme haiz bir faktordiir. Nrf-2’nin aktivasyonu negatif
diizenleyici olarak adlandirilan Keapl tarafindan diizenlenmektedir. Keapl
sitoplazmada bulunmaktadir. Keapl sitoplazmada Nrf-2’nin Neh2 domaini ile
etkilesime girerek Nrf-2’yi sitoplazmada tutar. Herhangi bir oksidatif uyaran
durumunda Nrf-2 Keapl’den ayrilarak ¢ekirdege dogru hareket eder. Cekirdege gegen
Nrf-2 small Mafs proteinleri ile (MafK ve MafG) transkripsiyon aktivatorii olarak islev
goriir (150,152,156,158).
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Sekil 2.13. NRF2-Keap1-ARE sinyalizasyon yolagmin genel semasi. Normal kosullar altinda Keapl,
NRF2 iizerinde bulunan ETGE ve DLG motiflerine baglanmakta ve NRF2’nin ubikuitinasyon ve daha
sonraki degradasyonuna sebep olarak Keapl-Cul3-E3 ubikitin ligaz kompleksi i¢ine NRF2’yi
getirmektedir. Oksidatif stres veya elektrofiller Keapl’de spesifik sistein rezidiieleri iizerine etki ederek
Keapl-Cul3-E3 ubikitin ligaz kompleksinde yapisal degisikliklere neden olabilmektedir. Bu degisiklikler
DLG domainine baglanan NRF2-Keapl yapisini bozabilmektedir. NRF2 stabil hale getirilmekte ve
serbest NRF2 small Maf aile iiyeleri ile dimerlestigi ¢cekirdege dogru yer degistirmektedir ve ¢esitli hiicre
savunma genlerinin diizenleyici bolgeleri icinde ARE’lere (5'-puTGACNNNGC-3") baglanmaktadir. (E)
ETGE; (D) DLG (151).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Etik Kurul izni

Bu calisma Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 01.02.2018 tarihli toplantisinda 74059997-050.04.04 sayisiyla onanmistir.

3.2. Cahisma Gruplarimin Olusturulmasi

Bu ¢aligmada Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji Poliklinigi ve
Klinigi’'nde 2016-2017 yillar1 arasinda basvuran diyabetik nefropatili hastalar
olusturmaktaydi. Calismaya tip 2 DM tanil1 asikar proteiniirisi olan 30 hasta ile yasa ve

cinsiyete gore eslestirilmis 30 saglikli kontrol dahil edildi.

Calismaya dahil olma kriterleri; Tip 2 DM tanisinin olmasi ve 30-75 yas arasinda
olmak olarak belirlendi. Bobrek fonksiyonlarini olumsuz etkileyecek medikal tedavi
kullaniyor olmasi, Bobrek fonksiyonlarini etkileyecek, malignite, hematom, tas, kitle

gibi komorbid hastaligin olmasi ile caligmaya dahil edilmedi.

Arastirmaya dahil edilen hastalardan biyokimyasal parametrelerinin diizeylerini
calismak i¢in vendz kan 6rnegi alindi. Alinan vendz kan 6rnekleri 4000 rpm’de 10 dk

santrifiij edildi ve ELISA yontemi kullanilarak ¢aligildi.
3.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Kan ornekleri diyabetik nefropati ve kontrol olmak iizere iki grup seklinde
toplandi. Alinan kanlar jelli (biyokimya tiipleri) tiipe aktarildi. Dahasonra kanlar 4000
rpm’de 10 dakika santifiij edilerek serumlari ayrildi. Ayrilan serumlardan total
antioksidan kapasite (TAS), total oksidan seviye (TOS), oksitadif stres indeksi (OSI),
total tiyol(SH), lipit peroksidaz (LOOH), 8-Hydroxydeoxyguanosine (8-OHDG) ve
nuclear factor erythroid derived 2 (NFE2L2) ¢alismak iizere —80 °C’desaklandh.
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3.4. Kullanilan Arac ve Gerecler

1-Santrifiij (Hettich Universal 30 RF)
2-Spektroflorometre (Thermo Fisher Scientific, Finland)
3- Derin dondurucu -80 °C (Thermo)

4- Vorteks (Niive, NM 110 model, Tiirkiye)

5- Otomatik biyokimya analizorii (Aeroset, USA)
6-Mikroplate Washer (BIORAD, Fransa)

7-Micr santfiriij (ISOLAB)

8-Etiiv (Memmert, Germany)

9-1000, 100, 10 ul’lik pipet makinesi (Brand marka)
10-300 ve 50 ul’lik ¢oklu pipet makinesi (Brand marka)

3.5. TAS Tayini

Orneklerin total antioksidan statu/seviye (TAS), Rel Assay marka ticari
kitlerkullanilarak 8lgiildii. Ol¢iim yontemi Ornekteki tiim antioksidan molekiillerin
renkli 2,2’-azino-bis (ABTS) katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin
antioksidan molekiillerin toplamkonsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi
esasina dayanir. Kalibrator olarak Evitamininin suda ¢oziiniir bir analogu olan Trolox

kullanildi. Sonuglar mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade edildi (132).

3.5.1. Reaktifler

Erel tarafindan gelistirilen bir yontem olup, giiclii serbest radikallere karsi

viicudun total antioksidan kapasitesini 6lgen bir metoddur.

