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HEMODIYALIZ HASTALARINDA N-ASETILSISTEININ BAZI
OKSIDATIF STRES PARAMETRELERINE ETKISi

OZET
Amag: Kronik bobrek yetersizligi (KBY) nin patogenezinde yer alan oksidatif stres
icin, hemodiyaliz (HD) ortami bir model olarak disiiniilmektedir. Lipoprotein
metabolizmasi bozukluklari, hiperhomosisteinemi ve kronik enflamasyon sonrasi
gelisen oksidatif stresin yol actig1 patolojik degisikliklerin, ateroskleroz gelisimini
hizlandirarak KBY ve HD hastalarinda gozlenen artmis kardiyovaskiiler hastalik

riskine neden oldugu belirtilmektedir.

Bu calisma, HD isleminin, oksidatif stresle iligkisini gostermek; tedavi protokoliine
eklenen N-asetilsistein (NAC)’in Ol¢iilen parametreler iizerine muhtemel etkilerini

degerlendirmek amaciyla planlandi.

Gerec¢ ve Yontem: En az alt1 aydir, diizenli HD tedavisi (2-3 seans/hafta, 4 saat) alan
13 hasta calismaya alindi. Hastalardan birinci HD seans: oncesi kan alind1 ve seans
boyunca 500 mL % 0.9 sodyum kloriir ¢ozeltisi intravendz (iv) olarak verildi
(Plasebo grubu). Bu seansi takip eden 2. (NAC-1 grubu) ve 3. (NAC-2 grubu) HD
seanslarinda, hastalara rutin tedavilerine ek olarak, 500 mL % 0.9 sodyum kloriir

icinde 50 mg/kg NAC iv verildi.

Diyaliz 6ncesi ve sonrasi olmak iizere, toplam alt1 kez alinan kanlardan elde edilen
serum/plazma Orneklerinde; miyeloperoksidaz (MPO), tiimor nekrozis faktor o
(TNF-a), neopterin, proteinlerin ileri oksidasyon iiriinleri (AOPP), protein karbonil
bilesikleri (PCC), tiyol, paraoksonaz (PON), homosistein ve okside LDL (oxLLDL)
diizeyleri ol¢iildii.

Bulgular: HD’nin MPO, TNF-a, AOPP, PCC, tiyol ve PON1 diizeylerini artirdig;
neopterin, homosistein diizeyini diisiirdiigli; oxLDL’yi etkilemedigi; iki ardisik doz
NAC ilavesi ile AOPP, PCC ve homosistein diizeylerinin diistiigii; olciilen diger

parametrelerin ise degismedigi belirlenmistir.

Sonuc: Yiiksek MPO ve TNF-a seviyeleriyle gosterildigi gibi, HD’de aktiflesen
notrofillerin oksidatif strese neden oldugu; giiclii bir antioksidan olan NAC’1n, rutin
HD tedavi protokoliine eklenerek oksidatif stresle iliskili baz1 patolojik degisiklikleri

diizeltebilecegi sOylenebilir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, hemodiyaliz, N-asetilsistein, oksidatif stres.
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THE EFFECT OF N-ACETYLCYSTEINE ON OXIDATIVE STRESS
PARAMETERS IN HEMODIALYSIS PATIENTS

ABSTRACT
Aim: Hemodialysis (HD) medium is considered as a model for oxidative stress found in
pathogenesis of chronic renal failure (CRF). It is stated that pathological changes caused
by oxidative stress developing after chronic inflammation, lipoprotein metabolism
disorders and hyperhomocysteinaemia expedite the emergence of atherosclerosis
and, therefore, induces increased for cardiovascular disease risk observed in the
patients with CRF and HD.
This study was planned to exhibit the relationship between HD process and the
oxidative stress; to evaluate the possible effects of N-acetylcysteine (NAC), which is
added to treatment protocol, on measured parameters.
Materials and methods: Thirteen patients receiving HD treatment for at least six
months (2-3 sessions /week, 4 hours) were included in the study. Blood samples from
the patients taken prior to the first HD session and 500 mL of 0.9 % sodium chloride
solution was administrated intravenously (iv) to the patients during the session
(Placebo Group). In the second (NAC-1 Group) and third sessions (NAC-2 Group)
following this session, the patients were given 50 mg/kg NAC iv in 500 mL of 0.9 %
sodium chloride solution in addition to their routine treatment.

The serum/plasma samples obtained from blood samples taken prior to and after the
HD treatment, six times in total, were analyzed for myeloperoxidase (MPO), tumor
necrosis factor a (TNF-a), neopterin, advanced oxidation protein products (AOPP),
protein carbonyl content (PCC), thiol, paraoxonase (PON), homocysteine and
oxidized LDL (oxLDL) levels.

Results: It is identified that HD increased the MPO activity and TNF-a, AOPP,
PCC, thiol and PONI1 levels; while causing a decrease in the levels of neopterin and
homocysteine, and causing no change with oxLDL. AOPP, PCC and homocysteine
levels were decreased and other parameters did not change with a supplementary
double consecutive dose of NAC.

Conclusion: It may be stated, as exhibited with high levels of MPO and TNF-a, that

the neutrophils activated in HD process causes oxidative stress and that some of
pathological changes related to oxidative stress may be prevented by adding NAC,

which is a very strong antioxidant, to the routine HD treatment protocol.

Key Words: Antioxidant, hemodialysis, N-acetylcysteine, oxidative stress.



1. GIRIS VE AMAC

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), bobregin temel fonksiyonlarinin bozulmasiyla
kendini gosteren, bircok organ ve sistemi tutabilen kronik ilerleyici bir hastaliktir (1).
Bobrek fonksiyonlarinin bozulmasina yol acan bir¢ok patolojik mekanizma yaninda,
serbest oksijen radikalleri (SOR)’nin iiretiminde artis ve/veya antioksidan
sistemlerdeki yetersizlikler de KBY nin patogenezine katkida bulunmaktadir (2,3).
Hatta, diyalizin gerceklestigi ortam oksidatif stres icin bir model olarak
diistiniilmekte; diyalizin dolasimdaki nétrofilleri asirt miktarda SOR olusturmak
tizere uyardigi ve cesitli nedenlerle antioksidan sistemin de zayiflamasina bagh

olarak, diyaliz hastalarinda oksidatif stresin olusabilecegi 6ne siiriilmektedir (4).

KBY hastalarinda en sik karsilasilan 6liim nedeni, kardiyovaskiiler hastalik
(KVH)’lardir (1). KBY ve hemodiyaliz (HD)’de gozlenen artmis KVH riski i¢in, pek
cok mekanizma suglanmaktadir. Lipoprotein metabolizmasi bozukluklari, KBY
hastalarinda siklikla gorillen ve KVH gelisimine yol acan aterosklerotik risk
faktorlerindendir. Bu hastalarda, plazma diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol (LDL-
C)’lin yiikseldigini; yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL-C)’iin azaldigim
gosteren calismalar vardir (5-9). KVH i¢in bagimsiz bir risk faktorii olarak belirlenen
hiperhomosisteinemi de, bu hastalarda belirlenen klinik bir bulgudur (10). Ayrica
KBY’de oksidatif strese yol acan kronik enflamasyonun, ateroskleroz gelisimini
hizlandirdig1, erken ateroskleroz ve buna bagli komplikasyonlarin da diyaliz

hastalarinda kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite oranlarin1 artirdig: bilinmektedir

(11).



Paraoksonaz (PONT1), plazmada HDL-C fraksiyonunda yer alan ester hidrolaz olup,
HD isleminde azaldigi (5,7,12,13) buna bagh olarak da KVH i¢in bir risk faktorii

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Solunum sistemi hastaliklarinda mukolitik ajan olarak kullanilan N-asetilsistein
(NAC), rediikte glutatyon (GSH) prekiirsoriidiir. Daha da 6nemlisi, NAC 1n giiclii bir
antioksidan oldugunu gosteren calismalar yapilmakta; patofizyolojisinde oksidatif
stresin rol aldigi ¢esitli kanserlerde, HD ve kalp hastaliklarin tedavisinde NAC’1n
etkili oldugu bildirilmektedir (14).

KBY’de ateroskleroz gelisiminin Onlenmesi, risk faktorlerinin diizeltilmesine bagh
olacagindan (1); KBY’nin patofizyolojisinde rol oynayan SOR iiretimi ve oksidatif

stresin Onlenmesi, klinik bakimdan biiyiik 6nem tasiyacaktir.

Bu calismada, HD hastalarinda, gelismekte olan aterosklerozun oksidatif stresle
iligkisini  gostermek  amaciyla; tedavileri  siirdiirilen HD  hastalarinin
serum/plazmasinda miyeloperoksidaz (MPO) ve PON1 aktivitesi ile tiimor nekrozis
faktor a (TNF-a), neopterin, proteinlerin ileri oksidasyon iiriinleri (AOPP), protein
karbonil bilesikleri (PCC), tiyol, homosistein okside LDL (oxLDL) ve lipid profili,
diizeyleri tayin edilecek ve hastalarin mevcut tedavi protokoliine ilave edilen
NAC’1n, oksidatif stresle iligkili bu  parametreler {izerindeki  etkisi

degerlendirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KRONIK BOBREK YETMEZLIGi

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), glomeriiler filtrasyon degeri (GFR)’nde azalmanin
sonucu, bobregin sivi-soliit dengesini ayarlama ve metabolik-endokrin
fonksiyonlarinda kronik ve ilerleyici bozulma hali olarak tamimlanabilir. Uremi,
KBY’nin neden oldugu tim klinik ve biyokimyasal anormallikleri iceren bir
deyimdir ve bir¢ok kaynakta KBY ile es anlamda kullanilmaktadir (1).

KBY’nin tanimi ve evreleri “American Jounal of Kidney Diseases 2002” de su

sekilde 6zetlenmistir (Tablo 1) (15).

Kronik Bobrek Yetmezligi:
1. U¢ ay veya daha uzun siiredir var olan ve bdbregin yapisal veya fonksiyonel
bozukluklar1 ile tanimlanan, GFR’nin normal veya azalmis oldugu asagidaki
durumlardan herhangi birisi ile kendini gosteren bobrek hasart:
a-patolojik degisiklikler; veya
b-bobrek hasari belirleyicilerinde (kan-idrar degerleri veya goriintiileme
testleri) anormallik olmasi.
2. Bobrek hasari olsun ya da olmasin GFR’nin 3 ay veya daha uzun siireyle 60

mL/dk/1.73 m’ veya daha diisik olmast  seklinde tanmimlanmustir.



Tablo 1. Kronik Bobrek Yetmezliginin Evreleri (15)

Evre Tanim GFR (mL/dk/1.73 m2)
1  Normal veya yiiksek GFR ile birlikte bobrek hasari >90
2 GFR’de hafif diisiis ile beraber bobrek hasari 60-89
3 GFR’de orta derecede diisiikliik 30-59
4  GFR’de ileri derecede diisiikliik 15-29
5  Bobrek yetmezligi <15 (diyaliz)

Hastalarin klinik semptom ve bulgular1 bobrek yetmezliginin derecesi ve gelisme
hiz1 ile yakindan iligkilidir. KBY’den etkilenmeyen organ veya sistem yok kabul
edilebilir. GFR 35-50 mL/dk’nin altina inmedik¢e hastalar semptomsuz olabilir.
Hastalarin ilk semptomlar1 genellikle noktiiri ve anemiye bagh halsizliktir. GFR 20-
25 mL/dk olunca hastada iiremik semptomlar ortaya ¢ikmaya baglar. GFR 5-10
ml/dk’ya inince son donem bdobrek yetmezliginden bahsedilir ve hastalar renal

replasman tedavi (RRT)’lerine ihtiya¢ duyarlar (1).

Bobrek yetmezliginde, bobregin temel fonksiyonlarinda bozulmalar olur ve degisik
adaptif sistemler devreye girer. Akut veya kronik olabilen bobrek yetmezliginin
derecesinin belirlenmesinde kullanilan en objektif parametre GFR’nin 6l¢iilmesidir.
GFR’nin en sik kullanilan birimi mL/dk ve normal degeri 70-145 mlL/dk’dir.

GFR’nin Olciilmesinde en sik kullanilan yontem ise kreatinin klirensidir (1).

2.1.1. Renal Replasman Tedavileri

SDBY olan hastalarda renal replasman tedavileri; hemodiyaliz (HD), periton diyalizi
(PD) ya da renal transplantasyon (Tx)’dur. SDBY bulunan hastalar her ii¢ tedaviden
de zaman icerisinde yararlanmak durumunda kalabilirler (3).

Ulkemizde 2010 yili sonu itibariyle toplam 62.903 hastamn RRT aldigi tespit
edilmistir. RRT alan hastalarin sayisinda artis egilimi devam etmektedir. Prevalans
milyon niifus basina 853, insidans ise milyon niifus basina 264 olarak hesaplanmustir.
Tiirk Nefroloji Dernegi 2010 yili kayitlarina gore, Tiirkiye’de mevcut SDBY
hastalarinda uygulanan RRT oranlari: HD (% 78.7), PD (% 8.8) ve Tx (% 12.5)
seklindedir (16).

Diyaliz tedavisi; HD ve PD olmak iizere iki sekilde uygulanir.



Diyaliz, yar1 geg¢irgen bir membran aracilii ile hastanin kani ve uygun diyaliz
sollisyonu arasinda sivi-soliit degisimini temel alan bir tedavi seklidir. Siv1 ve soliit
hareketi, genellikle hastanin kanindan diyalizata dogrudur ve bu diyalizatin
uzaklastirilmasi ile hastada mevcut olan sivi-soliit dengesizligi normal degere

yaklagtirilir (1).

S1vi ve soliit degisiminin difiizyon ve ultrafiltrasyon olmak iizere iki temel prensibi
vardir. Diflizyon, membranin iki yanindaki konsantrasyon farki nedeni ile soliitiin
konsantrasyonu yiiksek olan taraftan diisiik olan tarafa hareketidir. HD’de
difiizyonun etkinligini artirmak i¢in zit akimlar prensibi uygulanir, yani hastanin kan

akimu ile diyalizat akimi ters yonliidiir (1).

Ultrafiltrasyon ise uygulanan basin¢ nedeni ile membranin bir yanindan diger yanina
sivi transferidir. Siv1 transferine soliit transferi de eslik ettiginden (konveksiyon),
ultrafiltrasyon soliit degisimine de katkida bulunur. Ultrafiltrasyona yol acan basing,
HD ve siirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD)’nde farklidir. Ultrafiltrasyona yol
acan basing; HD’de hidrostatik basin¢ iken, SAPD’de ozmotik basingtir (1).

Diyaliz tedavisinin mutlak bir kontrendikasyonu yoktur. Bobrek yetmezligine eslik
eden alzheimer hastaligi, multi-enfarkt demans, hepatorenal sendrom, ensefalopati ile
birlikte ilerlemis siroz, ilerlemis kanser gibi bazi hastaliklarin varliginda goreceli bir

kontrendikasyon vardir (1).

2.1.1.1. Hemodiyaliz
Hemodiyaliz; hastadan alinan kanin bir membran ve makine aracilig: ile siv1 ve soliit
iceriginin yeniden diizenlenmesidir. HD isleminin gerceklesmesi i¢in kalic1 veya
gecici vaskiiler giris yolu ile yeterli kan akimi saglanmalidir. Gegici vaskiiler giris
yolu saglamak ic¢in en yaygin yontem cift limenli bir kateterin femoral, subklavyen
veya internal juguler vene yerlestirilmesidir. Kalic1 vaskiiler giris yollar1 baglica iki
tanedir; arteriyovenoz greft, arteriyovenoz fistiil (1).
Hemodiyaliz tedavisinin avantajlari (1);

e Hastanin, diyaliz tedavisi haftada 2-3 kez 4-6 saat almasi ve diger zamanlarda

serbest olmasi
e Metabolik dengeyi daha az etkiledigi i¢in, sismanligin daha az sorun olmasi
e Malniitrisyon ile daha az karsilasilmasi

e Hastaneye yatma ihtiyacinin daha az olmasi



e Peritonit gibi batin komplikasyonlarinin goriilmemesidir.

Hemodiyaliz tedavisi hayat kurtarici bir tedavi yontemi olmasina ragmen hastalarda
bir¢ok rahatsizliga yol acar. Diyaliz teknolojisindeki gelismeler ve bikarbonatin daha
yaygin kullaninmi ile HD’ye baglhh akut komplikasyonlar nispeten azalmistir.
Hipotansiyon (% 20-30), kramp (% 5-20), bulanti-kusma (% 5-15), basagris1 (% 5),
gogiis agrist (% 2-5), sirt agrist (% 2-5), kasint1 (% 5) ve ates-titreme (< % 1), HD
esnasinda sik karsilasilan ancak genellikle hayati tehdit etmeyen komplikasyonlardir.
HD islemi esnasinda diyaliz disequilibrium (dengesizlik) sendromu, diyalizer
reaksiyonlari, aritmi, kalp tamponadi, kanama (kafa ici, gastrointestinal sistem),
hemoliz, hava embolisi, diyalizerin yirtilmasi, diyalizerde kanin pihtilagmasi, sivi-
elektrolit metabolizmas1 bozukluklari, diyalizat sicakliinda degisiklikler ve
hipoksemi gibi komplikasyonlara da rastlanabilir. Hayati tehdit edebilen bu
komplikasyonlar nadir goriiliir. Ayrica serum ilag diizeylerinde azalma, kompleman

aktivasyonu ve gecici notropeni de izlenebilir (1).

2010 yili sonu itibartyla ililkemizde kronik HD programinda izlemde olan hastalarin

etiyolojik nedenlere gore dagilimi Tablo 2’de verilmistir (16).

Tablo 2. HD Hastalarinin Etiyolojik Dagilimi (16)

Etiyolojik dagilim %
Diabetes mellitus 30.5
Hipertansiyona bagli SDBY 27.2
Glomeriilonefrit 7.5
Polikistik bobrek hastaligi 4.9
Piyelonefrit 3.2
Amiloidoz 2.1
Renal vaskiiler hastalik 0.8
Diger nedenler 23.8

Tiirk Nefroloji Derneginin 2010 yil1 verilerine gore, HD hastalarindaki mortalitenin
en sik nedeni (% 53) kardiyovaskiiler hastalik (KVH)’lardir. KVH’lar arasinda ise en

cok kalp yetersizligi, iskemik kalp hastaligi ve ani 6liim goriilmektedir (16).



2.1.1.2. Periton Diyalizi

Eriskinde yiizeyi yaklasik 2.2 m” olan periton membrani; kapiller endotel, bazal
membran, gevsek destek dokusu ve mezotel hiicresinden olusur. Kan akiminin 70-
110 mL/dk olmasi ve diisiik kan basinglarinda bile kan akimini sabit tutabilmesi;
peritonun diyaliz i¢in uygun bir membran olmasini saglar. Diyalizat sicakliginin
peritona verilmeden Once viicut sicakligina getirilmesi, periton diyalizinin iire
klirensini yaklasik % 35 oraninda artirir (1).

Soliit transferinin dengeli ve devamli olmasi, orta ve biiylik molekiillii tiremik
toksinlerin haftalik klirenslerinin daha yiiksek olmasi, hemoglobin konsantrasyonunu
artirmasi, daha az diyet ve siv1 kisitlamasi gerektirmesi, hipertansiyonun daha etkili
kontrol edilmesi, hastanin cihaz bagimliliginin olmamasi, hepatit C vb bulasici
enfeksiyon riskinin daha az olmasi gibi faktorler; SAPD tedavisinin avantajlar

olarak kabul edilmektedir (1).

2.2. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren oldukca reaktif
atom veya molekiillerdir. Yart omiirleri ¢cok kisa olan serbest radikaller, normal
metabolik olaylar sirasinda olusabilecekleri gibi, ¢ok cesitli etkenlere bagli olarak da
olusabilirler. Serbest radikaller; proteinler, amino asitler, lipidler, serbest yag asitleri,

karbohidratlar ve niikleotidler gibi tiim hiicre bilesenleriyle etkilesebilirler (17).

Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelirler (18):

*Kovalent baglarin homolitik kirilmasi XY - X+Y
*Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi1 XY - X +Y"
*Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi X+e - X7~

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notr;

organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler (17).

2.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Organizmada oksijenin yani sira karbon, nitrojen ve kiikiirt merkezli radikaller de
olusmaktadir. Serbest oksijen radikalleri (SOR), sadece oksijen radikallerini degil;

ayni zamanda oksijenin radikal olmayan tiirevlerinide tanimlamaktadir (Tablo 3)

(17).



Tablo 3. Serbest Oksijen Radikalleri (17)

Radikal tiirevler Radikal olmayan tiirevler
Siiperoksit (O2") Singlet oksijen (102)
Hidroksil (HO") Ozon (O3)

Hidroperoksil (HO,") Hidrojen peroksit (H,O5)
Peroksil (ROO") Lipid hidroperoksit (ROOH)
Alkoksil (RO") Hipoklorik asit (HOCI)

Peroksinitrit (ONOQ™)

Molekiiler oksijen (O2), iki tane eslesmemis elektronu bulundugundan kendisi de bir
radikaldir. Her iki atom denge halinde oldugundan oksijen molekiiliiniin reaktif bir
ozelligi yoktur. Oksijen en son suya indirgenir. Mitokondriyal elektron transport
zinciri tarafindan gerceklestirilen bu siirecte, % 1-2 oraninda O, kacagi meydana
gelir ve ¢esitli radikallerin olusumuyla sonuc¢lanir. Bu radikaller oksijenin toksik
etkisinin gercek nedenini olustururlar. Molekiiler oksijen tek elektron kazandiginda
O,  radikali olusmakta; O, ’nin dismutasyonu ile H,O, olusmakta, H,O, nin
indirgenmesi ile HO" radikali olusumu gerceklesmektedir (18).

Hiicrelerde iiretilen O," ve H,O,’den, Fe/Cu gibi metallerin varliginda Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlartyla HO"; O," ve nitrik oksit (NO)’den, ONOO™ gibi ¢ok
daha toksik oksidanlar olusabilmektedir (19).

2.3. OKSIDATIF STRES

Organizmada oksidan-antioksidan sistemler bir denge icerisindedir. Serbest oksijen
radikallerinin ~ asin  miktarda  iiretildigi  ve/veya  antioksidan  savunma
mekanizmalarinin yetersiz kaldigi durumlarda; bu dengenin bozulmasi, oksidatif

stres olarak tanimlanir (20).

Oksidatif stresle olusan doku hasarlari arasinda baslica; lipid peroksidasyonu, protein
oksidasyonu, karbohidratlarin yikimi, DNA ve membran yapisinin bozulmas: gibi

oksidatif modifikasyonlar sayilabilir (21).

2.3.1. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu; membran yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunu iceren baslama, yayilma ve sonlanma seklinde iic asamada
gerceklesen reaksiyonlar dizisidir. Basta HO" olmak iizere SOR tarafindan doymamis

yag asitlerinin peroksidasyon reaksiyonlari, bir kere basladiktan sonra, zincirleme
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reaksiyonlar seklinde yayilarak devam etmekte ve yiizlerce yag asidi zinciri lipid
hidroperoksitlerine ¢evrilebilmektedir (22).

Peroksidasyon sirasinda agiga cikan konjuge dienler, lipid hidroperoksitleri, peroksi
radikalleri ile malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) gibi yikim

iriinleri hiicre yapisi ve fonksiyonunu bozabilir (22).

2.3.2. Protein Oksidasyonu

Proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak tanimlanan protein oksidasyonu; SOR
veya sekonder oksidatif stres iiriinleri ile tetiklenebilir. Lipid peroksidasyonuna
benzer sekilde gerceklesen protein-radikal zincir reaksiyonlari, proteinlerin oksidatif
modifikasyonuna neden olmaktadir. HO, ve HOCI gibi reaktifler, paraquat,
karbontetrakloriir, asetaminofen gibi ksenobiyotikler, sigara, Fe** ve Cu* gibi gecis
metalleri, UV radyasyon, aktif notrofiller, ozon, oksido-rediiktazlar ile lipid ve
serbest amino asit oksidasyon iiriinleri protein oksidasyonuna yol acabilmektedir

(23).

Oksidasyona ugrayan enzim aktivitesinde azalma, protein fonksiyonlarinin kaybu,
proteaz inhibitdr aktivitenin kaybi, protein agregasyonu, proteolize artmis/azalmis
yatkinlik, reseptor aracili endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonunda degisimler,
immiinolojik aktivitede artis gibi olaylar; protein oksidasyonunun biyokimyasal

sonuclari olarak siralanabilir (24).

Protein oksidasyonu esas olarak HO" radikali ile baslar. Diger taraftan oksidasyon
stirecinde Oy ile birlikte, O, radikali, ve HO, 'nin varlig1 da gereklidir. Ad1 gecen bu
serbest oksijen tiirevleri; amino asitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-
protein ¢apraz baglarinin olusumuna ve protein omurgasinin oksidasyonu yolu ile

peptid baglarinin ayrilmasina neden olur (25).

2.3.2.1 Okside Proteinlerin Birikimi

Okside proteinlerin hiicre i¢i diizeyi, protein oksidasyonunun siddeti ile okside
proteinlerin yikim hizi arasindaki dengenin bir yansimasidir. Bu denge; SOR
olusumuna neden olan faktorler ile okside protein klirensinden sorumlu proteazlarin
konsantrasyon ve/veya aktivitelerini belirleyen faktorler arasinda gerceklesen
kompleks bir fonksiyondur. Protein yan zincirinde bulunan tiyol gruplar1 harig
tutulacak olursa, protein oksidasyonunun hedefi olan proteinlerin endojen protezlar

tarafindan temizlenmesi gerekir. Kendileri de ayn1 zamanda protein oksidasyonunun



bir hedefi olabilen bu proteazlarin aktiviteleri, okside proteinlerin birikim miktaini
belirleyen 6nemli faktorlerden biridir. Ayrica SOR olusumunu inhibe edebilen veya
onlart inaktif tiirevlerine doniistiirebilen non enzimatik (antioksidanlar) ve enzimatik

faktorlerin konsantrasyonu da bu dengeyi dogrudan etkileyebilir (Sekil 1) (25).

Okside proteinlerin birikimi, yalmizca protein oksidasyon oranini yansitmaz ayni
zamanda okside protein yikimini da yansitir. Bu yol, okside proteinleri tercihen yikan
proteazlarin konsantrasyonlarinin ve proteolitik aktivitelerini etkileyen pekcok
faktoriin (metal iyonlari, inhibitorler, aktivatorler ve diizenleyici proteinler), yer

aldig1 bir sistemi igerir (25).
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Sekil 1. Prooksidan, Antioksidan ve Proteolitik Aktiviteler Arasindaki Dengeye
Bagl Olarak Oksitlenmis Proteinlerin Birikimi (25)

Ornegin, baz1 proteinlerin oksitlenmis formlari (¢capraz bagli proteinler), glikasyonla
modifiye edilmis proteinler veya lipid peroksidasyon iiriinleri, yalmiz proteolize
direncli yapilar olarak bilinmezler, ayn1 zamanda diger proteinlerin okside formlarini

yikacak proteazlarin yetenegini de inhibe edebilirler (25).

Protein oksidasyon iiriinleri arasinda, protein karbonil bilesikleri (protein carbonyl
compounds; PCC) (26); 3-nitrotirozin, klorotirozin gibi yan zincir oksidasyon

tiriinleri (25); proteinlerin ileri oksidasyon iiriinleri (advanced oxidation protein
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products; AOPP) gibi capraz baglanma iiriinleri (27) ve protein yapilart lizerinde
olusan disiilfidler (28) sayilabilir.

2.3.2.2. Protein Oksidasyonu ve Hastalik

Okside proteinlerin birikmesi; amniyotrofik lateral skleroz, alzhemier hastaligi,
respiratuar distres sendromu, miiskiiler distrofi, katarakt, romotoid artrit,
ateroskleroz, diyabet, parkinson hastaligi, esansiyel hipertansiyon, KBY, kistik

fibrozis ve iilseratif koliti iceren bir¢ok hastalikla iligkilidir (25).

2.4. KRONIK BOBREK YETMEZLIiGI VE OKSIDATIF STRES

Hemodiyaliz tedavisi; SOR iretimini artirarak ve/veya antioksidan kapasiteyi
azaltarak oksidatif dengede bir bozukluk olusturur. Bu durumdan iiremi ile iliskili
metabolik anormallikler, HD islemi ve ilaglar sorumludur (2,3).

Hemodiyaliz hastalarinda gozlenen asir1 SOR iiretiminden sorumlu tutulan tiremik
duruma sekonder gelisen metabolik anormallikler, diyaliz isleminin/membranlarinin
biyouyumsuzlugu tarafindan da artirilir (29).

