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OZET

AOPP ilk defa Witko-Sarsat ve arkadaslar1 tarafindan kronik iiremik hastalarda
tanimlanan oksidatif bir protein hasari belirtecidir. Calismalarinda molekiil yar1 otomatize
end-point bir yontemle Ol¢ililmiistii. Daha sonra AOPP olgiimii i¢in kinetik bir yontem
gelistirilmistir. Biz ¢calismamizda DM II hastalarinda bu iki yontemi karsilastirmayi, AOPP
plazma reaktivitesinden sorumlu anahtar molekiil olarak sunulan fibrinojen diizeyi ile

korelasyonlarini arastirmay1 amagladik.

Bu c¢alismaya diabet ve nefroloji poliklinigine bagvuran HbAlc seviyesi % 7 ve
iizerinde olan 93 hasta (36 kadin/ 57 erkek) alindi. Ornekler EDTA ve sitrat igeren
antikoagiilanl tiiplere alindi. Her iki yontem Abbott Aeroset cihazina aplike edilerek ayni
zamanda ¢aligildi. Kinetik ve end-point yontemler arasinda anlamli korelasyon vardi (EDTA’T1
orneklerde; r=0,449, sitrath 6rneklerde; r=0,412 p=0,0001). Konsantrasyonu 27,7 U/L olan
EDTA’lh 6rnek havuzunda kinetik yontemin calisma i¢i, calisma arast ve total CV'leri
sirastyla; %1,4, %9,4 ve %10,2; konsantrasyonu 64,1 U/L olan sitratli 6rnek havuzunda
kinetik yontemin calisma ici, calisma arasi ve total CV'leri sirasiyla %3,6, %7 ve %8,0 olarak
bulundu. Kinetik yontemde AOPP ile fibrinojen arasinda gii¢lii ve anlamli bir korelasyon
saptand1 ( r= 0,644; p= 0,0001). End-point yontemde ise ( r= 0,060; p>0,05) bu tiir bir iliski

bulunmada.

Kinetik yontemin otomasyonunun kolay, basit ve ucuz olmasi nedeniyle oksidatif stres
arastirmalarina ilgi duyan rutin klinik biyokimya laboratuvarlarinda kullanilabilecegi

Onerilebilir.



SUMMARY

AOPP was firstly described as an oxidative protein marker in chromic uremic patients
by Witko-Sarsat et al. In their study, the molecule was measured with semi-automatic end-
point method. Subsequently the kinetic method was introduced for AOPP assay. In our study
,we aimed to compare these two methods in patients with DM Il and to investigated the
correlation with fibrinogen which is the key molecule responsible for human plasma AOPP
reactivity.

This study involved 93 DM |1 patients (36 women/57 men), who have HbAlc level 7
% and above, admitted to diabetes and nephrology department. The samples were collected in
EDTA and in citrate anticoagulated tubes. Both methods were adapted to Aeroset autoanalyser
and studied at the same time . There were significant correlations between kinetic and end-
point methods (in EDTA groups ;r=0.449, in citrate groups; r=0.412; p=0.0001). Within run,
between run and total CV’s were 1.4%, 9.4 % and 10.2 % in EDTA sample pool of 27.7 U/L
concentration; 3.6%, 7% ve 8.0% in citrate sample pool of 64.1 U/L concentration
respectively. There was a significant correlation between AOPP and fibrinogen levels (r=
0.644; p= 0.0001) for kinetic method but no significant correlations was found in end-point
method.

Since this kinetic method is easy for automation, simple and inexpensive, it can be used

in routine clinical biochemistry laboratories interested in oxidative stres.



GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus, pankreasin insiilin salgisinin tam ya da kismi yetersizligi ya da
insiilin etkisinin yetersizligi ile olusan, kendisini hiperglisemi ile belli eden, karbonhidrat,
lipid ve protein metabolizma bozuklugu ile de karakterize bir endokrin ve metabolizma
hastaligidir. Diyabetik hastalarda hastaliginin erken ve ge¢ dénem komplikasyonlarinin
(mikroanjiyopati, ndropati gibi) patogenezinde oksidatif stres 6nemli bir rol oynamaktadir.
Yapilan c¢aligmalarda diabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonunun Onemli derece arttifi gosterilmistir. Tanida, tedavi etkinliginin
izlenmesinde oksidatif  belirtegler 6nem kazanmaktadir (1). Protein oksidasyonu,
hipoklorik asit (HOCI), hidroperoksi, peroksinitrit, hidroksi ve peroksi gibi SOR tiirevleri
varliginda, direkt ve indirekt bir¢ok yolla gerceklesebilir. Kimyasal yapisi halen
arastirilmakta olan AOPP’nin, klirensini onleyebilen yiiksek molekiil agirligima sahip
oldugu; disiilfid kopriileri ve/veya tirozin ¢apraz baglanmalarini igeren alblimin
agregatlarindan olustugu ve hem saf albiiminden hem de kontrol plazma albiimininden
farkli oldugu, kromatografik ve elektroforetik tekniklerle gosterilmistir. Bu nedenle,
oksidatif modifikasyona ugrayan albiiminin son g¢apraz baglanma iiriinleri, AOPP olarak
tanimlanmistir (2). Bu ¢alismada diabet mellituslu hastalarda AOPP 6l¢iim yontemi kinetik

olarak degerlendirilmis ve end-point yontemle karsilastirilmasi: amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. DIABETES MELLITUSUN TARIHCESI

Diabetes Mellitus’un ilk tarifine milattan 1500 y1l 6ncelerine ait Ebers papiruslerinde
rastlanmaktadir. Ebers papiruslerinin, Misir’ in daha 6nceki tip eserlerinin bir derlemesi
oldugu, bu bakimdan verdigi bilgilerin daha eski yillarin bilgilerini yansittig
sanilmaktadir. Hindular’da Ayur Veda’da bocek, sinek ve karincalarin bazi insanlarin
idrarinin yapildig1r yere toplandigini kaydetmislerdir. Hippokrates ve Galen gibi {inlii
hekimlerin 6gretileri “ Charak Samhita “ isimli tip kitabinda milattan 6nce 600 yillarinda
toplanmistir. Burada “ Medhumeh “ ad1 verilen bir hastalik tarif edilmekte, tarif bugiinkii
diabet tanimma ¢ok uymaktadir. M.O. 5. yiizyilda Hint uygarhginda “Medhumeh” adi
verilen, asir1 susama ve agiz kokusu ile birlikte “balli idrarla” seyreden bir hastaliktan
bahsedilmistir. Bu hastaliga sahip kisilerin genelde sisman insanlar oldugu ve hastalarin

kuruyarak ve agizlarmin kokarak oldiikleri belirtilmektedir (3).

Hastaliga ilk kez diabet adin1 M.S. 130 — 200 yillar1 arasinda yasayan Kapadokyali
hekim Arataeus vermistir. Dort ciltlik eserinde diabeti “hastalik nemli viicut ve uzuvlardan
olusur. Salgilar bobrek ve mesane aracilifi ile disar1 atilir. Hastalardaki su yapimi asla

kesilmez, fakat su kaybi bir bendin agilmis kapagi gibi siirer gider. Bir siire sonra



zayiflama, daha sonra da 6liim gelir.” diyerek tanimlarken diabetle ilgili ilk 6nemli belgeyi
hazirlamistir (3).

Biiyiik Tiirk islam alimi ibni Sina da seker hastaligini biigiinkii tanimima yakin bir
sekilde tarif etmis, tan1 ve tedavi hakkindaki kitabr 900 yillarindan 1500 yillarina kadar
diinya tip okullarinda ders kitab1 olarak okutulmustur (3).

Thomas Willis 1600'li yillarin sonunda diabetik hastalarin idrarlarinin tatli oldugunu
gdstermis ve hastaliga “Diabetes Mellitus” adin1 vermistir. Bundan bir yiizyil sonra ingiliz
Methew Dobson idrardaki tathi tadi, kristallestirerek tespit ettigi sekerin verdigini
gostermistir. Aynt donemde Pool ve Cawley kimyasal olarak idrarda seker bulmus ve
idrardaki sekerin glukoz oldugunu kanitlamislardir. Fransa'da Claude Bernard diabetik
hastalardaki pankreasa ait muhtemel fonksiyonlari, spekiilasyonlar1 ve bulgular
degerlendirmistir. Bernard, kdpeklerde pankreatik kanallar1 baglayarak veya kanallara yag
veya parafin enjekte ederek tiim salgilart engelleyebilecegini ve organin da atrofiye
ugrayacagini gostermistir. 1869 yilinda “Pankreasin Mikroskopik Anatomisine Katkilar”
isimli tezinde Paul Langerhans kendi adin1 tasiyacak olan pankreas hiicrelerinden ilk kez
bahsetmistir. 1893 yilinda Laguese, Langerhans tarafindan tarif edilen adaciklarin endokrin
pankreas dokusu olusturabilecegini diisiinmiis ve bu dokulara Langerhans adaciklar1 ismini
vermistir. 1921 yilinda Banting ve Best pankreas ekstrelerinin diabetik kopeklerde yiiksek
glukoz diizeylerini diisiirdiigiinii gostermislerdir. 1922 yilinda Leonard Thompson adinda
Kanadal1 bir doktor ilk kez pankreas ekstresini bir insanda kullanarak tarihe ge¢mistir.
Insiilinin molekiiler yapis1 1955'de Sanger tarafindan gdsterilmis ve bu bulusu kendisine
Nobel odiiliinii kazandirmistir. Profesor Collip, kesfedilen insiilini ilk defa saflastiran
kisidir. Bu insiilin kisa tesirli idi ve giinde birka¢ kez enjeksiyon gerekiyordu. 1936 yilinda
Hagedorn kristalize insiiline protamin ilave ederek ilk defa uzun etkili instilinlerden birini
buldu. 1972'de saf insiilinler piyasaya siiriildii. Insiilin tedavisinde metabolik kontrol
saglayabilen yontemin endojen insiilinin fizyolojik salinimini en 1iyi taklit edebilen yontem
oldugunun 1993'de saptanmasi ile beraber intensif insiilin tedavisinin diabetik
komplikasyonlar1 onlemede ve geriletmede daha basarili bir uygulama bi¢imi oldugu

ortaya konmustur (3).



Biguanidler konusundaki aragtirmalar ise 1926'da Frank tarafindan yapilan ilk
caligmalardan sonra yogunlagmistir. 1942'de siilfanamidlerin hipoglisemik etkisi
bulunduktan sonra siilfaniliire tiirevleri tip diinyasina girmistir. 1980'li yillardan sonra
baslayan pankreas adacik transplantasyonu, yapay pankreasin bulunmasi, ve de diabetin
etyopatogenezinde immiinitenin bulunmast ve immiinsiipresif tedavilerin gelistirilmesi
yeni bir ¢igir acti. Cok kisa etkili rekombinan insiilin olan Lys-pro'nun ve ¢ok uzun etkili
geralgine insiilinin giinliilk kullanima girmesinden sonra giiniimiizde halen g¢aligmalarin
agirhik noktast oral insiilin, imminoterapi ve pankreas transplantasyonu olarak

goriilmektedir (3).



2.2. DIABETES MELLITUSUN TANIMI

Diabetes mellitus (DM) insiilin hormon sekresyonunun ve/veya insiilin etkisinin
mutlak veya goreceli eksikligi sonucu karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda
bozukluklara yol agan kronik hiperglisemik bir grup metabolizma hastaligidir (4). Bu
hastalarda en 6zgiin klinik semptomlar polidipsi, polifaji ve politiridir. Baz1 hastalarda izah
edilemeyen kilo kaybi, bazilarinda da kronik komplikasyonlara bagli g6z, merkezi sinir
sistemi, kardiyovaskiiler sistem veya iirogenital sistemle ilgili yakinmalar 6n planda
olabilir (5). Diabetes mellitus; glukoz intoleransinin ortak payda oldugu genetik ve klinik
olarak heterojen bir grup bozuklugu igerir (6,7). Bu nedenle diabet tim viicut enerji
metabolizmasini etkilese de tanisi spesifik olarak plazma glukoz anormallikleriyle konulur
(8).