Reaktif 1. 10 mM o-Dianisidine ve 45 mM Fe(NH4)2(S04)2-6H20, 75mM Clark

tamponu (pH=1,8) i¢erisinde ¢dziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: 75 mM Clark tamponu (pH=1,8) icerisinde ise 7,5mM hidrojen peroksit

karigtirilarak hazirlandu.
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3.5.2. Prensip

Fenton tipi reaksiyon olusturarak OH- radikalini meydana getiren hidrojen
peroksid ile Fe2+-o-dianisidine (hidroklorid) kompleksidir. Diisiik pH’da bu gii¢lii
reaktif oksijen tiirli indirgenerek renksiz o-dianisidine molekiilii ile reaksiyona girer ve
sar1 kahverengi dianisidyl radikallerini olustururlar. Dianisidyl radikalleri ise daha ileri
oksidasyon tepkimelerine girerek renk olusumunu artirmaktadir. Ancak bu oksidasyon
tepkimelerini engelleyerek renk olusumunu Onleyen orneklerdeki antioksidanlardir.
Otomatik analizorde olgiilen bu tepkime spektrofotometrik olarak netice vermektedir
(133,134).

3.6. TOS Tayini

Omeklerin toplam oksidan status/seviye (TOS), Rel Assay marka ticari
kitlerkullanilarak dl¢iilmiistiir. Olgiim, testin ¢alisma prensibinde ifade edildigi iizere
orneklerinicerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak
oksitlemesinedayanan kolorimetrik yontem kullanildi. Sonuglar pmol H202
Equivalent/L olarak ifade edildi (133).

3.6.1. Reaktifler

Tam otomatik kolorimetrik bir yontem olup Erel tarafindan gelistirilmistir.

Reaktif 1: Ana soliisyon hazirlanirken 140 mM’lik NaClI ¢ozeltisi icerisine 25 mM
H2S04 ¢oziiliir. Once % 10 oraninda gliserol ana soliisyonda ¢oziiliip daha sonra 250

uM Xlenolorange toplam voliimde ¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: Reaktif hazirlanirken dnce 10 mM o-Dianisidine dihidrocloride daha sonra 5

mM amonyom ferrdz siilfat ana soliisyon igeriside ¢oziildii.
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3.6.2. Prensip

Iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona oksitleyen 6rnekte bulunan oksidanlar
ferrzdur. Gliserol ise ortamda bulunur ve bu reaksiyonun hizim1 yaklasik ii¢ katina
cikarmaktadir. Xylenolorange ileferrik iyonlar asidik ortamda renkli bir kompleks
olustururlar. Rengin siddeti ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iligkili olup,

spektrofotometrik olarak 6l¢iilmektedir.

3.7. OSI Tayini

Oksidatif Stresin bir gdstergesi olarak gosterilen Oksidatif Stres Indeksi (OSI),
Toplam Oksidan Status/Seviye (TOS) diizeylerinin Toplam Antioksidan Status/Seviye
(TAS) diizeylerine oraninin yiizde derecesi olarak ifade edilir. Orneklerin Oksidatif
Stres indeksi (OSI) hesaplanirken TAS diizeyleri 10 ile garpilarak TOS diizeyleri ile
birimler esitlenir. Sonuglar Arbutrary Units (AU) olarak ifade edildi.

TOS, umol H202 Equiv. / L.
0Si=
TAS, mmol trolox Equiv. / L. X 10

3.8. Total Tiyol Diizeylerinin Ol¢iimii (SH)

Indirgenebilir disiilfit baglar1 serbest fonksiyonel tiyol gruplari olusturmak igin
azaltildi. Kullanilmayan indirgeyici sodyum borohidrid (NaBH.) tiiketildi ve
formaldehit ile cikarild1 ve indirgenmis ve dogal tiyol gruplari dahil olmak {izere tiim
tiyol gruplar1 5,5'-ditiobis-2 nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyondan sonra belirlendi
(159).

Analizlerin uygulama parametreleri
e Numune hacmi: 10 pL
e R1 hacmi (toplam —SH ig¢in): 10 uL
e RI1 "hacim (yerel -SH i¢in): 10 uL.
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e R2,(2") hacmi: 110 ul,

e R3,(3") hacmi: 10 uL.

e Dalga boyu (ana dalga boyu): 415 nm, ikincil dalga boyu 700 nm’de
okutuldu.

Real assay diagnostics marka Total Thiol Assay Kiti kullanilarak Thermo
spektrofotometre cihazinda, tiyol gruplarin DTNB reaktifi ile alkali ortamda
olusturdugu kromojen bilesigin 412 nm’de verdigi absorbansin 6rnek ve reaktif koriine
kars1 okunmasi ile olgiildii. Kalibrasyon egrisi 50, 100, 250 ve 500 pumol/l GSH

cozeltileri ile ¢izildi.

3.9. NRF-2 Tayini

NRF-2 (Niklear faktor ile iliskili faktor 2) diizeyi immiinokimyasal bir metod
olan yarigmali enzim immiinoassay yontemi ile ¢alisildi. Bunun i¢in ticari ELISA kiti

(Fine Test Catalogue No: EH3417) kullanildi.

Testin Prensibi:

Bu kit, 96 kuyucuklusandvi¢ immunoassay metoduyla caligmaktadir.Biyotin
konjuge anti-NRF-2 antikoru dedektor antikorlar olarak kullanilmaktadir. Standartlar,
test ornekleri ve biotin konjuge algilama antikoru daha sonra kuyucuklara ilave edildi ve
yikama tamponu ile yikandi. HRP-Streptavidin (SABC) eklendi ve baglanmayan
konjugatlar yikama tamponuyla yikandi. HRP enzimatik reaksiyonunu gorsellestirmek
igin tetra metil benzidin (TMB) substratlar1 kullanildi. TMB, asidik durdurma ¢ozeltisi
ilave edildikten sonra sartya doniisen mavi renkli {irlin tiretmek i¢cin HRP ile katalize
edildi. Sar1 yogunlugu plakada yakalanan NRF-2 miktarindaki numune ile orantilidir.
Mikroplaka okuyucusunda 450nm'de absorbans ve daha sonra NRF-2 konsantrasyonu

hesaplandi.
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Yikama Tamponunun Hazirlanmasz:

Deiyonize veya distile su ile 750 ml yikama tamponuna 30 ml konsantre yikama

tamponunu eklendi.