Kullanilan membranlar ve diyalizattaki mikrobiyal kontaminasyon ve/veya pirojen
icerik tarafindan aktive edilen polimorfoniikleer l6kositler (PMNL), hemodiyaliz
iligkili SOR’un en Onemli kaynagidir. PMNL’nin aktive olmasi ile ortaya ¢ikan
solunum patlamasi (respiratuvar burst)’nda (Sekil 2) rol alan rediikte nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz, O,’yi indirgeyerek O olusturur. O,
hizli bir sekilde siiperoksit dismutaz (SOD) ile katalizlenen reaksiyon ile H,O,’ye
doner. H,O,, halidlerin varliginda miyeloperoksidaz (MPO) ile HOCI gibi reaktif
tiriinlerin ortaya ¢ikmasina yol agar (29,30).

Flcstraseliiler wveya
fagozomal
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Sekil 2. Solunum Patlamasi1 ve Notrofil Kaynakli Oksidanlar (30)
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Fagositlerden kaynaklanan bu oksidanlarin yani sira; kullanilan membran ve
diyalizat sivilari, alternatif kompleman yolunun aktivasyonuna ve interlokin (IL)-1,
IL-6 ve timdr nekrozis faktor-alfa (TNF-a) gibi proenflamatuar sitokinlerin
salinmasina yol acarak hiicre hasarinin ilerlemesine katkida bulunurlar (3). Ayrica
sitokinlerin uyarist ile aktive olan PMNL’den kaynaklanan SOR, sitokinlerin
transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor-kappa beta (NF-xB)’y1 aktive ederek,

sitokinler ve SOR arasinda kisir bir dongiiniin olusmasina yol acar (29).

Sadece HD islemi degil, iiremik sendromun ve metabolik anormalliklerin tedavisinde
kullanilan ilaglar da SOR iiretimi ile ilgilidir. Bunlar arasinda en c¢ok demir ve
eritropoietin tedavisi yer almaktadir. Demir; Fenton reaksiyonu yoluyla HO’

radikalini, eritropoietin ise; PMNL’leri uyararak O," radikalini olusturur (3).

HD tedavisinde; selenyum, vitamin C ve vitamin E gibi antioksidanlar diyalizat
stvisina gecerek oksidan hasarin artisina yol acmaktadir. Selenyum, antioksidan
enzimlerden glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi i¢in esansiyeldir (17). HD
hastalarinda, plazma SOD, katalaz, glutatyon rediiktaz ve GSH-Px gibi antioksidan
enzim aktiviteleri azalmaktadir. Renal enzim sentezinin baskilanmasina baglanabilen
bu azalma, iiremik toksinlerin enzim-protein yapisinda olusturdugu degisikliklere de

bagli olabilir (31).

Uzun donem HD hastalarinda cesitli nedenlere bagli kronik bir enflamatuvar ortam
s0z konusudur. Defektif immiin sistem fonksiyonu ve HD’de kan membran
etkilesimi nedeniyle immiin hiicrelerin tekrarlayan aktivasyonu, prooksidan durumun
daha da kotiilesmesine neden olmaktadir. Her seansta artan oksidatif stresin; karbonil
stresten, yiikksek morbidite/mortalite oranindan ve kronik komplikasyonlardan
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Uremide reaktif karbonil bilesikleri (reactive
carbonyl compounds; RCC)’nin artis1 ile proteinlerde meydana gelen karbonil
modifikasyonlara ‘‘karbonil stres’” adi verilmistir (32). Karbonil stres bilesikleri
ateroskleroz ya da amiloidoz gibi diyalizin en sik karsilasilan enflamatuvar
komplikasyonlarinin goriilmesinde, direkt ya da indirekt bir role sahiptir (3).
KBY’de oksidatif strese yol acan kronik enflamasyonun ateroskleroz gelisimini
hizlandirdig1 ve bu nedenle diyaliz hastalarinda KVH’ya bagli morbidite ve mortalite

oranlarinin arttig1 bilinmektedir (11).
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Kronik Bobrek Yetmezliginde Oksidatif Stres “Biyomarker”lari: Oksidatif
stresin hastaliklarin patogenezinde ve/veya ilerlemesinde roliinii arastirmak icin,
uygun “biyomarker’’larin kullanilmas1 gerekir. SOR kaynakli oksidatif hasar en ¢ok
protein, lipid, karbohidrat ve niikleik asit gibi biyomolekiilleri etkilediginden;
oksidatif stresin gosterilmesinde, genellikle bu biyomolekiillerin oksidatif iiriinlerine
yonelik testler kullanilmaktadir (31,33). Oksidatif stresin 6l¢iimii basit olmadig: gibi,
heniiz standardize edilmis yontemler de mevcut degildir. Oksidatif stresin varlig1 in
vivo olarak, ya MDA, tiyobarbitiirik asit-reaktif maddeler, konjuge dien gibi lipid
peroksidasyon {riinlerinin artmis konsantrasyonlariyla ya da E, A vitaminleri ve
glutatyon gibi radikal tutucularin diizeyleri ve/veya SOD, GSH-Px, katalaz gibi
antioksidan enzimlerin azalmis aktiviteleriyle gosterilmektedir (2,20). Analiz edilen
belirteclerin yar1 dmriiniin kisaligi, stabil olmayislar1 ve zayif spesifiklik gostermeleri
vb nedenlerle, lipid peroksidasyon iiriinlerinin Ol¢iimii oksidatif stresin derecesini
gostermede yetersiz kalmakta; buna karsilik daha stabil, daha uzun Omiirli ve

nispeten reaksiyon spesifik olan protein oksidasyon iiriinleri kullanilmaktadir (34).

2.5. OKSIDATIF STRESI GOSTEREN BAZI PARAMETRELER

2.5.1. Miyeloperoksidaz

Miyeloperoksidaz; 11 intron ve 12 ekson iceren, 17. kromozomun uzun kolunda q12-
24 segmentinde yer alan, tek bir gen tarafindan kodlanir. MPO, her biri a-hafif zincir
(108 amino asit, 14.5 kD) ve B-agir zincir (466 amino asit, 58.5 kD) olmak {izere, iki
polipeptid iceren, simetrik iligkili yarimlar arasinda tek bir disiilfit kdpriisii bulunan,
146 kD agirliginda a-helikal katyonik dimerdir (35). Agir zincirde, kovalent bagh

mannoz zengin karbohidrat ve iki “hem” bulunur (36).

MPO, total notrofil proteininin yaklasik % 2-5’i kadardir. Notrofillerden daha az
olmak {izere, monositler de MPO pozitif graniiller icerir ve doku makrofajlarina

farklilagma sirasinda bu graniilleri kaybederler (35,36).

Notrofillerin primer fonksiyonu fagositoz ile mikroorganizmalart yok etmektir.
Notrofil antimikrobiyal sistemini; MPO, H,O, ve basta Cl” olmak {izere iyodid (I),
bromid (Br’) ya da tiyosiyanat (SCN") iyonlar1 gibi halidler (X") olusturur. HO, ve
CI' kullanarak, giiclii bir antimikrobiyal oksidan olan hipoklorik asit/hipoklorit
(HOCI/OCT) olusturabilme yetenegi sadece MPO enzimine aittir (Sekil 3). Diger bir
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ifadeyle organizmada olusan HOCI, sadece MPO kaynaklidir (39).
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Sekil 3. MPO Kaynakli Primer ve Sekonder Uriinler (35)

Bununla birlikte, cesitli sartlar altinda aktiflesen fagositlere sekonder aktive olan
MPO-H;0,-halid sistemleri, dokularda hasara neden olarak pek c¢ok hastaligin
patogenezinde rol oynamaktadir. MPO; lipidler, DNA ve proteinler gibi biyolojik
molekiillerde halojenizasyon, nitrasyon ve c¢apraz baglanmayi da iceren oksidatif

modifikasyon reaksiyonlarini baglatir (35).

MPO aracili oksidasyon reaksiyonlar: ic¢in spesifik bir belirte¢ olarak kullanilan 3-
klorotrozin; ya dogrudan HOCI’den ya da HOCI iiriinii olan klorinden olusabilir.
Ayni zamanda protein oksidasyonu belirteci olarak da smiflandirilabilen 3-
klorotirozin, insan aterosklerotik lezyonlarinda, respiratuvar hastaliklarda ve notrofil

kaynakli karaciger hasarinda tanimlanmuistir (35).

MPO, protein capraz baglanma reaksiyonlarina neden olarak ditirozin olusturabilir;
peroksidaz benzeri aktivitesi ile tirozini oksitleyerek tirozil radikallerinin olusumuna
yol acabilir ve nitrojen dioksit (NO,") sentezleyerek de lipidlerin nitratlanmasindan
sorumlu olabilir. Son iki radikal tiirii, daha sonra lipid peroksidasyonunu

tetikleyebilir (35).
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2.5.2. Tiimor Nekrozis Faktor-Alfa

Tiimor nekrozis faktor-alfa/ kasektin polipeptid yapida genis biyolojik aktiviteye
sahip bir sitokindir. Doku kiiltiirlerinde bazi timor hiicreleri i¢in, sitostatik ya da
sitosidal etkilidir. TNF-a; konak¢1 savunmasi, immiinite, doku homeostazisi, ¢esitli
enfeksiyonlar, doku zedelenmesi ve enflamasyonda rol oynamaktadir (37).

Genel Ozellikler: Bir propeptid (233 amino asit) olarak salgilanan TNF-a’dan sinyal
peptid (76 amino asit)’in ayrilmasiyla; 157 amino asite sahip olan polipeptid zincir
(17 kD), TNF-o’nin aktif formunu olusturur. Insanlarda 6. kromozomda bulunan
TNF-a glikozillenmemistir. TNF-a; monosit/makrofaj, lenfosit, glomeriil mezengial
hiicreler, astrositler, mikroglialar ve kupffer hiicreleri tarafindan salinir. Endotoksin,
enterotoksin, viriisler, mantarlar, parazitler, immiin kompleksler, IL-1 ve TNF-a’nin

kendisi, TNF-a sentezini artirir (37).

TNF-a reseptorii 300 kD agirliginda bir proteindir ve iki alt {initeden olusur. Bu alt
tinitelerden Fas antijeni olarak adlandirilan kistm, TNF-o’y1 baglamaz. Saglikli
insanlarin idrarinda ve kanser hastalarinin serumunda belirlenen “¢oziiniir TNF-a
reseptdrii”; muhtemelen hiicre reseptoriiniin bir formudur. Bu ¢oziinen form, TNF-
a’y1 baglamak icin hiicre yiizey reseptorleri ile yarisir ve fizyolojik inhibitdr gibi
hareket eder. TNF-a, vaskiiler hiicrelerde fosfolipaz A ve platelet aktive edici faktor

sentezini artirir (37).

Ayrica, O,", HO" ve HyO, gibi SOR tiirevleri, TNF-a’nin baz1 etkilerine aracilik
edebildigi gibi; TNF-a, enflamasyon sirasinda fagositik hiicrelerin aktivasyonu ve
sitotoksik etkisine duyarli hiicrelerde pro-oksidan tiirlerin olusumu  gibi

mekanizmalarla, serbest radikal iiretiminide yol acgabilir (37).

Biyolojik Etkileri

Kaseksi: TNF-a, yag ve iskelet kasi hiicrelerinde protein yikimi, lipoliz ve
glikojenoliz gibi katabolik hizi artirirken; hepatositlerde akut faz proteinlerinin
sentezini uyarir. Sonucta; artmis enerji tiiketiminin yanisira TNF-a’ya bagl gelisen
istahsizlik ve anemi, viicut kiitle kaybini hizlandirir (37).

Endotoksik Sok: TNF-o’nin akut sistemik salinimi, septik sok patogenezinde

onemlidir ve ates, myalji, kusma, bas agris1 ile korelasyon gosterir (37).

Enflamasyon: TNF-o, monosit ve PMNL icin kemotaktik bir ajandir. Fagositozu,

endotele yapismayi, SOR salinimini ve prokoagiilan aktiviteyi uyarir. Ayn1 zamanda
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prostasiklin, endotel gevsetici faktor ve platelet aktive edici faktdr sentezini de
stimiile ederek, erken donemde vazodilatasyona, gecirgenlik artisina ve lokosit
birikimine neden olur. TNF-a, direkt olarak endotelde zedelenme yapmaz; endoteli
intraseliiler adezyon molekiilleri (ICAM) ve endotel 16kosit adezyon molekiilleri
(ELAM-1) araciligiyla, lokositlerin zedeleyici etkilerine duyarli kilar. ELAM-1,
lokositleri baglayan endotel hiicre yiizeyinde bulunan bir glikoproteindir. TNF-a ayn
zamanda PMNL’yi aktive eden IL-8 ve monosit kemotaktik protein salinimina yol
acar. Ayrica indiiklenebilen hiicre adezyon molekiili (INCAM-110) ve vaskiiler
hiicre adezyon molekiili (VCAM-1) salinimi artar. INCAM-110 ve VCAM-I1,
ELAM-1’in azalmaya basladigi donemde (12-48 saat), T hiicrelerini etkileyerek
enflamasyonun devamindan sorumludurlar. Lokal ve/veya sistemik TNF-a artisi;
romatoid artrit, renal allogreft rejeksiyonu ve graft versus hastaligi gibi cesitli

enflamatuvar hastaliklarda gozlenmektedir (38).

2.5.3. Neopterin
Neopterin, T lenfosit tip 1 tarafindan salgilanan interferon-y (IFN-y)
stimiilasyonuyla; monosit, makrofaj ve dentritik hiicrelerde iiretilen bir sitokindir.

Hiicre aracili immiin sistemin duyarli bir gostergesi olarak kabul edilir (39).

Kimyasal Yapisi: Neopterin; 2-amino-4-hidroksi (D-eritro 1°2’3’-trihidroksipropil)-
pteridindir. Molekiiler agirligi 253 daltondur. Neopterin, aktive olmus monosit ve
makrofajlarda guanozin trifosfat (GTP) siklohidrolaz-1 enzimi araciligiyla GTP’den

sentezlenir (40).

Sentezi, Salmm ve Metabolizmasi: Neopterin biyosentezinde, GTP’nin
tetrahidrobiopterine (BH4) doniisiimii, li¢ enzimatik reaksiyon dizisiyle gerceklesir.
Birinci basamakta bu siirecin anahtar enzimi olan GTP-siklohidrolaz-1, 7,8
dihidroneopterin  trifosfat  olusumunu  katalizler. Bu  iiriin,  6-piruvol
tetrahidrobiopterin sentaz enzimi ile katalizlenen basamakta, 6-piruvol BHs’e
doniistiiriilir. Son basamakta piruvol yan zincirinin iki ketoik parcasinin, NADPH
bagimli sepiapterin rediiktaz ile indirgenmesi sonucu 5,6,7,8 BHs meydana gelir.
Insan ve primatlarin doku ve hiicrelerinde 6-piruvol tetrahidrobiopterin sentaz
aktivitesi, diger memelilerle karsilastirlldiginda, daha diisiiktiir. En diisiik enzim
aktivitesine sahip olan monosit ve makrofajlarda, 6-piruvol BH4’e doniisemedigi i¢in
biriken 7,8 dihidroneopterin trifosfatlarin  non-enzimatik  oksidasyonuyla,

neopterinler olusmaktadir (40).
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Neopterin sentezinin en giiclii uyaran1 T lenfosit tip 1 ve INF-y’dir. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda, IFN-a, IFN-f ve TNF-a (IFN-y ile birlikte) da, neopterin
sentezini uyarir. Ayrica, bakteriyel pirojenler ve toksinler, neopterin sentezini uyaran

mekanizmalar1 harekete gecirebilir (40).

Saghkh Bireylerdeki Neopterin Konsantrasyonlari: Saglikli bireylerde serum
neopterin diizeyleri 5.3 + 2.7 nmol/L, idrar diizeyleri ise her iki yetiskin cinsiyette
100-200 umol/mol kreatinindir. Kreatinin klirensindeki degisiklikten dolayi, bu
diizey yas ve cinsiyetle hafif degisir (40).

Neopterin Yiiksekligi ile iliskili Hastaliklar: Neopterin diizeyleri cesitli viral,
parazitik, hiicre i¢i bakteri enfeksiyonlarinda, sepsis, oto immiin hastaliklar,
maligniteler, norodejeneratif hastaliklar, allograft reddi, koroner arter hastaligi,

miyokard enfaktiisii, kardiyak ve renal yetmezlikte yiiksek bulunmustur (40).

Hiicresel immiin sistem gostergesi olan neopterin; pek cok kanser, enfeksiyon ve
otoimmiin hastalikta klinik gidis, prognoz ve tedaviye yanit acisindan viicut
stvilarinda calisilmis ve hiicresel immiin sistemin aktif durumda oldugu bu
hastaliklarin neredeyse tiimiinde, kan ve idrarda neopterin seviyeleri yiiksek

bulunmustur (40,41).

Neopterinin Fizyolojik Rolii: Neopterin, fizyolojik rolii heniiz tam olarak
aydinlatilamamakla birlikte, T lenfosit tip 1 aracili hiicresel immiin sistemin bir
gostergesi olmasinin yanisira, konak savunma reaksiyonlarinda da fizyolojik ve

biyokimyasal fonksiyonlar1 olan bir sitokindir (40).

Yapilan pek c¢ok calismada artmis oksidatif stresin neopterinle iligkili oldugu
gosterilmistir. Neopterin, invaziv patojenlere karsi olusan SOR’un sitotoksik
etkilerini arttirarak savunmada rol oynar. Aktif monosit/makrofajlardan sekrete

edilen neopterin miktar1 bu hiicrelerde iiretilen H,O, miktar1 ile korele bulunmustur

(40).

Uygun hiicresel sartlarda, neopterin hiicrenin redoks durumunu veya reaktif
oksijen/nitrojen metabolitlerinin etkisini arttirarak etki gosterir. Boylece neopterin,
IFN-y ile uyarilan monosit, makrofaj ve dentritik hiicrelerde, ekstraseliiler sitotoksik
savunma mekanizmalarinin bir aracisi gibi davranir. Serum neopterinin diizeyleri ile
enflamasyon, enfeksiyon ve malignitenin siddeti arasinda gozlenen korelasyonlar da,

neopterinin savunma sisteminin bir parcasi oldugunu gostermektedir (40).
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2.5.4. Proteinlerin ileri Oksidasyon Uriinleri

Ik kez Witko-Sarsat ve ark (27) tarafindan, yiiksek derecede okside proteinler olarak
tiremik hastalarin plazmasinda tanimlanan AOPP, oksidatif modifikasyona ugrayan
albiimin molekiillerinin son ¢apraz baglanma iiriinleridir.

AOPP’nin in vitro sartlarda H,O,’den ¢cok, HOCI gibi klorlu oksidanlara maruz kalan
saf albiimin veya plazma Orneklerinde olustugu belirlendiginden; in vivo olarak aktif
notrofillerce {iretilen klorlu oksidanlarin, plazma AOPP olusumundan sorumlu

olabilecekleri diisiiniilmektedir (4).

AOPP, 340 nm’de pik veren diisiik (80 kD) ve yiiksek (600 kD) molekiil agirligina
sahip iki formda bulunur. Protein elektroforezi ile gosterildigi gibi yiiksek molekiiler
agirhiga sahip AOPP, cogunlukla yiiksek oranda disiilfid (S-S) kopriileri ve/veya
ditirozin ¢apraz baglanmalar1 iceren albiimin agregatlarindan; diisiik molekiil agirliga

sahip AOPP ise albiiminin monomerik formundan kaynaklanir (4).

Uremik hastalarin plazmasinda 6lciillen AOPP diizeyleri ile neopterin, TNF-o ve
TNF-o’nin c¢oziinen reseptorleri arasinda bulunan pozitif iliski; AOPP’nin monosit
aktivasyonuyla da olusabilecegini gostermektedir. Ayrica, mononiikleer fagositleri
bizzat aktive eden AOPP’nin proenflamatuvar mediyatorler gibi davranarak; kendi
olusumuna neden olan enflamatuvar durumun kroniklesmesine yol agabildigi One
stirilmektedir. Ayrica; AOPP ve kreatin klirensi arasinda negatif bir iligki varken, ne
IL-6 ne de aktif T ya da B lenfositleri ile AOPP arasinda bir iliski bulunmamaktadir.
AOPP ve ileri glikasyon son iriinleri (advanced glycation end-products; AGE) nin
hem olusum mekanizmas1 hem de yapisal acidan benzerlik gdstermeleri nedeniyle,
biyolojik aktivitelerinin de birbiriyle iliskili olabilecegi diistiniilmektedir (34).

2.5.5. Protein Karbonil Bilesikleri

Karbohidrat ve/veya lipidlerin oksidasyonu ile olusan ve yapilarinda aldehit veya

keton grubu bulunan karbonil tiirevleri; RCC olarak adlandirilir (42).

Sadece karbohidrat veya lipid kaynakli RCC’lerin yami sira, her ikisinden de
tiireyebilen karbonil bilesikleri mevcuttur. Ayrica bazi RCC’ler oksijen varliinda,
bazilar1 oksijensiz ortamda olusabilmektedir (42). SOR ve RCC’ler proteinlerle

irreversibl ve nonenzimatik etkileserek PCC’leri olustururlar (26).

Glutamil, aspartil ve prolil yan zincirlerinin oksidasyonu ya da a-amidasyon yolu ile

peptid baglarinin kirilmasi, N-terminalinde bir a-ketoacil tiireviyle sonlanan yeni bir
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peptid olusumuna neden olur. Ayrica lizil, arjinil, prolil ve treonil yan zincirlerinin

direkt oksidasyonu ile de karbonil tiirevleri olusur (25).

PCC indirekt olarak; lipid peroksidasyonu sirasinda olusan RCC iceren (MDA, 4-
HNE) aldehitlerin proteinlerdeki lizil, histidil, sisteinil rezidiileri ile reaksiyonu
(lipooksidasyon) sonucu olusabilecegi gibi; indirgen sekerler veya bu sekerlerin
oksidasyon iiriinlerinden glikasyon ve glikoksidasyon reaksiyonlariyla olusan
ketoamin, ketoaldehit ve deoksiozon gibi karbonil bilesiklerinin proteinlerdeki lizil

rezidiileri ile reaksiyonu sonucu da olusur (25).

Proteinlerdeki karbonil gruplarinin varligi, SOR aracili protein oksidasyonunun bir
marker’1 olarak kullanilir. Protein oksidasyonunun gostergesi olan PCC diizeyleri;

yaslanma ve oksidatif stresle iligkili ve bir¢cok hastalikta yiiksek bulunmustur (25).

2.5.6. Tiyol
Organik siilfiir tiirevleri olan tiyollerin aktiviteleri serbest tiyol (-SH) gruplarina
baghdir. Serbest ve proteinlere bagl tiyoller, intraseliiler ve ekstraseliiler (plazma)

ortamda redoks tamponu olarak biiyiik 6neme sahiptir (17).

Glutatyon ve tiyoredoksin, intraseliller olarak en ©Onemli tiyollerdir. Glutatyon,
intraseliiler ortamda bir ¢cok non-enzimatik fonksiyonu olan bir antioksidandir;
rediikte formu “GSH” ve okside formu (glutatyon disiilfid) “GSSG” seklinde
gosterilir (19).

Plazmada katalaz, SOD ve GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri oldukca

diisiiktiir; bu antioksidanlar daha cok intraseliiler defansta 6nemlidir (43).

Tiyol bilesiklerinin secici olarak HOCI ve kloraminleri yakaladigi bilinmektedir. Bu
nedenle plazmada HOCIl'yi yakalayan en Onemli antioksidanin tiyol oldugu

sOylenebilir (28).

Plazmada protein bagh tiyol konsantrasyonu plazmada 0.4-0.5 mM, buna karsilik
diisiik molekiil agirlikli tiyoller (homosistein, sistein, glutatyon, sisteinilglisin) 0.1-20
uM’dir.  Proteine bagh tiyol gruplarinin  O6nemli kismuni albiiminin = 34.
pozisyonundaki sisteinil artig1 olusturur. Plazmada bulunan en fazla protein

alblimindir (44).

Askorbat da onemli bir antioksidan olmasina ragmen, albiimin askorbattan 10 kat

daha giiclii bir antioksidandir. Tiyol oksidasyonu protein yapisini ve fonksiyonunu
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etkiler. Bazi enzimlerin aktif bolgesinde bulunan —SH gruplart enzimin aktivite
gostermesi i¢in kritiktir. Ayrica albiimin yapisinda bulunan —SH gruplarinin
okside/rediikte durumda bulunmasi, onun basta ilaclar olmak iizere pek ¢cok molekiilii

baglama yetenegini dogrudan etkiler (45).

Serbest tiyol grubu iceren bilesikler, radikallerle direkt veya indirekt reaksiyona
girerek ya da protein iizerindeki serbest tiyol gruplariyla reversibl baglar olusturarak,
proteinlerin oksidatif hasara ugramalarin1 6nleyebilmektedirler. Protein yapisindaki
amino asitlerin ¢cogu, H,O, varliginda, kiicik degisikler gecirirken; tiyol gruplari
tiiketilmekte ve protein iizerinde siilfid tiirevleri olusmakta; bdylece proteinde yapisal

degisiklikler meydana gelmektedir (46).

Plazma tiyol diizeylerinin tayini, proteinlerin SOR aracili oksidasyondan ne denli
etkilendiklerini gostermesi bakimindan dnem tagimaktadir (46).

2.5.7. Paraoksonaz 1

Paraoksonaz (PON); karacigerde sentezlenen glikoprotein yapisinda kalsiyum
bagimli bir ester hidrolazdir. Organik fosforlu bir insektisit olan paratiyonun aktif
metaboliti olan paraoksonu hidroliz etme yetenegine sahip olan PON, hem arilesteraz
(E.C.3.1.1.2) hem de paraoksonaz (arildialkil fosfataz; E.C.3.1.8.1) aktivitesine
sahiptir (47). Memeli tiirleri arasinda genis bir dagilima sahip olan PON proteinleri

baliklarda, kuslarda ve eklembacaklilar gibi omurgasizlarda mevcut degildir (48).

PON1 insanda 7. kromozomun uzun kolunda, g21.3 ve ¢22.1 arasinda
tanimlanabilen, birbirine komsu paraoksonaz siipergen (PON1, 2, 3) ailesinin diger
tiyeleri ile birlikte bulunur. Amino asit sekanslar1 arasinda % 70 oraninda benzerlik
oldugu gosterilen PON enzimlerinin, doku ekspresyonlari ve dagilimlar1 bakimindan
birbirlerinden farkli oldugu bildirilmektedir. PON1 ve PON3 geni karacigerde sentez
ve eksprese edilirken, PON2; beyin, karaciger, bobrek ve testis gibi ¢esitli dokularda
eksprese edilir. PON1 ve PON3 dolasimda yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL-C)’e
bagl olarak bulunur fakat insan serumunda PON1 baskindir (48).

Enzim, paratiyon disinda diazinon gibi organik fosforlu insektisitlerin, sarin, tabun
gibi sinir gazlarinin; fenilasetat, 2-naftil asetat gibi bircok aromatik esterlerin
hidrolizini de katalizler. Bununla birlikte, PON’un dogal substrati1 kesin olarak belli

degildir. PON1’in laktonaz aktivitesi lizerinde de durulmaktadir (49).
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Kimyasal Yapisi ve Polimorfizm: Insan serumundan saflastirilan PON1, 43 kDa
agirhiginda 354 amino asit iceren bir glikoproteindir. Agirligin % 15.8’ini olusturan
tic karbohidrat zinciri (48), dort farkli konumdan proteine baglidir. PON1’in 42, 284,
ve 353. pozisyonlarindaki sistein kalintilar1 284. pozisyonda serbest iken, 42-353.
pozisyonda olusan tek disiilfid bagi polipeptid zincirinin siklik yapida olmasim
saglar. Sistein kalintilar;, PONI1’in yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerine katkida
bulunmaktadir (Sekil 4) (50). 284. konumdaki sistein kalintisi, enzimin aktif
bolgesinin bir bileseni durumundadir. Bu sistein kalintisi, peroksidaz aktivitesi i¢in
esansiyeldir. Organofosfatlara karst PON1’in hidrolitik aktivitesi Ca* bagiml iken,
lipid peroksitlerin birikmesini 6nlemede gerekli degildir. PON1’in sisteine bagimli
antioksidan bolge ve kalsiyuma bagimli organofosfat hidrolizinden sorumlu bolge

olmak iizere, iki ayr aktif merkezi bulunmaktadir (48).
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Sekil 4. Paraoksonazin Yapisi (50)

PONI1, hidrofobik N-terminal bdlgesi araciligityla HDL lipidlerine kolayca
baglanabilmektedir. PON1’1 baglayan HDL alt birimleri, Apolipoprotein Al(Apo
Al) ve Apol] (klusterin) proteinlerini de icerdiginden, Apo Al ve Apo J’nin

baglanmada rol oynayabilecegi diisiiniillmektedir (47).