Diabetin akut, yasami tehdit edici sonuglari ketoasidoz veya nonketotik hiperosmolar
komadir. Uzun donem komplikasyonlari ise, gérme kaybi ile sonlanabilen retinopati; renal
yetmezlige gidebilen nefropati; ayak tilserleri, amputasyon ve charcot eklemine yol
acabilen perifetik noropati; gastrointestinal, genitoiiriner, kardiyovaskiiler semptomlara ve
sexiiel disfonksiyona neden olan otonom ndropatiyi igerir. Doku proteinleri ve diger
makromolekiillerin  glukozilasyonunun, poliol bilesiklerinin asir1 {iretiminin kronik
hiperglisemideki doku hasarina yol agan mekanizmalardan oldugu diisiiniilmektedir.
Diabetli hastalarda aterosklerotik, kardiyovaskiiler, periferal vaskiiler ve serebrovaskiiler
hastalik insidans1 artmistir. Hipertansiyon, lipoprotein metabolizmas1 hastaliklari,
peridontal hastalik diabetli hastalarda sik goriiliir. Diabetin emosyonel ve sosyal etkisi,

hastalarda ve yakinlarinda belirgin psiko-sosyal disfonksiyona neden olabilir (3).



2.3. DIABETES MELLITUSUN INSIDANSI VE
EPIDEMIiYOLOJISI

Diabetes mellitusun taninmasi, tedavi programlarinin belirlenmesi, erken dénemde
tan1 konulabilmesi ve bu konuda toplumsal saglik politikalarinin olusturulabilmesi i¢in

hastaligin epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi sarttir (3).

Cesitli iilke ve toplumlarda diabet epidemiyolojisi degisiklik gostermektedir. Bu
durum cesitli etnik gruplarda genetik ve ¢evre faktorlerinin derecesinin ve etkinliginin ayri
olusundan, sosyal ve ekonomik durumun degisik olmasindan ve kullanilan arastirma

metodlarinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir (9).

Yasam siirelerinin giderek uzamasi, fiziksel aktivitenin azalmasi ve obezitenin
artmasi, diabetes mellitus insidans ve prevalansinda bir artmaya neden olmustur (10).
Diinya saglik orgiitii, diabetin prevalansinin gelecek 22 yil iginde iki katina g¢ikacagini
diistinmektedir (11).

Diinya genelinde 2025 yilinda diabet prevalansinin eriskin populasyonun % 7.8
olacagt ve bu olgularin %75’inin gelismekte olan {ilkelerde bulunacagi tahmin
edilmektedir (12). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda degisik degerler bildirilmekle beraber
2010 yilinda sonuglart yayinlanan TURDEP c¢aligmasina gore prevalansin 9%13.7
yiikseldigi diistiniilmektedir (13).

Gronland ve Alaska Eskimolarinda DM prevelans:t ¢ok diisiiktiir ve saptanan
olgularin ¢ogu NIDDM’dur. Buna karsilik Amerika’da yasayan Pima Kizilderililerinde
prevelans %55’1in istiindedir ve diinya tlizerindeki en yiiksek diabet prevelansi bu irktadir
(5). Son 40 yil i¢inde ABD’ de diabetin siklig1 yaklasik alti kat artmistir. Yayimnlanan
raporlarla 1997’ nin sonunda Amerikadaki diabetli sayisinin 15,7 milyona (% 5,9) ulastigi
bildirilmistir. Bunlarin da % 90-95” nin Tip 2 DM, % 5-10° nunun da Tip 1 DM oldugu
saptanmustir. Ayrica daha onceden diabet tanis1 almislarin tan1 almamiglara oraninin 2 kat

oldugu hesaplanmistir (14).



2.3.1. Amerikan Diabet Birliginin Diabet Simiflandirilmasi

Tablo 1: Diabetes Mellitus’un Etyolojik Siniflamas1 (ADA 2010) (15)

I-Tip 1 diabetes (B hiicre yikimi, ¢cogunlukla mutlak insiilin eksikligi)

A- Immunolojik

B- Idiopatik

11-Tip 2 diabetes (insiilin direnci veya insiilin salg1 bozuklugu agirlikli olarak neden
olabilir)

I11-Diger spesifik tipler

A- B hiicre fonksiyonunda genetik defekt

1-Kromozom 12 ,HNF-1 alfa (MODY 3)

2-Kromozom 7,glukokinaz (MODY 2)

3-Kromozom 20,HNF-4 alfa(MODY 1)

4-Chromosome 13, insulin promoter factor-1 (IPF-1; MODY4)

5-Chromosome 17, HNF-1_ (MODYY5)

6-Chromosome 2, NeuroD1 (MODY6)

7-Mitokondriyal DNA

8-Digerleri

B- Insulin etkisinde genetik defekt

1-Tip A insulin resistansi

2-Leprechaunizm

3-Rabson-Mendenhall sendromu

4-Lipoatrophic diabet

5-Digerleri

C- Ekzokrin pankreas hastaliklar

1-Pankreatit

2-Travma/pankreatektomi

3-Neoplazm

4-Kistik fibrosis

5-Hemakromatozis

6-Fibrokalkuloz pankreas

7-Digerleri

D- Endokrinopati




1-Akromegali

2-Cushing sendromu
3-Glukagonoma
4-Feokromasitoma
5-Hipertiroidizm
6-Somatostatinoma
7-Aldesteronoma
8-Digerleri

E- ilac yada kimyasallara bagh
1-Vacor

2-Pentamidin
3-Nikotinik asit
4-Glukokortikoidler
5-Tiroid hormonu
6-Diazoksit
7-B-adrenerjik agonistler
8-Tiazidler

9-Dilantin
10-Alfa-interferon
11-Digerleri

F- Enfeksiyonlar
1-Konjenital rubella
2-Sitomegalovirus
3-Digerleri

G- immun Diabetin yaygin olmayan formlari
1-“Stiff-man” sendromu
2-Anti-insulin antikoru
3-Digerleri

H- Diabetle bazen birlikteligi olan genetik sendromlar
1-Down sendromu
2-Klinefelter sendromu
3-Turner sendromu

4-Wolfram sendromu




5-Friedreich ataksisi

6-Huntington korea
7-Laurence-Moon-Biedl sendromu
8-Miyotonik distrofi

9- Porfiria

10-Prader-Willi sendromu

11-Digerleri

2.4. Diabetes Mellitusun Tams1 (ADA 2010)

1-) HbA;C >6.5%.

2-) Diabet semptomlari ve 200 mg/dl (11.1 mmol/l) iizerinde giiniin herhangi bir
saatinde 6gline bakilmaksizin dl¢iilen plazma glukoz diizeyi

3-) Aglik plazma glukoz diizeyi >126mg/dl (7 mmol/l) (En az 8 saat tam aglik
sonrast)

4-) Oral glukoz tolerans testi sirasinda 2.saat plazma glukozu >200mg/dl (11.1
mmol/l) ve iizerinde olmasi (WHO nun tanimlamasina gore 75 gram oral glukoz ile

uygulanmali).

Amerikan Diabet Birligine (ADA) gore diabetes mellitusun tanist aglik glisemisinin
vendz plazmada en az iki ardisik 6l¢iimde 126 mg/dl veya daha yiiksek olmasi ile konur.
Yine giliniin herhangi bir saatinde aglik veya tokluk durumuna bakilmaksizin randomize
plazma glisemisinin 200mg/dl ‘nin iizerinde olmasi ve polidipsi, poliiiri, polifaji, zayiflama

gibi semptomlarin olusu ile de tan1 konulabilir (15).

Aclik plazma glukoz diizeyi 100 mg/dl {istiinde olan ve diabet agisindan yiiksek risk
tastyan bireylerde belirli araliklarla OGTT yapilarak bozulmus glukoz toleransi veya diabet



aranmalidir. A¢lik kan sekeri tek basina tani kritelerlerini sagliyorsa OGTT’ne gerek
yoktur.

Eger hastada semptomlar yok veya hafif var ise ve glisemi tanilarin1 zorluyor ise
OGTT gerekebilir. Ayrica bozulmus glukoz tolerans tanisi iginde OGTT ne gerek vardir
(15).

2.4.1.Standart Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT)

OGTT karbonhidratlara karsi tolerans durumunu belirlemek i¢in kullanilan tani ve

tarama testidir (16).

OGTT Endikasyonlar:

1. Tarama testinde aclik kan sekerinin 115 mg/dl ve iizerinde ya da postprandiyal kan
sekerinin (120. dakika ) 140 mg/dl ve iistiinde bulunmasi.

2. Gestasyonel diabeti belirlemek veya reddetmek.

3. Sismanlik ve/veya o6zellikle agirlikli ailesel diabet hikayesi olanlar.

4. Otozominal dominant (MODY) tipi diabet hikayesi olanlar.

5. Aciklanamayan ndropati, retinopati, ateroskleroz, koroner arter hastaligi, periferik
vaskiiler hastaliklar (6zellikle 50 yasin altinda olanlarda).

6. Operasyon, stres, travma, infarktiis, serebral vaskiiler olaylar, kortikosteroid
kullanimi, gebelik esnasinda anormal glukoz degerleri veya glukoziiri goriilenlerde, bu
olaylar gegtikten sonra test yapilmalidir.

7. Metabolik sendrom X diisiiniilen kisilerde.

8. Reaktif hipoglisemi diisliniilen kisilerde (bu kisilerde OGTT siiresi daha uzun

tutulur).
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OGTT yapilmasi

1. Hasta 10-16 saatlik aglik sonrasi sakin bir odaya alinir. O. dakikada ilk kan
ornekleri alinir.

2. 5 dakika i¢inde 300 ml suda eritilmis 75 gr glukoz hastaya igirilir.

3. Diinya Saglik Orgiitiine gore glukoz verildikten yalnizca 2 saat sonra kan &rnegi
alimmas1 yeterli olmakla birlikte; NDDG (Amerikan Ulusal Diabet Veri Toplama
Grubu)’nin 6nerdigi sekilde 2 saat siireyle 30 dakikada bir (30., 60., 90., 120. dk) kan
ornegi alinmasinda fayda vardir. Reaktif hipoglisemi diisiiniilen vakalarda test siiresi 5 saat
kadar uzatilmaktadir.

4. Test sliresince sigara icmek, dolasmak ve su disinda yiyecek almak sakincali ve

yasaktir.

2.4.2. ADA diabet tam kriterleri (15)

Tablo 2: ADA diabet tam Kkriterleri

2. SAAT PLAZMA
GLUKOZU

KATEGORI FPG

=100mg/d|
MNormal =140mg/dl{ =7 ,8mmaol/It)

(<5,6mmol/lt)
100 ile125mg/di

IFG
(5,6-6,9mmel/It)
140-199mg/dl
1GT
(7,8-11Tmmal/It)
=126mg/dl =200mg/dl
DIABETES
(=7 mmol/lt) (=11, Tmmol/it)
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2.5. DIABETIN VE KOMPLIKASYONLARININ PATOGENEZI

Diabetes Mellitus, mutlak veya fonksiyonel insiilin yetersizligi sonucu ortaya ¢ikan,
karbonhidrat metabolizmas1 basta olmak {iizere yag ve protein metabolizmasinda da
bozuklukla seyreden bir endokrin ve metabolizma hastaligidir (17). Hastaligin
ilerlemesiyle retinopati, renal yetmezlik, noéropati ve ateroskleroz gibi spesifik

komplikasyonlarin gelismesi riski artar (18,19).