Standartin Hazirlanmasi:

e 10 ng/ml standart ¢ozelti: Bir standart tiipe 1 ml 6rnek/standart seyreltme
tamponu eklendi, tiipti 10 dakika oda sicakliginda tutulup, iyice karistirildi.

e Daha sonra seri dillisyon yapildi ve standart konsantrasyonlar1 hazirlanda.

Biyotin Antikoru Calisma Cozeltisinin Hazirlanmasi:

Deneyden 1 saat 6nce hazirlandi.

e (Calisma ¢ozeltisinin toplam hacmini hesaplayip: 0.1 ml/kuyucuk x kuyucuk

miktar1 hesaplandi.
e Biotin-tespit antikorunu antikor seyreltme tamponu ile 1:100 oraninda

seyreltipiyice karigtirdik.
HRP-Streptavidin Konjugat (SABC) Calisma Cozeltisinin Hazirlanmasi:
e (Calisma ¢ozeltisinin toplam hacmini hesaplayip 0.1 ml/kuyucuk x kuyucuk
miktar1 hesaplandi
e SABC'yi SABC seyreltme tamponu ile 1:100'de seyreltilip ve iyice karigtirildi
(yani 99 ul SABC seyreltme tamponu i¢ine 1 ul SABC eklendi).

Testin Prosediirii:

Kuyucuklara eklemeden 6nce SABC galisma ¢6zeltisini ve TMB substratini en az

30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ornekler ve reaktifleri esit bir sekilde seyreltildi.
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e Onceden kaplanmis plaka {izerinde standart, test Ornegi ve kontrol (sifir)
kuyucuklar1 ayarlandi ve sonra konumlar1 kaydedildi. Standart, numune ve kontrol
(sifir) kuyular1 eklemeden 6nce pleyt 2 kez yikandi.

e 10 ng/ml, 5 ng/ml, 2.5 ng/ml, 1.25 ng/ml, 0.625 ng/ml, 0.3125 ng/ml, 0.156 ng/ml
konstrasyonlarindaki standartlardan ve serumlardan 100 pl eklendi.

e Blank kuyucuguna Sample/Standard diliisyondan 100 pl eklendi.

e Pleyt kapatilip 37 °C'de 90 dakika boyunca inkiibe edildi.

e Kapak cikarilip ve pleyt igerigi atilarak, plakayr emici filtre kagitlar1 veya
digeremici malzemeler tizerine ¢irpildi.

e Daha sonra kuyucuklarin her birine 100 pl biotin saptama antikor ¢alisma ¢ozeltisi
eklendi.

e Plate kapatilip 37 ° C'de 60 dakika boyunca inkiibe edildi.

e Kapak ¢ikarilip plate 3 kez yikama tamponu ile yikandi.

e Her bir kuyucugal00 pul SABC ¢alisma ¢ozeltisi eklendi ve plate kapatilip, 37 °C'de
30 dakika boyunca inkiibe edildi

o Plate 5 kez yikama tamponuyla yikandi ve her seferinde yikama tamponu
kuyucuklarda 1-2 dakika bekletildi.

e Her bir kuyucuga 90 ul TMB substrati eklenip, 15-30 dakika i¢inde karanlikta 37
°C'de inkiibe edildi.

e Her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi ve iyice karistirildi. Renk hemen
sartya dondii.

e Stop ¢ozeltisi eklendikten hemen sonra bir mikroplaka okuyucu iginde 450 nm'de

absorbans degerleri alind.
3.10. 8-OHdG Tayini
8-OHdG (8-Hydroxy-2’-Deoxyguanosine) diizeyi immiinokimyasal bir metod

olan yarigmali enzim immiinoassay yontemi ile ¢alisildi. Bunun igin ticari ELISA Kiti

(Fine Test Catalogue No: EU2548) kullanildu.
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Testin Prensibi:

Bu kit i¢inde saglanan mikrotitre plakasi 8-OHdG ile 6nceden kaplanmustir.
Reaksiyon sirasinda, numune veya standarttaki 8-OHdG, 8-OHdG'ye 06zgii
biyotinlenmis algilama antikoru iizerindeki alanlar icin kat1 faz destekgisi iizerinde sabit
miktarda 8-OHdG ile rekabet eder. Fazla konjugat ve baglanmamis numune veya
standart plakadan yikanir ve her bir mikroplaka kuyusuna HRP-Streptavidin (SABC)
eklenir ve inkiibe edilir. Daha sonra her bir oyuga TMB substrat ¢ozeltisi eklenir.
Enzim-substrat reaksiyonu, bir siilfiirik asit ¢ozeltisinin eklenmesi ile sonlandirilir ve
renk degisimi, 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir. Numunelerdeki
8-OHdG konsantrasyonu daha sonra numunelerin OD (optik dansite)'si ile standart egri

karsilastirilarak belirlenir.

Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi:

Distile su ile 750 mL yikama tamponuna 30 mL konsantre yikama tamponu

seyreltildi.
Standartlarin Hazirlanmasi:

e 100 ng/ml standart ¢ozelti: Bir Standart tiipe 1 ml ornek/standart seyreltme
tamponu eklendi, tiip10 dakika oda sicakliginda tutuldu ve iyice karistirildi.

e Dabha seri dillisyon yapilip standartlarin konstrasyonlar1 ayarlanda.