PONI, pozisyon 55 (metiyonin/l6sin, M/L) digeri de pozisyon 192 (arjinin/glutamin,
R/Q) olmak {lizere 2 amino asit polimorfizmi gosterir. Homozigot RR/LL
polimorfizmine sahip kisilerde, paraoksona karsi, hidrolitik aktivitenin en yiiksek;
buna karsilik QQ/MM homozigotlarda en diisiik; heterozigotlarda ise orta diizeyde
oldugu bildirilmektedir (48).

EDTA varliginda PON1 aktivitesi inhibe olmaktadir. Bu yiizden, PON1 aktivitesi

heparinli plazma ya da serumda tayin edilir (48).
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Fonksiyonlari: PON1’in en cok bilinen fonksiyonu; insektisit olarak kullanilan
organofosfatlari, sinir gazlarin1 ve aromatik karboksilik asit esterlerini hidroliz etme
yetenegidir (48,49). Organofosfatlar, PON1’in yani sira ndromiiskiiler kavsaklarda
ve sinapslarda bulunan psddokolinesteraz ve asetilkolinesteraz gibi B-esterazlarin da
substratlaridir. Bu enzimler organofosfatlar tarafindan irreversibl olarak inhibe
edildiklerinden; PONI, sinir sistemini dolasimdaki hidrolitik aktivitesi ile

organofosfatlarin nérotoksik etkisinden korur (48).

HDL-C; diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol (LDL-C) ve hiicre membranlarin
oksidatif hasardan koruyabilme yetenegine sahiptir. HDL ile iligkili PON1, lesitin
kolesterol acil transferaz, platelet aktive edici faktor asetil hidrolaz gibi enzimlerin,

lipoproteinleri oksidatif modifikasyonlara kars1 koruduguna inanilmaktadir (49).

PON1, okside LDL (oxLDL)’deki lipid peroksitleri hidroliz ederek ve LDL iizerinde
lipid peroksitlerin birikimini dnleyerek, oxXLDL’ nin aterojenik 6zelliklerini ortadan
kaldirir.  Ayrica, makrofajlarda kolesterol biyosentezini inhibe ederek ve
makrofajlardan kolesterol cikisini artirarak kolesterol birikmesini Onler. Bdylece,

kopiik hiicre olusumu gecikir (49).

HDL iligkili PON1’in, LDL’nin yaninda HDL’yi de oksidasyondan korudugu
bildirilmistir. Bu etki, PON1’in (fosfo)lipid peroksitleri ve ester hidroperoksitleri
hidroliz edebilme 0Ozelligine baghdir (esteraz aktivitesi). LDL’yi oksidasyondan

korumada, PON1 Q’nun R alloenzimine gore daha etkili oldugu one siiriilmektedir

(48,49).

PONT’in laktonaz aktivitesinden de siklikla s6z edilmektedir. Lakton bilesikleri ile
siklik karbonat esterlerinin, PON1 tarafindan hidroliz edildigi gosterilmistir. Tiim
dokularda ve tiim hiicrelerde metiyonil-tRNA sentetaz aktivitesi ile homosistein
(Hcy)’den homosistein tiyolakton (Hcy-T) olusumu; Hcy-T’yi Hey’ye doniistiiren
PONI1-laktonaz aktivitesi ile Onlenebilmektedir. Hcy-T nin proteinlerle kolaylikla
girdigi N-homosisteinilasyon reaksiyonlari sonucunda, ateroskleroz gelisimine de yol
acan patolojik mekanizmalar ortaya ¢ikmaktadir. Hey toksisitesinden sorumlu ana
molekiilin ~ Hcy-T  oldugu  dikkate alinirsa  (51); PONI’in  diger
antioksidan/antiaterojenik etkilerine ilave olarak, laktonaz aktivitesi ile de KVH
gelisimini Onleyici etki gosterdigi belirtilmektedir. PON1’in paraoksonaz/arilesteraz

aktivitesine benzer sekilde, laktonaz aktivitesi de Ca®? bagimhidir (49,51).
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2.5.8. Homosistein

Homosistein; esansiyel bir amino asit olan metiyonin demetilasyonu sirasinda olusan
ve siilfiir iceren bir amino asittir. Total plazma Hcy’nin % 80-90’ni1, basta albiimin
olmak iizere, plazma proteinlerine baglanir. % 10-20’lik kistm homosistein-sistein
karma disiilfitleri ve homosistini (homosistein dimeri) olustururken; sadece % 1’den

az1 serbest indirgenmis formda bulunmaktadir (10,52).

Metiyonin, metil grubu vericisi olan S-adenozil metiyonin (SAM)’e; o da metil
gruplarin1 vererek S-adenozil homosistein (SAH)’e doniisiir. SAH; homosistein ve
adenozine hidroliz olur. Homosistein, 5-metil tetrahidrafolat ve kofaktor olarak
metilkobalamin gerektiren metiyonin sentaz reaksiyonu ile yeniden metiyonine
doniistiiriilebilir (remetilasyon). Karacigerde aktif olan metiyonin metabolizmasinda
ise, betain homosistein metil transferaz enzimi, betainin metil grubunu, homosisteine
aktararak metiyonin olusturur. Diyette metiyoninin fazlaligi so6z konusu ise
metiyonin sentaz inhibe olur ve transsiilfiirasyon yolu aktif hale gelir. Vitamin B6
gerektiren sistatiyonin f sentaz (CBS) katalizorliigiinde, homosistein ve serinden,
sistatiyonin meydana gelir. Sistatiyonin, vitamin B6 gerektiren vy-sistatiyonaz
tarafindan hidroliz edilerek sistein ve a-ketobiitirata doniisiir. Asir1 sistein, taurin ve

organik siilfatlara okside olur ve idrarla atilir (Sekil 5) (10).

COOH
CH3S(CHo),CHNH,
ATP . .
Metiyonin
O0H
CH-S(CH:)-CHNH.
*SAM DMG THF
Adenozin \ //" _\
Transmetilasyon Remetilasyon Q : 5-, 10-MTHF
12
.1
RCH, Betain ‘/ 5-MTHF <
oo Folat sikl
scon Jeonn, SAH . olat siklusu
Adenozin Se{i EQOH E:oon
HNCHC H.5{ CH: ) CHNH;
Homosistein 2 CBS:Bs o ..
. Sistatiyonin
Adenozin COOH .
HsiCHabéHNHg Transsiilfiirasyon l y-sistatiyonaz, Bg
OOH
Glutatyon Sistein ¥ rNCHCHSH
GSH sentaz =~ !

1
1
Taurin M 2
+ SO,
NH;CH2CH;SO0.H

Sekil 5. Homosistein Metabolizmas1 (10)
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Hiperhomosisteinemileri orta (15-30 umol/L), ilimli (30-100 umol/L) ve agir (100
umol/L. ve iizeri) olarak 3 gruba ayiran Kang ve ark (53), achk total plazma

homosistein seviyelerini, 5-15 pmol/L olarak rapor etmislerdir.

Homosistein diizeylerini etkileyen ve hiperhomosisteinemiye neden olan faktorler
asagida siralanmistir (52):

Kisisel Ozellikler: ileri yas, erkek cinsiyet, sigara, fiziksel inaktivite, menopoz

Diyet: Vitamin B12, folat ve vitamin B6 yetersizligi, alkol ve kahve tiikketimi
Hastaliklar: Bobrek hastaliklari, enflamatuvar kemik hastaliklari, hipotroidizm,
esansiyel hipertansiyon, psoriazis, kanser, diyabet, bobrek transplantasyonu

M Folat antogonistleri (metotreksat, antikonviilzanlar), vitamin B12 ve B6

antagonistleri (nitratlar, teofilin, dstrojenik hormonlar)

Genetik Bozukluklar: CBS eksikligi, yenidoganlarda goriilen folat ve kobalamin
metabolizmast (absorbsiyon, transport) bozukluklari, kobalamin metabolizma

genlerinin polimorfizmi.

Hiperhomosisteinemi;  vaskiiler hasar, norolojik, psikiyatrik ve gebelik
komplikasyonlar1 ve neoplastik hastaliklarla iligkilidir. Patogenezle ilgili one siiriilen
mekanizmalar arasinda; vazodilatator NO’nun siipresyonu ile endotelyal oksidatif
hasar, platelet aktivasyonu ve agregasyonunun artigi, prokoagiilan etkiye baglh
trombozis, yetersiz metilasyon ve damar diiz kas hiicre proliferasyonu sayilabilir

(52).

Plazmada cok yiiksek oranda proteinler iizerinde “bagli” sekilde yer alan Hcy; N
veya S homosisteinilasyon adi verilen reaksiyonlarla protein yapisina katilir.
Proteinlerde bulunan sisteinin —SH gruplanyla disiilfid baglar1 kurarak, S-
homosisteinilasyon (S-Hcy)’a neden olur (54). Metiyonil-tRNA sentetaz reaksiyonu
ile Hcy’den olusan Hcy-T, proteinlerde bulunan lizil e-amino gruplariyla amid

baglar kurarak, N-homosisteinilasyon (N-Hcy) u gerceklestirir (51,54)

S-Hcy ve N-Hcy, proteinlerin fonksiyonlarinda degisikliklere ve patolojik sonuglara
neden olur (54). Insanlarda homosisteinilasyona ugramis proteinlerin, otoimmun
cevabi ve vaskiller enflamasyonu artirarak aterosklerotik siireci tetikledigi
diisiniilmektedir. Yapilan calismalar hemoglobin, albiimin, y-globulin, transferin,
HDL-C, LDL-C, a-1 antitripsin ve fibrinojenin N-Hcy’e ugradigini, yine N-Hcy ile

lizin oksidaz, tripsin, metiyonil-tRNA sentetaz ve PON1 enzimlerinin inaktif hale
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geldigini gostermistir. Ayrica N-Hey-LDL’nin agregat olusturma egiliminde oldugu
ve endotelyal hiicrelerde hiicre 6liimiinti indiikledigi in vitro olarak gosterilmistir.
Ekstraseliiler ortamda PON1 ve intraseliiler ortamda bleomisin hidrolaz, Hcy-T yi

Hcy tiyolaktonaz aktiviteleri ile Hcy’ye doniistiirerek uzaklastirir (51).

Serbest Hcy plazmada hizla oto-okside olarak SOR iiretebilir (10) ve endotelyal
hiicre plazma membraninda ya da lipoproteinlerde lipid peroksidasyonunu baslatir.

Okside LDL plateletleri aktive eder ve aterojeniteye neden olur (52).

2.5.9. Okside LDL

LDL yapisinda bulunan baslica poliansatiire yag asitleri (PUFA) basta linoleik asit
olmak iizere, arasidonik asit ve dokosahekzaenoik asittir. PUFA serbest radikal
atagina ve oksidasyona karst a-tokoferol gibi antioksidanlar tarafindan
korunmaktadir. PUFA ve antioksidanlarin miktar1 bireyler arasinda farklilik

gostermekte ve LDL nin oksidasyona duyarliligini etkilemektedir (55).

LDL,; lipoksijenaz, MPO, reaktif nitrojen tiirleri ve metal iyonlar ile okside olabilir

(Sekil 6) (55).

Endotel ve diiz kas hiicreleri AKtif makrofajlar
Redoks aktif metal iyonlar1 (Cu*?, Fe*?) Lipoksijenaz Miyeloperoksidaz
(metal iyon bagimli) (metal iyon bagimsiz)
Coklu doymamig +
yag asitleri Hidroperoksitler —— Nitrit
LDL:
1-Endojen antioksidanlarin tiiketimi Reaktif tiirler
2-LDL’de lipid peroksidasyonu -HOC1
3-Reaktif aldehitlerin olusumu -Kloramin
-Tirozil radikalleri
l -NO,’
Aldehitlerin apo B 100’iin lizil LDL’de protein ve lipid
kalintilariyla reaksiyonu oksidasyonu

» oxLDL
Scavenger r*sept(jrler

(endotel, diiz kas hiicreleri ve makrofajlar)

Sekil 6. LDL Oksidasyon Mekanizmalar1 (55)

LDL’nin metal iyonlar1 ile oksidasyonu ii¢ basamakta gerceklesir:

1-Baslangic (Lag) basamagi: Endojen antioksidanlarin tiiketimi
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2-llerleme basamag1: Doymamus yag asitlerinin lipid hidroperoksitlerine oksidasyonu
3-Ayrisma basamagi: Hidroperoksitlerin reaktif aldehitlere doniisimii (MDA, 4-
HNE)

Aldehitler, ApoB-100’deki pozitif yiiklii lizil kalintilarinin €-amino gruplan ile
reaksiyona girerek LDL partiikiiliiniin biyolojik 0zelliklerini ve elektroforetik
mobilitesini degistirmekte; bdylece dogal LDL reseptor afinitesi azalirken, scavenger

reseptor afinitesi artmaktadir (55).

Endotel hiicreleri ve monosit/makrofajlarda iiretilen lipoksijenaz enzimi, PUFA’y1

lipid hidroperoksitlere doniistiirerek oxLDL olusumuna neden olabilir (55).

Fagositlerin MPO-H,0,-NO," sistemi tarafindan olusturulan reaktif nitrojen tiirleri,
makrofajlar tarafindan hizli bir sekilde alinip kopiik hiicre olusumuna yol acan LDL-
C’yi aterojenik forma doniistiiriir. NO, LDL’nin hiicre aracili oksidasyonunun
yanisira, bakir aracili oksidasyonunu da inhibe eder. Ayni zamanda, alkoksi ve
peroksi radikallerini temizleyerek antioksidan olarak hareket eder. NO aerobik
sartlarda nitrite doniisiir. Nitritin diisiik konsantrasyonu, LDL-C’nin MPO ile okside

olmasini inhibe eder (55).

Aktif fagositlerden sekrete edilen MPO; HOCI, kloramin, NO," ve tirozil radikali
gibi reaktif tiirler olusturarak; LDL yapisinda bulunan lipid ve proteinlerde cesitli
modifikasyonlara neden olarak LDL’yi okside edebilir (Tablo 4) (56).

Tablo 4. MPO ve LDL Oksidasyonu (56)

Oksidan Hedef Uriin
HOC1 Lizin rezidiileri Lizin kloraminler
Sistein rezidiileri Oksidasyon iiriinleri
Metiyonin rezidiileri Metiyonin siilfoksit
Tirozin rezidiileri* 3-klorotirozin* ditirozin*
Antioksidanlar*::f Oksidasyon iiriinleri
Doymanus lipidler* Lipid klorohidrinler*
Kloraminler (RNHCI) Sistein rezidiileri Oksidasyon iiriinleri
Aldehitler (RCOH) Lizin rezidiileri* Shiff baz, AGE*
LDL iliskili radikaller Doymamus lipidler Lipid hidroperoksitler*
(a-tokoferol yoluyla)*
Tirozil radikalleri Tirozin rezidiileri Ditirozin
Doymanus lipidler Lipid hidroperoksitler

(a-tokoferol yoluyla)

*minor hedefler/iiriinler ~ fLDL-iligkili antioksidanlar
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Okside LDL’nin biyolojik etkileri: Minimal modifiye LDL, endotel hiicrelerin
yiizeyindeki monosit spesifik adherans molekiillerin salinimini uyarir; makrofajlarda
fosfolipaz A, ve MPO ekspresyonuna neden olur. Fosfolipaz A, HDL ve LDL’den
PUFA’y1 serbestlestirir ve okside fosfolipidlere doniisiimiinii artirir. oxLDL,
scavenger reseptor araciligiyla down regiilasyona ugramaksizin makrofajlarca

alinabilir ve boylece kopiik hiicreler olusur.

Okside LDL, daha fazla monositin subendotelyal araliga infiltrasyonuna, endotel
hiicrelerde makrofaj koloni uyarici faktor sekresyonuna, monosit proliferasyonuna,
monositlerin makrofajlara doniisiimiine ve arteriyel duvarlarda makrofajlarin
retansiyonuna yol acarak; koplik hiicre olusumunu artirir. Kopiik hiicrelerinin
toplanmasi ve diiz kas hiicrelerinde migrasyon ve proliferasyonun artmasi, intimanin

kalinlagsmasina neden olur (55).
2.6. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Organizmalar, SOR iiretimini ve/veya SOR kaynakli hiicre hasarin1 onlemek i¢in,
antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak da adlandirilan
bircok savunma mekanizmasi1 gelistirmislerdir. Antioksidanlar etki gosterdikleri
bolgeye gore hiicre ici ve hiicre dis1 seklinde siniflanabilecegi gibi; yapilarina gore
de enzimatik ve non-enzimatik biciminde de incelenebilir. Hangi siniflandirmaya ait
olursa olsun, hem endojen ve hem de eksojen kaynakli olabilen antioksidan savunma
sistemleri; SOR’un neden oldugu hasarlar1 ortadan kaldirarak, organizmay: zararl
etkilerden korumay:r amaclamaktadir. SOR iiretiminde artma ve/veya antioksidan
savunma sistemlerinde azalmaya sekonder olusan oksidatif stres hasarinin, ya SOR
liretimini azaltarak ya da antioksidan sistemleri destekleyerek Onlenebilmesi

miimkiindiir (43).
2.7. N-ASETILSISTEIN

Glutatyon prekiirsorii olan, N-asetilsistein (NAC), solunum sistemi hastaliklarinda
mukolitik ajan olarak, parasetamol entoksikasyonlarinda da antidot olarak yaygin

sekilde kullanilan bir amino asittir (14,57,58).
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2.7.1. Kimyasal Yap1 ve Farmokokinetik
Serbest tiyol grubu iceren NAC, L-sistein amino asidinin N-asetil tiirevidir.

Kimyasal formiilii “CsHgNO3S” ve molekiill agirligt 163.2 g/mol’diir (57,58).

I;TH; ]-]'_Fl'if— CO—CH;
HS—CH,— (= COO0H HS —CH,~ G~ COOH
H H
Sistein N-asetilsistein

Sisteine kimyasal olarak c¢ok benzeyen NAC, tasidigi asetil grubundan dolayi;
sisteine gore daha az toksik, oksidasyona daha direncli ve suda daha c¢ok

coziinebilme gibi avantajlara sahiptir (14).

NAC, oral alimi takiben hizla emilir. Karaciger ve ince bagirsak hiicreleri tarafindan
ilk gecis eliminasyonuna ugrayan NAC’1n, sadece kiiciikk bir yiizdesi plazma ve
dokulara ulasir (14,57). Oral alinan NAC’in % 3’1 fecesle atilir, bu da NAC ve
metabolitlerinin tamaminin absorbe edildigini gosterir (57). Oral NAC, bir saatten
daha kisa bir siirede maksimum plazma konsantrasyonuna ulasir, alimdan 10-12 saat
sonra da plazmada tespit edilemez. NAC’1n plazma yar1 émrii 2.15 saattir (57,58).
Serbest tiyol gruplart NAC’1n metabolik/antioksidan aktivitesinin biiylik kismindan
sorumludurlar. Bagirsak mukoza/liimeninde deasetilasyon reaksiyonlarina ugramasi
ve proteinlere disiilfid bagiyla baglanmasi; NAC’1n oral biyoyararlaniminin diisiik

(% 4-% 10) olmasina yol acar (57).

2.7.2. Etki Mekanizmasi

Oral NAC’1n yararh etkileri, ekstraseliiler sistin ve sistein diizeylerini artirmasi ve
serbest tiyol kaynagi olmasi ile agiklanmaktadir. Etkin bir tiyol kaynagi olarak kabul
edilen NAC’in; GSH sentezini ve glutatyon-S-transferaz aktivitesini artirdigi,
detoksifiye edici etkiler gosterdigi ve SOR’u direkt inaktive ettigi gosterilmistir
(57,58).

In vivo deney sartlarinda, NAC’in eritrosit, karaciger ve akciger hiicrelerinde
intraseliler GSH biyosentezini artirdigt ve GSH depolarini doldurdugu tespit
edilmistir (14). Yiiksek doz parasetamol ile olusturulan glutatyon seviyelerinde

azalma ve sitozolik glutatyon-S-transferaz aktivitesinde inhibisyon gibi olumsuz

28



etkilerin; parasetamol sonrasi bir saat icinde uygulanan NAC ile Onlenebildigi

gosterilmistir (57).

Saglikli kisilere NAC’in 30 mg/kg verilmesinden sonra plazmada total sistein,
serbest ve total GSH seviyelerinde bir artis gozlenmemistir. Esit dozlarda (2 g) NAC
ve parasetamoliin birlikte verilmesi durumunda ise plazma sistein ve GSH

seviyelerinin arttig1 gdzlenmistir (57).

NAC hepatik ve pulmoner mikrozomlarda sitokrom p-450’nin konsantrasyonunu
etkilememesine ragmen; NADP indirgenmesi (glukoz 6 fosfat dehidrogenaz ve 6
fosfoglukonat dehidrogenaz), glutatyonun indirgenmesi (glutatyon rediiktaz) ve
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunu igeren sitozolik enzim aktivitelerini stimiile

etmektedir (57).

NAC’1in mukolitik etkisi, yapisinda bulunan serbest -SH grubuyla, balgamin
mukoprotein molekiillerindeki disiilfid (-S-S-) kopriilerini kirmasina bagli olarak

aciklanmaktadir (58).

Serbest -SH gruplart SOR’a kars1 defansta esansiyeldir. HOCI i¢in giiglii bir
temizleyici olan NAC, HO" ve H,O, molekiillerini de azaltmaktadir (59).

In vitro sartlarda diisiik (0.6-6 mmol/L) NAC konsantrasyonlarinda; IL-1 a,  ve IL-2
seviyeleri belirgin sekilde artarken; daha yiiksek (12-24 mmol/L) NAC
konsantrasyonlarinda sitokin konsantrasyonu azalmaktadir (57). NAC, redoks duyarh
NF-kB’y1 giicli bir sekilde inhibe etmektedir. In vitro calismalar, cesitli
enflamatuvar mediyatorlerdeki azalmanin, NF-kB aktivitesindeki inhibisyonla iligkili
oldugunu gostermistir (58).

Hiicre Kkiiltiirlerinde NAC’in intraseliiler homosistein birikimini  azalttigi
gosterilmistir (57).

NAC oral, intravendz (iv) ve topikal (aerosol) kullanilabilmektedir. NAC’1n topikal
kullanilmasinin sistein ya da GSH diizeylerinde bir artis olusturmadigi, iv uygulanan
NAC’1n ise cok yiiksek artis olusturdugu gosterilmistir (14).

2.7.3. Endikasyon

Parasetamol zehirlenmesinde antidot olarak kullanilan NAC’1n diger endikasyonlari

arasinda; kronik obstriiktif akciger hastaliginin alevlenmesi, kontrast madde kaynakl

bobrek hasari, pulmoner fibrozis, klomifene direngli polikistik over sendromunda
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infertilitenin tedavisi, bazi kanserler, helikobakter pylori eradikasyonu, diyaliz
hastalarinda gentamisin kaynakli duyma kaybinin profilaksisi, HIV infeksiyonu ve

KVH’lar sayilabilir (57).

2.7.4. Toksitite ve Yan Etki

Parasetamol zehirlenmelerinde yiiksek dozlarda (20 saat boyunca total doz 300
mg/kg olacak sekilde) kullanilan iv NAC’in yan etki sayist ve siddeti, yok
denilebilecek kadar azdir. Bununla beraber, nadir de olsa hastalarda bulanti, kusma,
dokiintii, kasinti, anjioddem, bronkospazm, tasikardi, hipotansiyon/hipertansiyon ve

yagsami tehdit edebilen anaflaksiye yol acabilecegi goriilebilir (57).

NAC’in oral letal dozu, fareler icin 7888 mg/kg ve ratlar i¢in 6000 mg/kg’in
tizerindedir. Hayvanlarda yapilan fertilite calismalarinda, 250 mg/kg dozda herhangi
bir yan etkiye rastlanmamis ve hatta 2000 mg/kg dozlarda bile teratojenik etki
gozlenmemistir. Aym1 durum, dogum, fiziksel gelisme laktasyon donemi icin de
gecerlidir. Gebelik ila¢ siniflandirmasinda “B” grubunda kodlanan NAC ile ilgili
yeterli sayida klinik calisma olmadigi icin, gebe kadinlarda NAC kullanimi heniiz

netlik kazanmamastir (57).
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3. GEREC VE YONTEM
Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenen
(Proje no: TST-09-880) ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylanan (02.12.2008 tarih, karar no: 2008/598) bu calisma, Erciyes Universitesi
T1p Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda yapildi.

3.1. GEREC

Biyokimyasal Ol¢iimlerde, analitik saflikta ve/veya HPLC kalitesinde, Sigma-
Aldrich, (St Louis. MO. USA), Merck (Darmstad. Germany), Acros ve Fluka marka
kimyasal maddeler kullanildi.

Calisma sirasinda saf su cihazlar1 (MINIpure, EASYpure RF), sogutmali santrifiij
(Sigma 3K 30), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601), pHmetre (WTW-330i/SET),
hassas terazi (Sartorius, AND GR-200), su banyosu (Koéttermann), etiiv (Dedeoglu),
derin dondurucu (REVCO), manyetik karistirict (Niive, Labor Brand Hotplate
Stirrer), buzdolab1 (Argelik), vorteks (Velp scientifica 2x3), kronometre, sonikator
(Virtis), otomatik pipetler (Socorex, Nichipet EX), mikro ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) okuyucusu (BioTek ELx800), mikro ELISA yikayicisi
(BioTek ELx50), balon jojeler, polipropilen ve cam tiipler, beher, meziir, baget ve

cam pipetler kullanildi.

Kullanilan pipet, tiip, meziir, beher, balon joje gibi cam malzemeler ve polipropilen
tiipler, % 20 nitrik asit icinde 24 saat bekletildikten sonra, sirasiyla Tip II ve Tip I su
ile 3 kez yikanarak demineralize edildi. Ol¢iimlerde kullanilan ¢zelti ve tamponlar
Tip I su ile hazirlanarak calisma siiresince soguk odada saklandi. Dayaniklilig1 kisa

stireli ~ olan  c¢ozeltiler ise c¢alisma  giinlinde hazirlanarak  kullanildi.
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3.2.CALISMA GRUBU

Hasta Grubu:

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Semiha-Asim Kibar Organ Nakli ve Diyaliz
Hastanesinde; Ocak 2010-Mart 2011 tarihleri arasinda takip ve tedavileri siirdiiriilen,
en az alti aydir haftada 2-3 kez 4 saat siireyle diizenli HD tedavisi alan 13 hasta,
calisma kapsamina alindi. Tedavi sirasinda Althin TINA ve Dialog B Braun marka
diyaliz makineleri; seliiloz membrandan imal edilen diyalizerler (Dicea 150 G);
bikarbonat iceren diyaliz sivilar1 (Baxter, Eczacibasi; Bikardi, Eczacibasi; Ren-Acet
SFY/Ren- Bikar SFY, Ren-Med Tibbi Uriinler) ve antikoagiilan olarak heparin
kullanilmaktaydi. Kronik respiratuvar yetmezlik, akut enfeksiyon, ates, malignan
timorler, hepatit gibi ilave sistemik hastaligi bulunanlar ve lipid disiiriicii ilag
kullananlar, ¢alisma disinda birakildi. Tiim hastalar folik asit, B vitamin kompleksi
ve demir preparati kullanmaktaydi. Diyalizat akim hizi1 500 mL/dakika ve kan akim
hiz1 250-300 ml/dakika idi. Calisma sirasinda, bazal diizeyleri saptamak amaciyla;
plasebo (500 mL % 0.9 NaCl) verilmeden hemen Once (ilk HD seansinda),
hastalardan bagslangic kani alindi. Bunu takiben ikinci ve ilciinci HD seans
baslangiclarinda viicut agirliklar: tartilan hastalara, klasik tedavilerine ek olarak 50
mg/kg NAC iv yolla, 500 mL % 0.9 NaCl ¢ozeltisine ilave edilerek, HD seansinin ilk
10 dakikasindan itibaren dort saat boyunca verildi. NAC preparati1 olarak, Asist®
(Bilim ilag, 300 mg /3mL-% 10’luk) kullanildi. Kullanilan preparatta NAC ile
birlikte bulunan diger bilesenlerin tamami ayr1 bir ticari formda temin
edilemediginden; gercek anlamda plasebo grubu olusturulamadi. Ancak 2. ve 3.
seansta uygulanan % 0.9 NaCl ile 1. seansta uygulanan % 0.9 NaCl arasinda renk
(NAC preperat1 renksizdir), dig goriiniim, uygulanma yolu ve sekli bakimindan hicbir
fark yoktu. Viicut agirlig1 en yiiksek hastaya verilen NAC hacminin 47 mL oldugu
(95 kgx50 mg NAC=4750 mg. 4750 mg/300 mg/flakon~16 flakon. 16x3 mL= 48
mL) ve seans boyunca hastalarin oral gida/sivi aliminin serbest oldugu dikkate
alinarak; preperattan kaynaklanan fazla hacim dikkate alinmadi. Tiim bu gerekceler
nedeniyle 1. seansin plasebo grubu olarak adlandirilmasina karar verildi.