Intraselliiler sinyal transdiiksiyonunda degisiklik, aldoz rediiktaz aktivitesinde artis,
Na'-K" ATP’az aktivitesinde azalma, TxA, ve endotelin gibi vazokonstriktorlerde artis,
PGI; ve NO gibi vazodilatatorlerde azalma, reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin
olusumunda artma ve proteinlerin glikasyonundaki artis, degismis lipoprotein
metabolizmasi, artmig protein kinaz C aktivitesi gibi pek c¢ok faktor diabetin
komplikasyonlarinin gelismesinde rol oynamaktadir (20,21).

Bu faktorlerin her biri temel ortak bir mekanizmanin farkli yansimalari olabilecegi
gibi, c¢esitli  dokularin  farkli  mekanizmalara  duyarlilik  gostermelerinden
kaynaklanabilmektedir. Bir ¢ogu birbiri ile yakin iligkili olan bu mekanizmalar bazen
ortiismektedir. AGE olusumunun yol agtigi oksidatif stres, glikooksidasyonla AGE
olusumunu hizlandirmaktadir. Oksidatif stresi artiran ve AGE olusumunu hizlandiran
poliol yolu aktivasyonu damar duvarinda doku protein kinaz C aktivasyonuna neden
olmakta ve retina, lens, glomerul ile sinir dokusunda miyoinozitol diizeyinde ve protein
kinaz C aktivitesinde azalmaya yol agmaktadir (20,21).

Anormal poliol yolu hipotezine gore glukoz girisi i¢in insiiline ithtiya¢ duymayan ve
aldoz rediiktaz enzimi iceren lens, periferik sinirler, bobrek glomerulleri gibi dokularda
hiperglisemi sonucu hiicre i¢i glukoz ve dolayisiyla sorbitol konsantrasyonu artar. Asir1 su
tutucu 6zellikte olan sorbitoliin bu dokularda birikmesi hiicre 6demi ve hasarina neden olur
(22).Hiperglisemide poliol yolunun aktivasyonuyla NADH/NAD® orani artmakta ve bu da

enzimatik olmayan glikasyonu ve diagilgliserol sentezini artirmaktadir. Diagilgliseroliin
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artis1 da protein kinaz C aktivasyonuna yol agarak diabetteki damar patolojilerine neden
olmaktadir (20,21). Oksidatif stres hipotezinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve serbest
radikallerin olusum hiz1 ile antioksidan savunma kapasitesi arasindaki dengesizlik diabetin
kronik komplikasyonlarina neden olmaktadir. Bir baska deyisle hiperglisemi oksidatif
strese yol agmaktadir. Lipid hidroperoksidler, konjuge dienler, tiyobarbitiirik asit reaktif
maddeler (TBARS) ve isoprostanlar gibi oksidatif stres gostergelerinin diizeylerinin arttig1
diabetli hastalarda E ve C vitaminleri, glutatyon, SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan parametrelerin miktarinin azalmasi diabetin kronik komplikasyonlarinin
patogenezinde oksidatif stresin 6nemli bir rolii olabilecegini gostermektedir (18,23).

Diabetteki vaskiiler komplikasyonlarda goriilen endotel fonksiyon bozukluklarindan
endoteldeki nitrik oksid iiretiminin azalmasi sorumlu tutulmaktadir. Bu azalmaya da ileti
aksamasi, substrat L-arginin yetmezligi veya nitrik oksid sentazin kofaktorlerindeki azalma
neden olabilir. Ancak diabetteki azalmis endotel bagimli vazodilatasyona NO {iretiminin
azalmasi m1, yoksa oksidatif stresin mi neden oldugu tartigmalidir (21, 24) .

Diabetin kronik komplikasyonlarinin mekanizmasi ile ilgili bir diger hipotez de AGE
hipotezidir. Oligosakkarit zincirlerin enzimatik olarak proteinlere glukozidik bag ile
baglandig1r glukozilasyon glikoprotein sentezi sirasinda olusan posttranslasyonel bir
modifikasyondur. Bazal membran proteinleri, o, makroglobulin, bazi hiicre membran
reseptorleri, HLA antijenleri, immunglobulinler ve bazi hormonlar bu sekilde sentezlenen
onemli glikoproteinlerdir (21,24). Hiperglisemi durumlarinda glukozun hiicre igine
alimmasinin insiilinden bagimsiz oldugu eritrosit, beyin, bobrek, lens, periferik sinirler gibi
dokularda intraselliiler konsantrasyonu artan glukoz, proteinlere non-enzimatik bir tepkime
sonucu baglanmaktadir. Glukoz ve proteinlerin amino gruplari arasinda enzimatik olmayan
glikasyon reaksiyonlar1 yoluyla 6nce Shiff bazlari, sonrasinda daha stabil olan Amadori
trtinleri olusur. Bu sekilde olusan erken glikasyon firiinleri tedavi sonucu glukozun
normale donmesiyle azalmaktadir. Yar1 6mrii uzun olan proteinlerde ise geri doniislimsiiz
olarak imidazol veya pirol yapisindaki ileri glikasyon son ftriinleri (AGE) olugsmaktadir.
Hipergliseminin siddetine ve siiresine, proteinlerin yar1 dmriine, dokularin glukoza olan
gecirgenligine ve proteinlerdeki serbest amino gruplarinin sayisina bagli olan protein

glikasyonu yar1 omrii kisa (albumin, hemoglobin) ve uzun (kollajen, elastin, myelin,
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tubulin) olan tiim proteinlerde gergeklesmektedir. Dayanikli doku proteinlerine
baglanmayan bu glikasyon firiinlerinin en tipik 6rnegi glikolize hemoglobin (HbA;C) ve
fruktozamindir (20,21). Proteinlerin yapi islev ve metabolizmasini etkileyen protein
glikasyonunu serbest radikallerin olusumu ve glikooksidasyon izlemektedir. Asirt biriken
inaktif proteinler DNA hasarina neden olabilir veya hiicre siklusunu bozabilir. Glukoz
kaynakli amadori {iriinlerinden glikooksidasyonla uzun Omiirlii proteinlerdeki amino
gruplarin1 geri doniistimsiiz olarak c¢apraz baglayabilen AGE bilesikleri olugmaktadir.
Boylece non-enzimatik glikasyonun (NEG) artis1 sonucu ortaya ¢ikan AGE bilesikleri
diabetin kronik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynamaktadir (19).

Proteinlerin biiyiikliigiinti, seklini, elektriksel yliklerini, viskozitesini, ¢oziiniirliglini
degistiren glikasyon, 1s1 ve enzimlere dayaniklili§i ve membran reseptoriine baglanmay1
etkilemektedir. Ayrica SOD ve katalaz gibi antioksidan enzimler glikasyonla inaktive
olmaktadir. Diabette koagiilasyona egilimi artiran AGE bilesikleri koagulan/antikoagulan
dengesini koagulanlar lehine bozmaktadir (20, 21).

2.6. PROTEIN OKSIDASYONUNUN ANA MEKANIZMALARI

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri veya oksidatif stres
tiriinleri ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir. Protein oksidasyonunun
biyokimyasal sonuglari enzim aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarinin kaybu,
proteaz inhibitdr aktivitenin kaybi, protein agregasyonu, proteolize artmis/azalmis
yatkinlik, reseptor aracili endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler,
immiinojen aktivitedeki artig olarak siralanabilir. Reaktif tiirevler tarafindan proteinlerin
oksidatif modifikasyonu, bir dizi bozukluk ve hastaligin etyolojisi ile ilerlemesinde rol
oynar. Bu hastaliklar arasinda baslicalari; Alzheimer, amiyotrofik lateral skleroz, katarakt
olusumu, kronik bobrek yetmezligi, kistik fibroz, diabet, iskemi ve reperfiizyon hasari,

Parkinson, romatoid artrit ve sepsis olarak sayilabilir (25).

Proteinlerde yapisal degisiklige yol agan baslica molekiiler mekanizmalar protein
karbonil (PCO) olusumu ile karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu, protein
tiyol (P-SH) gruplarinin kaybi, nitrotirozin (NT) ve ileri oksidasyon protein iriinlerinin

(AOPP) olusumu olarak siralanabilir (26).
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Peptid Baginin Aynlmasi

Sekil 1. Protein karbonil olusumuna yol acan primer modifikasyon reaksiyonlari (27)

Reaktif tiirevlerin dogrudan proteinler (primer modifikasyon reaksiyonlar1), sekerler
ve lipitlerle reaksiyona girmesi sonucunda olusan firiinler, tekrar proteinler ile reaksiyona
girerek sekonder modifikasyon reaksiyonlarina yol agmaktadir. Reaktif tiirevler ya peptit
baglar1 ile yada amino asit yan zincirleri ile reaksiyona girer. Bu reaksiyonlar, redoks
reaksiyonlarina giren demir ve bakir gibi metal katyonlardan etkilenir. Oksidatif
modifikasyona ugramis proteinler ya diisiik molekiil agirlikli iiriinlere ayrilir ya da ¢apraz
baghh yiksek molekiil agirhikli {riinleri olusturur (28). Proteinlerdeki oksidatif
modifikasyonlarin siniflandirilmasinda bu 6zellikler esas alinsa da, genel olarak kabul
edilmis bir simiflandirma sistemi mevcut degildir. Bununla birlikte proteinlerde
modifikasyonlara yol agan reaksiyonlarin; oksidasyona ve peptit bagmin ayrilmasina yol
acan reaksiyonlar ve yan zincir modifikasyonuna yol agan reaksiyonlar olmak iizere iki
grupta siiflandirilmasinin daha kolay bir siniflandirma sistemi olacagi 6ne siiriilmektedir
(29).

Protein oksidasyonu esas olarak hidroksil radikali (OH") ile baslar. Diger taraftan

oksidasyon siirecinde O2 ile birlikte, siiperoksit anyon radikali (O;7), ve siliperoksit
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radikalinin protonlanmis formu olan hidroperoksil (HOO")’in varligi da gereklidir. Ad1
gecen bu reaktif oksijen tiirevleri amino asitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-
protein ¢apraz baglarinin olusumuna ve protein omurgasinin oksidasyonu yolu ile protein

fragmentasyonuna neden olur (Sekil 1) (27).

2.6.1.Protein Fragmentasyonu ve Karbonil Tiirevlerinin Olusumu

PCO tiirevlerinin olusumuna yol acan primer modifikasyon reaksiyonlar1 (Sekil 1)
amino asitlerin a- karbon atomlarinin veya R yan zincirlerinin oksidatif
modifikasyonlarindan ve bu modifikasyonlari takiben meydana gelen reaktif oksijen aracili
peptit ayrilmasi reaksiyonundan olugmaktadir (27). Reaktif oksijen tiirevlerinin proteinlerle
etkilesimi sonucunda, histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida amino asit
bakiyesinde ve/veya proteinlerin peptit omurgasinda olusan oksidatif hasara bagli olarak
PCO firlinleri meydana gelir. PCO diizeylerinin saptanmasi protein oksidasyonunu

belirlemede duyarli ve genel olarak kabul gormiis bir yontemdir (28).