Biyotin Antikor Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi:

Deneyden once 1 saat iginde hazirland.
e (Calisma ¢ozeltisinin gerekli toplam hacmini hesaplayip: 0.05 ml/kuyucuk x
kuyucuk miktarlar1 hesaplandi.
e Biyotin etiketli antikoru antikor diliisyon tamponu ile 1:100 oraninda seyreltildi
ve iyice karigtirildi (yani 99 ul antikor diliisyon tamponuna 1 pl biyotin etiketli
antikor eklendi).
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HRP-Streptavidin Konjugatinin (SABC) Calisma Cozeltisinin Hazirlanmasi:

Calisma c¢ozeltisinin gerekli toplam hacmini hesaplayip: 0.1 ml/kuyucuk x
kuyucuk miktar1 hesaplandi.

SABC'yi SABC seyreltme tamponu ile 1:100'de seyreltilip ve iyice karistirildi
(yani 99 ul SABC seyreltme tamponuna 1 ul SABC ilave edildi).

Testin Prosediirii:

Kuyucuklara reaktifler eklemeden o6nce TMB substrati 37 °C'de 30 dakika

boyunca dengeye getirildi. Orneklerin ve reaktiflerin homojenizasyonu yapildi.

Onceden kaplanmis plaka iizerinde standart, test drnegi ve kontrol (sifir)
kuyular1 ayarlandi ve sonra konumlarin1 kaydettik. Standart, numune ve
kontrol 6rnekleri yiikklenmeden 6nce kuyucuklar 2 defa yikandi.

Numune ve biyotin antikor ekleme: Kuyu basina 50 pl standart ve serum
eklendi. Her kuyucuga 50 pl biotin antikor ¢alisma soliisyonu eklendi.

Daha sonra plate sealer ile iyice tistii kapatildi. Karismasini saglamak igin
plakaya hafif¢e vurulup 37 °C'de 45 dakika boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon bittikten sonra plate sealer1 kaldirilip yikama tamponu ile 3 kez
yikandi.  Yikama tamponunun her seferinde 1 dakika boyunca
kuyucuklardabekletildi. Son yikamadan sonra kalan yikama tamponu
bosaltilarak ¢ikartildi.

HRP-Streptavidin Konjugati (SABC): Her kuyucuga 100 ul SABC c¢alisma
soliisyonu eklendi. Yeni bir plate sealer ile tizeri ortiildi. 37 °C'de 30 dakika
inkiibasyona birakildu.

Yikama: 5 kez yikama tamponu ile yikandi ve yikama tamponunun her
seferinde 1-2 dakika boyunca kuyucuklarda bekletildi.

TMB Substrat: Her kuyucuga 90 ul TMB substrat eklendi. Plakay1 6rtiip ve 37
°C'de karanlikta 15-20 dakika inkiibe edildi.

Durdurma: Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi.

Stop ¢ozeltisi eklendikten hemen sonra ‘microplate reader'da 450 nm'de

okutulup absorbanslar alindi.
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3.11. Lipit Peroksidaz Tayini (LOOH)

Sadelestirilmis reaksiyon dizisi demir (Fe2 +)'in ferrik (Fe3 +) iyonlarina
LOOH!'ler tarafindan oksidasyonunu ve ardindan Fe3 + iyonunun ferrik-duyarli boya
xilenolorange baglanmasini ve turuncuya mor bir kompleks vermesini saglar (renk

miktarina bagli olarak renklenir), 560 nm'de 6lgiiliir (160-162).

Her 1000 ml hacim i¢in FOX reaktifi % 90 metanol (h/h), % 10 250 mM H2S04
(h/n) (25 mM nihai konsantrasyon), 880 mg BHT (4 mM), 98 mg demirden olusmustur.
Amonyum siilfat heksahidrat (250 uM) ve 76 mg ksilenol portakali (100 uM), Metanol,
H2S04 ve BHT 4°C'de karistirildi ve saklandi. Demir ve ksilenol portakali numunelere

reaktif eklenmesinden hemen once ilave edildi.

Testin Prosediirii:

e 34 pl serum 6rnekleri mikroplate’e yiiklendi.

e Omnekler yiiklendikten sonra 34 ul LOOH reaktifinden mickroplate’e ilave
edildi.

e 30 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

e Mikroplate inkiibasyonu bittikten sonra 560 nm’de okutulup absorbanslari
kaydedildi.
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4. BULGULAR ve SONUCLAR

Gruplarimizin yas, kilo ve boy 6zellikleri tabloda verildigi gibidir Tablodaki

veriler hasta ve kontrol gruplarimiza ait ortalama verilerdir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Gruplarin demografik 6zellikleri

Kontrol Hasta
Yas 49,8+8,2 50,2+5,6
Boy 1,70£0,65 1,65+0,35
Kilo 75254225 82,5+16,5

Yapilan analizlerde diyabetik nefropati hastalar1 ve kontrol grubu arasinda anlamli

veriler elde edilmistir. Diyabetik nefropati ve kontrol grubu arasinda total antioksidan
(TAS) ,total oksidan (TOS), oksidatif stres (OSI), total tiyol (SH), lipid peroksidaz
(LOOH), 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) ve niikleer faktor eritroid 2 (NRF-2)

seviyelerinin p degerleri p< 0,05 oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kontrol ve diyabetik nefropati grubunun yapilan biyokimyasal

parametrelerinin sonuglari

KONTROL HASTA P degeri
TOS 9,623 + 0,423 12,17 £2,55 0,002
TAS 0,696 + 0,193 0,58 +0,13 0,001
OSI 1,483 + 0,450 2,24 £0,44 0,002
SH