Uc HD seans1 boyunca, diyaliz 6ncesi ve diyaliz bitiminden hemen sonra (bes dakika
icinde) olmak iizere, toplam alt1 kez kan alindi. Yapilacak biyokimyasal Sl¢iimlere
uygun sekilde, kan Ornekleri antikoagiilanli (EDTA/heparin) ve antikoagiilansiz

tiiplerde toplanda.
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l.seans Oncesi ve 3. seans sonrasi hastalardan alinan tam kanda, tam kan sayimi
(complete blood count; CBC) yapildi. Antikoagiilanli ve antikoagiilansiz tiipler, 30
dk icerisinde, 4°C’de 2000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Ayrilan plazma ve serum
ornekleri, alikotlar halinde polipropilen 2 mlL’lik tiiplere boliinerek -40°C’de

dondurularak saklandi.

3.3. YONTEM
Calisma gruplarina ait tam kan, plazma ve serum &rneklerinde yapilan analizler
* Rutin Analizler
* Biyokimyasal calisma
olmak iizere iki bashik altinda toplandi. Deney plani ve hasta gruplari sematize

edilerek asagida gosterildi.

Rutin analizler

» GIRIS k iyoki i
Plasebo grubu 13 hasta Biyokimyasal analizler
1.HD SEANSI
(% 0.9 NaCl)
» CIKIS F Biyokimyasal analizler
v » GIRiS Biyokimyasal analizler
NAC-1 grubul3 hasta
2. HD SEANSI | |
(50 mg/kg NAC+% 0.9 NaCl)
—b‘% Biyokimyasal analizler
v >[ GIRIS Biyokimyasal analizler
NAC-2 grubu 13 hasta
3.HD SEANSI

| (50 mg/kg NAC+% 0.9 NaCl)

Rutin analizler
Biyokimyasal analizler

3.3.1. Rutin Analizler

Calisma gruplarindan, 1. seans Oncesi ve 3. seans sonrast elde edilen tam kan
orneklerinde ayn1 giin CBC; saklanan serum Orneklerinde ise high sensitive C-reaktif
protein (hsCRP), glukoz, kan iire azotu (BUN), kreatinin, total protein ve albiimin,
trigliserit (TG), total kolesterol (TC), HDL-C gibi rutin analizler yapildi.

* CBCigcin Siemens Advia 2120i marka otoanalizorler kullanildi.

* hsCRP, Dade Behring marka nefelometre cihazinda caligildi.
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* Glukoz, BUN, kreatinin, total protein, albiimin, TG (referans aralik; 35-150
mg/dL), TC (referans aralik; 0-200 mg/dL), HDL-C (referans aralik; 0-90
mg/dL) diizeyleri Architect C16000 otoanalizoriinde, uygun ticari Kitler
kullanilarak analiz edildi.

Serum LDL-C diizeyleri, Friedewald formiilii kullanilarak hesaplandi:

LDL-C =TC - (HDL-C + TG/S)

3.3.2. Biyokimyasal Calisma

Calisma giintine kadar alikotlar halinde dondurularak saklanan heparinli plazma
orneklerinde MPO (60) aktivitesi ile tiyol (28) diizeyleri; EDTA’l1 plazma
orneklerinde AOPP (27) diizeyleri; serum Orneklerinde ise PON1 (61) aktivitesi ile
PCC (26), TNF-a, neopterin, homosistein, ve oxLDL diizeyleri tayin edildi. Ayrica,
calismada kullanilan yontemlerin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla; rutin
biyokimya sonuglarina gore, saglikli oldugu kabul edilen kisilerden alinan kan
ornekleriyle serum ve plazma havuzlar olusturuldu. Bu havuzlarda yonteme uygun

Olciimler yapilarak, degisim katsayis1 (CV) degerleri hesaplandi.

3.3.2.1. Miyeloperoksidaz Aktivitesi Tayini

Plazma MPO aktivitesi, Bradley ve ark (60) tarafindan gelistirilen metot ile tayin
edildi.

Prensip; H,O, varliginda, MPO tarafindan, peroksidaz substrati olan O-dianisidin
oksidasyonuyla olusan sari-turuncu renkli iiriin miktarinin spektrofotometrede 460

nm dalga boyunda, zamana bagli OD artis1 seklinde izlenmesi esasina dayanir (60).

Cozeltiler
¢ 50 mM Potasyum fosfat tamponu, pH 6.0
® % 16.7 mg O-dianisidin dihidroklorid (tampon i¢inde giinliik hazirlanir)

* % 0.0005 H,O; substrat1 (O-dianisidin iceren tampon i¢ine anlik eklenir)

Cahsma

Numune Kor
% 0.0005 H,O, substrat1 29 mL 2.9 mL
Tip Isu - 0.1 mL
Plazma 0.1 mL -

Pipetleme islemlerinden hemen sonra, numune ve kor tiiplerindeki OD artis1, Tip I

su koriine karsi, 25°C’de ve 460 nm dalga boyunda, 10 dk izlendi.
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Hesaplama

Numune ve kor tiipleri i¢cin, AOD/dk degerleri hesaplandi ve numune AOD/dk
degerlerinden kor AOD/dk degeri ¢ikarilarak, net AOD/dk degerleri bulundu.

Bir iinite MPO, standart deney sartlarinda, dakikada bir mikromol O-dianisidinin
oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 (U/L; pmol O-dianisidin/dk/L) olarak
tanimlandi (60).

Okside O-dianisidinin  molar ekstinksiyon katsayisi (8=1.13X104M_1CH1_1)

kullanilarak, plazma 6rneklerinin net AOD/dk degerlerinden, iinite birimine geg¢ildi.

{/L= net AOD/dk _x total hacim (mL) x 10° wmol

€ plazma hacmi (mLl)  mol

[/ = net AOD/dk x 3.0 x 10°
113100 0.1

UJ/L= net AOD/dk x 2564.8

Plazma orneklerinde olgiilen MPO aktivitesi, bir litre plazma basina verildi (U/L).

MPO tayininde kullanilan metodun CV degeri, % 3.0 olarak bulundu.

Olgiim sayisi X +SD CV (%)

MPO (U/L) 12 80.36 + 2.46 3.0

3.3.2.2.TNF-a Tayini
Serum TNF-a seviyeleri, Orgenium marka ELISA kiti (Katalog No:TNFa021) ile
olgiildii.
Prensip; yarismasiz olarak antijen-antikor komplekslerinin olusumuna dayanir.
Serum Orneklerinde bulunan TNF-a (isaretsiz antijen), TNF-a antikoru ile kapl
kuyucuklara baglanir. Baglanmayan TNF-o antikoru ile baglanmayan diger tiim
serum bilesenleri ortamdan uzaklastirilir. Daha sonra biyotinle isaretli antikor ilave
edilir. Antikor-antijen-isaretli antikor komplekslerinin (sandwich) enzim substratiyla
inkiibasyonunu takiben olusan rengin siddeti, serumda bulunan TNF-a
konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Cozeltiler

e Stok TNF-a standart (4000 pg/mL)

e Standart seri (0; 15.6; 31.25; 62.5; 250 ve 500 pg/mL)

e Biyotinle isaretli TNF-a antikoru
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e HRP (horseradish peroxidase) enzim konjugati (peroksidaz ile isaretli TNF-a)
e TMB (3,355 -tetrametilbenzidin dihidroklorid) substrat ¢ozeltisi

e Ornek diliisyon tamponu

e Stop cozeltisi (0.9 N H,SOy)

¢ Yikama (fosfat) tamponu

Calisma

Numune Kor Standart seri (1-6)
Serum 50 uL - -
Diliisyon tamponu - 50 uL -
Standart ¢ozeltileri - - S50 pL

60 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben, her kuyucuk 300 pL yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

Biyotinle isaretli antikor 50 uL 50 uL 50 uL

30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben, her kuyucuk 300 pL yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

HRP-streptavidin ¢ozeltisi 50 uL 50 uL 50 uL

30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben, her kuyucuk 300 pL yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

TMB substrat ¢ozeltisi 50 uL 50 uL 50 uL

20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Stop cozeltisi 25 pL 25 pL 25 pL

Enzimatik reaksiyon sonucu, kuyucuklarda olusan rengin siddeti, 630 nm dalga

boyuna kars1 450 nm dalga boyunda okundu.

Standart Serinin Hazirlanmasi

4000 pg/mL stok standart, ornek diliisyon tamponu ile uygun sekilde diliie edilerek
500; 250; 62.5; 31.25; 15.6 pg/mL konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi ve
numune gibi calisildi. Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans

degerleri kullanilarak TNF-a standart grafigi cizildi (Sekil 7).
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Sekil 7. TNF-a Standart Grafigi

Grafik yardimiyla hesaplanan TNF-a konsantrasyonlari, pg/mL olarak verildi.

3.3.2.3. Neopterin Tayini

Serum neopterin seviyeleri, DRG marka ELISA kiti (Katalog No:EIA-1476) ile
olculdi.

Prensip; kompetitif olarak antijen-antikor komplekslerinin olusumuna dayanir.
Serum Orneklerinde bulunan neopterin (isaretsiz antijen), spesifik antikor ile kapl
kuyucuklara baglanabilmek i¢in, miktar1 bilinen ve enzimle isaretli antijen ile yarigir.
Baglanmayan antijen, yikama islemiyle ortamdan uzaklastirilir. Antijen-antikor
komplekslerinin enzim substratiyla inkiibasyonunu takiben olusan rengin siddeti,
serumda bulunan neopterin konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Kit prospektiisiine referans aralik; 0.3-3 ng/mL.

Cozeltiler
e Standart seri (0; 0.5; 1.5; 3; 6; 12; 24 ve 100 ng/mL)
e Kontrol 1: Ortalama; 0.88 ng/mL (0.75-1.13)
e Kontrol 2: Ortalama; 3.79 ng/mL (4.1-5.7)
¢ Enzim konjugati (peroksidaz ile isaretli neopterin)
¢ Enzim diliisyon tamponu (insan ve tavsan serumu igceren fosfat tamponu)
e TMB substrat ¢cozeltisi
e Stop cozeltisi (diliile HoSOy)
¢ Yikama (fosfat) tamponu

e NSB (nonspesifik baglanma) ¢ozeltisi
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Calhisma

Numune Kontrol (1ve 2) Standart seri(1-8) NSB
Serum 25 uL - -
Kontrol ¢ozeltileri - 25 ulL -
Standart ¢ozeltileri - - 25 pL
NSB (Kor) ¢ozeltisi - - - 25 pL.
Enzim konjugati 100 pl. 100 pL. 100 pL -
Enzim diliisyon tamponu - - - 100 pL.

Oda sicakliginda ve horizontal calkalayici (200 rpm) ile 120 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyonu takiben, her kuyucuk 200-300 pL yikama tamponu ile 3 kez yikandu.

TMB cozeltisi 100 pL 100 pL 100 pL. 100 pL
Oda sicakliginda ve horizontal calkalayici (200 rpm) ile 30 dk inkiibe edildi.
Stop cozeltisi 100 pL 100 pL 100 uL 100 pL.

Enzimatik reaksiyon sonucu, kuyucuklarda olusan rengin siddeti, 20 dk icinde 450 nm

dalga boyunda okundu.

Hesaplama

% B/Bo — Ornek absorbansi - NSB absorbansi x 100

0.standart absorbansi- NSB absorbansi

NSB: spesifik olmayan baglanma (kor)

% B/Bo: yiizde baglanma

Standart, numune ve kontrollerin yiizde baglanma degerleri hesaplandi.

CurveExpert Version 1.38 (By Daniel Hyams) programi kullanilarak, standart

konsantrasyonlarina karsilik gelen ylizde baglanma degerleri ile neopterin standart

grafigi ¢izildi (Sekil 8).
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Sekil 8. Neopterin Standart Grafigi

Ayni programdan elde edilen egri denklemi ile ¢alisma gruplarinin serum neopterin
konsantrasyonlar1 hesaplandi, sonuclar ng/mL olarak verildi.

Kontrol 1 ve 2 degerleri sirasiyla; 0.63 ve 4.99 ng/mL olarak bulundu.

3.3.2.4. Proteinlerin ileri Oksidasyon Uriinleri Tayini

Plazma AOPP diizeyleri, Witko-Sarsat ve ark (27) tarafindan gelistirilen metot ile
tayin edildi.

Prensip; plazmadaki uzun omiirlii klorlu oksidanlar ile proteinlerin ¢apraz baglanma
iriinlerinin, potasyum iyodiirii oksitlemesi ve ag¢iga cikan triiyodid iyonunun renk
siddetinin spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda Ol¢iilmesi ilkesine dayanir

27).

Cozeltiler
e 0.015MPBS,pH7.4
e (Glasiyal asetik asit
e 1.16 M Potasyum iyodiir (KI)

¢ (.1 mM Kloramin T (stok standart)
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Calhisma

Numune Numune korii Kor
0.015 M PBS 0.8 mL 0.85 mL 1.0 mL
Plazma 0.2 mL 0.2 mL -
Asetik asit 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL

Tiipler, calkalamali su banyosunda, 25°C’de 2 dk inkiibe edildi.

1.16 M KI 0.05 mL - 0.05 mL

Kl ilavesinden hemen sonra, numune ve numune korii tiiplerinin OD’leri, reaktif

koriine kargt 340 nm dalga boyunda okundu.

Standart Serinin Hazirlanmasi

Stok Kloramin T (0.1 mM) ¢6zeltisi, Tip I su ile uygun sekilde diliie edilerek, 2.5;
5.0; 10; 15; 20; 30; 40; 50; 75 ve 100 umol/LL konsantrasyonlarinda standart seri
hazirlandi. Ol¢iim sirasinda, PBS ve plazma yerine, her standarttan 1.0 mL alarak,
numune gibi caligildi. Kloramin T konsantrasyonuna karsilik gelen OD degerleriyle
standart grafik cizildi (Sekil 9).

Hesaplama

Numunelere KI eklenmesi ile olusan absorbans degerlerinden, numune korii
absorbans degerleri (KI eklenmemis numunelerin 340 nm’de verdigi absorbans)
cikarilarak AOD degerleri bulundu. Kloramin T ile hazirlanan standart grafik
yardimiyla, plazma Orneklerinin AOD degerlerinden AOPP konsantrasyonlarina
gecildi ve diliisyon faktoriiyle carpilarak gercek plazma degerleri bulundu.
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v —0.0173x+0.0471 _
L6 7 r—0.9992 g
1,4 &
12 - -
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S 17 »

0,8 - >

0,6 - *
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0 . . . . . .
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Kloramin T (uM)

Sekil 9. Kloramin T Standart Grafigi
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Plazma AOPP konsantrasyonlari, litrede mikromol kloramin T ekivalani (umol/L)

olarak verildi.

AQPP o6l¢iimiinde kullanilan metodun CV degeri, % 3.8 olarak bulundu.

Olciim sayis1 X +SD CV (%)

AOPP (umol/L) 12 26.02 £ 1.00 3.8

3.3.2.5. Protein Karbonil Bilesikleri Tayini

Serum PCC seviyeleri Reznick ve Packer (26) tarafindan gelistirilen metot ile, tayin
edildi.
Prensip; protein-karbonil (aldehit, keton) gruplarinin 2.4-dinitrofenilhidrazin

(DNPH) ile olusturduklar1 hidrazonlarin renk siddetinin spektrofotometrede 360 nm

dalga boyunda 6lciilmesi esasina dayanir (26).

Cozeltiler
e 25MHCI
e 10 mM DNPH (2.5 M HCl i¢inde hazirland1)
* %20TCA
* % 10TCA
¢ Etanol/Etil asetat karisimi (1:1; v/v)
¢ 6 M Guanidin HCI, pH 2.3
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Calhisma

Numune Numune korii
Serum 0.2 mL 0.2 mL
10 mM DNPH 0.8 mL. -
2.5 M HCl - 0.8 mL.

Karanlikta, 25°C’de, ¢alkalamali su banyosunda 60 dk inkiibe edildi.

% 20 TCA 1.0 mL 1.0 mL

Buz icerisinde 10 dk inkiibasyonu takiben 11.000 g’de 5 dk santrifiij edildi ve

slipernatan atildi.

% 10 TCA 1.0 mL 1.0 mL

Protein pelletleri, sonikasyondan sonra vorteksle parcalanip santrifiij edildi; yitkama

islemi 2 kez tekrarlandi.

Etanol/Etil asetat (1:1;v/v) 1.0 mL 1.0 mL

Protein pelletleri, sonikasyondan sonra vortekslenerek parcalandi ve 10 dk

inkiibasyonu takiben santrifiij edildi; yikama islemi 3 kez tekrarland.

6 M Guanidin HCI1 1.0 mL 1.0 mL

Calkalamali su banyosunda 37°C’de 15 dk inkiibe edilen tiiplerdeki ¢dziinmeyen
materyal santrifiijle uzaklastirildi ve Tip I su koriine kars1 siipernatanlarin OD’si 360

nm dalga boyunda okundu.

Ayrica, numune korii tiiplerinde 280 nm dalga boyunda protein tayini yapildi.

Hesaplama
Numune tiiplerinde Olciilen absorbans degerlerinden, kendilerine karsilik gelen

numune korii tiiplerinin absorbanslar ¢ikarilarak AOD degerleri bulundu. DNPH nin
molar ekstinksiyon katsayis1 (¢=22000 M_Icm_l) kullanilarak hesaplanan serum PCC

diizeyleri, mg protein basina verildi (nmol/mg protein).

PCC tayininde kullanilan metodun CV degeri, % 3.6 olarak bulundu.

Olgiim sayis1 X +SD CV (%)

PCC (nmol/mg protein) 12 0.78 £0.02 3.6
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3.3.2.6. Tiyol Tayini

Plazma tiyol diizeyleri, Hu ve ark (28) tarafindan modifiye edilen metot ile tayin
edildi.

Prensip; Serbest tiyol gruplarinin Ellman reaktifi [5.5"-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit);
DTNBJ'ni rediiklemesi sonucu olusan koyu sart renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit
(TNB)’in renk siddetinin spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda, Ol¢iilmesi

esasina dayanir (28).

Cozeltiler
e (.1 M Tris-HCI tamponu, pH 8.2 (10 mM EDTA icerir)
¢ 10 mM DTNB (metanolde hazirlanir)
e 1.0 mM GSH (stok standart)

e Metanol
Cahsma
Numune Numune korii Kor
0.1 M Tris-HC1 1.0 mL 1.0 mL 1.05 mL.
Metanol - 0.05 mL. -
Plazma 0.05 mL 0.05 mL -
10 mM DTNB 0.05 mL - 0.05 mL

Tiipler, 25°C’de tam 15 dk inkiibe edildikten sonra; numune korii ve numune

tiiplerinin absorbansi, kor tiipiine karsi, 412 nm dalga boyunda okundu.

Standart Serinin Hazirlanmasi

1.0 mM GSH stok ¢ozeltisi, Tip I su ile uygun sekilde diliie edilerek 100; 200; 400;
600; 800 ve 1000 pmol/L konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi ve numune
gibi calisildi. GSH konsantrasyonlarina karsilik gelen OD degerleriyle standart grafik
cizildi (Sekil 10).

Hesaplama

Numune ve numune korii tiiplerinin absorbans farklar1 alinarak AOD degerleri
hesaplandi. GSH ile hazirlanan standart grafik yardimiyla, plazma 6rneklerinin AOD

degerlerinden tiyol seviyelerine gecildi.
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Sekil 10. Glutatyon Standart Grafigi
Standart grafik iizerinden bulunan plazma tiyol seviyeleri, litrede pmol tiyol olarak
verildi.

Tiyol dl¢iimiinde kullanilan metodun CV degeri, % 3.0 olarak bulundu.

Olgiim saysi X +SD CV (%)

Tiyol (umol/L) 12 435.44 + 13.08 3.0

3.3.2.7. Paraoksonaz Aktivitesi Tayini

Serum PONT aktivitesi, Eckerson ve ark (61) tarafindan gelistirilen metot ile tayin
edildi.

Prensip; paraoksonun, PONI tarafindan hidrolizi ile a¢iga cikan sar1 renkli p-
nitrofenol (PNP)’iin neden oldugu absorbans artisinin, spektrofometrede 412 nm

dalga boyunda zamana bagli olarak izlenmesi esasina dayanir (61).

FisC~ Hicﬁo\ﬁ HyC—HyC—0 < Tl
HsC—HyC—07 P_©_Noa BN SP-OH + OH—@—N02
s 2 HyC— HyC—0
parackson dietilfosfat p-nitrofenol
Cozeltiler

¢ (.1 M Tris-HCI tamponu, pH 8.0
e (.5 M paraokson (metanolde hazirlandi)

e 1.0 mM CaCl;, (50 mM Tris-HCI tamponunda hazirland1)
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Calhisma
Calisma oncesi 50 mM Tris-HCI tamponu, 1.0 mM CaCl, ve 1.0 mM paraokson

olacak sekilde reaksiyon karigimi hazirlandi.

Numune Kor
Reaksiyon karigimi I mL I mL
Serum 10 uLL -
Tip Isu - 10 uL

Pipetleme isleminin ardindan, 25°C’ de ve 412 nm dalga boyunda, Tip I su koriine

kars1, kor ve numune tiiplerindeki OD artisi, 5 dk siireyle izlendi.

Hesaplama

Numune ve kor tiipleri icin, AOD/dk degerleri hesaplanarak, numune AOD/dk
degerlerinden kor AOD/dk degerleri cikarilmak suretiyle, net AOD/dk degerleri
bulundu.

1 tinite PONI, standart deney sartlarinda, dakikada 1 mikromol PNP olusumunu
katalizleyen enzim aktivitesi (U/L: mikromol PNP/dk/L) olarak tanimland1 (61).

PNP’nin molar ekstinksiyon katsayisi (e=16.7x10° M'cm™) kullanilarak PON

aktivitesi asagidaki formiil ile hesaplandi:

U/L= net AOD/dk x total hacim (mL) x 106 umol
€ serum hacmi (mL) mol

/L= net AOD/dk x 1.010 x 10°

16.7x10° 0.01
{1/ = net AOD/dk x 6048

Serum orneklerinde PON1 aktivitesi, U/L olarak verildi.

PONT 6l¢iimiinde kullanilan metodun CV degeri, % 4.4 olarak bulundu.

Olgiim sayis1 X +SD CV (%)

PON1 (U/L) 12 141.96 + 6.34 4.4
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3.3.2.8. Homosistein Tayini

Homosistein tayini Axsym marka otoanalizérde, Hcy olciim kiti (Lot: 1L71),
kalibratorleri (Lot: 1L71-01) ve kontrolleri (Lot: 1L771-10) kullamilarak yapildi.
Yontem; insan serum veya plazmasinda bulunan total L-homosisteinin kantitatif
belirlenmesi i¢in kemiluminesan mikropartiikiil enzim immiinolojik tetkikidir.
Baglanmis veya oksitlenmis dimerize homosisteinler, ditiyotreitrol (DTT) ile
serbestlestirilerek, serbest Hcy’e doniistiiriiliir. Diger bir ifade ile bu ol¢iim Kkiti,
numunede bulunan total Hcy degerlerini tayin etmektedir. Kit ¢cozeltisinde bulunan
rekombinant SAH hidrolaz enzimi, yine kit ¢ozeltisinde bulunan asirt adenozin
varliginda, DTT etkisiyle olusan serbest Hcy molekiillerini SAH’a doniistiiriir.
Cozeltide bulunan akridinyum isaretli SAH ile numune kaynaklt SAH, partikiil bagh
monoklonal antikora baglanmak i¢in yaristirilir. Konsantrasyonu fazla olan SAH
molekiilii antikora daha fazla baglanir. Sistemde 0lciilen kemiluminesan (relatif 151k
tiniteleri-RLU), sadece akridinyum isaretli SAH-antikor kompleksi tarafindan
iretileceginden; olusan RLU siddeti ile numunedeki Hcy diizeyleri arasinda ters bir
iliski olusacaktir.

Olgiimlerin dogrulugunu gostermek amaciyla, iic farkli seviyede kontrol cozeltisi
numunelerle ayn giin calisilarak, kit tarafindan belirlenen hedef degerlerle [Ortalama

(Hedef aralik)] karsilastirildi.

Kontrol Cozeltileri Homosistein Konsantrasyonlart (umol/L)

Diisiik Orta Yiiksek
Hedef Degerler  7.56 (5.36-9.76)  13.66 (9.97-17.35) 27.15 (19.26-35.04)

Ol¢iim Degerleri 7.56 12.86 25.74

3.3.2.9. Okside LDL Tayini
Serum oxLDL seviyeleri, Immundiagnostik marka ELISA kiti ile (Katalog No:
K7810) olciildii. Ol¢iimde MDA-modifiye apo B100’ii taniyan antikorlar kullanilda.

Prensip; yarismasiz olarak antijen-antikor komplekslerinin olusumuna dayanir.
Serum Orneklerinde bulunan oxLDL (isaretsiz antijen), oxLDL antikoru ile kapl
kuyucuklara baglanir. Baglanmayan oxLLDL antikoru ile baglanmayan diger tiim
serum bilesenleri ortamdan uzaklastirilir Daha sonra enzimle isaretli antikor ilave

edilir. Antikor-antijen-isaretli antikor komplekslerinin (sandwich) enzim substratiyla
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inkiibasyonunu takiben olusan rengin siddeti, serumda bulunan oxLDL
konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Kite gore 120 saglikli goniilliiye ait oxLDL degerleri; 95.32+37.85 ng/mL'dir.
Cozeltiler

e Standart seri (0; 9; 27; 80 ve 250 ng/mL)

e Kontrol 1 Ortalama; 18 ng/mL (8-28)

¢ Kontrol 2 Ortalama; 76.5 ng/mL (46-107)

¢ Enzim konjugati (peroksidaz ile isaretli ke¢i-anti-oxLDL antikoru)

e TMB substrat ¢ozeltisi

e Ornek diliisyon tamponu

e Stop cozeltisi (0.9 N H,SOy)

¢ Yikama (fosfat) tamponu
Calhisma
Her kuyucuk 250 pLL yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Serum 6rnekleri, tampon ile

1/10 diliie edildi.

Numune Kontrol (1ve 2) Standart seri (1-5)
Serum 100 uL - -
Kontrol ¢ozeltileri - 100 pL -
Standart ¢ozeltileri - - 100 uL

Sikica kaplanan plate, oda sicakliginda ve horizantal ¢alkalayici ile 1 saat inkiibe
edildi.
Inkiibasyonu takiben, her kuyucuk 250 pL yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

Enzim konjugati 100 puL 100 puL 100 puL

Sikica kaplanan plate, oda sicakliginda ve horizantal ¢alkalayici ile 1saat inkiibe
edildi.
Inkiibasyonu takiben, her kuyucuk 250 pL yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

TMB subsrat ¢ozeltisi 100 uL 100 puL 100 puL

Sikica kaplanan plate,10-20 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

Stop cozeltisi 50 uL. 50 uL. 50 uL.

Enzimatik reaksiyon sonucu, kuyucuklarda olusan rengin siddeti 450 nm dalga

boyunda okundu.
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Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri kullanilarak,

oxLDL standart grafigi cizildi (Sekil 11).

1,8 1 y=0.0067x+0.0313
1,6 - r=0.9998

oD

0 50 100 150 200 250 300
oxLDL (ng/mL)

Sekil 11. oxLLDL Standart Grafigi

Grafik yardimiyla hesaplanan oxLDL konsantrasyonlari, diliisyon faktoriiyle
carpildi. Sonuglar ng/mL olarak verildi.

Kontrol 1 ve 2 degerleri sirasiyla; 25 ve 90 ng/mL olarak bulundu.