Polipeptit omurgasindaki a-karbon atomundan hidroksil radikali ile a-hidrojen
atomunun c¢ikarilmasi sonucunda amino asit bakiyesi karbon merkezli radikal haline
doniistir (Sekil 1, Reaksiyon c¢). Bu reaksiyona yol acan hidroksil radikali suyun
radyolizinden (x ve vy 1sinlariyla) veya H,O,’in metal katalizli yikimindan agiga g¢ikar
(reaksiyon a ve b). Olusan karbon merkezli radikal molekiiler oksijen ile hizli bir sekilde
reaksiyonlasarak (reaksiyon d) daha sonra alkil peroksidi verecek olan alkilperoksil radikal
ara Urlniinii olusturur. Alkilperoksit, alkoksil radikali (reaksiyon h) tlizerinden hidroksi

protein tiirevini verir (reaksiyon j).

Reaksiyon basamaklarinin pek ¢ogunda Fet++ ve Cut varliginda hidroperoksil ile
etkilesim Onem tasir (reaksiyon e,g,i ). Bu metabolik yolda olusan alkil, alkilperoksil, ve
alkoksil radikal ara {irlinleri ayn1 veya farkli protein molekiiliindeki R yan zincirleri ile, yan
reaksiyonlar ile etkileserek yeni karbon merkezli radikallerin olusumuna yol agar. Olusan
bu yeni karbon merkezli radikaller ile yukaridaki reaksiyonlar tekrarlanir. Oksijen

yoklugunda (reaksiyon d) gerceklesmez. Olusan karbon merkezli radikal diger bir karbon
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merkezli radikal ile etkileserek protein-protein ¢apraz baglarinin olusumuna yol acar (Sekil
1). Alkoksil radikalinin olusumu (Sekil 1, Reaksiyon h ve g) peptit baginin diamid veya a-

amidasyon metabolik yollari ile ayrilmasina neden olur.

Diamid metabolik yoluyla ayrilma sonucunda, diamid ve izosiyanat yapisi, o-
amidasyon metabolik yolunda ise amid ve N-a-ketoagil yapisina sahip peptid fragmentleri
olusur (27, 28)

Diamid ve a-amidasyon metabolik yollar1 disinda polipeptid zincirinin serbest
radikal aracili ayrilmasi; prolil, glutamil ve aspartil bakiyelerinin oksidasyonu ile de

gerceklesebilmektedir (27).

Bununla birlikte Tablo 3°de goriildiigii gibi, lizin, arginin, prolin direkt oksidasyon

ile karbonil tiirevlerini verir (27)
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Tablo 3:Oksidasyona yatkin aminoasitler ve oksidasyon iiriinleri (27)

Amino asit Oksidasyon Uriinleri

Sistein Disiilfitler, sisteik asit

Metionin Metionin siilfoksit, Metionin Siilfon

Triptofan 2-,4-5-,6- ve 7 hidroksitriptofan, nitrotriptofan,
kiniirenin, formil ve hidroksi kiniirenin

Fenilalanin 2-,3-  dihidroksifenilalanin,  2-3- ve  4-
hidroksifenilalanin

Tirozin 3-,4-dihidroksifenilalanin, tirozin-tirozin ¢apraz
baglari, Tyr-O-Tyr ¢apraz bagli nitrotirozin

Histidin 2-oksohistidin, asparagin,aspartik asit

Arginin Glutamik semialdehit, 5-hidroksi-2 aminovalerik
asit

Lizin Lizin  hidroperoksitleri ~ ve  hidroksitleri, «
aminoadipik semialdehit

Glisin Amino valerik asit

Prolin 2-pirrolidon, 4-5-hidroksiprolin, piroglutamik asit,
glutamik semialdehit

Valin Valin hidroperoksitleri ve hidroksitleri

Losin Losin hidroperoksitleri ve hidroksitleri,o
ketoizokaproikasit, izovalerik asit ve aldehit

izolosin Izoldsin hidroperoksitleri

Treonin 2-amino-3-ketobutirik asit

Glutamik asit

Okzalik asit, piruvik asit

PCO olusumuna yol acan sekonder modifikasyon reaksiyonlari; proteinlerin

karbonhidrat ve lipit oksidasyon iiriinleri ile reaksiyonlarini icermektedir (Sekil 2) (27).

Lipit peroksidasyonu sirasinda olusan aldehitler (4-hidroksi-2-nonenal, malondialdehit),

indirgen sekerler veya bu sekerlerin oksidasyon iriinlerinin proteinlerdeki lizin bakiyeleri
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ile reaksiyonu (glikasyon ve glikoksidasyon reaksiyonlari) sonucu olugan reaktif karbonil
tiirevleri (ketoaminler, ketoaldehitler, deoksiozonlar) protein yapisina karbonil gruplariin
katilmasina yol agar (27).

Lipitlerden tiirevlenen aldehitler veya otooksidasyona ugramis sekerler Schiff bazi
olusumu yolu ile proteinlerdeki amino gruplarina baglanir. Schiff bazi olusumu geri
dontisiimli bir reaksiyon olmakla birlikte, siklikla geri doniistimsiiz bir reaksiyon olan

Amodori diizenlemesine ugrar (30).

G=N-P C-NH-P
A (HCOH)y —>  €=0
CHO R (Hgo"')nﬁ
P-NH,+ (HCOH
(wLvs) - (é i %’. gHO GH=N-P
¢=0 ——23 =0
(HCOH) n-1 (HCOH)n-1
R R

P-Hi OH o
"o " PSH S-P
PUFA _2> RY\/\ '_) RW\
0
oH O N, on 0
oHn ©O
CHO CH=NP CH-NHP CH=NP
CH, + PNM,—> | CH, 3 CH — CH
CHO cHo S o  Chow

Sekil 2:Glikasyon, glioksidasyon ve poliansatiire yag asitlerinin (PUFA) peroksidasyon iiriinleri ile proteinlerin
reaksiyonlar1 sonucu, protein karbonil gruplarinin olusumu (Sekonder modifikasyon reaksiyonlar1)25 (A: Sekerlerin
proteinlerdeki lizin amino gruplar1 (P-NH2) ile reaksiyonu; B: Michael tipi katilma reaksiyonu ile 4-hidroksi-2-
nonenal’in proteinlerdeki lizin P-NH2), histidin (P-His), veya sistein (P-SH) bakiyelerine baglanmasi; C: Proteinlerdeki

amino gruplari ile lipit peroksidasyon iiriinii malondialdehitin reaksiyonu)
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Okside proteinlerin birikimi sadece protein oksidasyonunun hizini degil, ayni
zamanda okside proteinlerin yikilim hizin1 da yansitir. Proteinlerin yikilim hizi proteazlarin
konsantrasyonuna ve bu proteazlarin proteolitik aktivitesini etkileyen metal iyonlarinin,

inhibitdrlerin, aktivatorlerin ve regiilatdr proteinlerin varligina baghidir.

2.6.2. Tiyol Gruplarimin Oksidasyonu

Serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarinin oksidasyonuna yol agtig

gosterilmistir (31).

Sisteinin —SH grubu oksidatif ataga oldukg¢a yatkindir ve —SH gruplarindan degisik
mekanizmalarla olusan Tiyil radikali (-S.) proteinlerdeki disiilfit baglarinin olusumuna
onciiliik eder. —SH gruplarmin disiilfitlere ve oksiasitler gibi diger oksitlenmis tiirevlere

dontisiimii, radikal aracili protein oksidasyonunun en erken gozlenebilen belirtisidir (30).

Birgok arastirmaci grubu elektron paramanyetik rezonans (EPR) teknigi kullanarak
peroksinitritin tiyol gruplart ile reaksiyonu sonucu tiil radikallerinin olustugunu
gostermistir. Tiyol gruplarmin diger bir oksidasyon sekli; 4-Hidroksinonenal’in,
proteinlerdeki —SH gruplarina Michael reaksiyonu sonucunda tioeter bagiyla
baglanmasiyla ger¢eklesmektedir. Michael reaksiyonu geri doniisiimlii bir reaksiyondur

(Sekil 2B) (27).

2.6.3. Nitrotirozin Olusumu

NT olusumu protein oksidasyonuna yol acan bir baska molekiiler mekanizmadir.
Peroksinitrit (ONOO ), nitrik oksidin (NO), O2 ile invivo reaksiyonu sonucunda olusan

sitotoksik bir tiirevdir (30). NT olusumu reaksiyon (A) ve (B)’de goriilmektedir.

Bu reaksiyonun (A) hiz sabiti 1.9x1010 M-1 sn-1"dir (32) .Siiperoksit ve nitrik oksit
radikallerinin peroksinitrite gore nispeten daha dayanikli olmalarina karsilik, peroksinitrit

daha reaktif bir tiirevdir (33).
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Normal kosullarda, siiperoksit dismutaz, olusan tiim siiperoksit radikallerini
dismutasyona ugratmaya yetecek diizeydedir fakat, siiperoksit diizeyleri cok artmigsa yada

fazla miktarda NO radikali meydana gelmisse peroksinitrit olusur (32).

Peroksinitrit olusumu oksidatif protein hasarimnin hem ortaya c¢ikigina, hem de
ilerlemesine sebep olmaktadir (30). ONOO ’in proteinler {izerine atagmin ana irini
tirozinin orto pozisyonunda nitrolanmasidir, bu da NT olusumuna yol agar. NT,

ONOO ’nun in vivo spesifik bir marker’1dir (34).

ONOO ; DNA’yi, enzimleri, proteinleri, lipitleri ve tiyol gruplarin1 okside
edebilmesinden dolay1 yiiksek toksisiteye sahiptir (34). Tirozinin geri doniisiimsiiz olarak
nitrasyonu, fosforillenmis ve fosforillenmemis formlarinin birbirine dontstimiinii
engelleyerek, enzim aktivitesinin diizenlenmesini ve sinyal ileti mekanizmalarinin

regiilasyonunu etkiler (27).

ONOO oksidasyonunun stabil son iiriinii olmasina bagli olarak, NT konsantrasyonu
NO-bagimli in vivo hasarin tespitinde kullanigli bir marker’dir (35). Bugiinkii bilgilere
gore, ONOO- tek basina nitrik oksitten ve siiperoksit radikalinden daha giiclii bir oksidan

ve sitotoksik mediatordiir (36).
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2.7. PROTEIN OKSIDASYONUNUN ONEMI

Oksidasyon arastirmalarinda bugiin en biiyiik iddialardan biri in vivo oksidatif stresin
tayinidir. Proteinler tiim hiicre ve dokularda yer almalar1 ve oksidatif modifikasyona
duyarli olmalar1 nedeniyle oksidatif stresin faydali bir markir1 olarak kullanilabilirler (37).
Bununla birlikte proteinler muhtemelen oksidatif hasara en duyarli molekiillerdir ve

hasarin etkisi diger molekiillere gore oldukca fazladir (38).

Proteinlerin oldukc¢a farkli biyolojik fonksiyonlar1 vardir. Proteinlerde in vivo olarak
meydana gelen oksidatif degisiklikler rol oynadiklart ¢esitli hiicresel fonksiyonlari etkiler.
Protein oksidasyonu ile iligkili oldugu bilinen bazi hastaliklar ve hedef proteinleri:
Ateroskleroz (LDL), Romatoid artrit (IgG, a-1-proteinaz inhibitor), iskemi-reperfiizyon
hasari, Amfizem (a-1-proteinaz inhibitor, elastaz), Norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer
(B-aktin, kreatin kinaz), Parkinson, sporadik amyotrofik lateral skleroz, Muskuler distrofi,
ARDS, Yaslanma (glutamin sentetaz, karbonik anhidraz III , akonitaz), progeria, Akut

pankreatit, Kataraktogenez (o-kristalinler) ve Kanser (39).