0,486 + 0,176 0,35+0,10 0,008
LOOH 2,641 + 0,848 3,60+ 1,16 0,001
8-OHdG 2,749 + 1,384 5,65+ 1,92 0,001
NRF-2 2,87+ 1,28 1,249 £ 0,274 0,005
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e Serum TOS seviyeleri hasta grubunda (12,17 +2,55 umol H202 Equivalent/L)
kontrol grubuna gore (9,623 £ 0,423 umol H202 Equivalent/L) anlamli sekilde
daha yiiksek bulundu (p=0,001).

e Serum TAS seviyeleri hasta grubunda (0,58+0,13 mmol TroloxEquivalent/L)
kontrol grubuna gore (0,696+0,193 mmol TroloxEquivalent/L) anlamli sekilde
daha diisiik bulundu (p=0.001).

e Serum OSI diizeyi hasta grubunda (2,24+0,44 AU) kontrol grubuna gore
(1,483+0,450 AU) anlaml sekilde daha yiiksek bulundu (p=0,001).

e Serum SH diizeyi hasta grubunda (0,35+0,10 mmol/L) kontrole gore
(0,486+0,176 mmol/L) anlamli sekilde daha diisiik bulundu (p=0.008).

e Serum LOOH diizeyi hasta grubunda (3,60+1,16 umol/L) kontrol grubuna gore
(2,641+0,848 umol/L) anlaml sekilde daha yiiksek bulundu (p=0,001).

e Serum 8-OHdG seviyeleri hasta grubunda (5,65+1,92 ng/ml) kontrol grubuna
gore (2,749+1,384 ng/ml) anlamli sekilde daha yiiksek bulundu (p=0,001).

e Serum NRF-2 seviyeleri hasta grubunda(1,249+0,274 ng/ml) kontrol grubuna
gore (2,87+1,28 ng/ml) anlaml sekilde daha diistik bulundu (p=0,001).

Hasta grubumuzun idrar albumin (albuminiiri) ve HbAlc degerleri asagidaki

tabloda gosterilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Hasta grubunun albuminiiri ve HbA1c seviyeleri

Albuminiiri (mg/giin) HbAlc (%)
Hasta grubu 915+651 9,3+2.1

(Asikar nefropati)
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4.1. TOS Analizi
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Sekil 4.1. Gruplar aras1 TOS seviyesi

Hasta ve kontrol gruplarinin toplam oksidan seviyelerine (TOS) bakildiginda

hasta grubundaki TOS seviyesi 12,7 umol H202 Equivalent/L iken kontrol gurbundaki

bu seviye 9,623 umol H202 Equivalent/L olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna goére

diyabetik nefropatilerin TOS seviyesi anlamli bir sekilde (p< 0,05) arttig1 gézlenmistir.
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4.2. TAS Analizi
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Sekil 4.2. Gruplar aras1 TAS seviyesi

Total antioksidan seviyesine (TAS) bakildginda hasta grubunun seviyesi 0,58
mmol Trolox Equivalent/L oldugu ve kontrol grubunun 0,696 mmol Trolox
Equivalent/L oldugu saptanmistir. Bu durumda diyabetik nefropati hastalarinin total
antioksidan kapasitesi (TAS) kontrol ile karsilastirildiginda TAS seviyesinin anlamli bir
sekilde (p< 0,05) azaldig: tespit edilmistir.
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4.3. OSI Analizi
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Sekil 4.3. Gruplar aras1 OSI seviyesi

Diyabetik nefropati hastalarinin oksidatif stress indeksi (OSI) 2,24 AU ve kontrol

gruplarinin oksitadif stres indeksi 1,483 AU olarak tespit edilmistir. Diyabetik nefropati

hastalarii1 kontrol grubu ile kiyasladigimizda kontrole gore hasta grubunda OSI

seviyesinin anlamli bir sekilde (p< 0,05) arttig1 gézlemlendi.
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4.4. SH Analizi
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Sekil 4.4. Gruplar aras1 SH seviyesi

Diyabatik nefropati hastalarinin total tiyol (SH) seviyesi 0,35 mmol/L iken

kontrol grubunun seviyesi 0,486 mmol/L oldugu tespit edilmistir. Diyabetik nefropati

hastalar1 kontrol grubuna gore kiyaslandiginda hasta grubunda SH seviyesinin anlamli

bir sekilde (p< 0,05) azaldig: tespit edildi.

67



4.5. LOOH Analizi
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Sekil 4.5. Gruplar aras1 LOOH seviyesi

Diyabetik nefropati hastalarinin lipit peroksidaz (LOOH) seviyesi 3,60 pmol/L
olrak tespit edildi. Kontrol grubunun LOOH seviyesi 2,641 umol/L olarak tespit edildi.
Diyabetik nefropati hastalar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda hasta grubunda
LOOH seviyesinin anlaml bir sekilde (p< 0,05) yiikseldigi gézlenmistir.
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4.6. 8-OHDG Analizi

8-OHdG
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Sekil 4.6. Gruplar aras1 8-OHdG seviyesi

Diyabetik nefropati ve kontrol gruplarinin  8-OHdG  (8-Hydroxy-2’-
Deoxyguanosine) karsilastirildiginda hasta grubunda bu seviye 5,65 ng/ml iken kontrol
grubunda bu seviye 2,749 ng/ml’dir. Diyabetik nefropati hastalarinda DNA hasar
seviyesinin belirteci olan 8-OHdG diizeyi kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir
artis tespit edilmistir (p< 0,05). Hasta grubunda 8-OHdG konsantrasyonu (5,65 ng/ml),
albuminiiri (915+651 mg/giin) ve HbAlc (% 9,3+2,1) ile koreledir.
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4.7. NRF-2 (NFE2L2) Analizi
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Sekil 4.7. Gruplar aras1 Nrf-2 seviyesi

Hasta ve kontrol gruplarimim Nrf-2 (Niiklear faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2)

seviyeleri karsilastirildiginda hasta grubunda Nrf-2 seviyesi kontrolde 2,87 ng/ml iken

hastada bu seviye 1,249 ng/ml olarak belirlenmistir. Hasta grubundaki NRF-2

seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde (p< 0,05) azaldigi gozlenmistir.