3.3.3. iISTATISTIiKSEL DEGERLENDIRME

Veriler “IBM SPSS Statistics 15.0” istatistik paket programinda degerlendirildi.
Rutin analiz baghgi altinda verilen parametreler icin eslestirilmis student ¢ testi
kullanildi, anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edildi. Olgiilen parametrelerin zamanla
degisiminin istatiksel anlamliligini karsilastirmak icin; c¢alismaya alinan hasta
sayisinin  parametrik test varsayimlarina yetmemesi nedeniyle, Friedman testi
kullanildi. Anlamhi farkliliklarin tespit edildigi gruplarda, ikiserli karsilastirmalar
Wilcoxon testi kullanilarak yapildi. Anlamlilik diizeyi Bonferroni diizeltmesi

yapilarak p<0.008 (0.05/6) kabul edildi.
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4. BULGULAR

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Semiha-Asim Kibar Organ Nakli ve Diyaliz
Hastanesinde, en az bir yildir, haftada 2-3 kez, 4 saat siireyle, diizenli HD tedavisi
uygulanan 13 kisi ¢calismaya alindi.

Calisma sirasinda, bazal diizeyleri saptamak amaciyla plasebo (500 mL % 0.9 NaCl)
verilmeden hemen &nce (ilk HD seansinda), hastalardan baslangi¢c kani alindi. Bunu
takiben ikinci ve liclincii HD seansinda hastalara klasik tedavilerine ek olarak, 50
mg/kg NAC iv yolla, 500 mL % 0.9 NaCl ¢ozeltisi icinde, HD seansinin ilk 10
dakikasindan itibaren dort saat boyunca verildi. U¢ HD seansi boyunca, diyaliz
oncesi ve diyaliz bitiminden hemen sonra (bes dakika icinde) olmak iizere, toplam
alt1 kez kan alindi. Hastalar HD tedavisi sirasinda uygulanan calisma planina gore
plasebo, NAC-1 (NAC uygulanan 1. HD seansi) ve NAC-2 (NAC uygulanan 2. HD
seans1) olarak gruplandi. Biyokimyasal Ol¢iimlere uygun sekilde, kan Ornekleri

antikoagiilanli (EDTA/heparin) ve antikoagiilansiz tiiplerde toplandi.

Biitiin veriler, Ek Tablo 1-5’de gosterildi. Verilerden elde edilen tanimlayici
istatistikler, eslestirilmis student ¢ testi kullanilan analizlerde ortalama * standart
sapma (X = SD); Wilcoxon testi ile yapilan analizlerde ortanca ve ceyrekler arasi
aralik % 50. (% 25.-% 75. persentiller) seklinde verildi. Goniillii sayisi, tablolarda
“n” olarak gosterildi. Anlamlilik diizeyi, eslestirilmis student 7 testi kullanilan
karsilastirmalarda p<0.05, Wilcoxon testi ile kullanilan analizlerde bonferroni

diizeltmesi kullanilarak, p<0.008 olarak kab ul edildi. Calisma gruplarina ait veriler;
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klinik bulgular, rutin analiz bulgulari ve biyokimyasal ¢aligma bulgular1 seklinde

gosterildi.

4.1. KLINiK BULGULAR

HD grubunu olusturan 13 hastanin 6’s1 (% 46.2) erkek ve 7°si (% 53.8) kadindi. Yas
dagilim1 23-68 yil arasinda olan hastalarin yas ortalamast 49.69 + 16.12 yil bulundu.
Kadin hastalarda yas ortalamast 39.85 + 16.22 (23-62) yil, erkek hastalarda ise 61.16
+ 3.86 (58-68) yil olarak belirlendi.

Calisma grubunun yas ve cinsiyetleriyle ilgili ortalama degerler Tablo 5°de

gosterildi.

Tablo 5. Calisma Grubunun Yas ve Cinsiyet durumu

Total Erkek Kadin
n n
Yas (y1l) Yas (y1l) Yas (y1l)

HD 13 49.69 £+ 16.12 6 61.16 £3.86 7 39.85 £16.22

Veriler, X £ SD ve n olarak gosterildi.
HD gruplarinda, ortalama diyaliz siireleri, Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. Calisma Grubunun HD Siireleri

n Diyaliz Siiresi (ay) Dagilim (ay)

Total 13 101.54 £71.09 12-216
Erkek 6 58.29 £ 56 12-180
Kadin 7 152 £51.85 72-216

Calisma grubunun her seans 0ncesi ortalama viicut agirliklart Tablo 7°de gosterildi.

Tablo 7. Calisma Grubunun HD Seans: Oncesi Viicut Agirlig

Plasebo NAC-1 NAC-2

Viicut Agirligi 64.4 +13.2 64.4+13.3 64.6 + 13.4

Veriler, X £ SD ve n olarak gosterildi.

4.2. RUTIN ANALIZ BULGULARI
Plasebo HD giris ve NAC-2 grubu HD c¢ikis Orneklerinden tayin edilen BUN,

kreatinin, albiimin, total protein, hsCRP seviyeleri ayr1 ayr1 analiz edildiginde; BUN,
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kreatinin diizeylerinin azaldigr (p<0.05); buna karsilik albiimin, total protein

diizeylerinin yiikseldigi belirlendi (p<0.05). hsCRP degerleri arasinda ise istastistiki
anlamda fark olmadig: goriildii (p>0.05) (Tablo 8).

Tablo 8. Calisma Grubunun Bazi Rutin Biyokimya Degerleri

Plasebo NAC-2
. . p

HD Giris HD Cikis
BUN (mg/dL) 60.31 £ 13.65 18.62 £ 6.42* 0.001
Kreatinin (mg/dL) 8.63+£2.52 3.34 + 1.40%* 0.001
Albiimin (g/dL) 3.27 £0.45 3.62 £0.67* 0.012
Total Protein (g/dL) 6.37 £ 0.69 7.32+1.21%* 0.007
hsCRP (mg/L) 3.56 +3.77 431 £4.17 0.286

Istatistiki karsilastirma eslestirilmis student 7 testi ile yapildi (¥p<0.05).

Plasebo HD giris ve NAC-2 grubu HD c¢ikis Orneklerinde CBC sonuclar

degerlendirildiginde; hemoglobin, hemotokrit, 16kosit, monosit, notrofil, degerleri

arasinda istastistiki anlamda fark olmadig goriildii (p>0.05) (Tablo 9).

Tablo 9. Calisma Grubunun Bazi CBC Degerleri

Plasebo NAC-2
P

HD Giris HD Cikas
Hemoglobin (g/dL) 11.57+1.73 11.50 £ 1.75 0.944
Hemotokrit (%) 35.60 +5.19 34.84 +4.96 0.529
Lokosit (x10*/uL) 7.01 £2.59 6.75 + 1.98 0.6
Monosit (x10°/uL) 0.46 +0.25 0.40 +0.11 0.6
Nétrofil (x10%/uL) 4.56 +1.96 421 +1.28 0311

Istatistiki karsilastirma eslestirilmis student 7 testi ile yapildi (¥p<0.05).



Lipid profili plasebo HD giris ve NAC-2 grubu c¢ikis Orneklerinde
degerlendirildiginde; HDL-C diizeylerinde belirgin yiikkselme gozlenirken TG, TC ve
LDL-C diizeyleri arasinda istastistiki olarak fark olmadig: goriildii (p>0.05) (Tablo
10).

Tablo 10. Calisma Grubunun Lipid ve Lipoprotein Profili

Plasebo NAC-2
p
HD Giris HD Cikis
TG (mg/dL) 17431 £101.35 168.00 + 96.40 0.834
TC (mg/dL) 158.00 + 37.46 173.08 £ 37.26 0.064
HDL-C (mg/dL) 31.69 £6.93 37.46 +7.53% 0.002
LDL-C (mg/dL) 901.45 +21.67 102.02 +32.50 0.249

Istatistiki karsilastirma eslestirilmis student 7 testi ile yapildi (¥p<0.05).
4.2. BIYOKIMYASAL CALISMA BULGULARI

Gruplara ait MPO aktivitesi, TNF-a ve neopterin diizeyleri Tablo 10’da gosterildi.

MPO aktivitesinin grup ici HD giris ve c¢ikis degerleri karsilastirildiginda, her ii¢
grubun ¢ikis MPO aktivitesinin anlamli sekilde arttig1 belirlendi (p<0.008). Her ii¢
grubun sadece giris ve sadece c¢ikis aktiviteleri birbiriyle karsilastirildiginda,

aktiviteler arasinda istatistiki olarak fark olmadig: gozlendi (p>0.008) (Tablo 11).

HD giris ve cikis TNF-a degerleri grup ici karsilastirildiginda, her ii¢ grubun girise
gore cikis TNF-a diizeylerinin arttig1 (p<0.008); her 3 grubun sadece giris ve sadece
cikis diizeyleri birbiriyle karsilastirildiginda, diizeyler arasinda istatistiki olarak fark

olmadig1 gozlendi (p>0.008) (Tablo 11).

Neopterin diizeylerinin grup i¢i giris ve ¢ikis degerleri karsilastirildiginda her ii¢
grubun neopterin diizeylerinin HD girise gore cikista daha diisiik oldugu belirlendi
(p<0.008). Her 3 grubun sadece giris ve ayrica sadece cikis degerleri birbiriyle
karsilastinlldiginda, degerler arasinda istatistiki olarak fark olmadigi gozlendi

(p>0.008) (Tablo 11).
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Tablo 11. Calisma Grubunun MPO, TNF-a, Neopterin Degerleri

MPO (U/L) TNF-a (pg/mL)  Neopterin (ng/mL)

. 110 39.1 31.95
PLASEBO CIRIS (93-129) (27.28-40.89) (18.99-38.37)
CIKIS 128 60.89 13.91
(113-151)* (52.49-68.11)* (10.95-22.11)*
. 115 40.33 31.05
NAC-1 GIRIS (111-117) (30.33-48.11)" (19.12-39.33)°
CIKIS 133 52.12 15.29
(126-137)* (47.28-55.06)* (11.58-20.88)*
. 114 40.89 3172
NAC-2 GIRIS  (gg_114) (35.06-47.28) (21.94-43 03
CIKIS 139 5570 17.78

(130-150)** (54.69-59.69)** (11.64-24.29)**

Istatistiki karsilastirmada Friedman testi, Wilcoxon (Bonferroni diizeltmeli) testi uyguland
(p<0.008).

Anlamli bulgular
*Grup i¢ci HD 6ncesi-sonrasi karsilastirma.
Gruplar arasi: “Plasebo giris; "Plasebo ¢ikis; “NAC-1 giris; “NAC-1 cikis ile

yapilan karsilagtirmalar sirasinda elde edildi.
HD gruplarinin AOPP, PCC ve tiyol diizeyleri Tablo 12’de gosterildi.

Grup ici karsilastirmalarda; plasebo grubunda, HD c¢ikis AOPP degerlerinin giris
degerlerine gore anlamli sekilde yiikseldigi (p<0.008); buna karsilik NAC-1 ve
NAC-2 gruplarina ait HD c¢ikis AOPP degerlerinin girise gore anlamli sekilde
diistiigii belirlendi (p<0.008). Gruplar arasi karsilastirmalarda; her iic grubun HD
giris degerleri ve NAC gruplarinin ¢ikis degerleri arasinda istatistiki fark olmadigi
gozlendi (p>0.008). NAC-1 ve NAC-2 gruplarmin HD giris degerleri plasebo
cikistan; cikis degerleri ise plasebo HD hem giris hemde c¢ikis degerlerinden daha
diisiik olarak belirlendi (p<0.008) (Tablo 12).

Grup ic¢i karsilagtirmalarda; plasebo grubu, HD cikis PCC degerleri giris degerlerine
gore anlaml sekilde yiiksek bulunurken (p<0.008); NAC-1 ve NAC-2 gruplart HD
cikis PCC degerleri ise giris degerlerine gore anlamli sekilde diisiik olarak bulundu
(p<0.008). Gruplar aras1 karsilastirmalarda; her lic grubun giris degerleri arasinda
ayrica NAC gruplarinin ¢ikis degerleri arasinda istatistiki fark olmadigi gozlendi

(p>0.008). NAC-2 grubu HD giris PCC degerleri plasebo ¢ikistan; NAC-1 ve NAC-2
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gruplarn ¢ikis degerleri ise plasebo hem giris hemde c¢ikis degerlerinden daha diisiik
gozlendi (p<0.008). Ek olarak NAC-2 grubu HD c¢ikis degeri NAC-1 grubu giris
degerinden anlamli olarak diisiik tespit edildi (p<0.008) (Tablo 12).

Grup i¢i karsilastirmalarda; tiyol diizeylerinin ii¢ grupta da HD girise gore ¢ikista
daha yiiksek oldugu belirlendi (p<0.008). Gruplar arast karsilastirmada, her ii¢
grubun sadece giris ve sadece ¢ikis degerleri birbiriyle karsilastirildiginda, degerler

arasinda istatistiki olarak fark olmadigi gozlendi (p>0.008) (Tablo 12).

Tablo 12. Calisma Grubunun AOPP, PCC, Tiyol Degerleri

AOPP (umol/L) PCC (nmol/mg protein) Tiyol (umol/L)

. 29.45 1.35 172
PLASEBO CIRIS  (2566.33 06) (1.17-1.44) (135-209)
CIKIS 56.04 1.66 350
(52.14-62.25)* (1.54-1.75)* (339-365)*
. 28.00 1.35 183
NAC-1  GIRIS  o6423480) (1.13-1.63) (130-236)"
CIKIS 12.69 0.93 375
(9.50-22.80)** (0.70-1.23)%* (354-456)*
. 30.90 1.24 179
NAC2  CIRIS  (945436.53) (1.12-1.44) (154-241)™
CIKIS 20.78 0.89 402
(11.97-23.58)#¢ (0.73-1.12)%*° (370-425)**

Istatistiki karsilastirmada Friedman testi, Wilcoxon (Bonferroni diizeltmeli) testi uyguland
(p<0.008).

Anlamli bulgular
*Grup i¢i HD Oncesi-sonrasi karsilastirma.
Gruplar arasi: “Plasebo giris; “Plasebo cikis; “NAC-1 giris; “NAC-1 ¢ikis ile yapilan

karsilagtirmalar sirasinda elde edildi.

Grup ici HD giris ve ¢ikis PONT1 aktiviteleri karsilastirildiginda, her ii¢ grupta da HD
girise gore cikista aktivitenin daha yiikksek oldugu belirlendi (p<0.008). Her ii¢
grubun sadece giris ve sadece cikis aktiviteleri birbiriyle karsilastirildiginda,

aktiviteler arasinda istatistiki olarak fark olmadig1 gozlendi (p>0.008) (Tablo 13).

Homosistein diizeylerinin ii¢ grupta da HD girise gore cikista daha diisiik oldugu
belirlendi (p<0.008). Gruplar arasi karsilastirmalarda, iic grubun giris degerleri
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arasinda ve ek olarak NAC gruplart ¢ikis degerleri arasinda istatistiki fark olmadigi
(p>0.008); NAC gruplarinin ¢ikis degerlerinin plasebo grubu hem giris hem de ¢ikis
degerlerinden daha diisiik oldugu tespit edildi (p<0.008) (Tablo 13).

Okside LDL diizeylerinin HD ¢ikisinda her ii¢ grupta HD girise gore istatistiki olarak
degismedigi (p>0.008); ayrica gruplar arast hem HD giris hem de c¢ikis
karsilastirmalarinda oxLLDL diizeyleri acisindan fark olmadig belirlendi (p>0.008)
(Tablo 13).

Tablo 13. Calisma Grubunun PON1, Homosistein, oxXLDL Degerleri

PON1 (U/L) Homosistein (umol/L) oxLDL (ng/mL)

20.22
. 51.41 209
pLasEBo CIRIS  (4234.54.43) (16.96-26.37) (166-246)
CIKIS 60.67 11.97 228
(58.31-69.65) * (11.26-19.28)* (171-245)
. 50.90 20.70 208
NAC-1 GIRIS  (37380-61.24) (16.80-24.47) (175-250)
CIKIS 84.17 9.17 220
(65.77-103.57) ** (7.07-10.83)*® (177-254)
. 48.38 20.51 195
NAC-2 GIRIS (34 02-51.71)¢ (16.05-25.59)™ (176-244)
CIKIS 85.8 8.42 225
(78.44-102.82)* (6.41-12.39)* (167-251)

Istatistiki karsilastirmada Friedman testi, Wilcoxon (Bonferroni diizeltmeli) testi uyguland
(p<0.008).

Anlamli bulgular
*Grup i¢i HD Oncesi-sonrasi karsilastirma.
Gruplar arasi: “Plasebo giris; “Plasebo cikis; “NAC-1 giris; “NAC-1 ¢ikis ile yapilan

karsilagtirmalar sirasinda elde edildi.
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5. TARTISMA

KBY hastalarinin, artmis bir KVH riskine sahip olduklar1 gosterilmistir. Hatta KBY
hastalarinin SDBY asamasina ilerlemeden Once; herhangi bir nedenden olim
risklerinin 13 kat, KVH ile ilgili riskin 6 kat arttigi rapor edilmistir (62). KBY’de
oksidatif strese yol acan kronik enflamasyonun ateroskleroz gelisimini hizlandirdig:
ve bu nedenle diyaliz hastalarinda KVH’ya bagli morbidite ve mortalite oranlarinin
artt1g1 bilinmektedir (11). Uremik toksinler, diyaliz membranlari ile etkilesen notrofil
ve monositler, antioksidan vitaminlerin diyalizle viicuttan uzaklastirilmasi gibi
faktorler, KBY ve diyalizde oksidatif stresin baslica kaynaklaridir. Hemodiyaliz
isleminin bizzat kendisi de membranla karsilasan notrofillerin aktivasyonu ile
oksidatif strese yol acmaktadir (63,64). Ayrica, biyouyumsuz membranlar ve
kontamine diyalizat sivilart da, notrofilleri aktive edebilen proenflamatuar

sitokinlerin salinmasina yol acabilmektedir (29).

SDBY hastalarinda biriken iiremik toksinlerin antioksidan enzim ve molekiilleri
olumsuz etkileyerek oksidatif strese yol acgtigl, immiin hiicre aktivitelerinde
diizensizliklere neden oldugu bilinmektedir. Uremik toksinlerin HD tedavisiyle
uzaklastirilmasi, bu olumsuzluklart hafifletebilir ve hatta yok edebilir. Diyaliz su
kalitesi, damar giris yolu, membran biyouyumlulugu, diyalizat, sterilizasyon sartlar
gibi hemodiyaliz ortamina ait cesitli faktorlere bagli olarak, HD isleminin bizzat
kendisinin neden oldugu akut patolojik degisiklikler devreye girerek; HD islemi ile

tiremik tabloda elde edilen olumlu degisikliklerin faydasi hafifletilir. Diyaliz seansi
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sonundan baglamak iizere, bir sonraki diyaliz seansina kadar yavas yavas yeniden
birikmeye baslayan iiremik toksinlerle oksidatif stres, enflamasyon gibi patolojik
siirecler yeniden belirmektedir. Kisaca ifade edilirse; HD tedavisi alan SDBY
hastalarinda, diyaliz esnasinda akut siddetlenmeler gosteren kronik bir enflamasyon

ve oksidatif stres halinden s6z edilebilir (63,64).

Biyouyumlu membranlar ve ultra saf diyalizat kullanimina ragmen, HD tedavisinin
16kosit aktivasyonuna ve oksidatif stres artisina neden olmayi siirdiirdiiglinii 6ne
stiren caligmalar dikkate alindiginda (65); HD tedavisi alan hastalarda
mikroenflamatuvar ortamin ve oksidatif stres olusumunun kac¢inilmaz olacagi
sOylenebilir. S6z konusu patolojik degisiklikleri tetikleyen HD ile ilgili faktorler
tamamen diizeltilemeyeceginden, bu hastalara seans esnasinda bir antioksidan tedavi

desteginin verilmesi makul gibi goriinmektedir.

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya ABD’de 42 HD
hastas1 iizerinde yapilan bir calismada, HD hastalarinda giris-¢cikis sonrasi

degerlendirilen 16kosit ve notrofil sayilarinin degismedigi rapor edilmistir (66).

Polisiilfon ve rejenere seliiloz iceren, biyouyumlulugu farkli diyaliz membranlar ile
yapilan HD seansinin ilk 15. dakikasinda diisen nétrofil, monosit ve lenfosit sayilari;
seans sonunda baslangi¢c sayilarina gore polisillfon membranda ayni kalirken,
rejenere seliiloz membranda anlamli sekilde yiiksek tespit edilmistir. Biyouyumlu
kabul edilen membranlar arasinda bile enflamasyonu indiikleme farkliliklar
olabilecegini One siiren yazarlar, HD isleminin ka¢cinilmaz olarak, subklinik de olsa,

bir enflamasyona neden oldugunu one siirmiislerdir (67).

Bu calismada da sadece plasebo grubu girisi ile NAC-2 grubu cikisinda alinan
orneklerde calisilan notrofil, 10kosit ve monosit sayilart karsilastirildiginda; anlamh

bir degisiklik gdzlenmemistir.

SDBY hastalarinda gozlenen artmis KVH riskinden sorumlu tutulan
mekanizmalardan biri de lipid/lipoprotein anormallikleridir (68). Saglikli
goniilliilerle karsilastirildiginda, HD hastalarinda TG diizeyleri yiiksek (6,7,9,13,69)
veya normal (70); LDL-C diizeyleri yiiksek (5-7,9,13) veya normal (69); TC
diizeyleri yiiksek (6) veya normal (70); HDL-C diizeyleri ise diisiik (5-7,9,13,69-72)
olarak rapor edilmistir. Hemodiyaliz isleminden sonra TG diizeylerinin diistiigii (6)

veya degismedigi (70); LDL-C diizeylerinin diistigii (6), TC diizeylerinin diistiigii
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(6) veya degismedigi (70); HDL-C diizeyinin ise yiikseldigi (6) veya degismedigi
(70) bildirilmektedir. HD hastalarinda azalmis HDL-C diizeyleriyle artmis AOPP ve
CRP diizeyleri arasinda bulunan gii¢lii negatif korelasyonlar; HDL-C diizeylerindeki
azalmadan sorumlu temel mekanizmanin oksidatif stres ve enflamasyon nedeniyle

lipolitik enzim aktivitelerindeki azalmadan olabilecegini diisiindiirmiistiir (69).

HD hastalarn iizerinde yapilan, farkli lipoproteinlerle ilgili farkli sonuglar rapor eden
pek cok calismanin ortak bulgusu, HDL-C diizeylerinin daima diisiik olarak tespit
edilmesidir (5-7,9,13,69-72). Analizde kullanilan ticari kitin referans degerleri
dikkate alindiginda; bu calismada plasebo grubu HD hastalarinda diyaliz
baslangicinda alinan Orneklerde HDL-C diisiik, TG yiiksek, LDL-C ve TC

diizeylerinin referans aralik icinde oldugu gozlenmistir.

HD esnasinda kullanilan biyouyumsuz membranlar ve kontamine diyalizat sivilari
IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi proenflamatuvar sitokinlerin de salinmasina yol
acmaktadir. Sitokinlerin uyaris1 ile aktive olan PMNL’den kaynaklanan SOR,
sitokinlerin transkripsiyon faktorii olan NF-xB’y1 aktive ederek sitokinler ve SOR

arasinda kisir bir dongiiniin olugsmasina yol agmaktadir (29,63).

Yapilan in vitro (73) ve in vivo (69,74-76) cesitli caligmalarda, saglikli goniilliilere
gore HD hastalarinda TNF-o’nin yiikseldigini bildiren ¢aligmalarin yam sira, HD
isleminin plazma TNF-a diizeyi iizerine artirict (73,74,76) ya da notr etkileri (75,77)
oldugunu oOne siiren calismalar da mevcuttur. Ayrica saglikli bireyler ve tiremik
hastalara gore HD hastalarindan izole edilen monositlerin, diger sitokinlere ilave

olarak daha fazla TNF-a salintmi yaptiklar tespit edilmistir (73).

Goldstein ve ark (74) tarafindan, HD tedavisi basladiktan 30 dakika sonra
yiikkselmeye baslayan TNF-a degerlerinin, diyaliz sonrasi 24. saatte de yiiksekligini
devam ettirdigi; buna ragmen aynm zamanlarda Olgiilen CRP diizeylerinin
degismedigi gosterilmistir. Arastirmacilar HD isleminin sitokinlere yaptigi etkileri
incelerken; erken ve gec cevap veren sitokinlerin davranislarinin farkli olabilecegini,
biyouyumlulugu farkli membranlarin farkli sonuclar dogurabilecegini, sitokin
iretimi ve enflamasyon siddetini belirlemede toplam diyalize girme siiresinin, diyaliz

isleminin bizzat kendisinden daha etkili olabilecegini belirtmislerdir (74).

HD tedavisi alma siirelerine gore; kisa (11 ay), orta (33 ay) ve uzun (90 ay) diyaliz

yasina sahip farkli hastalardan, izole edilerek in vitro stimule edilen monositlerin
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TNF-a salimmi kiyaslandiginda; diyaliz yasi ile ters orantili bir TNF-a salinim
davranis1 gosterdikleri belirlenmistir. Ayni hasta gruplarinda HD sonrast TNF-a
degerlerinin de HD Oncesine gore daha yiiksek 0l¢iildiigii rapor edilmistir. Malaponte
ve ark (73), HD tedavisinin siiresi arttik¢ca, kronik bir monosit aktivasyonuna

sekonder monosit tiikenmesi ve disfonksiyonu olustugunu iddia etmislerdir.

Hemodiyaliz isleminin TNF-o degerlerini anlamli sekilde yiikselttigini gosteren
Tarak¢ioglu ve ark (77); aym degerleri total proteinlerine bolerek elde ettikleri
diizeltilmis-TNF-a degerlerinin ise anlamli olmadigini iddia etmislerdir. Bu degisim,
yazarlar tarafindan HD isleminin hemokonsantrasyon yapici etkisi ile aciklanmistir

(77).

Bu calismada plasebo grubu TNF-a degerlerinin HD islemi sonrasi anlamli olarak
yiikseldigi belirlendi. Yiikselmis TNF-o degerlerinin diyaliz hastalarinda mortalite
belirleyicisi oldugu dikkate alindiginda (38), HD isleminin yaptig1 iyilestirici
etkilerin yani sira; bazi zararl sonuglara da yol actig1 soylenebilir. Plasebo grubu HD
cikis aninda hastalarin total protein diizeyleri calisilmadigindan; HD etkisi ile
olustugu diisiiniilen bu yiikselmenin hemokonsantrasyona bagli bir degisim olup

olmadigina karar verilemedi.

Hiicresel immiin aktivitenin dolayli bir gostergesi kabul edilen neopterinin (39), HD
tedavisi alan (9,78) ve almayan (9) SDBY hastalarinda saglikli goniilliillere gore daha
yiikksek oldugu; HD tedavisi alan hastalarda konservatif tedavi alan hastalara gore
daha yiiksek oldugu (9,27) bildirilmistir. Ek olarak HD ©ncesi yiiksek bulunan

neopterin diizeylerinin HD sonrasi diistiigiinii gosteren ¢alismalar da vardir (78,79).

Molekiiler agirlig1 253 dalton (40) olan neopterin molekiiliiniin, HD islemi sirasinda
ultrafiltrata gecmesi nedeniyle HD sonrasi serum degerlerinin diistiigi iddia
edilmistir (79). HD tedavisi sonrasi girise gore anlaml sekilde diistiigii gdzlenen
serum neopterin degerlerinin bile, saglikli goniilli degerlerinden anlamli sekilde

yiikksek bulunmasinin, daha 6nemli bir bulgu oldugu one siiriilmiistiir (78).

Bu caligmada da literatiirle uyumlu olarak HD Oncesi yiiksek olan neopterin
diizeyleri HD sonrasinda azalmis bulundu. Olgiimde kullanilan ticari kitin referans
degerleri dikkate alindiginda (0.3-3 ng/mL); plasebo grubuna ait serum neopterin
diizeylerinin HD girisinde referans araligin iist sinirmmin 10 katina, c¢ikisinda ise

(diismesine ragmen) iist sinirin 4 katina ulastig1 belirlendi. Hem giris hem de ¢ikis
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aninda yiiksek olarak gozlenen neopterin degerleri ile yansitildigr gibi, hemodiyaliz

tedavisi alan SDBY hastalarinda kronik bir enflamasyon oldugu diisiintilebilir.

Cesitli uyaranlarla aktiflesen monosit ve makrofajlarda iiretilen HO, miktar ile ayn
hiicrelerden salinan neopterin miktarinin korele bulunmasi (40); neopterinin SOR
etkilerini modiile ettiginin gosterilmesi (41) gibi literatiir bulgular1 beraber
degerlendirildiginde; neopterin, hem immiin sistem kaynakli oksidatif stres i¢in iyi
bir “gosterge” ve hem de immiin sistemle iiretilen SOR’un biyolojik etkileri i¢in

“arac1 molekiil” olarak tanimlanabilir.