Reseptorlerin, sinyal ileti mekanizmalarinin, yapisal proteinlerin, transport
sistemlerinin ve enzimlerin rol oynadigi hiicresel olaylar oksidatif protein hasarindan
etkilenir (40). Ornegin enzimlerin oksidatif degisikliklerinin enzim aktivitelerinde
inhibisyona neden oldugu gosterilmistir. Enzim oksidatif degisiklikleri ilimli veya ciddi,
hiicresel veya sistemik metabolik etkiler gosterebilir. Bu etkiler degisikligin siirekliligi ve

degisen molekiillerin yiizdesine baglhidir (39).

Proteinlerin yapisal degisiklikleri de fonksiyon kaybina yol agabilir. Ornegin plazma
fibrinojen proteini okside oldugu zaman solid piht1 olusturma yetenegini kaybeder ve
pthtinin inhibisyonunun derecesi proteinlerde karbonil olusumuyla koreledir. Sinoviyal
stvidaki immunglobinlerin oksidasyonu agregasyona neden olur ve romatoid artritin
etyolojisine katkida bulunur. o-1 antitripsin’in oksitatif degisikligi ciddi fizyolojik
sonuglara neden olur. Bu plazma proteini akciger ve Kartilaj gibi dokularda proteoliz

inhibisyonundan sorumludur.
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Diisiik dansiteli lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonu LDL apoproteininde karbonil
gruplarinin olusumuna yol acar. Okside LDL ise doku makrofajlar1 tarafindan alinip birikir.
LDL nin oksidasyonu aterosklerozun etiyolojisinde onemli rol oynar. Benzer sekilde
kristalin proteininin oksidasyonu lenste katarakt olusumunda 6nemli rol oynayabilir. Diger
bazi hastaliklarda da okside proteinlerde bir artis oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur
(39).

2.8. DIABET VE OKSIDATIF STRES

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz1 bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 silirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diigme bu dengenin bozulmasina
neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum 6zetle: serbest radikal olusumu
ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gdstermekte olup,

sonugta doku hasarina yol agmaktadir (sekil 3) (41).
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Sekil 3: Oksidatif Stres Mekanizmalari
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Diabette reaktif oksijen tiirlerinin rolii 1980’11 yillardan beri genis capta tartisilan bir
konu olmustur. Diabet ve diabet komplikasyonlarinin reaktif oksijen tiirleri ile olan
iliskisini gosteren calismalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-
reperflizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal iiretimini arttirdiglr ve
antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (42).

Stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin
ekspresyonlarinin ve antioksidan kapasitenin pankreas adacik hiicrelerinde, karaciger,
bobrek, iskelet kas1 ve adipoz doku gibi diger dokularla kiyaslandiginda en diisiik diizeyde
oldugu bilinmektedir. Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu da bilinen beta
hiicrelerinde gdzlenen hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (43).

Hidrojen peroksidin, yiiksek reaktiviteye sahip bir ROS iiriinii olan hidroksil
radikaline doniismesi sonrasi insiilin reseptor sinyal sistemi iizerinde etkili oldugu ve
insiilin tarafindan reseptor araciligi ile diizenlenen sinyal transdiiksiyon yollarinda anahtar
bir rol oynayabilecegi goriisii arastirmacilarin savlar1 arasinda bulunmaktadir. Glikasyon
aracilt serbest radikal iiretiminin insiilinin gen transkripsiyonunu azalttigini ve beta hiicre
apoptozuna yol actigini gosteren caligmalarin bulgulart bu goriisii destekler niteliktedir
(43). T ve B lenfositlerin, makrofajlar gibi inflamatuvar hiicrelerin beta hiicrelerine toksik
etkilerini de serbest radikaller araciligiyla yaptig1 diistiniilmektedir (44).

Diabet olusturulan rat deney modellerinde oksidatif stres belirte¢i olarak
degerlendirilen 8-OHdG (8-hidroksi deoksiguanozin) diizeylerinde de artis gdzlenmistir
(44). Serbest radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu oldugunu destekleyen
calismalarin (45) yanisira endotel ve diiz kas hiicreleri yiiksek konsantrasyonda glukoz
iceren ortamda inkube edildiginde de serbest radikal olusumunun basladig1 gézlenmistir
(46). Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda yakin iliski oldugu goriisii in vivo ¢aligmalar
ile de desteklenmistir (47). Deneysel hayvan ¢alismalarinda insanlardakine benzer diabet

olusturmak igin kullanilan N- nitroso tiirevi D-glukozamin yapisindaki streptozotosin (48),
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oksidan maddeler meydana getirerek langerhans adaciklarini selektif olarak tahrip etmekte
ve uygun olmayan NO cevaplari vererek diabeti baslattigi diisiiniilmektedir (49).

Hipergliseminin yani sira hipertrigliserideminin de diabetin komplikasyonlar1 i¢in
bagimsiz risk faktorii oldugu goriisii onem kazanmaktadir (50).

Diabetik olgularin plazma lipoproteinlerinde, eritrosit membran lipitlerinde ve ¢esitli
dokularinda lipid peroksidasyonunun arttigi, yapilan c¢alismalar sonucu goriilmiistiir. Bu
artisin enzimatik (arasidonik asit yolu) ya da nonenzimatik lipid peroksidasyonundan mi
kaynaklandig1 bilinmemektedir. Lipid peroksidasyonu, hem yaygin vaskiiler inflamasyon
sonucu aktiflesen lipooksijenaz yolu ile prostoglandinlerden, hem de serbest radikaller ve
gecis metallerinin etkisi ile endotelyal ve fagositik hiicrelertin membranlarinda bulunan
lipidlerden, nonenzimatik yolla olusmaktadir. Daha sonra her iki yola ait diriinlerin,
karsilikl1 olarak birbirlerini aktive ederek, lipid peroksidasyonunu artirdiklart bildirilmistir.
Yapilan epidemiyolojik calismalar, plazma lipid peroksidlerindeki artisin, diabetten ¢ok,
vaskiiler hastaligin kendisi ve hipertrigliseridemi ile iligkili oldugunu gostermektedir
(30,49).

Yine arastirmacilarin bulgulari, vaskiiler komplikasyonlar1 olan diabetik hastalarda,
hem LDL’nin oksidasyonunda hem de nonenzimatik glikasyonunda, hiperglisemiye bagl
artiglar oldugunu gostermektedir. Diabetik olgularda, lipidlere ilave olarak protein
oksidasyonu da artmaktadir. Ozelikle kollajen, elastin ve myelin kilifindaki ekstraselliiler
proteinlerin oksidasyonu sonucu; lens, damar, bazal membran gibi dokularda katarakt,
mikroanjiyopati, ateroskleroz ve nefropati gibi diabetik komplikasyonlar gelismektedir
(49).

Hiperglisemi Aracili ROS {iretimi baslica ii¢ mekanizma ile a¢iklanmaktadir;

2.8.1. Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Bir gecis elementinin varliginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit
anyonuna cevrilir. Reaksiyonlar zinciri, superoksit radikalinin hidrojen peroksit iizerinden
son derece reaktif olan hidroksil radikali olusturmasi ile sonuglanir. Hiicre i¢i glukoz
oksidasyonu NADH’nin agiga ¢ikmasina yol a¢ar. NADH solunum zincirinde oksidatif
fosforilasyon yolu ile ATP {iretimi i¢in gerekli enerjiyi saglamak iizere kullanilir. Solunum
zincirindeki bu reaksiyon sirasinda siiperoksit radikali acgiga c¢ikar. Yiiksek glukoz
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konsantrasyonu varliginda bu yolla siiperoksit radikal tiretimi artar. Mitokondri solunum
zinciri baglica hiicre i¢i ROS iiretim kaynagidir. Normal solunum zinciri olaylar1 sirasinda
siirekli olarak siiperoksit radikali olustugu diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan
calismalar, diabetteki patolojilerin birgogunun artmis mitokondriyal ROS {iretimi ile ilintili

oldugunu gostermektedir (51).

2.8.2. Proteinlerin Glikasyonu ve AGE (ilerlemis glikasyon son iiriinleri)

Olusumu

Proteinler yiiksek glukoz konsantrasyonlari ile karsilastiklarinda, glukoz bir enzimin
araciligina gereksinim duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz glikasyon reaksiyonlarina
neden olur. Glikasyona ugramis protein, molekiiler oksijene bir elektron vererek serbest

oksijen radikali olusumuna neden olur (52).

Glukoz ve proteinlerin amino gruplari arasinda kendiliginden gelisen enzimatik
olmayan glikasyon reaksiyonlar1 yoluyla dnce Shiff bazlari, sonrasinda daha stabil olan
Amadori irilinleri olusur. Amadori iriinlerinin olusumundan sonra ileri glikasyon son
tirinleri (AGE) meydana gelir (52). AGE’ler, endotelin-1 araciligiyla vazokonstriksiyonu
arttirarak endotel hasarma yol agtig1 gibi, kompleks biyokimyasal mekanizmalarla serbest
radikal iiretebilme kapasitesine de sahiptirler. Yine AGE’lerin toksik etkileri arasinda;
proteinlerin yapilarin1 ve fonksiyonlarini degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile oksidatif
stresi indiikleyebilmeleri ve sonugta Niikleer Faktor Kappa B (NFkB) gibi redoks duyarli
transkripsiyon faktorlerini aktive etmeleri ve ilgili genlerin (prokoagiilant doku faktorii
endotelin -1, adhezyon molekiilii, VCAM- 1 gibi) ekspresyonlarinin artist bulunmaktadir
(53). Arastirmalar AGE’lerin, reseptor aracili mekanizma ile serbest radikal iiretimini
uyarmasinin yani sira, artmis serbest radikallerin de hiicre i¢i AGE olusumunu arttirdigini
gostermektedir (53). Giardino ve ark. hiicre i¢i AGE olusumu ile lipid peroksidasyonu
arasinda siki bir iligki oldugunu, lipid peroksidasyonunun énlenmesi ile AGE olusumunun
da onlendigini bildirmislerdir (54) Diabetik nefropati olusturulan ratlara AGE inhibitorleri
verildiginde glisemik kontrolde herhangi bir degisiklik olmaksizin albiiminiirinin

Onlenebildigi gosterilmistir (55).
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Yapilan ¢aligmalarda AGE ve serbest radikallerin, protein kinaz C (PKC)’yi aktive
ettigi gosterilmistir. Aktive olan PKC’nin, vaskiiler kan akimini, damar permeabilitesini,
hiicre dis1  matriks bilesenlerini  ve hiicre biiyiimesini  etkileyerek  vaskiiler

komplikasyonlarin patogenezinde rol aldig1 6ne siiriilmektedir (56).

2.8.3. Poliol Yolu

Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden olur. Bu
yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi igin NADPH kullanildigindan hiicre i¢i NADPH
tiiketilir. Okside glutatyonun rediikte forma ¢evrilebilmesi ve nitrik oksit (NO) sentezi igin
NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi ve sonugta NADPH’in
yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi anlamina gelmektedir. Rediikte
glutatyonun ve vazodilatasyonda gorev yapan NO sentezinin azalmasi diabetin vaskiiler

komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisinda rol oynar (49) .