Hasta gruplarinda Nrf-2 seviyesi (1,249 ng/ml) ile albuminiiri (915+651 mg/giin) ve

HbAlc (% 9,3+2,1) seviyeleri arasinda negatif korelasyon oldugu goriilmiistiir.
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5. TARTISMA

Diabetes mellitus, insiilin etkisindeki veya sekresyonundaki kusurlardan veya
her ikisinin bir kombinasyonundan kaynaklanan kronik hiperglisemi ve glukoz
intoleransi ile karakterize metabolik bir sendromdur (163).

Diyabet, diinya ¢capinda 5. dnde gelen morbidite ve mortalite nedenidir (164) .Bu
durumun 6nemli kiiresel etkisi uluslararas1 kabul gérmekte olup diyabet, uluslararasi
saglik giindeminde iist siralarda yer almaktadir (165). Ingiltere niifusunun % 5'i
diyabetten etkilenmekte olup bu durum 21. yiizy1l saglik hizmetlerinde biiyiik bir zorluk
haline gelmistir (166,167). Bu durum biiyiik 6l¢iide hem gelismis hem de gelismekte
olan iilkelerdeki diyabetik popiilasyonlar1 etkileyen diyabetin mikrovaskiiler ve

makrovaskiiler komplikasyonlarindan kaynaklanmaktadir (165,167).

Mikrovaskiiler komplikasyonlar diyabetik nefropati, retinopati ve néropati olup
bu durumlar en o&nemli morbidite nedenidir (168). Diyabetik makrovaskiiler
komplikasyonlar arasinda ise koroner kalp hastaligi, iskemik, inme ve periferik

vaskiiler hastalik yer alir (169).

Diyabetik nefropati, diinya capinda son donem bdbrek yetmezliginin 6nde gelen
bir nedenidir. Morfolojik &zellikleri arasinda glomeriiler hipertrofi, bazal membran
kalinlagmasi, mezesiyal genisleme, tiibiiler atrofi, interstisyel fibroz ve arteriyolar
kalinlasma bulunur. Bunlarin hepsi diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarinin bir
parcasidir. Diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlarinin yan1 sira diyabetik
mikrovaskiiler gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayan ana yollar i¢in ortak kavsak

noktasinin oksidatif stres oldugu tespit edilmistir (170).

Diyabetik hastalarin bu makrovaskiiler komplikasyonlardan etkilenme ihtimali
diger saglikli bireylere gore iki ila dort kat daha fazla oldugu iyi bilinmektedir. Ayrica
diyabetik hastalarda aterosklerozun erken bir asamada gelistigi ve diyabetik olmayan

hastalara kiyasla daha hizl bir sekilde ilerledigi gozlenmistir (171).
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Bu makrovaskiiler komplikasyonlarin yani sira sonradan gelisen mikrovaskiiler
yaralanma, bu hastalarda yasam kalitesini daha da azaltmaktadir. Mikrovaskiiler
yaralanma esas olarak goz ve bobrek gibi iki ana organ1 hedef alir. Ozellikle gelismekte
olan iilkelerin ¢ogunda tesadiifen gelisen korliikk ve son donem bobrek hastaligi nedeni

diyabetik retinopati ve nefropatidir (172-174).

Diyabetik hastalarda gelisen makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin
patogenetik mekanizmalari ile ¢esitli hedef organ sistemlerinde bir saldirtya yol agan

cesitli sinyal yollarinin ortak kesisim noktasi reaktif oksijen tiirleridir (175-178).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), molekiiler oksijen ve bunun tiirevleri olan
siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksili peroksit gibi molekiillerdir. Bir¢ok ROS
eslesmemis elektronlara sahiptir ve bu nedenle serbest radikal olarak kabul edilir. Asiri
miktarda ROS, ¢esitli endojen antioksidan savunma mekanizmalarini gectikten sonra
DNA, protein, karbonhidratlar ve lipidler gibi ¢esitli doku biyomolekiillerini okside
eder ve bu durum genellikle oksidatif stres olarak adlandirilir (175-178). Memeli
hiicrelerinde potansiyel ROS kaynaklar1 arasinda mitokondriyal solunum zinciri, ksantin
oksidaz, NADH/NADPH oksidazlar, NO sentaz ve diger baz1 hemoproteinler bulunur.
Farklt ROS kaynaklarina sahip oldugu diisiiniildiigiinde, yiiksek glikoz ambiyansi
altinda olusmalar i¢in birkag farkli mekanizma etkindir (178,179). Kuskusuz bunlarin
tiretimi hiperglisemi sirasinda artar ve diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde
onemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (10,180). Artan ROS iiretimi dylesine yiiksek
miktarda olabilir ki antioksidan savunma sistemleri genellikle oksidatif stres olarak

adlandirilan bir durumun ortaya ¢ikmasiyla kolayca tiikenir (180).