Literatirde KBY (80,81) ve HD tedavisi alan SDBY (66,67,81-84) hastalarinda
MPO aktivitesinin/konsantrasyonunun arttigint (67,81-83), azaldigim1 (80) veya
degismedigini (81); HD isleminin yiikksek MPO degerlerini daha da yiikselttigini
(67,82,84) ya da degistirmedigini (66) bildiren farkli c¢aligmalar vardir. Bu
calismalarin  birbirinden farkli sonuclar vermesi; calisilan hasta gruplarinin
ozelliklerinin farkliligina, uygulanan tedavilerin farkliligi ve cesitliligine, MPO
Olciimiinde kullanilan yontemlerin farkliligina, HD tedavisinde kullanilan membran

tipine ve biyouyumluluguna baglanabilir.

Renal yetmezligin derecesine gore dort farkli gruba ayrilan KBY hastalarinin plazma
MPO aktivitelerinin, yetmezligin derecesi ilerledik¢e daha da belirgin olacak sekilde
azaldig; ayrica dort grupta da saglikli goniillilerden daha diisik oldugu
belirlenmistir (80).

Saglikli goniilliilerde tespit edilemeyen, ancak KBY hastalarinda saptanabilen pozitif
MPO-GFR, negatif MPO-iire ve negatif MPO-kreatinin gibi korelasyonlarin
bulunmasi; tiremik toksinlerin MPO enzimine yaptigi inhibitor etki ile bu diisiise
neden olabilecegi seklinde yorumlanmistir (80). Plazma MPO aktivitesini, bu
calismada kullanilan metotla (60), ayni sekilde degerlendiren yazarlar; KBY
hastalarinda var oldugu kabul edilen artmis KVH riskinden MPO ve onunla iliskili

reaksiyonlarin sorumlu olamayacagini 6ne siirmiislerdir (80).

Diger taraftan, iiremik ortamin inhibitor etkisiyle calisamayan enzim, reaksiyon
ortamina eklenen subsratini (o-dianisidin) oksitleyemeyeceginden, ‘“eksik Ol¢me”
nedeniyle diisiik Ol¢iilmiis de olabilir. Dolayisiyla yiiksek de olabilecek plazma MPO
aktivitelerinin “maskelenme” interferansina bagli olarak diisik degerlendirilmis

olabilecegi de akilda tutulmalidir.
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Substrat oksidasyonu iizerinden yapilan MPO Ol¢iim metotlart {izerine iiremik
toksinlerin goOsterdigi interferanslart da dikkate alan bir caligmada; hastalara ait
plazma MPO degerleri, hem ELISA (ng/mL. MPO) ile hem de spektrofotometrik
yontemlerle (okside substrat final konsantrasyonu-uM) ol¢iilmiistiir. ELISA yontemi
ile elde edilen plazma MPO konsantrasyonlar1 kontrol ve tim KBY hastalarinda,
renal yetmezligin derecesinden bagimsiz olarak, benzer bulunurken; HD hastalarinda
yaklasik 3 kat yiiksek bulunmustur. Ilgin¢ olarak, substrat oksidasyon yontemi ile
belirlenen plazma MPO aktivitelerinin renal yetmezligin siddetine paralel olarak artis
gosterdigi ve en yiiksek degerlerin HD hastalarinda oldugu belirlenmistir. Capeillere-
Blandin ve ark (81), deney ortamina enzim substrati olarak eklenen maddelerin
MPOQO’ya ilaveten, iiremik toksinlerle de oksitlenebilecegini; her iki yolla olusan
okside substratin tamamimin da MPO reaksiyonu ile gerceklestirilmis gibi
yorumlanabilecegini; bu yontemlerle yapilan MPO degerlendirmelerinin 6zellikle
tremik toksinlerin maksimum konsantrasyonda bulundugu prediyaliz KBY
hastalarinda, yalanci asir1 yiiksek degerlerle sonuclanacagini iddia etmislerdir. Diger
bir ifadeyle soylemek gerekirse, yazarlara gore, gercekte HD tedavisi almayan KBY
hastalarinda MPO aktivitesi ve/veya konsantrasyonu yiikselmis degildir. Bu
teorilerini destekler sekilde, notrofil MPO degerlerinin kontrol ve tim KBY
hastalarinda (renal yetmezlik derecesinden bagimsiz olarak) birbirine benzer
oldugunu; bu gruplara gore HD hastalarinda ise yaklasik 3-4 kat daha yiiksek
oldugunu gostermislerdir. Bu sonuclar 1s18inda KBY hastalarinda gozlenen patolojik
oksidatif mekanizmalarin, yanlis yiiksek dl¢iilen MPO aktivitelerinin isaret ettigi gibi
notrofil kaynakli degil tiremik toksin kaynakli olabilecegi; aksine HD tedavisi alan
hastalarda ise dogrudan diyaliz islemiyle iligkili olacak sekilde, notrofil, monosit vb

enflamatuvar hiicre kaynakli oldugu iddia edilmistir (81).

Hemodiyaliz tedavisi boyunca MPO kinetigini inceleyen ¢alismalar benzer sonuclar
rapor etmislerdir (67,82). Seansin 15. dakikasinda pik yapan MPO
konsantrasyonlarinin (67,82), seansin 60. (82) veya 120. (67) dakikasindan itibaren
azalmaya baslamasina ragmen; seans sonu Olciilen degerlerin baslangi¢ degerlerine
gore anlamli yiiksekligini hala korudugu gosterilmistir (67,82). Rejenere seliiloz
membranla yapilan HD isleminin MPO yiikseltici etkisi, polisiilfon membrana gore,

cok daha belirgin olarak bulunmustur (67).
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Polisiilfon membrana gore biyouyumlulugu daha az olan rejenere seliiloz membran
ile yapilan diyaliz islemi sonunda 6l¢iilen MPO konsantrasyonlarinin yaklasik ii¢ kat
daha  yiiksek  bulunmasi; diyaliz  isleminde kullanilan ~ membranlarin
biyouyumlulugunun degerlendirilmesinde ve/veya HD sirasinda ortaya c¢ikan
oksidatif stresin derecesinin belirlenmesinde, MPO 0l¢iimiiniin giivenilir bir marker

olarak kullanilabilecegi seklinde yorumlanmistir (67).

MPO konsantrasyonlart bakimindan ii¢ gruba ayrilarak ii¢ yil takip edilen 356 HD
hastasi ile yapilan bir calismada; her iic gruptada diyabet goriilme siklig1r ve yas
dagilimimin farksiz oldugu (MPO yiiksekliginin diyabet ve yas ile iliskisiz oldugu);
viicut yag dagilimi ve kiitle indeksi ile tam kan 16kosit sayisinin, MPO arttikca
yiikseldigi; en yiiksek serum CRP ve TNF-a seviyelerinin en yiiksek MPO
konsantrasyonlarina sahip hastalarin bulundugu 3. grupta gozlendigi rapor edilmistir.
Yas, 1k, diyaliz siiresi, diyabet ve KVH anamnezi, CRP, TNF-q, albiimin ve
hemoglobin degerleri gibi parametrelerle karsilastirildiginda; hastalarin ti¢ yillik
oliim oranini belirlemede en giiclii parametrenin serum MPO konsantrasyonu oldugu
gosterilmistir. Hatta MPO’da gozlenen her 1000 pmol/L’lik artigin, ii¢ yillik 6lim
riskini % 8-15 oraninda artirdig1 6ne siiriilmiistiir. Kalantar-Zadeh ve ark (83)’nin
yaptig1 bu kapsamli calismada hastalara ait MPO degerleri olduk¢a genis bir dagilim
gostermistir. Yazarlara gore, yiikksek bulunan MPO degerleri, diger parametrelerden
bagimsiz olarak/tek basina, 6liim riskini belirleme giicline sahiptir ve bu nedenle HD
tedavisi alan hastalarin 6ngoriilemeyen klinik risklerinin tanisinda, MPO 06l¢iimiiniin

oldukca kiymetli bir ara¢ olabilecegi s0ylenebilir.

Oldukca genis bir dagilim gosteren MPO degerleri nedeniyle, hastalar1 toplumdan
elde edilen referans degerlerle kriterize etmek yerine; hastanin kendine ait MPO
degerlerinin bireysel kinetigini izlemenin daha faydali olabilecegi diisiiniilebilir.
Diger bir ifade ile referans aralik icinde bulunsa bile, tedricen yiikselme egilimi
gosteren MPO profiline sahip bir HD hastasinin; “her sey yolunda” biciminde degil
“kotii bir seyler oluyor” seklinde algilanarak, daha dikkatli degerlendirilmesi

gerektigi diisiiniilebilir.

Bu calisma da literatiirle uyumlu sekilde, HD hastalarinin diyaliz sonras1 MPO
degerlerinin diyaliz oncesine gore anlamli sekilde yiikseldigi bulunmustur. Saglikli
goniillii icermeyen bu calismada oOlciilen MPO aktivitelerini karsilastirabilmek

amaciyla, daha 6nce ERU Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya ABD’de
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Prof. Dr. Kader Kose danismanliginda yiiriitiilen, KBY hastalarinin incelendigi iki
ayn tez ¢alismasina ait MPO diizeyleri goz Oniine alindi. Plazma MPO aktivitesini,
bu calisma ile ayn1 metodu kullanarak 6lcen bu ¢alismalarda, saglikli goniilliilere ait
MPO aktiviteleri sirasiyla 69.5 + 16.9 U/L (n:42) (66) ve 74.2 + 17.2 U/L (n:43) (84)
seklinde bulunmustur. Her ne kadar istatistiki bir analiz yapilamasa da, numerik
farklar goz oniine alinarak, bu ¢alismada 6l¢iilen HD 6ncesi MPO degerleri, literatiir
ve bu iki tez calismasinin kontrol degerleri ile beraber degerlendirilecek olursa; HD
hastalarinin MPO degerlerinin diyaliz 6ncesinde de yiiksek oldugu ve diyaliz

sonrasinda daha da artarak yliksek kalmaya devam ettigi sdylenebilir.

Cogu notrofil kaynakli olmak iizere, monositlerden de salgilanan MPO (35), aktif
notrofillerin varligini yansitmasi bakimindan onemlidir. Bu calismanin bulgular ve
literatlir bilgileri (81,85) 1s1¢inda, HD’de gozlenen oksidatif stresin baslica
kaynaginin, MPO ile katalizlenen oksidatif reaksiyonlar oldugu kabul edilebilir.

Notrofil, monosit ve makrofaj gibi fagositik hiicrelerde, solunum patlamasi sirasinda
tiretilen SOR tiirevleri daha ileri etkilesimlerle cok daha giiclii/uzun Omiirlii
oksidanlarin olusumunu tetikleyebilmekte; 6zellikle MPO katalizli reaksiyonlar ile,
en toksik ve en reaktif SOR tiirlerinden olan klorlu oksidanlar (HOCI ve kloraminler)
tiretilmektedir (35). Diger radikallere gore ¢ok daha uzun Omiirlii olan klorlu

oksidanlarin baslica hedefi, proteinlerin yapisinda bulunan tiyol gruplaridir (86).

Insanlarda HOCI sentezleme yetenegi sadece MPO enzimine ait oldugundan (35),
yiiksek MPO aktivitelerinin olusturabilecegi hasarlarin tan1 ve takibinde oksidan

HOCI iiriintiniin etkiledigi biyomolekiillerin analizi/tespiti onem kazanacaktir.

MPO-HOCI sisteminin spesifik bir marker’1 olarak kabul edilen 3-klorotirozinin,
saglikli goniillilerde Olgiilemeyecek kadar diisik olmasina ragmen, kronik HD
hastalarindan izole edilen plazma proteinlerinde yiiksek bulunmasi (82); MPO aracili
gerceklesen hasarin takibi icin bir fikir verebilir. Ayni calismada beklenmedik bir
sekilde, 3-klorotirozin diizeylerinin, diyaliz seansinin 15. dakikasindan itibaren
yiikkselen MPO degerlerine zit davranarak, degismedigi de saptanmistir. Tezat gibi
goriinen bu sonugclar, renal yetmezlik ile olusan kronik fagositik hiicre uyarilmasina
baglh kronik MPO yiiksekligine ve/veya seans ic¢i ylikselen MPO ile olusan HOCI

gibi “uzun” Omiirlii oksidanlarin diyaliz sonras: etki gdstermesine baglanmistir (82).
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Diger bir ifade ile HD seansinda yiikselen MPO, oksidan etkilerini seans sonrasi da

gosterebilmektedir.

Literatiirde ilk defa, hemodiyaliz tedavisi alan hastalarin plazmasinda tanimlanan,
yapisinin ileri derecede okside olmus protein tiirevlerinden olustugu gosterilen
AOPP, protein oksidasyonunun son c¢apraz baglanma iiriinleri olarak kabul
edilmektedir (27). Baslica plazma albiimininden olustugu gdosterilen AOPP, diisiik
(80 kD) ve yiiksek (600 kD) molekiil agirligina sahip iki formda bulunur (4).

Saf ticari insan serum albiimini (human serum albumin-HSA) nin, esit
konsantrasyonlarda HOCI, kloramin ve H,O, gibi oksidan ajanlarin, tedricen artan
diizeyleriyle (0, 10 ve 100 mM) in vitro inkiibasyonu sonucunda; AOPP, ditirozin ve
PCC olusturma kapasitesi bakimindan HOCI ve kloraminlerin doza bagimli sekilde
artiricr etki gosterdigi; buna karsilik H,O,’nin herhangi bir artisa neden olmadigi
belirlenmistir. Bu in vitro deneyin sonuglari, AOPP ve PCC olusumundan sorumlu
en Oonemli oksidan ajanin, aktif notrofillerden salinan MPO aracilig: ile iretilen

HOCI olabilecegi seklinde yorumlanmistir (87).

Diger taraftan notrofil aktivasyon belirteci olarak yaygin sekilde kullanilan NADPH
oksidaz ve notrofil solunum patlama kapasitesi gibi parametreler ile AOPP degerleri
arasinda HD hastalarinda bulunan anlamli iliskilerin, KBY hastalarinda
saptanamamasi, Capeillere-Blandin ve ark (81) tarafindan KBY hastalarinda tespit
edilen AOPP’lerin MPO bagimsiz mekanizmalarla olustugu biciminde
yorumlanmistir. KBY hastalarinda AOPP ile monosit aktivasyon marker’t olan
neopterin arasinda bulunan pozitif iliski, KBY’de bulunan AOPP’nin iiremik

toksinlerle indiiklenen monosit aktivasyonuyla olusabilecegini diisindiirmiistiir (81).

KBY hastalarinda AOPP ve GFR arasinda negatif korelasyon bulan bir ¢alismada,
belirgin bir notrofil aktivasyonu olmamasina ragmen yiiksek Olciilen AOPP
seviyelerinin; renal yetmezlige sekonder gelisen azalmis AOPP klirensinin bir
sonucu olabilecegi One siiriilmiistiir. Ayn1 calismada AOPP yiiksekliginin erken

donem KBY hastalarinda bile gbzlenmesi bu teoriyi destekler niteliktedir (87).

HD islemiyle aktiflesen notrofiller tarafindan MPO-HOCI aracili oksidasyonla
plazma albiimininden olusan AOPP’nin, konsantrasyonuyla dogru orantili olacak
sekilde, notrofil ve monositlerde solunum patlamasini uyarmak gibi, biyolojik

etkilere de sahip oldugu belirlenmistir. Bu etki saglikli kisilerden izole edilen
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notrofiller ve iiremik hastalarin plazmasindan izole edilen AOPP ile de yinelenmistir.
Ayrica AOPP’nin TNF-a, IL-8 gibi sitokinlerin sentezini de tetikledigi rapor
edilmistir. Uremide gozlenen enflamasyon-oksidatif stres kisir dongiisii birlikte
dikkate alindiginda; hem sonu¢ hem de sebep gibi goziken AOPP’nin plazma
seviyelerinin azaltilmasiyla, tedavi performansinin iyilestirebilecegi aciktir. Saglikli
goniillilerden ve hemodiyaliz hastalarindan izole edilerek AOPP ve zimosanla
uyarilan notrofillerin gosterdigi artmis solunum patlamasi cevabi; ortama eklenen

NAC ile AOPP grubunda 6nlenebilirken; zimosan grubunda dnlenememistir (88).

Literatirde HD tedavisi alan SDBY hastalarinda AOPP diizeylerinin saglikli
goniillillere gore yiikseldigini (27,66,69,70,81,89-93); diger taraftan HD isleminin
yiikksek AOPP diizeylerini daha da yiikselttigini (27,67,92,93), degistirmedigini (70,
89,90,92,93) ve azalttigini (66) bildiren farkli ¢calismalar bulunmaktadir.

HD isleminin AOPP degerlerini azalttigin1 6ne siiren Sarpkaya ve ark (66), bu
bulgularini, diyaliz islemi sonunda kontrol grubu diizeylerine yaklasan tiyol
degerlerinin olustugdugu ilave antioksidan etkiye baglamislardir. AOPP yapisindaki
disiilfid baglarinin tiyol gruplart ile kismen rediiklenebilecegini ve dolayisiyla

plazma AOPP degerlerinin bu nedenle diismiis olabilecegini ifade etmislerdir (66).

HD isleminin AOPP seviyelerini degistirmedigini One siiren c¢aligmalar farklh

mekanizmalar One siirmiislerdir:

Her ikisi de yiiksek akim olan, farkli diyalizer (polisiilfon ve seliiloz triasetat) ile HD
sonunda degismeyen AOPP degerlerinin; diyaliz sonunda normal bulunan notrofil
oksijen radikal iiretimine ve AOPP’nin biiyiikk molekiil agirligina bagl olabilecegini
belirtmislerdir. Iki farkli diyalizer arasinda, nétrofil oksijen radikal iiretimi ve protein
oksidasyonu acisindan bir fark bulunamamistir (90). Birbirine benzer iki ¢alismada,
sentetik (92,93) ve seliiloz triasetat (93) membranlarinin yiiksek (92,93), orta (93) ve
diisiik (92,93) akim ile ¢alisan tiplerinin kullanilmasi sonucunda benzer sonuclar elde
edilmistir. Kullanilan membranin yiiksek akim olusu HD giris-¢cikis AOPP farka
olusturmazken (92,93); orta (93) ve diisiik (92,93) akim membranlarla HD sonunda
daima daha yiikksek AOPP degerleri elde edilmistir (92,93). AOPP’nin yiiksek
molekiil agirligt goz Oniine alinirsa; kiiciik por c¢apina sahip disik akim
membranlardan gecemeyen AOPP birikmekte, bir seans (93) ve 8 haftalik (92) HD

periyodu sonunda baslangica gore yiiksek bulunmaktadir. Akim farki gdzetmeksizin
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tiim periyotlarin hem giris hem de ¢ikis AOPP degerlerinin, kontrol grubuna gore
yiiksek bulundugu bu calismalarda, yiiksek akimli HD isleminin AOPP klirensini
artirdigr gosterilmistir (92,93). Protein oksidasyon belirteci olan AOPP, ayni
zamanda in vivo biyolojik etkilere sahip, monosit aktivasyonu da yapabilen bir
triindiir (34). AOPP degerlerinin, yiikksek akim membranlarla uzaklastirilarak diyaliz
sonrasi artisinin dnlenmesi (92,93), bu hastalarda varlig1 kabul edilen ve pek ¢ok
KBY komplikasyonu patogenezinden sorumlu tutulan mikroenflamasyon/oksidatif
stres dongiisliniin derecesi ve yayginliginin azaltilmasinda Onemli bir Kkatki

saglayabilir.

Literatiirde HD isleminin AOPP diizeylerini arttirdigin1 tespit eden c¢alismalar
(27,67,81,92,93); bu degisikligi membranin diisiik akim olmasina (92,93) veya
membranin notrofil aktivasyonu yapmasma (27,67,81) baglamiglardir. AOPP
degerlerini artirmada, membranin farkli yapida olmasmin (rejenere seliiloz ve

polisiilfan) etkili olmadig1 da iddia edilmistir (67).

Bu calismada HD isleminin plazma AOPP diizeylerini yaklasik iki kat artirdig tespit
edilmistir. Plasebo grubunda diyalizle belirgin yiikselen AOPP diizeylerinin;
kullanilan seliiloz diasetat membranlarinin diisitk akimli olmas ile iligkili olabilecegi
diistintilebilir. Ayrica ve daha onemli olarak, bu yiikselmeden HD sonras1 daha da
yiikseldigi belirlenen MPO-HOCI sisteminin sorumlu oldugu one siiriilebilir. HD
seans1 sirasinda akut yilikselme gosteren oksidatif olaylar, seanslar arasi donemde
plazma diizeyleri giderek artan iiremik toksinlerin oksidatif etkileri ile siireklilik
gosterir. Diger bir ifade ile, HD hastalar seanslar arasi hafif, seans ic¢i siddetli olmak
tizere “siirekli bir oksidatif hasar ile kars1 karsiyadirlar” gibi goziikmektedir. Bunu
destekler sekilde, bu calismada HD giris MPO degerlerinin literatiir kontrol grubu

MPO degerlerinden yiiksek olusunu da tekrar vurgulamak onemli olabilir.

Serbest oksijen radikallerinin protein zincirinde bulunan prolil, lizil, arjinil ve treonil
gibi amino asit artiklar1 ve/veya peptid baglariyla ya da sisteinil, lizil, histidil
artiklarinin lipid ya da karbohidratlardan tiireyen reaktif karbonil bilesikleri ile
etkilesimi sonucu protein iizerinde olusan PCC, erken oksidatif protein hasarinin

gosterilmesinde, siklikla kullanilmaktadir (25).

Uremide diizeyleri artan reaktif karbonil bilesiklerinin (PCC’yi de kapsayacak

sekilde) proteinlerde meydana getirdigi karbonil modifikasyonlara “karbonil stres”
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adin1 veren Miyata ve ark (32); oksidatif stres kaynakli da olabilen bu molekiillerin
ateroskleroz, KVH vb pek c¢ok fizyopatolojik sonucglara yol agabilecegini One

stirmiislerdir.

Esit konsantrasyonda (10 mM) HOCI ve H,O, ile in vitro inkiibe edilen plazma
orneklerinde, HOCI’nin H,O,’den ~120 kat daha fazla PCC olusumuna neden oldugu
bildirilmistir (85). AOPP’nin yani sira, MPO-HOCI’'nin sorumlu oldugu oksidatif
hasarlarin takibinde plazma PCC diizeylerinin de bir biyomarker olarak

kullanilabilecegi sdylenebilir.

AOPP’nin yani sira, giivenilir bir oksidatif stres marker’t olarak kabul edilen
PCC’nin; HD hastalarinda saglikli goniilliilere gore yiikseldigini (8,66,85,90,92-97);
ayrica HD isleminin yiiksek olan PCC diizeylerini daha da yiikselttigini (90,92,97),
degistirmedigini (8,66,85,93) ya da azaltifimm (92,93) bildiren calismalar

bulunmaktadir.

HD hastalarinda yiiksek bulunan PCC diizeyleri, hem oksidatif strese bagli RCC
olusumunun artmasina hem de antioksidan kaybina bagli RCC detoksifikasyonunun

azalmasina baglanmistir (96).

PCC diizeylerinin HD islemi ile degismedigini bildiren calismalar (8,66,85,93) farkli
goriisler ortaya atmislardir: diyaliz sirasinda (8,85) veya diyaliz sonunda (85) PCC
olusumuna neden olabilecek herhangi bir oksidasyon séz konusu degildir; PCC
olusumuna HD islemi degil, renal yetmezligin bizzat kendisi ya da intradiyalitik
artan MPO’nun interdiyalitik donemde yaptig1 protein oksidasyonu etkisi neden
olmaktadir (66); kullanilan membranin diisiik ve orta akim hizina sahip olmasi1 PCC

diizeylerini belirlemede daha 6nemlidir (93).

Her ikisi de yiiksek akim olan farkli diyalizerler (polisiilfon ve seliiloz triasetat) ile
yapilan HD islemi sonunda artan PCC degerlerinin; diyalizin erken donemlerinde
artis gosteren notrofil oksijen radikal iiretimininin bir sonucu oldugunu One siiren
Ward ve ark (90)’na tezat olarak; yiiksek akim polisiilfon (92, 93) ve seliiloz triasetat
(93) kullanan baska calismalarda diisik molekiill agirligindan dolayr PCC
diizeylerinin azaldigr (92,93), kiiciik por capina sahip diisiik akim polisiilfon
membranla klirensinin azalmasina bagh arttigt (92) veya degismedigi (93)

bildirilmistir
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Iki farkli (kuprofan ve polisiilfon) memran kullanilan bir calismada; PCC
diizeylerinin diyaliz sonunda kuprafon membran ile yiiksek, polisiilfon membran ile
degismemis oldugu belirlenmistir. Bu durum kuprafon membranin oksidatif stresi

daha ¢ok uyardigr seklinde yorumlanmistir (97).

Bu calismada plasebo grubunda diyaliz sonunda PCC diizeylerinin, AOPP
degerlerine benzer sekilde, dnemli Olciide yiikseldigi gozlenmistir. Hem AOPP hem
de PCC’nin yiiksek degerleriyle ifade edildigi gibi, HD islemi ile tetiklenen MPO-
HOCI sisteminin seans sirasinda belirgin bir protein oksidasyonuna neden oldugu
sOylenebilir. Diger taraftan, bu calismada diisitk akim hizina sahip seliiloz diasetat
membranlarinin kullanimina bagli, uzaklastirllamayan PCC’nin birikiyor oldugu da

One siiriilebilir.

Oksidatif stres nedeniyle olusan tiyol kayb1 Himmelfarb ve ark (85) tarafindan “‘tiyol
stres’” olarak adlandirilmistir. Tiyol stres hem protein oksidasyonunu hem de

antioksidan giiciin kaybin1 gdstermesi bakimindan 6nemlidir.

Tiyol bilesiklerinin secici olarak HOCI ve kloraminleri yakaladigi bilindiginden,
plazmada HOCl’yi yakalayan en Onemli antioksidanin tiyol oldugu soylenebilir.

Albiimin serbest tiyol gruplarindan dolay1 plazmanin en 6nemli antioksidanidir (17).

In vitro kosullarda plazma 6rnekleri, 10 mM HOCI ve 10 mM H,O, ile inkiibe
edildiginde, HOCI’'nin H,O’ye gore tiyol konsantrasyonunda yaklasik ii¢ kat daha
fazla azalma meydana getirdigi bildirilmistir (85). Himmerfalb ve ark (85)’nin
yaptigt bu calismanin sonuclarina dyanarak, tiyol oksidasyonundan HOCI nin
sorumlu oldugu; diger bir ifade ile tiyoliin HOCI’yi yakalayan en 6nemli antioksidan

oldugu sdylenebilir.

Tiyol diizeylerinin, saglikli goniillillere gore HD hastalarinda azaldig: (5,8,66,84,
85,90,94,95); diyaliz oncesi diisiik olan tiyol diizeylerinin ise diyaliz sonrasinda

yiikseldigi (8,66,84,85,90) bildirilmektedir.

HD tedavisi alan ve almayan KBY hastalarinin RCC ve tiyol diizeyleri arasinda fark
bulamayan Mimic Oka ve ark (94), KBY derecesinin siddeti ile yiiksek RCC ve
diisiik tiyol diizeyleri arasinda herhangi bir iliski gosterememislerdir. Numerik olarak
en diisiik tiyol ve en yiiksek RCC seviyelerinin HD grubuna ait olmas1 da; KBY’de
stiregelen oksidatif stresin HD islemi sirasinda akut alevlenme gosterdigi seklinde

yorumlanmustir.
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Gerek yiiksek akim-biyouyumlu gerek diisiik akim-biyouyumsuz iki membranla
yapilan HD isleminde, plazma tiyol diizeylerinin seans boyunca giderek yiikseldigini
ve HD sonunda normal diizeye ulastigini bildiren Himmerfarb ve ark (85); liremik
hasta plazmasinda protein oksidasyonuna neden olan kiiciik molekiil agirlikls,
diyalizabl toksinlerin var olabilecegini One siirmiislerdir. HD sonrast 30. ve 60.
dakikalarda bile degismeyen tiyol degerleri ise, diyaliz sonunda oksidasyon olmadigi

seklinde yorumlanmustir (85).