Vazodilator mediatorlerin kaybi1 endondronal kan akiminin azalmasina dolayisiyla
endondronal hipoksi veya iskemiye yol agmaktadir. Bu olayin sonucunda néronal hiicre,
schwann hiicrelerde hasar meydana gelmektedir (57). Glukozun sorbitol yolu ile fruktoza
ve sorbitola ¢evrilmesinin bir sonucu olarak hiicrede miyoinozitol diizeylerinde azalma ve
bunun sonucunda da Na-K ATP-az enzim aktivitesinde diisme oldugu gozlenmistir ki bu
enzim aktivitesi sinir iletim hiz1 igin 6nem tasimaktadir (57). Sorbitolun kendisi bir doku
toksini gibi hareket eder. Bu nedenle retinopati, noropati, katarakt, nefropati ve kalp

hastalig1 patogenezinde rolii oldugu diistintilmektedir (57).
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2.9. ILERI PROTEIN OKSiDASYON URUNLERI (AOPP)

Protein oksidasyonu, hipoklorik asit (HOCI), hidroperoksi, peroksinitrit, hidroksi ve
peroksi gibi SOR tiirevleri varliginda, direkt ve indirekt birgok yolla gergeklesebilir.
Reaktif oksijen iiriinleri (ROS) viicutta siirekli olarak olusmaktadir. Reaktif oksijen
tirtinleri, inflamatuar ve dejeneratif hastaliklar gibi insandaki birgok patolojik duruma
katkida bulunur. Oksidatif stresin kritik olan hastalarin hastaliklarinin gelisiminde énemli
bir rol oynadigi bilinmektedir (59). Oksidatif stresi belirlemede, lipid oksidasyonunu
yansitan Ol¢limler yapilabilmesine karsin daha stabil ve uzun omiirlii protein oksidasyon
tirtinlerinin kullanimi giderek yayginlasmaktadir (59).

Son zamanlarda protein oksidasyonunun yeni bir marker’t olan ileri oksidasyon
protein iriinleri (Advanced Oxidation Protein Products-AOPP) c¢esitli arastirmacilarin
dikkatini ¢ekmeye baslamistir (60). AOPP protein oksidasyonunun derecesini belirlemede

duyarli bir marker’dir (2,60). Reaktif oksijen tirlinleri , direkt olarak proteinler iizerine etki
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ederek aminoasitlerin oksidasyonuna yol acarlar. indirekt yolla karbonhidrat ve lipidlerin
otooksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan reaktif karbonil bilesiklerinin (RCO) etkisi ile de ileri
glikozillenmis son firiinlerine (AGE) ve ileri lipoksidasyon son f{iriinlerine (ALE)
doniistirler. ROS, tirozin aminoasidini direkt olarak okside ederek ditirozin yapisini
olusturup protein yapida agregasyona ve fragmantasyona yol acarlar. Bu karsilikli baglar
ile olusan iiriine "ileri Oksidasyon Protein Uriinleri" (AOPP) ad: verilir. AOPP, ditirozin
iceren ¢apraz bagl protein iriinleri olarak tanimlanmaktadir. Diger taraftan AOPP’nin
yapisal olarak ileri glikasyon son {iriinlerine benzedigi bildirilmektedir (60).

Witko Sarsat ve arkadaslari tarafindan yapilan g¢alismada, AOPP diizeylerinin,
protein oksidasyonunun gostergesi olan plazma ditirozin ve ileri glikasyon son {iriinii olan
pentozidin diizeyleri ile korelasyon gosterdigi, fakat lipit peroksidasyon markeri olan
tiyobarbiitirik asit ile reaksiyonlasan maddelerle korelasyon gostermedigi bildirilmistir (2).

Uremik hastalarda, oksidatif stresle karbonil stres arasindaki iliskiyi destekleyecek
sekilde, plazma AOPP diizeyleri Ileri Glikozillenmis Son Uriinlerin (AGE) diizeyleri ve
neopterin ile, pozitif iliski bulunmasi,. AOPP'nin mononiikleer fagositleri aktive ederek,
notrofiller ve monositler arasinda sitokin benzeri proinflamatuar medyatér gibi
davrandiklar1 6ne siirtilmektedir. ve AOPP ve AGE'nin hem olusum mekanizmasi hem de
yapisal agidan benzerlik gdstermeleri nedeniyle, biyolojik aktivitelerinin de birbirleriyle
iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (2,60,61). AOPP ler esas olarak klorinize bilesiklerin
etkisi ile sekillenir ve ditirozin rezidiilerine ve proteinlerin ¢apraz baglar kurmasina
onciiliik ederler (62). Kimyasal yapist halen arastirilmakta olan AOPP'nin klirensini de
onleyebilen yiiksek molekiil agirligina sahip oldugu, distilfid kopriileri ve/veya tirozin
capraz baglanmalarini igeren alblimin agregatlarindan olustugu ve saf albiiminden farkli
oldugu kromotografik ve elektroforetik tekniklerle gosterilmistir. Bu nedenle oksidatif
modifikasyona ugrayan albumin'in son g¢apraz baglanma iriinleri AOPP olarak
tanimlanmustir (2,60,61).

1996°da kronik iiremik hastalarin plazmasinda, Advanced oxidation protein products
(AOPP) olarak adlandirilan, yeni bir oksidatif stres belirteci tespit edildi ve ¢alisma sekli
klinik kimya analizorlerine programlandi. Uremik plazma &rneklerinde  kiitle

spektrometresi sayesinde AOPP, 600 ve 80kDa ¢evresinde iki pik yapacak sekilde elde
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edilirken kontrol plazmalarinda bu pikler elde edilmemistir. Daha ileri biyokimyasal
caligmalar sayesinde AOPP nin ozellikle alblimin olmak {izere okside olmus plazma
proteinleri oldugu ve oksidan ozellikleri olmadigi bulunmustur (2). AOPP'nin, invitro
sartlarda H,O;'den ¢ok HOCI'ye maruz kalan saf plazma albiimin orneklerinde olustugu
belirlendiginden, in vivo olarak aktif nétrofillerce {iretilen HOCI'nin  AOPP
olusturabilecegi diistiniilmektedir (61).

Aterosklerozun erken belirleyicisi olarak kabul edilen karotis arter intima media
kalinlig1 ile AOPP arasinda pozitif korelasyona rastlanmistir (63).

Protein oksidasyonunu bir gostergesi olan karbonillerin ve AOPP’nin plazma
diizeyinin hemodiyaliz hastalarinda olduk¢a yiikseldigini gosteren calismalar mevcuttur
(60,61,64). Hemodiyaliz Oncesi yiiksek olan AOPP diizeylerinin, hemodiyaliz sonrasi
yiikseldigi ya da degismedigi bildirilmektedir. Witko-Sarsat ve arkadaslari, membran
tipinden etkilenmeyen AOPP'nin degismemesini, diyaliz sonunda normale yakin bulduklari
notrofil oksijen radikal liretimine baglamislardir (2).

AOPP diizeyleri kreatinin klirensi ile korele sekildedir ve bu yiizden kronik renal
hasarin ilerleyisinin 6nemli bir gostergesidir (2).

Notrofil aktivasyonunu gosteren plazma myeloperoksidaz (MPQO) aktivitesinin ve
ileri oksidasyon protein iirlinlerinin (AOPP) diizeyleri gibi protein oksidasyonunu yansitan
oksidatif stres biomarkirlarinin Behget hastalarinda 6zellikle hastaligin aktif donemlerinde
olmak ftizere artmis oldugu bulunmustur. Otoriteler bu hastaligin seyrini ve aktivite

siddetini gostermede olasilikla yeni bir markir olarak AOPP’yi 6nermektedir (65).
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2.10. SPEKTROFOTOMETRIK OLCUM YONTEMLERI

2.10.1. End Point Yontem

Enzimatik olarak bir maddenin miktarin1 belirlemede en yaygin kullanilan ilke,
reaksiyonunu tamamlanmasina izin verilmesidir, bdylece tiim substrat 6l¢iilebilir bir iiriine
doniistir. Dengeye ulagildiginda reaksiyon yavasladigindan bu yontemler ‘endpoint’ veya
daha dogru olarak denge yontemleri (equilibrium methods) olarak adlandirilir. Bu tip
analiz i¢in hemen hemen substratin tamaminin doniistiigli denge noktasindaki reaksiyonlar
tercih edilir. Ancak denge reaksiyonlari, birinci reaksiyonun lriinlerini doniistiiren veya
yakalayan enzimatik veya enzimatik olmayan ek reaksiyonlarla istenen yone degisirler.
Ornegin, LDH ile laktat’ 1n dl¢iimiinde, olusan piruvat fazla hidrazin ile hidrazona déniisiir
(66).

Kuramsal olarak, sabit miktardaki, Q, substrati iirline doniistiirmek icin gereken

zaman, enzim miktari, [E] ile ters orantilidir (66).

Q=K1 x[E] xt [E] =(Q/ k1) + (1/t)

k1 , hiz sabiti ve t gegen siire. Bu sebeple [E] , 1/t ile dogru orantilidir

Bu yontem i¢in reaksiyon karigimi belli bir siire ve belli bir sicaklikta inkiibe edilir.
Reaksiyon tamamlanip iriinlerin olusumu ve dolayisiyla renk olusumu tamamlandiktan
sonra okuma yapilir. Bu maksatla kor, standart ve numune olmak iizere ii¢ tiip hazirlanir.

Sayet reaksiyon dogrusal ise bir tek standart, degilse birden fazla standart hazirlanir. Deney
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stiresi bittikten sonra cihaz sifirlanir ve numune ve standartin optik dansiteleri okunur. Beer

kanunu geregi standart i¢in;

Aq = a.b.Cg; olur. Buradan a.b= A / Cg; olur.

As= standartin absorbansi

Cst = standartin konsantrasyonu

Numune i¢in Ay =a.b.Cyisea.b=Ay/Cyolur.

A N = Numunenin absorbansi

C n = Numunenin konsantrasyonu

a ve b degerleri sabit ve her 2 denklemde birbirine esit oldugundan

As/ Cq¢ = AN/ Cy olur. Buradan numune konsantrasyonu C y = Cy X A N / Ayt
esitliginden C y bulunmus olur.

Ote yandan Cg / At orani sabit bir deger olarak da hesaplanabilir.

Bu sabit deger F (faktor) olarak gosterilirse C y = A N X F olur. Bu formiil, deneyin
lineer oldugu yani Lambert-Beer kanunun gegerli oldugu konsantrasyonlarda kullanilabilir.
Linearitenin bozuldugu yiliksek konsantrasyondaki numuneler distile su veya serum
fizyolojikle diliie edilip yeniden ¢alisilir. Bulunan sonug diliisyon faktoriiyle ¢arpilir (66).

Bu yontemde inkiibasyon siiresi kimyasal reaksiyonun tamamlanmas: igin gerekli
stiredir. Elverigsiz uzun inkiibasyon siirelerinden kaginilmasi i¢in her Ornege uygun
miktarda enzim kullanilmasi gerekebilir. Madde konsantrasyonun g¢ok yiiksek oldugu
hallerde inkiibasyon siiresi reaksiyonun bitmesi icin yeterli olmaz ve sonug¢ hatali ¢ikar.
Reaksiyonun sonunda substrat konsantrasyonu diisiik diizeylere diistiikk¢e, enzimin Km
degeri reaksiyonun hizinin belirlenmesinde 6nem tasir. Bu nedenle, substratlarina yiiksek
afiniteli (dolayisiyla diisiik Km degerli) enzimler denge analizleri icin daha uygundur.

Endpoint yontem reaksiyon kosullarindaki kiiciik degisikliklere biiytlik 6l¢iide duyarsizdir.

32



Ayrilan sabit siirede reaksiyonun tamamlanmasini Onleyecek biiyiikliikte degiskenler
olmadigidindan, her reaksiyon karistminda ayni enzim miktarina sahip olmak veya pH
veya sicakligin tam olarak sabit olmasi gerekli degildir (66).