Oksidatif stres vaskiiler komplikasyonlar ve hiperglisemiye neden olan 6nemli bir
faktor olarak kabul edilmektedir. Su ana kadar yapilan klinik ve deneysel arastirmalar
oksidatif stresin bir¢cok patojenik duruma yol acarak metabolik ve hemodinamik yapinin
bozulmasina neden olarak bir¢ok doku iizerinde sinerjik olumsuz etkileri oldugu tespit

edilmistir (178).
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Bu c¢alismada diyabetik nefropatili hastalarda oksidatif stresin hiicre igi
antioksidan sistemin promotoru olan NRF-2 seviyesi ve DNA hasari {izerindeki etkisi
incelendi. Bu calisma ile NRF-2 antioksidan sistem iizerindeki etkisi DNA hasar

tizerindeki etki mekanizmasi incelenmistir.

Calisma sonucunda artan TOS ve OSI seviyeleri serbest radikal artisini
gosterirken, NRF-2 seviyesinin azaldigi gozlenmistir. Hiicre i¢i artan ROS’a bagh
olarak NRF-2 azalis1 antioksidan kapasitesinin azalmasina neden olarak oksidatif streste
artis gozlenmistir. Ayrica TAS seviyesinin kontrole gore azalmis olmasi da diyabetik
nefropatili hastalarda antioksidan sistemin tiikendigi anlamina gelmektedir. Oksidatif
streste meydana gelen bu artis sonucu DNA hasar1 (8-OHDOG) ve lipit hasarinin
(LOOH) artmasina neden olmustur.

Oksidantiirler normal oksijen metabolizmasinin  {riinleridir ve hiicre
sinyali,yaglanma ve gibi siireglerde Onemlidir (181). Saglikli asir1 oksidan
radikallerinindokuda birikimineikincil olas1 zararli etkileri 6nlemek igin aktivite
arasinda karmasik bir denge vardir (175). Onemli olarak oksidan/antioksidan dengede
oksidan tiirlerin iiretimi veya azalan antioksidan aktivite seklinde bir dengesizlige yol

acan faktorler asirt oksidatif streseve ardindan doku hasarina neden olabilir (181).

Oksidatif stresi ve antioksidan durumunu tespit etmek ic¢in bazi klinik ve
laboratuvar belirtegleri kullanilabilir. Ozellikle toplam antioksidan (TAS) ve toplam
oksidan (TOS) ol¢iimii tek tek toplam serum antioksidatif yararli bilgiler saglayabilir
(175). Calismamizda DNP hastalarinda TAS seviyesinin azalmasi, TOS ve OSI
seviyesinin artig1 oksidatif stresin artmasina neden oldugu goézlenmistir. Bu durumu
kompanze edecek antioksidanlarin artmamasi DNP gelisen hastalarin sistemik
komplikasyonlara neden olabilecek ©Onemli bir faktor olarak sdylenebilir (182).
Dolayisiyla artan oksidan tiirler diyabetik mikrovaskiiler komplikasyonlarin

patofizyolojisinde ve bu tartisma i¢in DNP'de merkezi ve 6nde gelen bir role sahiptir.

In vitrove in vivo deneysel diyabet modelleri metabolik (hiperglisemi,

dislipidemi) (181) ve hemodinamik (sistemik ve glomeriiler hipertansiyon) (183)
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hareketlerin diyabetik bobrekteki iki biyiik oksidatif stres faktoriinii temsil ettigini
gostermigtir. Bobrek ozellikle dolagimdaki yiiksekglikozseviyelerinin neden oldugu

hasara karsi hassas oldugundan dolay1 nefropati gelismektedir (183).

Nrf-2 temel bir 16sin fermuar motifine sahip akilli bir transkripsiyon faktoridiir
(184). Yiiksek oranda korunmus yedi Nrf2-ECH homoloji alanina sahiptir. Nrf-2/ARE
yolu oksidatif strese karsi hiicresel direngte ¢ok 6nemli bir rol oynar (185). Dinlenme
kosullar1 altinda Keapl bir kompleks olusturmak i¢in Nrf-2 ile etkilesime girer
(178,186). Bu durumda Keapl Nrf-2'nin bir inhibitorii olarak gorev yapar. Ayrica bu
Nrf-2 inhibitori, ubikuitin-proteazom sisteminde Nrf-2 bozulmasina aracilik eden Cul3-
E3-ligaz ile de etkilesime girebilir. Bundan sonra Nrf-2'nin transkripsiyon fonksiyonu
bastirilir (187). Oksidatif stres sirasinda Nrf-2 aktive edilir. Keap1'in ii¢ 6nemli sistein
kalintistn1  degistirerek Nrf-2/Keapl kompleksinde konformasyonel degisiklikler
meydana gelir (182,188) ve Nrf-2 serbestlesmesine ardindan Nrf-2’nin yer
degistirmesine yol agar. Cekirdekte Nrf-2 sMaf proteini yardimiyla ARE'ye baglanir
(189). Daha sonra Nrf-2 faz Il detoksifikasyon enzimlerinin ve hemeoksijenaz-1 ve

stiperoksit dismutaz (190,191) gibi antioksidanlarin transkripsiyonunu tetikler.

NRF-2 (niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor), antioksidan cevabi diizenleyen
gliclii bir transkripsiyon faktorii olup (192), transkripsiyon faktorleri olan c-Jun ve SP1
ile etkilesime girerek pro-TGF-inhibl inhibe eder. Pro-TGF-inhib1’in Hem in vivo hem
de in vitro olarak, TGF-21'in transkripsiyonel bir baskilayicist olarak hareket ettigi
bulunmustur (193).