Yiiksek akima sahip iki farkli membran (polisiilfon/seliiloz triasetat) ile plazma tiyol
degerlerinin, HD sonunda artarak normal diizeye ulagsmasi; serbest aminotiyoller
ve/veya protein —SH gruplarina geri doniisiimlii baglanan {iremik toksinlerin

uzaklastirilmasi sonucu olabilecegi bildirilmistir (90).

Diisiik akim seliiloz diasetat membran ile gerceklestirilen bu calismada da literatiirle
uyumlu olarak, HD 6ncesi diisiik olan tiyol diizeylerinin HD sonunda yaklasik iki kat

yiikseldigi belirlendi.

Bu calismada MPO, AOPP ve PCC gibi oksidatif stres parametrelerinin HD sonunda
yiikkselmesine bagli olarak azalmasi beklenen tiyol diizeylerinin de artmis bulunmasi
tezat gibi goriinse de; bu bulgu diyalizle uzaklastirilan {iiremik toksinlerden
kaynaklanan oksidasyonun, hem yayginlik hem de etkinlik bakimindan, ne denli
biiyiik oldugunu yansitabilir. Diger bir ifadeyle liremik sartlarda gerceklesen kronik
oksidatif stresin, bu hastalarda gozlenen KVH patogenezinde en az HD islemi

sirasinda olusan akut oksidatif stres kadar etkili oldugu sdylenebilir.

Karacigerde sentezlenen, arilesteraz, paraoksonaz ve laktonaz aktivitesine sahip,
glikoprotein yapisinda kalsiyum bagimli ester hidrolaz olan PON1; dolasimda HDL-
C yapisinda tasinir (47).

HDL-C’nin, sadece ters kolesterol transportunu gergeklestirerek degil ayni zamanda
PONI1 aktivitesiyle LDL-C’yi oksidasyondan koruyarak da etki gosterdigi ©ne
stirilmektedir. PON1’in antioksidan etkilerinden sorumlu olan aktif bdlgesinin
sisteinden zengin olmast, bu enzimi ayn1 zamanda oksidatif stres i¢in ideal bir hedef

haline getirmektedir (98).

Literatiirde HD hastalarinda PONI aktivitesinin saglikli goniilliillere gore diisiik
oldugu (5-7,12,13,70,84,99); hemodiyaliz islemi ile PONI1 aktivitesinin diyaliz
sonunda degismedigi (84) ya da yiikseldigi (6,70,99) bildirilmektedir.
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Yapilan calismalarda HD hasta grubunda saglikli goniilliillere géore PON1 aktivitesi,
HDL-C ve Apo-Al seviyelerinin belirgin distigi (7,12,13,70); HDL-C ile
standardize edilmis PONI aktivitesinin diistiigii (13) veya degismedigi (7,12,84);
Apo-Al ile standardize edilmis PONT1 aktivitesinin diistiigii (13) veya degismedigi
(7) bildirilmistir. PONI1 aktivitesinde gozlenen bu azalmanin, bu hastalarda
saptananan HDL-C ve Apo Al disiikliigiine (7,12), liremik ortamin bir sonucu
olabilecegine (7,12) ya da HDL-C ve Apo-Al seviyelerindeki degisikliklerden

bagimsiz (13) olabilecegine dair teoriler vardir.

Farkli doz ve siirelerde olmak iizere, HD hastas1 plazma ultrafiltratlan ile inkiibe
edilen saglikli kisi plazmalarinda PONI1 aktiviteleri incelendiginde; ultrafiltrat
dozuna ve inkiibasyon zamanina bagimli olarak PON1 aktivitesinin ii¢ kat azaldig
goriilmiistiir. Ayni ¢alismanin in vivo boliimiinde, hastalara ait HDL-C degerlerinde
anlamli bir degisim olmaksizin, PON1 aktivitelerindeki artigin, diyaliz etkinligi ile
yiiksek korelasyon gostermesi, PONI1 iizerine inhibitor etki yapan tiremik toksinlerin

HD islemi ile uzaklastirilmasina baglanmistir (70).

Gugliucci ve ark (99), saglikli goniillilere gore HD hastalarinda ii¢ kat yiiksek
bulunan akrolein ve diisik bulunan PONI1 diizeylerinin HD isleminden sonra
sirastyla % 32 azaldigi ve % 20 arttigr bildirilmistir. HD sonras1 diisen akrolein ile
yiikkselen PONI1 aktiviteleri arasinda belirlenen anlamli korelasyonlar, bu iki
parametre arasinda neden/sonug¢ iligkisi olabilecegi bi¢iminde yorumlanmistir.
Arastirmacilara gore, HD hastalarinda yiikselen akrolein, antioksidan etki gosteren
aktif bolge i¢in kritik olan sistein artigini modifiye ederek, PON1 inaktivasyonuna

neden olmaktadir (99).

Buna benzer sekilde, Sutherland ve ark (100) saglikli kisilerden elde edilen serum
orneklerini esit konsantrasyonlarda HOCI veya H»O; gibi oksidanlarin giderek artan
miktarlariyla inkiibe ettiklerinde; H,O, ile neredeyse hi¢ degismeyen PONI
aktivitesinin HOCI ile doza bagimli olarak azaldigini gostermislerdir. HOCI ile
PON1 aktivitesinde olusturulan etki, HD hasta serumlariyla da tekrar elde edilmistir.
Diger bir ifade ile, HOCI ile inkiibe edilen serumun iiremik olusu, ilave PON1
azalisina neden olmamistir. PON1 aktivitesinde gozlenen bu azalma HOCI ile

beraber ortama eklenen sistein ve lizin ile tamamen 6nlenebilmistir (100).
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Bu calismada da literatiirle uyumlu olarak diyaliz sonrasinda Ol¢iilen PON1
aktiviteleri, yiikselmis olarak bulundu. Uremik toksinlerin diyalizle uzaklastiriimasi
ile arttig1 diisiiniilen tiyol diizeylerinin, “sacrificial-kurban” antioksidan gorevi
gorerek, diyaliz sirasinda ortaya cikan SOR tiirevlerine kars1 ilk miidahaleyi yaparak
PONT’1 oksidatif modifikasyonlardan korudugu one siiriilebilir. Diger bir ifadeyle,
diyaliz sirasinda antioksidan olarak tiiketilenden ¢ok daha fazla oranda tiyol grubu
tiremik toksin baskisindan kurtulmakta; sonug itibariyle seans i¢inde tiiketilmesine

ragmen diyaliz sonunda yiiksek bulunmaktadir.

Dolasimda bulunan PONI1, HDL-C yapisinda yer aldigindan, HDL-C
konsantrasyonundaki degismeler de PON1 diizeylerini etkileyebilir. HDL-C ve/veya
Apo-Al degisimine bagli PON1 degisimlerini notralize etmek i¢cin, PON1/HDL-C ve
PON1/Apo-Al oranlan ile PON1 diizeylerini karsilastiran calismalar da, PON1
bulgularinin degistigi (13) ya da degismedigi (7,12,84) One siiriilmiistiir. Bu
calismada plasebo grubu HD cikisina ait HDL-C diizeyleri ¢alisiimadigindan; PON1
diizeylerinde belirlenen bu yiikselmenin HDL-C artisina bagli bir degisim olup

olmadigina karar verilemedi.

Serbest tiyol grubu iceren bir amino asit olan Hcy’in yiikselmis plazma diizeyleri,

KVH icin bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (101).

Saglikli goniilliilere gore, HD hastalarinda homosistein diizeylerinin yiikseldigi
(84,102-106) veya degismedigi (107); HD oOncesi yiiksek olan homosistein
diizeylerinin diyaliz sonunda azaldigi (75,84,102-106) veya degismedigi (107)
bildirilmektedir.

Hemodiyaliz isleminin plazma homosistein diizeylerini % 40 (106), % 38.6 (104) %
23.7 (102) ve % 19 (103) gibi farkli oranlarda azalttig1; bu azalmanin diyaliz teknigi
(102-104) ve diyaliz siklig1 (102) ile iliskili olabilecegi bildirilmistir. Bu azalmanin
plazma serbest Hcy fraksiyonunun ve/veya Hcy metabolizmasindaki enzimler
lizerine inhibisyon yapabilen, liremik toksinlerin diyaliz ile uzaklastirilmasina bagh

olabilecegi One siiriilmiistiir (102,106).

Bu calismada da literatiirle uyumlu olarak plasebo grubu HD sonrasi Hcy
diizeylerinin yaklasik % 40 azaldigi gosterildi. Hcy metabolizmast enzimleri
lizerinde iiremik toksinlerle olusturulan inhibisyonun, HD islemi ile ortadan

kaldirildig1 ve bdylece metabolize olabilen Hcy miktarinin artirildigi sdylenebilir. Bu
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calismada plasebo grubuna ait, laktonaz aktivitesine de sahip olan, plazma PON1
aktivitelerinin HD sonunda yiikselmesi de (~% 20); Hcy azalmasinin muhtemel bir

nedeni olarak sayilabilir.

N-homosisteinilasyon  reaksiyonlarina  kolayca  girmesi  nedeniyle, Hcy
toksisitesinden sorumlu ana molekiil olarak kabul edilen Hcy-tiyolakton (Hcy-T),
PONT’in laktonaz aktivitesi ile Hcy’ye doniistiiriiliir (51). Hcy’nin non-diyalizabl
protein kompleksleri seklinde viicutta birikimine neden olabilen Hcy-T nin artmis
PONI1 aktivitesine bagli olarak daha az reaktif Hcy’ye doniistiiriilmesinin faydali
olabilecegi diisiiniilebilir. Bu calismada ve literatiirde (8,66,84,85,90) gosterildigi
gibi, HD islemi ile yiikselen tiyol gruplarinin, hem aktif bolgesinde serbest tiyol
grubu iceren PON’in aktivitesini arttirdigt hem de Hcy’nin serbest tiyol grubu

oksidasyonu ile cesitli reaksiyonlara girmesini onledigi diisiiniilebilir.

Yiikselmis oxLLDL diizeylerinin, koroner arter hastaliginin siddetini belirlemede
onemli bir marker oldugu gosterilmistir (55). In vivo oxLDL olusumundan, metal
aracili1 oksidasyondan ziyade arteriyel duvarda hiicre aracili oksidatif, enzimatik
aktivitenin rol oynadig1 belirtilmektedir (108). Arteriyel duvarda &zellikle MPO-
H,0,-NO,: sistemi tarafindan lipid peroksidasyonuna neden olan reaktif nitrojen
tiirleri olugmaktadir (55). Prospektif bir calismada 4 yil izlenen 94 HD hastasina ait
oxLDL’ye kars1 gelisen otoantikor seviyeleri ile kardiyovaskiiler mortalite oranlari

arasinda anlamli iliskiler gosterilmistir (109).

In vitro bir ¢calismada HD tedavisi uygulanan hastalarda HDL-C yoklugunda bakirla
indiiklenen LDL oksidasyonunda, lag fazinin kisaldigi; yani LDL’nin oksidasyona
duyarliliginin belirgin sekilde arttigi gosterilmistir. Yazarlar bu durumu HDL ile

iliskili PON1 enziminin yoklugu ile iliskilendirmislerdir (72).

Yapilan literatiir taramasinda HD hastalarinda saglikli goniillillere goére oxLDL
diizeylerinin arttig1 (107); HD isleminin oxLDL diizeylerini yiikselttigi (110-112) ya
da degistirmedigi (107,110,112,113) bildirilmektedir.

Bir kisminda diyabet bulunan 48 HD hastasinda, vaskiiler kalsifikasyonu olanlarda
daha belirgin olmak iizere, HDL-C diizeylerinin diisiik, oxLDL/LDL-C oraninin ve
CRP diizeylerinin yiiksek oldugu gosterilmis; kardiyovaskiiler hastaliklar ile

periferik vaskiiler hastaliklarin iligkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (71).
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E vitamini ile kaplanmig seliiloz (110) ve polisiilfon (111) membranlar ile
kaplanmamus seliiloz (110), polisiilfon (107,111) membranlarin tek seans kullanimini
inceleyen calismalarda; kaplanmamis membranlarla diyaliz sonrast oxLDL
diizeylerinin arttig1r (110,111) ya da degismedigi (107); E vitamini kaplanmis
membranlar da ise arttig1 (111) ya da degismedigi (110) bildirilmistir. Tek seanslik
HD isleminin iki membran arasinda fark olusturmadigini, diyaliz membraninin E
vitamini ile kaplanmasinin akut olumlu bir etki gostermeyerek oxLDL farki
yaratamadig1 gosterilmistir (111). Kronik olarak (18 ay) polisiilfon membran
kullantminin oxLDL diizeylerinde fark olusturmadigi; farkli bir gruba 6 aylik E
vitamini kapli polisiilfon ve ardindan 12 ay polisiilfon membran ile HD yapildiginda;
6. ayin sonunda oxLDL diizeylerinde baslangica gore anlamli bir azalma
belirlenmistir. Bunu takiben uygulanan E vitamini kaplanmamis polisiilfon membran
uygulamast (12 ay), E vitamini uygulanan periyoda gore oxLDL’yi artirmis ancak
calisma ilk baslangi¢c degerlerine gore farksiz bulunmustur. Morimoto ve ark (111),
bu bulgulart “HD islemi ile artan oksidatif stres, antioksidan E vitamini ile kaph

membran tarafindan elimine edilebilir” seklinde yorumlamislardir.

Polisiilfon ve kuprofan membranlarla yapilan HD isleminin oxLDL diizeylerini
etkilemedigi; oxLLDL’yi etkileme bakimindan da membranlar arasinda fark olmadigi
One siirlilmiistiir. Serum vitamin E diizeylerinin diismesine neden olan kuprofan
membranla yapilan HD isleminde oxLDL degerlerinin etkilenmemesi, hemodiyaliz
sirasinda olusan yeni oxLLDL bilesiklerinin hizli bir sekilde uzaklastirilmasi ile

aciklanmistir (113).

Diisiik akim selilloz diasetat membran kullanilan bu calismada, HD sonrasinda
plasebo grubunda oxLLDL diizeylerinde numerik bir artisa ragmen istatistiki bir fark
olmadigr belirlendi. HD islemi ile yiikseldigi belirlenen MPO-HOCI sistemine bagh
olarak artmasi beklenen oxLDL diizeylerinin, artmis PONI aktivitesi nedeniyle
degismedigi diisiiniilebilir.

Kronik bobrek yetmezliginde, SOR iiretiminde artma ve antioksidan defansta
yetersizlikle seyreden bir oksidatif stres soz konusudur. Hemodiyaliz islemi oksidatif
stresin daha da artmasina neden olur. KBY’de ateroskleroz, diyalize bagh
amiloidozis, anemi, malniitrisyon ve artmis kanser riskinin patogenezinde rol
oynayan oksidatif stres, morbidite ve mortaliteyi artiran onemli sebeplerden biridir.

Bu nedenle KBY’de oksidatif stresi azaltmak icin, enflamatuvar hiicre
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aktivasyonunun ve mediyatorlerinin azaltilmasi, antioksidan etkili terapotik ajanlarin
tedaviye eklenmesi Onerilmektedir. Bu hastalarda statin kullanimi veya artirilmis
diyaliz dozuna ragmen azaltilamayan KVH riskinin, vitamin C ve E uygulamalar ile
azaltildiginin gosterilmesi; antioksidan kullanimini daha fazla dnemsemenin daha

faydali sonuglar iiretecegini diisiindiirebilir (114).

Iki yi1 boyunca 800 U/giin E vitamini verilen 196 HD hastasinda, KVH riskinde
belirgin azalma gozlenmesine ragmen total 6lim ve kardiyovaskiiler 6liim nedenleri

arasinda herhangi bir fark gozlenmedigi bildirilmistir (115).

SDBY’li hastalarda gozlenen oksidatif stresin ana sorumlusunun, kronik olarak
tiremik toksinlerle ve/veya akut olarak diyaliz islemi ile aktiflesen notrofil-MPO-
HOCI sisteminin oldugu diisiiniildiigiinde; tedavide hangi antioksidanin kullanilacag:
onem kazanmaktadir. Tiyol bilesiklerinin secici olarak HOCI ve kloraminleri
yakaladigr ve plazmada HOCI’yi yakalayan en Onemli antioksidanin tiyol oldugu
diisiiniildiiginde (17); serbest tiyol gruplarina sahip olan NAC’in (57,58) HD
hastalarinda oksidatif stresin azaltilmasina yonelik en ideal tedavi yaklasimi

olabilecegi sdylenebilir.

Sistein amino asidinin N-asetil tiirevi olan NAC (57), yillardir mukolitik ajan olarak
solunum sistemi hastaliklarinda kullanilmaktadir. Mukolitik etki; NAC’1in sahip
oldugu serbest tiyol grubu ile balgamin mukoprotein yapisindaki disiilfid kopriilerini

kirmasina ve boylece balgamin viskozitesini azaltmasina baglanmaktadir (14,58).

HD hastalarina oral NAC uygulayan ¢aligmalar; 2x600 mg/giin (116-119), 3x200
mg/giin (120), 1x600 mg/giin (121) gibi farkli dozlar ve iki haftadan (116) 14.5 aya
(117) kadar degisen siireler tercih etmislerdir. Diyaliz seansi sirasinda iv NAC
kullanan calismalarda ise, genellikle 5 gr/seans (102,104,106) tercih edilmistir.
Saglikli bireylerde plazma Hcy diizeylerini etkin sekilde diisiirebilen dozun iv 50
mg/kg olmas1 (122) ve kontrast madde ile indiiklenen nefropatiyi dnleyebilen dozun
iv 150 mg/kg olmas1 (123) nedeniyle; bu calismada kullanilacak NAC dozunun iv 50
mg/kg viicut agirligi olmasina karar verildi. Plasebo uygulamasinin yapildig: seansi
takip eden ardisik iki seans ig¢in, hastalara seans baslangicindan sonuna kadar,

arteriyel yoldan SF i¢cinde NAC uygulandi.

Literatiirde saglikli goniilliilere (122,124-126), seans i¢i (75,102,104,106,127,128) ve
seanslar arasi (116-121,129-131) olmak iizere HD hastalarina; oral (116-121,129-
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131) veya iv (75,102,104,106,127,128) NAC uygulamasi yapan ¢aligsmalarin cogunda
herhangi bir yan etki rapor edilmemistir. Sadece bir calismada 10 ardisik HD seansi
boyunca iv NAC (5 g, % 5 glukoz icinde) verilen hastalarda, goriilme sikliklar1 %
6’y1 gecmeyecek sekilde; abdominal agri, tasikardi, hipotansiyon, kasinti1 gibi yan
etkiler rapor edilmistir (127). Bu calismada iki HD seansi boyunca iv 50 mg/kg

dozunda uygulanan NAC ile belirgin hicbir yan etki gdzlenmemistir.

Saglikl1 goniilliilere 2 giin boyunca 2x600 mg/giin oral verilen NAC’tan 4 saat sonra
kreatinin ve iire diizeylerinin azaldigi, GFR’nin arttig1, sistatin C diizeylerinde
degisiklik olmadigi bildiren Hoffmann ve ark (125), NAC’1n kreatinin, BUN ve GFR
degerlerine dogrudan etkilerinin olabilecegini One siirmiislerdir. Moist ve ark (132)
tarafindan daha yakin zamanda yapilan diger bir calismada, Hoffmann ve ark
(125)’nin bulgularina zit sonuglar elde edilmistir. SDBY hastalarina 2x1200 mg/giin
dozunda, 2 giin uygulanan oral NAC tedavisinin, kreatinin (serum/idrar), sistatin C,
idrar protein diizeyi ve GFR gibi rutin bobrek fonksiyon testlerini etkilemedigi
gosterildiginden, NAC uygulamasinin hastanin var olan renal fonksiyonlari iizerine
olumsuz bir etki gostermedigi One siiriilmiistiir (132). Hatta kronik HD hastalarina
2x1200 mg/giin oral NAC uygulamasinin rezidiiel renal fonksiyonlar: diizelttigi de
bildirilmistir (116). Bu calismada plasebo grubu HD giris degerleri ile NAC-2 grubu
HD cikis degerleri karsilastirildiginda, HD islemi ile BUN, kreatinin gibi testlerde

gozlenen azalmalara, NAC tedavisinin ilave bir etkisi olmadig1 goriildii.

SDBY hastalarinda gozlenen lipoprotein anormallikleri, bu hastalarda gozlenen
artmis KVH riskini aciklamada suclanan faktorlerden biridir. Cesitli kolesterol
diisiiriicli tedavilerin beklenen klinik faydalar1 vermemesi, bu hastalarda genellikle
referans sinirlar icinde rapor edilen LDL-C diizeylerinin aterosklerozdan sorumlu
olmadigini isaret etmektedir. Bu hastalarda gozlenen aterojenik etkilerden, oksidatif
strese sekonder olusan oxLDL’nin sorumlu oldugu fikri giderek Onem

kazanmaktadir.

Diyaliz tedavisi alsin almasin, SDBY hastalarinda tespit edilen diisiik HDL-C
diizeylerinin; hem ters kolesterol tasinmasini azaltarak hem de PONI1 enzim
aktivitesinde eksiklige neden olarak, ateroskleroza katki  yapabilecegi
diisiiniilmektedir. Oksidatif stresle iligkili bu bulgular, SDBY hastalarinda gelisen

artmis KVH riski ile miicadelede, sadece lipoprotein metabolizmasinin degil ayni
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zamanda oksidan-antioksidan dengenin de dikkate alinmasi gerektigini

diistindiirmektedir (68).

Kolesterolden zengin diyetle 8 hafta beslenen ratlara, ip yoldan diisiik, orta ve
yiikksek doz (25, 50 ve 100 mg/kg/giin) NAC uygulandiginda; plazma TG diizeyinin
diisik ve yiiksek dozlarda; TC diizeylerinin ise sadece yiiksek dozlarda diistiigii
belirlenmistir. Karaciger dokusunda ise TC diizeylerinin her ii¢ dozla, TG

diizeylerinin ise yiiksek dozda diistiigli gozlenmistir (133).

Bobrek fonksiyonlart normal hiperlipidemik 10 hastaya, farkli dozlarda (1200, 2400
ve 3600 mg/giin) 4 hafta uygulanan NAC ile; hicbir dozda TC, TG ve lipoprotein (a)
diizeylerinin degismedigi, HDL-C diizeylerinin ise doza bagimli bir tarzda olmak
tizere, en yiksek dozda ~10mg/dL-% 16.2 yiikseldigi gozlenmistir. HDL-C
diizeylerindeki artist; lipoprotein lipaz aktivitesindeki artisa ve/veya hepatik lipaz
aktivitesindeki inhibisyona baglayan yazarlar, NAC’1n HDL-C diizeylerini modiile
etmede ilging bir farmakolojik ajan olabilecegini 6ne siirmiislerdir (134). Renal
transplantasyon yapilan, bobrek fonksiyonlari stabil 25 hastaya 8 ay boyunca 2x600
mg/giin oral NAC uygulandiginda; HDL-C diizeylerinin yiikseldigi, TC, LDL-C ve
TG diizeylerinin degismedigi belirlenmistir (135).

Literatirde HD hastalarina uygulanan NAC tedavisinin lipid profiline etkisini
inceleyen sadece bir calismada; oral, 6 ay boyunca, 600 mg/giin NAC tedavisi alan
HD hastalarinda TG, TC, LDL-C ve HDL-C diizeylerinde bir degisiklik

godzlenmemistir (119).

Bu calismada plasebo grubu HD giris degerleri ile NAC-2 grubu HD cikis degerleri
karsilastirildiginda, HDL-C diizeylerinin arttigi ve TC, TG, LDL-C diizeylerinin
etkilenmedigi goriildii. Plasebo grubu c¢ikis ve NAC giris diizeyleri ¢alisiimadigindan
bu degisikliklerin HD islemine mi yoksa NAC tedavisine mi bagli olduguna karar

verilemedi.

GSH sentezini artirdigi; glukoz 6 fosfat dehidrogenaz, glutatyon rediiktaz gibi
antioksidan enzim aktivitelerini artirdigi; HOCI, HO" ve H,0, gibi SOR tiirevleri ile
dogrudan reaksiyona girdigi; NO iiretim ve etkisini artirarak vazodilatator etki
gosterdigi (57,58) bilinen NAC’1n, kronik HD hastalarina farkl: siire/dozlarda oral
uygulamalar1 sonucunda; plazma MDA diizeylerinin diistiigii [2x600 mg/giin/1 ay]
(131) veya degismedigi [2x600 mg/giin/1 ay] (118); SOD, GSH-Px, katalaz gibi
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antioksidan enzimlerin ve total antioksidan kapasitenin etkilenmedigi (118);
aneminin diizeldigi, total antioksidan kapasitenin arttig1 ve 8-izoprostan diizeylerinin
azaldigr [3x200 mg/giin/4 ay] (120); ADMA, arjinin ve sistein diizeylerinin
degismedigi [1x 600 ve 1x1200 mg/giin/2 hafta] (121) rapor edilmistir.

Periton diyalizi ile tedavi edilen hastalara, 2x600 mg/giin oral NAC’in § hafta
uygulanmasindan sonra, IL-6 diizeylerinde anlamli bir azalma, TNF-o, hsCRP,
pentraksin 3 diizeylerinde ise herhangi bir degisiklik olmadig: belirlenmistir (136).
Hemodiyaliz hastalarina tek bir seans sirasinda iv verilen NAC’1n (5 g) TNF-a ve 1L-

10 diizeylerini degistirmedigi (75) gosterilmistir.

Literatirde HD islemi sirasinda uygulanan NAC tedavisinin TNF-o diizeylerine
etkisini inceleyen baska bir ¢alisma bulunamamistir. Bu calismada plasebo grubunda
HD islemi ile gozlenen artis, NAC-1 ve NAC-2 gruplarinda da gozlendi. Plasebo,
NAC-1 ve NAC-2 gruplarinin TNF-a artis degisimlerinin sirasiyla % 55.6, % 29, %
36 oldugu gozlendiginde; NAC uygulamasinin “artis miktarinda azalma”ya neden
oldugu; ancak istatistiksel fark elde edilemedigi sdylenebilir. Diger bir ifade ile HD
islemiyle % 55.6 artis gosteren TNF-o degerleri, iki doz NAC uygulamasi ile
ortalama % 33 artis gostermistir. TNF-a diizeyindeki artisin, NAC ile azalma egilimi
gostermesi; NAC doz ve/veya siiresinin yetersizligine bagli olarak degerlendirildi.
Yiikselmis TNF-a degerlerinin diyaliz hastalarinda mortalite belirleyicisi oldugu
dikkate alinirsa (38), daha yiiksek doz ve siirelerle NAC uygulamasinin incelemeye

deger olacagi sdylenebilir.

[zole rat kalbi modelinde neopterinle olusturulan oksidatif stresin, NAC ile
onlenebildigini belirleyen Balogh ve ark (137); giiniimiizde hiicresel immiin sistem
aktivasyon gostergesi olarak kullanilan neopterinin, aym1 zamanda kronik
hastaliklarda siklikla gbzlenen kardiyak patolojilerin bir nedeni de olabilecegini 6ne
stirmiislerdir. Literatirde NAC tedavisinin neopterin diizeyleri iizerine etkilerini
inceleyen bir calisma bulunamamaistir. Bu ¢alismada, plasebo grubunda HD islemi ile
gozlenen neopterin diisiisii, NAC-1 ve NAC-2 gruplarinda da gozlendi. Ancak NAC
tedavisinin bu diisiise anlamli bir katkisinin olmadigi belirlendi. Neopterin
seviyelerini diisiirmeye yeterli insan NAC dozu hakkinda literatiir bilgisi

bulunamamasina ragmen, uygulanan doz ve/veya siirenin yetersiz kaldig: diisiiniildi.
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Gerek iiremik toksinler gerekse HD isleminin bizzat kendisinin basta notrofiller
olmaz ilizere, ¢esitli immiin hiicreleri aktive ederek oksidatif strese neden oldugu
bilinmektedir (63,64). KBY de gozlenen oksidatif hasar kaynaginin aktif notrofil-
MPO-HOCI sistemi oldugu (29) baz alinarak, NAC ile yapilan antioksidan tedavi

calismalarinda, farkli doz, uygulama yolu ve siiresi kullanilmistir.

Saglikli kisilerden elde edilen notrofillerin, 16 uM ve 35 uM konsantrasyonlarda
NAC ile inkiibasyonu, solunum patlamasini doza bagimli bir sekilde inhibe
edebilmistir. Ayrica yliksek dozda bile notrofillerin fagositoz ve bakteri 6ldiirme
yetenekleri etkilenmemistir. Oral 600 ve 1200 mg, tek doz NAC’in insanlara
verilmesi ile olusan in vivo konsantrasyonlara karsilik gelen bu diizeyler
karsilastirlldiginda; giinliik tek doz 1200 mg NAC tedavisinin kronik oksidatif stres
olusturan  hastaliklarda, = enfeksiyona  yatkinlhlk  olusturmadan,  giivenle

kullanilabilecegi One siiriilmiistiir (138).