Iki veya daha fazla standart calisilarak elde edilen optik dansiteler ve absorbans
degerleri ile konsantrasyon- optik dansite grafigi ¢izilir ve numunenin optik dansitesinden
bu grafik yardimiyla konsantrasyonu tesbit edilebilir. Grafigin dogrusal ¢ikmamasi Beer
kanunundan sapmaya isaret eder. Bu durumda yukarda belirtilen formiiller kullanilamaz

(66).

2.10.2. Kinetik Yontem

Kinetik bir yontemde, sabit-zaman araliginda, reaksiyon siiresi igin gerekli reaktif
enzim miktar1 digiiniilerek, tiretilen degisiklik 6l¢iiliir. Yiiksek substrat konsantrasyonu ile
baslayan enzimle katalizlenen reaksiyonun hizi 6nce sifir-derece kinetige, daha sonra
substrat konsantrasyonu azalmaya baslayinca, birinci derece kinetik evreye gecer.
Herhangi bir birinci derece reaksiyon i¢in, belli bir t zamanindaki, substrat konsantrasyonu,
[S], reaksiyon basladiktan sonra asagidaki gibidir;

[S]= [SO] x ™

[SO]= baslangi¢ substrat konsantrasyonu

e= dogal logaritma temeli

k=hiz katsay1si

Sabit zaman araliginda, t1’ den t2’ ye, substrat konsantrasyonundaki degisim A[S],

[S0] ile asagidaki denklem ile gosterilir;

[SO]=-A[S] / (e — e

Bu denklem, sabit zaman araliginda substrat konsantrasyonundaki degisimin
baslangigtaki substrat konsantrasyonu ile dogrudan iliskili oldugunu gostermektedir. Bu
durum birinci derece reaksiyonlar igin genel bir 6zelliktir (66).

Enzimatik bir reaksiyon i¢in, [S] kiiclik oldugu zaman, birinci derece kinetige uyar.

Km esitligi ile karsilagtirildiginda, reaksiyon asagidaki hale dontisiir;
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V=Vna | Kn X[S] veya v=K[S]

Boylece, birinci derece hiz katsayisi, k, Vmak / Km ye esittir.

Substrat konsantrasyonuyla iligkili 6zelligin (6rnegin, 151k absorbansi) reaksiyon
stiresi sirasinda iki sabit zamanda 6l¢iildiigli yontemler iki noktali kinetik yontemler olarak
bilinir. Kuramsal olarak, substratlarin enzimatik olarak ol¢iimlerinde kullanilan en dogru
yontemlerdir. Ancak, bu yontemler, teknik olarak endpoint yontemlerine gore daha c¢ok
dikkat gerektirirler. Reaksiyon hizi iki noktada dlgiildiigiinden pH, 1s1 ve enzim miktar1 gibi
reaksiyon hizini etkileyen tiim faktorler, her iki dl¢iim zamanlarinda olmasi gerektigi gibi
bir Ol¢iimden digerine sabit olmalidir. Bu kosullara artik otomatize analizorler ile
ulasilmistir. Analitin bir referans ¢ozeltisi, kalibrasyon i¢in kullanilmalidir. Birinci derece
reaksiyon kosullarini saglamak i¢in substrat konsantrasyonu, 0,2x Ky’ den diisiik olmalidir.
Dolayisiyla, yiiksek Km degerine sahip enzimler, kinetik analiz i¢in, daha kullanilabilir
genis bir substrat konsantrasyon aralig1 sagladigindan tercih edilir. Yarigsmali bir inhibitor
eklenmesi, reaktif enzimin K, degerini arttirmanin bir yolu olarak onerilmektedir. Kinetik
analizler icin gerekli olan diisiik konsantrasyonlar kiiciik degisikliklerin (6rnegin
absorbansta) dl¢iilmesinde de gereklidir (66).

Genellikle enzimlerin katalitik aktivitelerinin tayininde kullanilan bu yontemde
hesaplama i¢in standart solusyondan ziyade deney ortamindaki kromojen maddenin molar
absorbtivite kat sayisinin bilinmesi gerekir (66).

Analiz tilipline reaktif ve numune konup belirtilen sicaklikta inkiibasyona birakilir.
Deney metodunda belirtilen bir siire sonra ilk absorbans degerleri okunur. Daha sonra birer
dakika aralarla 2, 3 defa daha absorbans degerleri okunur ve miiteakip her 2 okumanin
farki alinir. Buna AA denir. Daha sonra bu dakikalik absorbans farklar1 toplanip okuma
aralig1 sayisina boliinerek dakikadaki ortalama absorbans degisimi (AA/dakika) bulunmus
olur (66).

Ornek ; birer dakika ara ile A1 =0.110, A2 = 0.220, A3 = 0.340 A4 =0.450 seklinde
dort absorbans degeri okundugunu farzedelim. Boylece ilk okuma ile son okuma arasinda

ic dakika ge¢mis olur. Buna gore AA/dakika su sekilde hesaplanir.

AA1=A-A; =011 AA=Az- Ay = 0.12 AA3=A4;-Az = 0.11 olur.

34



AA/dakika=( AA1 + A Az + A Ag)/3= (0.11+0.12+0.11)/3= 0.115 olur.

Bu testte cihaz distile su veye reaktif koriiyle sifirlanmakla birlikte eger reaktifte
deney sartlarinda numune olmaksizin bir absorbans degisimi oluyorsa, bunun tesbit edilip
numune i¢in bulunan degerden ¢ikarilmasi gerekir. Ayrica AA/dakika degerleri birbirinden
cok farkli ise reaksiyonun lineer olmadigini gosterir (66).

Deneyde olgiilen maddenin miktar1 reaksiyon sonunda gittik¢e artiyorsa artan
absorbans degerleri bulunur, azaliyorsa azalan absorbans degerleri bulunur. Bu durumda
AA/dakika degerleri negatif ¢ikar. O zaman ya AA/dakika degerlerinin isareti dikkate
alinmadan mutlak degerleri alinir veya faktor de negatif olarak alinir. Boylece pozitif
sonuglar elde edilmis olur (66).

Kinetik reaksiyonlarda aranan maddenin ortamda c¢ok olmasi durumunda deney
stiresi dolmadan reaksiyona giren maddelerin azalmasi sonucu reaksiyon hizi degisir. Bu
durumda dakikalik A degisimlerinin linearitesi bozulur ve bulunan sonug¢ hatali olur. O
zaman, numunenin sulandirilarak yeniden c¢alisilmast gereklidir. Kinetik okumada,
okumalarin toplam inkiibasyon siiresi sonunda yapilarak dakika sayisina boliinmesi yerine
her dakikada bir defa okuma yapilip sonra ortalamasinin alinmasinin sebebi, normalde
birbirlerine olduk¢a yakin ¢ikmasi gereken bu degerlerin gézlenmesi yani linearitenin
takibidir (66).

Kinetik okumada AA/dakika degerleri bir faktorle carpilarak sonuglar bulunur.

Faktor asagidaki formiilden bulunur (verilen 6rnek enzim aktivitesi hesabi i¢indir);

[U/1t (umol/dk/L) = (AA/dk x T.V (ml) x 106)/( ¢ x 151k yolu x N.V (ml)

Burada F=T.V x 10 % ¢ x 1s1k yolu x N.V dir

T.V. : ml cinsinden toplam hacim (deney tiipiindeki toplam s1vi miktari)

10°% sonucu pmol/dk/L=U/L ‘ye ¢evirme katsayisidir

¢: ekstinsiyon katsayisi; Reaksiyon sonunda okunan maddenin molar absorbtivite
katsayisi olup sabit bir degerdir. Rutin biyokimya laboratuvalarinda ozellikle enzim

Olctimlerinde ¢ogunlukla reaksiyona giren veya reaksiyon sonucu olusan NADH veya
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NADPH koenzimleri kullanilir. Bu koenzimlerin rediikte sekilleri 340 nm’de maksimum
absorbans gosterirler. Bu iki koenzimin molar absorptivite katsayilar1 6,22x10% L/mol/cm =
6,22 L/mmol.cm’ dir).

¢ =A/LxC’dir A=¢ozeltinin gercek absorbansi, L=1s1k yolu (cm) C= ¢dzeltinin
konsantrasyonu (Mol/L)

Isik yolu: okuma kiivetinin ¢ap1 (cm)

N.V: ml cinsinden reaksiyon katilan numune hacmi

2.11. ANALITIiK YONTEM GECERLILIiGi

Gegerlilik, analitik yontemin istenen amaca uygun olmasini saglayan islemlerdir.
Diger bir tanim olarak gegcerlilik; herhangi bir yontemde islem, ara¢ ve gere¢, materyal,
sistem ve faaliyetin beklenen sonuglar1 verdiginin kanitlamasi islemidir. Kendi kullanim
amaci i¢in uygun olan bir test icin amacglanmis, analitik islemin dogrulugunu kanitlayan bir
siirectir. Yani yontem gecerliligi; her derecede aymi sonucu elde etmek i¢in yapilan
islemlerdir (67).

2.11.1. Gegerlilik Stratejisi

Gegerlilik stratejisi dort bilesenden olusur; on gecerlilik, gergek gecerlilik,
istatistiksel analiz, ger¢ek c¢alisma. Bir gegerlilik ¢alismasinin akis1 Sekil 5 de verilmistir
(68).

On Gegerlilik

On gecerlilik, gercek validasyonun baslamasindan &nce analiz yapan kisiye pratik
deneyimini arttirma ve optimum kosullar1 saglama sansini verir. iki baslik altinda incelenir:

Yontem oturtulus sirasindaki gegerlilik ve gegmise ait gegerlilik.
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Analitik yontem gelistirme isleminde ilk basamak neyin, hangi dogrulukla
Olctlileceginin kurulmasidir. Buna; yontemin oturtulusu sirasindaki gecerlilik adi verilir.
Daha sonra literatiir arastirilir; en uygun kimyasal yontem segilir. Eger yeni bir yontem
kullanilmaya karar verilirse yontemin On bilgileri tayin edildikten sonra, bazi
basamaklarinin tekrar edilebilirliginin gelistirilmesi ve deneylerin saglamliginin kontrol
edilmesi gerekir (68). Varolan sistemin, varolan basariminin yeniden incelenmesi ve
degerlendirilmesi, gecmise ait gegerlilik diye adlandirilir. Bu sistemler i¢in gecerlilik;
gecerlilik protokoliinii, sistemin genel tarifini, donanim semasini, programin listesini,
yazilim ve donanimin o an ki konfiglirasyonunu, yazilim ve donanim bilesenlerinin gegmis
konfigiirasyonunu, kullanilan verilerin ve sistemin kullanim amacini, cihaz kullanim

kilavuzunu ve operator uygulama kayitlarini igermelidir (68).

ON GECERLILIK

1. Cihaz cevabinin se¢imi
2. Regresyon modelinin se¢imi
3. Standart egri sinirina yaklagsma

4. Ekstraksiyon yeteneginin degerlendirilmesi
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ON GETERLiLiK

GERCEK GEGERLILIK

. .