Farkli deneysel modellerde Nrf-2/ARE yolu aktivasyonunun DNP iizerindeki
etkileri son on yilda iyi belgelenmistir (194). Sun ve arkadaslar1 siganlarda farklit DNP
islemlerinde Nrf-2 sinyal yolaginin uygun zaman diigiimlerini ortaya koydu (195). Ek
olarak, hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres ve hizlandirilmis bobrek hasari
streptozotosin ile tedavi edilen Nrf-2 defektli farelerde vahsi tip kontrollerden daha

fazla (196,197) Nrf-2'nin DNP iizerindeki yararli bir etkisini gosterdigi tespit edildi.
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Son ¢alismalar, Nrf-2'nin ¢esitli hastaliklar i¢in umut verici bir terapdtik hedef
olarak rapor edildigini gostermistir. Ozellikle diyabette Nrf-2 aktivasyonu pankreas
hiicrelerini ¢esitli hasarlara kars1 korur. Boylece glukoz homeostazini korur ve ayrica
instilin duyarliligimarttirir. Laboratuvarimizdan in vitro, in vivo ve silico modellerinde
yapilan Onceki ¢alismalardapterostilbenin ile Nrf-2 aktivasyonunun hiperglisemi
sirasinda hem oksidatif hem de pro-enflamatuar sitokin toksisitesini Nrf-2 sinyal
kaskad: ileazalttigi gosterildi. Resveratrolgibi gesitli Nrf-2 aktivatorleri siilforaphane,
kurkumin, Kkersetin, tert-butilhidrokinon (tBHQ) ve CDDO (2-siyano-3,12-
dioksooleana-1,9-dien-28-oikasit)'nin pankreas B hiicrelerini oksidatif ve enflamatuar

strese bagli gelisen apoptoza karsi hiicreleri korudugu gosterilmistir.

Son zamanlarda deneysel DNP modellerinde Nrf-2'nin terapétik potansiyelini
aragtirmak icin bir Nrf-2 aktivator montaji uygulanmistir. Bu calismalarda Nrf-2
aktivatorleri farklt mekanizmalar araciligiyla bir dizi hedefe etki etti (198,199). Nrf-
2'nin bir aktivatorii olan siilforaphane kullanilan ¢alismalarda TGF-21 ekspresyonun
azaldigi, bag dokusu biiyiime faktoriiniin artarak (CTGF) (200,201) hayvanlarda DNP
lyilesmesini tesvik ettigi gézlenmistr. Diger Nrf-2 aktivatorlerinin ise diyabetik bobrek

hastaliginin deneysel hayvan modellerinde de koruyucu bir rol oynadigini gostermistir
(202,203).

Calismamizda insan serumunda NRF-2 seviyesinin ve TAS seviyesinin azalmis
olmast DNP hastalarinda asirt bir derecede ROS artisina neden olarak antioksidan
enzimlerin bu ROS artisin1 6nleyemedigi sonucuna varilmistir. OSI artis1 vebunun
yaninda artan DNA ve lipit hasar1 bunu dogrular niteliktedir. Brownlee tarafindan
yapilan deneysel calismada oksidan tiirlerin  kronik  diyabetik  vaskiiler
komplikasyonlarin patofizyolojisinde 6nemli bir itici gii¢ oldugu tespit edilmistir (187).
Baska ¢alismalar kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda oksidatif stresin arttigini1 ve

antioksidan savunmanin azaldigini1 géstermistir (204,205).
Son yillarda 8-OHAG oksidatif stresin belirlenmesinde bir belirteg olarak

kullanilmistir (206). Calismamizda DNP hastalarinda 8-OHdG degerlerini istatistiksel
olarak inceledik. Gruplar arasinda istatistiksel farkliliklar gozlendi. Diyabetin
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mikrovaskiiler komplikasyonlarindan DNP olan hastalarda 8-OHdG'nin kontrole gore
yiiksek oldugu gozlendi. Elde edilen veriler DNP hastalarinda azalan NRF-2 seviyesi ve
artan ROS seviyesi DNA hasarinda etkili oldugunu gostermektedir.

Oksidatif stresin bir bagka gostergesi olan LOOH, lipit peroksidasyonunun bir
triiniidiir. Calismamizda elde ettigimiz LOOH sonuglari DNP’de kontrol grubuna

kiyasla anlamli bir artig gosterdi. Bu bulgular diger ¢alismalarada elde edilen bulgularla

uyumludur (207-209).
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6. SONUC ve ONERILER

Oksidatif hasara neden olan biyomolekiiller ile birlikte degerlendirildiginde DNP
grubunda TOS, LOOH, OSI, 8-OHdG biyomolekiillerin kontrol grubuna kiyasla arttig
tespit edilirken NRF-2,TAS ve SH seviyesinin azalmis olmasi hiicre i¢i oksidatif stresin
artigimi1  gostermistir. Calisma sonucunda nefropatili hastalarda NRF-2 seviyesinin
azalmasma bagli olarak antioksidan seviyenin azaldigr ve bunun sonucunda oksidatif
streste artis oldugu gézlenmistir. Artan oksidatif stres ise lipit ve DNA hasarina neden
olarak diyebetik nefropatinin olusumuna neden oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle
DNP hastalarinda tamamen ortadan kalkmis olan antioksidan kompanzasyon
mekanizmasinin  diizenlenmesi ve NRF-2 seviyesini arttirilmasiileride yapilacak
antioksidan takviyesini saglayan yeni arastirmalarla, DNP’nin yol agtig1 hiicresel yikim

ve sistemik komplikasyonlarin 6nlenmesi agisindan yeni bir yaklagim saglayabilir.
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