Oral yoldan, 2 hafta boyunca, 600 mg/giin NAC verilen saglikli goniillillerden
calisma Oncesi, ila¢ verilmesinden 2 saat ve 2 hafta sonra izole edilen notrofillerin
solunum patlamasi kapasiteleri ve kemotaksi yetenekleri karsilastirildiginda; 2 saat
sonra etkisiz olan NAC’in 2 hafta sonunda bu parametrelerde belirgin diismelere
neden oldugu gosterilmistir. Ayrica in vitro NAC ile inkiibe edilen nétrofillerde
elastaz salinimi ve solunum patlamasi da inhibe edilebilmistir. Bu bulgularina
dayanarak Sadowska ve ark (126), hiicresel tiyol diizeylerini yiikselterek in vivo
redoks durumunda iyilestirici etki yapabilmek icin diisiik NAC dozlarinin daha uzun
stire kullanilmas1 gerektigini Onermislerdir. Diger taraftan notrofil aktivasyonunu
onleyebilmek icin de yiliksek NAC konsantrasyonlarinin gerekli oldugunu One

stirmiislerdir.

HSA ile HOCI inkiibasyonu sonucu elde edilen diisiik molekiil agirliklit AOPP (HSA-
AOPP)’nin, saglikli kisilerden izole edilen notrofillerde, konsantrasyona bagimli bir
sekilde, hem NADPH oksidaz hem de MPO aktivitelerini arttirdigi belirlenmistir
(88). Siddeti HSA-AOPP ile gozlenenden daha az olacak sekilde, benzer bulgular
sentetik ve seliiloz membranla HD yapilan hastalarin plazmalarindan elde edilen
yiikksek molekiil agirlikli plazma fraksiyonlar1 (yliksek molekiil agirlikli AOPP’ye
karsilik olacak sekilde) ile de elde edilmistir. Notrofil ve monositlerin 1 mg/mL NAC
ile On inkiibasyonu sonrasi tekrarlanan deneylerde, NADPH oksidaz ve/veya MPO

aktivitelerinin anlamli derecede azaldigi; benzer sonuglarin NAC benzeri glutatyon
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ve ditiyotreitol gibi molekiillerle de ortaya ¢iktigi gosterilmistir. 0.01 mg/mL gibi
daha diisik NAC konsantrasyonlarinda, monositlerde hala Onleyici etkiler
gozlenirken, notrofillerde Onleyici bir etki goriilmemistir. HD hastalarindan elde
edilen notrofillerin sagliklilara gore daha aktif oldugu, HSA-AOPP gibi uyarilara
daha da abartili cevaplar vererek daha fazla SOR iirettigi 6ne siiriilmiistiir. Uremik
hasta notrofillerinin 1 mg/mL NAC ile ©6n inkiibasyonu sonras: tekrarlanan
deneylerde s6z konusu bu uyarilmanin tamamen 6nlendigi belirlenmistir (88). Witko
Sarsat ve ark (88)’na gore; hiicrelerin AOPP indiiksiyonuna verdikleri solunum
patlamasi cevabi izlenerek, HD hastalarinda gozlenen oksidatif stresi azaltmaya
yonelik tedavi stratejilerinin etkinligi degerlendirilebilir. Diger bir ifade ile, liremik
hastalara uygulanan farkli antioksidan tedavilerin/molekiillerin  etkinligini
belirlemede, AOPP ile indiiklenen solunum patlamasi cevabi bir “marker” olarak
kullanilabilir. Yazarlara gore NAC ile gozlenen olumlu etkiler sadece onun
antioksidan etkilerine degil, ayrica ve biiylik oranda hiicre i¢i sinyal mekanizmalari
ile yaptig1 etkilesimlerle alakalidir (88). Her ne kadar dogrudan MPO aktivitesi
Olciilmese de, aktiflesen notrofillerin solunum patlamasi izlenerek, MPO cevabinin
dolayli olarak degerlendirildigi bu calismada, liremik hastalara NAC kullaniminin

faydali sonuglar doguracag: one siiriilmiistiir.

Literatirde HD hastalarina uygulanan NAC’in plazma MPO aktivitesi lizerine
etkilerini inceleyen sadece bir ¢alismaya rastlanilmistir. Oral, 2x600 mg/giin NAC’1n
6 ay uygulanmasi sonunda, MPO degerlerinin, azalmasina ragmen, anlaml sekilde

degismedigi belirlenmigstir (119).

Bu calismada, HD membrani ile uyarilan nétrofillerden kaynaklandig: diisiiniilen ve
plasebo grubunda diyalizle yiikselen MPO aktiviteleri; NAC-1 ve NAC-2
gruplarinda da seans girisine gore anlamli yiiksek bulundu. Her ii¢ diyaliz seansi
cikisinda da yiikselen MPO aktiviteleri, takip eden seansin girisinde bir dnceki seans
girisine gore farksiz bulundu. Bu ¢alismada NAC ile MPO aktivitelerinin ylikselmesi
onlenememistir. Bu yetersizlik uygulanan NAC’in doz ve uygulama siiresi
yetersizligine baglanabilir. MPO aktivitesini subsrat oksidasyonu {iizerinden
degerlendiren metotlarin, liremik toksinlerle bazi interferanslar gdsterdigi
belirlendiginden (81), KBY hastalarinda MPO degisimlerini degerlendirmeyi
hedefleyen calismalarda ELISA vb immiinolojik yontemlerin kullanilmasinin daha

faydali olabilecegi soylenebilir.
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Sadece iliremik hastalarda (139) degil iiremik olmayan hastalarda da (140), fagositik
hiicre kaynakli oksidatif stresin neden oldugu kardiyovaskiiler komplikasyonlar i¢in
en iligkili belirtecin AOPP oldugu onerilmistir (88). Yakin zamanda yapilan bir
calismada, diisik akim polisiilfon veya poliakrilamid membranlarla tedavi edilen
1539 HD hastasinda olgiilen AOPP diizeylerinin, iskemik kalp hastaligi (IKH)
gelisme riskini belirleyen bagimsiz bir faktor oldugu one siiriilmiistiir (91). SAPD
hastalarina gore HD hastalarinda daha yiiksek olciillen AOPP degerlerinin; yas,
diyaliz siiresi, kolesterol diizeyi gibi parametrelerin yam sira MDA ve IKH varligi ile
anlaml pozitif korelasyonlar gosterdigi de belirlenmistir. Yukarida ozetlendigi gibi,
HD hastalarinda hem fagosit kaynakli oksidatif hasarin hem de KVH riskinin

belirlenmesinde, AOPP diizeyi takibinin 6nemli bir ara¢ olabilecegi sdylenebilir.

Yiiksek KVH riskine sahip 14 hastaya 20 giin boyunca 600 mg/giin, oral verilen
NAC’1n, AOPP diizeylerinde belirgin azalma olusturdugu bildirilmistir (141). SAPD
hastalarina 2x600 mg/giin oral NAC’1n iki ay uygulanmast ile tedavi sonunda AOPP
diizeylerinde ise herhangi bir degisiklik olmadig1 belirlenmistir (136).

Literatiirde HD islemi sirasinda NAC uygulamasinin AOPP diizeylerine etkisini
inceleyen bir ¢calismaya rastlanilamamistir. Bu calismada seans i¢ci NAC uygulamasi
ile her iki NAC seansinda da, hem kendi giris degerlerine gore hem de plasebo grubu
giris ve ¢ikis degerlerine gore anlamli AOPP diisiisleri elde edildi. Diger bir ifade ile
NAC kullaniminin hem diyalizin tetikledigi AOPP yiikselisini 6nledigi hem de ilave
bir AOPP diisiisiine neden oldugu belirlendi. Elde edilen bu diizeltici etkilere
ragmen, takip eden diyaliz seansi1 girisinde hastalarin ayni AOPP degerlerine sahip
oldugu gozlendi. HD seansinin ve/veya NAC etkisinin bitmesi ile beraber hastada
gelisen tiremik ortamin olusturdugu oksidatif stresin, miiteakip seansa kadar hastada
tekrar hasara neden oldugu sdylenebilir. HD seansi esnasinda meydana gelen akut
oksidatif stres her ne kadar NAC ile Onlenebildi ise de, HD seanslar1 arasi1 gelisen
kronik oksidatif stresi Onlemek i¢in de ilave tedavilerin planlanmas: gerektigi

sOylenebilir.

Marsche ve ark (142), sirasiyla in vivo ve in vitro olacak sekilde, HD hastalarindan
izole edilen albiimin ile AOPP-albiimin komplekslerinin, HDL-C reseptorii olan
scavenger reseptor klas B tip 1 (SR-BI)’i bloke ettigini; sonu¢ta HDL-C’nin ters
kolesterol tasinmasi fonksiyonunu zayiflatarak, arter duvari kopiik hiicre olusumuna

dogrudan katki sagladigini one siirmiislerdir (142). NAC ile saglanan AOPP
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diislisiniin, buna benzer mekanizmalart da Onleyerek faydali sonuglar

olusturabilecegi diisliniilmelidir.

Literatiirde, HD tedavisi alan hastalara uygulanan NAC’1n, protein oksidasyonunun
onemli belirteclerinden olan PCC seviyeleri iizerine etkisini inceleyen iki calisma
tespit edilebilmistir. Oral NAC’1n, 600 mg/giin (121) ve 1200 mg/giin (119,121)
dozlarinda, 14 giin (121) ve 6 ay (119) siireyle uygulanmasi ile plazma PCC
diizeylerinin degismedigi bildirilmistir.

Literatiirde diyaliz seans: sirasinda uygulanan iv NAC ile PCC diizeylerinde olusan
degisimleri inceleyen bir calismaya rastlanilamamistir. Bu c¢alismada ardisik iki
seans sirasinda uygulanan NAC ile serum PCC degerlerinin, hem kendi giris
degerlerine gore hem de plasebo grubu giris ve cikis degerlerine gore anlamli
diisiisler gosterdigi gozlendi. Diger bir ifade ile plasebo grubunda HD islemi ile
anlamli derecede yiikselen PCC degerlerinin; NAC ile hem yiikselmesi Onlenebilmis
hem de giris degerlerinden daha diisiik diizeylere inmesi saglanabilmistir. AOPP
parametresinde gozlenen degisiklige benzer sekilde; elde edilen bu diizeltici etkilere
ragmen, sonraki diyaliz seansi girisinde hastalarin plasebo giris PCC degerlerine
yeniden ulastig1 gozlendi. Bu bulgular NAC kaynakli antioksidan destegin tiikenmesi
ve/veya HD isleminden cikan hastada birikmeye baslayan tiremik toksinlerin yeniden
oksidatif hasara yol a¢cmasiyla acgiklanabilir. NAC uygulamasiyla akut oksidatif
stresin (seans ici) Onlenebildigi oysa kronik oksidatif stresin (seanslar arasi)

onlenemedigi de diisiiniilebilir.

Dolasimda baslica albiimin yapisinda bulunan serbest tiyol gruplarinin, secici olarak
HOCI ve kloraminler gibi nétrofil kaynakli oksidan bilesikleri yakaladig
bilindiginden, plazmada HOCI'yi yakalayan en 6nemli antioksidan molekiil oldugu

sOylenebilir (17).

Kolesterolden zengin diyetle 8 hafta beslenen ratlara, ip yoldan 25, 50 ve 100
mg/kg/giin NAC uygulamasinin, her ii¢ dozda da, doza bagiml olarak glutatyon

diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (133).

SAPD hastalarina iki ay 2x600 mg/giin, oral NAC uygulanmasi ile tedavi sonunda
tiyol ve glutatyon diizeylerinde herhangi bir degisiklik olmadig1 belirlenmistir (136).

HD hastalarina 14 giin boyunca oral 600 ya da 1200 mg/giin dozunda uygulanan
NAC tedavilerinin, glutatyon diizeylerine etkili olmadig: bildirilmistir (121).
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Literatiirde HD hastalarina seans sirasinda verilen NAC’1n plazma tiyol diizeylerine
etkisini inceleyen bir ¢calismaya rastlanilamamistir. Bu ¢calismada birbirini takip eden
iki seans sirasinda uygulanan NAC ile HD c¢ikis plazma tiyol diizeylerinin, plasebo
cikis diizeylerinden istatiksel olarak farkli olmamasina ragmen, numerik olarak
yiiksek oldugu belirlendi. Uremik toksinlerin uzaklastirilmasina bagli azalan
oksidatif stres nedeniyle, HD isleminin tiyol diizeylerini rejenere ederek yiikselttigi
gosterilmistir (8,66,84,85,90). HD sirasinda olusan akut oksidatif stresin, NAC
varliginda hafifletilmesi/onlenmesi nedeniyle, tiyol rejenerasyonu daha belirgin hale
gelmis olabilir. Ancak, NAC ile nispeten daha da yiikseltilebilen tiyol degerlerinin,
takip eden seansin girisine kadar gecen siirede azalarak, plasebo grubu giris tiyol
degerlerine diistiigii goriildii. Diyaliz isleminden hemen sonra yavas yavas, tekrar
birikmeye baslayan iiremik toksinlerin oksidan etkisine baglanabilecek bu degisim,

seanslar aras1 da antioksidan bir tedavinin gerekli oldugunu diisiindiirebilir.

Hem LDL-C’yi hem de HDL-C’yi oksidasyondan koruyan PON1; ayrica lipoprotein
kaynakli peroksitleri hidroliz eder (49).

Uremik toksin (70) veya HOCI (100) ile olusturulan PON1 inaktivasyonunun ortama

eklenen sistein ile Onlenebildigi gosterilmistir (99,100).

HD hastalarinda gozlenen HDL-C’den daha fazla azaldigi tespit edilen PONI1
aktivitesinin; akrolein gibi molekiillerle (99) ve/veya liremik toksinlerle (70) olusan
inaktivasyonla azaldigi one siiriilmiistiir. Bu teoriyi destekler sekilde, bir RCC olan
akrolein ile inkiibe edilen PON1’de olusan inaktivasyonun sistein ile Onlebilirken
aminoguanidin ve karnozinle 6nlenemeyisi; akrolein vb oksidan bilesiklerin PON1

yapisinda bulunan sistein grubunu hedef aldiklar1 seklinde yorumlanmaistir (99).

Ister akrolein (99) ister HOCI (100) isterse iiremik toksin (70) kaynakli olsun, HD
hastalarinda gozlenen oksidatif PONI1 inaktivasyonunun, antioksidan bir ajanla

Onlenebildigini gosteren in vivo bir ¢alisma literatiirde bulunamamastir.

Bu calismada NAC uygulanan iki HD seansinda da tiyol diizeylerindeki degisime
benzer sekilde, diyaliz c¢ikis plazma PONI1 aktivitelerinin, plasebo cikis
aktivitelerinden istatiksel olarak farkli olmamasina ragmen, numerik olarak yiiksek
oldugu gozlendi. Uremik toksinlerin diyalizle uzaklastirilmasi nedeniyle
inaktivasyondan kurtularak yiikselen PON1 aktivitelerinin, NAC varliginda daha da
yiikkseldigi sOylenebilir. Yiikselen PONI1 aktivitelerinin takip eden HD seansi
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girisinde plasebo grubu giris degerlerine yakin olacak sekilde diisiikk bulunmasi;
tiremik toksinlerin seanslar arasi birikimiyle agiklanabilir. PON1 aktivitesinde NAC
ile belirgin ve anlamli bir yiikselme elde edilemeyisi, doz ve/veya uygulama siiresi
yetersizligine baglanabilir. Azalmigs PONI aktivitesi ile KVH arasinda belirlenen
giiclii iligkiler (51) g6z Oniine alinacak olursa; PONI1 aktivitelerini tamamen
diizeltebilecek etkin NAC dozunu belirlemek i¢in, HD tedavisi alan KBY hastalarina

daha yiiksek doz ve siirelerle NAC uygulamasi Onerilebilir.

Yiikselmis plazma diizeyleri, KVH icin bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilen
Hcy’nin (101), saglikl kisilere oral (124) ve iv (122) verilen NAC ile azaltilabildigi
gosterilmistir. NAC’1n, proteinlere bagli Hcy’i NAC-sistein, NAC-homosistein gibi
karisik disiilfid formlarina cevirerek iiriner atiliminmi artirdigi; ayrica plazma sistein

diizeylerini de artirdig1 belirlenmistir (122,124).

SAPD hastalarina, iki ay boyunca, 2x600 mg/giin NAC’in oral uygulanmasi ile
tedavi sonunda homosistein diizeylerinde degisiklik olusmadig1 belirlenmistir (136).
HD hastalarina 14 giin, 600 ya da 1200 mg/giin, oral NAC tedavisi ile; her iki NAC

dozunda da homosistein diizeylerinin belirgin azaldig: bildirilmistir (121).

Hastalara iv verilen NAC ile HD islemi sonras1 Hey diizeyinin plasebo grubuna gore

daha belirgin azaldig1 (102,104,106) ya da fark olmadigi (75) bildirilmistir.

HD isleminin tek basina sagladig1 Hey diisiirme oranlarinin, bir HD seans1 boyunca,
iv verilen 5 g/seans NAC ile daha da artirildig1 rapor edilmistir. HD ve HD+NAC
degisimlerini sirastyla gosterecek sekilde; % 40-% 90 (106), % 38.6-% 65.3 (104) ve
% 23.7-% 88.3 (102) oraninda plazma Hcy azalmalar1 gozlenmistir. Gozlenen bu
olumlu etkiler, proteinlere bagli Hcy’nin, NAC etkisiyle serbestlesmesi ve diyalizle
uzaklastirilabilme ihtimalinin artiritlmasiyla a¢iklanmistir (102,104,106). Bu olumlu
etkilere ilave olarak, NAC tedavisi ile nabiz basincinda ve endotelyal fonksiyonda da
iyilestirici etkiler belirlenmistir (102,106). HD hastalarinda en sik 6liim nedeni
olarak  belirlenen = KVH  riskine  katkida  bulunabilecegi  diisiiniilen
hiperhomosisteineminin; HD islemi ile tek basina normalize edilemeyecegi ama iv
verilen NAC ile diizeltilebilecegi one siirtilmiistiir (102,106). Scholze ve ark (106),
NAC ile saglanan olumlu Hcy degisimlerinin sadece HD seansi sonrasi 48. saate
kadar siirdiigiinii belirlemislerdir. Diger bir ifade ile seanslar arasi zamanda,

hiperhomosisteinemi yeniden baskin hale geliyor gibi goriinmektedir. Her ne kadar
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yazarlar tarafindan dile getirilmese de, diyaliz seanslar1 arasi1 donemde de NAC

kullaniminin, bu olumsuz etkiyi dnleyebilecegi diisiintilebilir.

Plasebo, metilen tetrahidrofolat (15 mg/seans, iv) ve metilen tetrahidrofolat (iv) +
NAC (5 g/seans, iv) seklinde ii¢ farkli tedavi uygulanan hastalarin plazma Hcy
diizeyleri, ilk HD seans1 sonunda esit derecede azalmistir. S6z konusu tedavilerin 10.
HD seans1 giris degerleri karsilastirildiginda; plasebo grubuna gore, her iki tedavi
grubunda da (aralarinda fark olmaksizin) belirgin diisik Hcy diizeyleri elde
edilmistir. 10. seans sonu bakimindan NAC tedavisi ile diisen Hcy degerlerinin
normal smirlara indigi; buna ragmen metilen tetrahidrofolatla %50 oraninda
azalttilan Hcy degerlerinin hala normal sinirlarin iistiinde, yiiksek oldugu rapor
edilmistir. Perna ve ark (127)’na gore, HD hastalarinda total Hcy diizeylerini
normalize etmeyi hedefleyen stratejilerde, NAC uygulamasi onemli bir secenek
olarak diisliniilmelidir. Yazarlara gore ortamda bulunan NAC, Hcy ve/veya sisteine
gore albiimin ile daha hizli ve daha kolay reaksiyona girerek, homosisteinilizasyon

reaksiyonlarina bagli Hey birikimini dnlemektedir (127).

Literatiirdeki baz1 caligsmalarla (75,84,102-106) uyumlu olacak sekilde, bu ¢alismada
da plasebo grubunda HD islemi ile % 40 oraninda anlamli sekilde diisen Hcy
diizeylerinin; NAC ilaveli 1. ve 2. HD islemlerinde sirasiyla % 55.7 ve % 59
oraninda anlamli sekilde azaltilabildigi gosterildi. Ayrica seans i¢ci NAC uygulamasi
ile elde edilen Hcy diisiislerinin, her iki NAC seansinda da, plasebo grubu giris ve
cikis degerlerine gore anlamli olacak sekilde, daha da azaltilabildigi belirlendi. Diger
bir ifade ile, NAC kullaniminin diyalizin azalttig1 homosistein diizeylerinde ilave bir
azalma meydana getirdigi belirlendi. ilk NAC uygulamasini izleyen HD seans: giris
Hcy degerlerinin (NAC-2 grubu giris degerleri), plasebo giris degerlerinden farksiz
oldugunun bulunmasi; iv NAC tedavisi ile azaltilabilen Hcy diizeylerinin, seanslar
arast donemde yeniden yiikseldigini diisiindiirmektedir. Seanslar arasi gelisen bu
yiikselisin Onlenmesi amaciyla, sadece diyaliz ic¢i degil diyaliz seanslar1 arasi

donemde de NAC kullaniminin gerekli oldugu sdylenebilir.

Toksisite ve reaksiyona girebilme giicli bakimindan adi on plana ¢ikan ve diyalize
edilemeyen Hcy-T; PON1-laktonaz aktivitesiyle daha az toksik ve diyalize edilebilen
Hcy molekiiliine doniistiiriilir (51). Bu calismada plasebo grubunda belirlenen
diyaliz sonras1 tiyol ve PON1 artislarinin ve Hcy azaliglarinin NAC ilavesi ile daha

da siddetlenmesi birlikte yorumlanacak olursa; NAC ile saglanan ilave antioksidan
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giiciin, hem PONI’i oksidatif modifikasyondan koruyarak Hcy-T olusumunu
azalttigr hem de albiimin gibi proteinleri Hcy ile reaksiyona girmekten korudugu
sOylenebilir. “N ve S” seklinde, iki fakli mekanizma ile gerceklesen
homosisteinilizasyon reaksiyonlarin1 6nleyebilen NAC, yiikselmis Hcy diizeylerini

azaltmada etkin bir rol oynayabilir.

Cesitli SOR tiirlerinin, LDL-C yapisinda bulunan ApoB-100’deki pozitif yiiklii lizil
kalintilarinin e-amino gruplan ile reaksiyona girdigi; LDL partikiiliiniin biyolojik ve
elektroforetik 6zelliklerini degistirdigi; oxLDL olarak adlandirilan bu molekiiliin
dogal LDL reseptoriine karsilik scavenger reseptoriine yiiksek afinite gosterdigi
bilinmektedir (55).

Hemodiyaliz hastalarina oral verilen 3x200 mg/giin NAC’1n 4. ayin sonunda, oxLDL
diizeylerini azalttig1 gosterilmistir (120). Tepel ve ark (117)’nin plasebo kontrollii
caligmalarinda, ortalama 14.5 ay siire ile 2x600 mg/giin oral NAC verilen HD
hastalarinda, oxLLDL diizeylerinin diistiigti ayrica myokard enfarktiisii, iskemik felg
vb kardiyovaskiiler olaylarda % 40’lik bir azalma meydana geldigi belirlenmistir.
Olim nedenlerinin, kardiyovaskiiler kaynakli olup olmamasi iizerine NAC

uygulamasinin etkisiz oldugu belirlenen bu ¢alismada, hastalara NAC Onerilmistir.

Literatirde HD islemi sirasinda iv NAC uygulamas: ile oxLDL diizeylerindeki
degisimleri inceleyen bir calismaya rastlanilamamistir. Bu calismada NAC
uygulanan iki HD seansinda da diyaliz cikis serum oxLDL diizeylerinin giristen
farksiz oldugu; kisacast NAC tedavisinin oxLDL diizeylerine etki etmedigi
belirlendi. Yiiksek oxLDL diizeylerinin diyaliz hastalarinda ateroskleroza neden
oldugu (55) goriisii dikkate alindiginda, NAC uygulamasinin daha yiiksek doz ve
stirelerle kullanilmast gerektigi sdylenebilir. Ayrica lipooksijenaz, MPO, reaktif
nitrojen tiirleri ve metal iyonlar1 gibi birbirinden farkli pek ¢cok mekanizmanin LDL
oksidasyonuna neden oldugu bilindiginden (55); NAC ile bu mekanizmalardan
sadece bir kism1 Onlenebilmis, diger faktorler etkilenmemis ve dolayisiyla plasebo ile

elde edilenden farkli bir oxLLDL cevabi elde edilememis olabilir.

HD hastalarina seans i¢i uygulanan iv NAC (50 mg/kg/seans) ile MPO, neopterin,
AOPP, PCC, tiyol, PON1 ve oxLLDL diizeylerinde gozlenen degisimlerin incelendigi
bu ilk calismada; NAC ile AOPP, PCC, Hcy diizeylerinin anlamli bir sekilde
diisiiriildiigli ve tiyol ve PON1 degerlerinin ise kismen diizeltilebildigi belirlendi. HD

sirasinda aktiflesen notrofillere bagl olusan “akut” oksidatif stresin NAC ile kismen
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onlenebilmesine karsin; diyaliz seanslari arasinda gelisen liremik ortama bagli olusan
“kronik™ oksidatif stresin dnlenemedigi gozlendi. Diizenli HD tedavisi alan 13 KBY
hastasina ardisik iki HD seans1 boyunca uygulanan NAC’1n hi¢bir yan etkiye neden

olmadig, tiim hastalar tarafindan rahatga tolere edildigi tespit edildi.

Bu calismada tercih edilen dozlardan daha yiiksek doz ve daha uzun siirede olmak
tizere; HD seansi sirasinda iv, seanslar arasinda da oral yoldan uygulanacak NAC
tedavisinin, bu hastalarda arttig1 gosterilen KVH riskini azaltmada etkin bir girigsim

olacagi sdylenebilir.
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6. SONUCLAR

HD isleminin, oksidatif stresle iliskisini gostermek ve hastalarin mevcut tedavilerine

eklenen NAC’1n, Ol¢iilen parametreler iizerine muhtemel etkilerini degerlendirmek

amactiyla yapilan bu calismadan elde edilen sonuglar:

Plasebo grubu ve her iki NAC grubu HD giris degerleri karsilastirildiginda;
biitiin paremetreler icin HD girisleri arasinda fark olmadig: goriildii.

Plasebo grubu HD giris ve cikis degerleri karsilastirildiginda, cikista; MPO ve
PONI1 aktivitelerinin, TNF-a, AOPP, PCC ve tiyol diizeylerinin daha yiiksek;
homosistein ve neopterin diizeylerinin daha diisiik oldugu; oxLDL diizeylerinin
ise degismedigi belirlendi.

Iki NAC grubu birbirleriyle karsilastirildiginda; hem HD giris hem de ¢ikis
degerleri arasinda, biitiin parametreler bakimindan fark olmadig: goriildii.

Her iki NAC grubu kendi icinde HD giris ve cikis degerleri bakimindan
karsilastinldiginda; HD c¢ikista AOPP, PCC, homosistein ve neopterin
diizeylerinin diistiigii; tiyol, TNF-a diizeylerinin, MPO ve PONI aktivitelerinin
yiikseldigi; oxLDL diizeylerinin degismedigi belirlendi.

Plasebo ve NAC gruplar1t HD cikis degerleri karsilastirildiginda; plasebo cikista
daha da yiikselen AOPP ve PCC diizeylerinin, NAC gruplarinda anlamli sekilde
diistiigii; tiyol diizeyleri ve PONI aktivitesinde NAC gruplart ve plasebo
arasinda fark olmasa da NAC gruplarinda daha yiiksek oldugu; MPO aktivitesi
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TNF-a, neopterin ve oxLDL diizeylerinde gruplar arasinda fark olmadig;

homosistein diizeylerinin ise NAC gruplarinda daha da diistiigi tespit edildi.
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9. TEZ ONAY SAYFASI

Dr. Feray ERDEM’in ‘‘Hemodiyaliz Hastalarinda N-Asetilsisteinin Bazi Oksidatif

Stres Parametrelerine Etkisi’’ konulu tezi 27/12/2012 tarihinde asagidaki jiiri

tarafindan oy birligi ile kabul edilmistir.

Jiiri Bagkani

Prof. Dr.Biilent %GOZ
o
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