ANALIzZCI A ANALIZCI B
Glnlilk ¢cozelti A mn hazislanmas: Cozelt C ik kez yapilu-

Cozelu B, Cozelti A rekrarlana (Gozeln A tekrarlamr)
Kalira'asyon edrisi |

ISTATISTIKSEL ANALIZ

DIGER LABORATUVAR ——» GERCEK CALISMA—  VEREL DESTEK

! B

Yontem Transfer: Yontem transfert I. Gimlik standart efriler
Kor omekler: dahil geligtinilen Farklh analizeiler (1ki kez tekrarlamr)
Rehbere bagh gecerlilik yontenu Kabul edilebilir iki ardistk 2, Omeklerin gimliik kalite

Sekil 5: Genel Gegerlilik Akis Semasi
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Gergek Gegerlilik (Uygulama Asamasindaki Gecerlilik)

Gegerlilik isleminin laboratuvar asamasidir. On gecerlilik asamasindaki teorik
diizenleme bu asamaya hazirlik olusturur. Daha onceden ¢alisilmis bir yontem igin,
gecerlilik isleminin uygulama asamasina gelecege ait gecerlilik denir. Eger referans bir
laboratuvar gegerli edilmemis alternatif bir analitik yontemi kullanmaya niyet ederse
yontem gecerlilik rehberliginde bu yontemin giivenilir ve tekrarlanabilir oldugunu
gostermesi gerekir (68). Uygulama asamasindaki validasyonda, ii¢ ¢esit kontrol amagh
gegerlilik yapilir; denetim gegerliligi, giivenlik gegerliligi ve tekrarlanir gegerlilik (68).
Gostergelerde herhangi bir degisiklik olmasa da, yapilan calismanin arasira kontrol
edilmesi amaciyla denetim gegerliligi yapilir. Giinlik basarimin, verilerin
degerlendirilmesi bu asamayi olusturur. Bir analizci (A) herbir konsantrasyon diizeyi
(Cozelti A) igin ii¢ deneme yapar. Ikinci bir analizci (B) ayn1 islemi (Cozelti C) tekrarlar.
Caligsma sirasinda denetim gegerliligi yapilmasina karsin herhangi bir stiphe duyuldugunda,
yapilan validasyona giivenlik gecerliligi denir (Cozelti B). Gegerli edilen kosullarda
herhangi bir degisiklik oldugunda, ise tekrar gegerlilik yapilmalidir. Tekrar gegerlilik biitlin
gegcerlilik isleminin tekrar1 degildir. Eger sistem iyi anlasiliyorsa, tekrar gegerlilik sadece

degisikliklerin gegerli edilmesidir (67).

Son istatistiksel Analiz

Kalibrasyon egrisinin istatistiginde; korelasyon yiizdesi, egim, kesisim,
konsantrasyonlarin ayarlanamasi, herbir konsantrasyon i¢in standart sapma ve herbir
konsantrasyon i¢in bagil standart sapma yer alir. Giinliik standart egriler Ornek
konsantrasyonun taninmasini saglar. Deneysel sonuglarin kabul edilebilirligi i¢in verilerin,
yontem gegerliligi sirasinda giliven sinirlart iginde olmasi gereklidir (67,68). Gegerlilik
gostergeleri boyunca kabul edilebilir sinirlar, sisteme uygun testler ve kalite kontrol

noktalarini tanimlar (67).

Gegerliligi yapilan bir ¢alismada yapilan tiim islemlerin yazili olarak kanitlanmasi
gereklidir. Gegerlilik protokolii ve gecerlilik raporu c¢alismanin en 6nemli kisimlari

arasindadir. Hazirlanma ve yiiriitme, gecerlilik protokoliine bagli kalmalidir; protokol
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tercihen basamak basamak, talimat seklinde yazilmalidir. Tamamlanmis yontem gegerliligi
i¢in olas1 basamaklar Tablo 4 gosterilmistir (67,68).

Ik olarak ydntemin hedefi ve gecerlilik kriterleri tanimlanmalidir. Y&ntem basarim
Ozellikleri yontemin kullanim amacina dayanmalidir ve ilk gostergeler deneyimli
analizcilerin kararlarina gore segilmelidir. Tatmin edici sonuglar ancak iyi ¢alisan bir cihaz
ile saglanabilir. Bunun i¢in; cihaz basarim gostergelerine ayr1 bir 6nem vermek gerekir.
Eger gecerlilik deneyleri i¢in resmi bir kaynak yoksa deneyimlere bagl olarak, yontemin

kendi yapisina gore gecerlilik yontemi gelistirilir ve uygun gostergeler secilir (67,68).

Tablo 4: Yontem gecerliligi basamaklar:

Yontemin uygulama sekli, amacinin ve hedefinin tanimlanmasi
*Bagarim gostergeleri ve kabul edilen degerlerin tanimlanmasi
*Gegerlilik deneylerinin tanimlanmast

*Cihazin uygun basarim 6zelliklerinin degistirilmesi
*Maddeler, standartlar ve belirte¢lerin temini

+On gegerlilik islemlerinin yapilmasi

Yontem gostergeleri ve kabul kriterlerinin 6n deney sonucuna gore tekrar

degerlendirilmesi
*Tam dahili ve harici gegerlilik deneylerinin yapilmasi
*Rutin ¢aligmalar i¢in yontemin ¢alisma esaslarinin (SOP) gelistirilmesi
*Tekrar gegerlilik kriterlerinin belirlenmesi
*Kalite kontrol, sistem uygunlugu testleri ve uygulama déneminin belirlenmesi

* Gegerlilik deneylerinin yazilmasi ve sonuglarin gegerlilik raporuna yazilmasi
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2.11.2. Gegerlilik Gostergeleri

Bu gostergeler bir ¢cok farkli aragtirma grubu tarafindan ve uluslararasi komiteler
tarafindan tanimlanmus, literatiirlerde ayrintili bir sekilde aciklanmistir
Validasyon i¢in en uygun performans karakteristiklerine karar verilir ve bunlar test

edilir. Onemli performans 6zellikleri sunlardir (69):

Dogruluk (Accuracy)

Tekrarlanabilirlik (Presizyon)

Hassasiyet (Sensitivite)

Ozgiinliik (Spesifite/ Selektivite)

Dogrusallik (Linearite)

En kiigiik tayin sinir1 (LOD=Limit of detection)

En kiigiik belirleme siir1 (LOQ=Limit of quantitation)
Yontemin kararliligi, giigliiliigii (Robustness)

Olgiim Aralig: (Analitik sinir)

Dogruluk: Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen deneme sonuglarinin
gercek degere yakihigidir. Bir analitik yontemin dogrulugu yontem ve gergcek deger
tarafindan toplanan test sonuglarima dayanir. Dogruluk icin gercek deger bir ¢ok farklh
yoldan elde edilebilir. Bu yollardan biri; yontemin sonuglarini, yerlesik yontemlerden
birinin sonuglari ile karsilastirmaktir. Ikinci yol ise; dogrulugun bilinen konsantrasyonlara
sahip bir Ornegin analiziyle kontrol edilmesidir. Dogruluk, analitin matriksten
ayrilmasindan ve cihaza verilmesinden sonra elde edilecek cevap ile saf bir ¢oziicii iginde
¢oziinmeyen referans materyalin cevabinin karsilastirilmasia baglidir. Cilinkii bu dogruluk
Ornegin hazirlanisinin etkisini dlger. Elde edilen deger miimkiin oldugunca dogruya yakin

olmalidir. Dogruluk konsantrasyon basina kor hari¢ en az bes tayin ile belirlenir. (67,68).

Tekrarlanabilirlik: Ayni denek iizerinde tekrar edilen dlglimler arasindaki degisimin

bir 6l¢iistidiir. Bu 6lgiit bir yontemin kullanilabilir olup olmadigina karar vermede 6nemli
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bir role sahip oldugu gibi iki yontemi karsilastirirken de kullanilir. Tekrarlanabilirlik
yontemlerin uyumunu Onemli Ol¢iide etkilemektedir. Eger yontemlerden biri zayif
tekrarlanabilirlige sahipse iki yontem arasindaki uyumun zayif olmasi kagmilmazdir. Eger
referans yontemin tekrarlanabilirligi diisiikse yeni yontem ¢ok iyi bir yontem olsa da uyum
yiiksek c¢ikmayacaktir. Eger iki yontemin de tekrarlanabilirligi diisiikse problem daha da
biiyliyecektir. Yontem karsilastirma c¢alismalarinda iki yontem uyumlu c¢ikarsa bu
yontemlerden tekrarlanabilirligi yiliksek olanin digerine goére daha istiin oldugu
sOylenebilir. Tekrarlanabilirlik katsayisi kurulan deney diizenine bagl olarak degisik
sekillerde hesaplanir. Ornegin sadece bir kisiden alinan kan &rnegi ‘n’ defa ¢alisilirsa bu
diziye ait varyasyon katsayisi bu tiir bir deney diizeni igin tekrarlanabilirlik katsayis1 olarak
kullanilir. ikinci bir yol ‘n’ kisiden alian kan &rneklerinin her birini iki kez ¢alismaktir. Bu
tiir bir deney diizeninde yaygin olarak kullanilan tekrarlanabilirlik katsayisi iki Ol¢lim
arasindaki farklara ait standart sapmanin 2 katidir (70).

Hassasiyet (Sensitivite): Analitin konsantrasyonundaki degisime karsilik olgim
sinyalinde meydana gelen degisikliktir. Kalibrasyon egrisinin egimi, analitik hassasiyetin
gostergesidir.  Sensitivite hastalik varken testin  pozitif olma olasiligidir. Yiiksek
sensitiviteye sahip bir test diisiik yanlis negatiflik orania sahiptir, yani test, hastalig

olanlarda yanliglikla negatif sonu¢ vermez.Hastaliga hassastir.

Sensitivite = Gergek pozitif/ (Gergek pozitif + Yanlis negatif)

Ozgiinliik (Spesifite/ Selektivite): Metodun kompleks bir karisimda, benzer
davranig gosteren diger maddelerle etkilesmeksizin sadece dlgiilecek analiti belirleme
yetenegidir. Spesifiklik hastalik yokken testin negatif olma olasiligidir. Eger bir testin
spesifikligi yiiksek ise yanlis pozitiflik orani diisiiktiir. Yani test hastalig1 olmayanlarda

yanliglikla pozitif sonug¢ vermez. Sagliga spesifiktir.

Spesifiklik = Gergek negatif/ (Gergek negatif+ Yanlis pozitif)
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Tayin ve Belirleme Smmiri: Her ikisi de analitik bagarim gostergelerindendir. Tayin
sinirt; analitin analitik bir islemle tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyonudur. Tayin
siniriin belirlenmesi aletli ve aletsiz olmak iizere yonteme gore degisir. Aletli islemlerde
bilinen en diigiik konsantrasyonda analit igeren 6rnek sonuglarinin kor sonuglariyla
karsilastirilmastyla yani sinyal/giiriiltii orani ile belirlenir. Genelde sinyal/giiriiltli oran1 2:1
veya 3:1 olarak kabul edilir. Tayin sinirinin hesaplanmasinda diger bir yontem, kor
orneklerinin analizlenerek analitik geri zemin cevabinin 6l¢iilmesi ve bu degerin standart
sapmasinin 2 veya 3 gibi faktorle ¢carpilmasidir (71).

Belirleme siniri; analitik bir yontemle analitin, uygun dogruluk ve kesinlikle tayin
edilebilecek en diisiik konsantrasyonudur. Analitin bilinen miktarlarla azaltilmasiyla
hazirlanan 6rnekler dl¢iiliir ve kabul edilebilir kesinlik ve dogruluga sahip en diisiik miktar
tespit edilir. Belirleme sinir1 genelde varyasyon katsayisi ile varyasyon katsayisinin % 15-
20 yi asan konsantrasyonlariyla ifade edilir. Pek ¢ok durumda belirleme smiri, tayin
siirinin iki, i¢ katidir . belirleme siirinin tayini ig¢in deneysel islemlerde genel yaklagim,
belli bir sayida kor 6rnegi analizlenerek analitik geri zemini 6lgmek, bu degerlerin standart
sapmasini 10 veya 20 gibi bir faktor ile ¢arpilmasidir . Bu sinir, siira yakin yada sinirda

hazirlanmis belli sayida 6rnek analizi ile kontrol edilmelidir (71).

Dogrusalhk ve Simirlar: Bir analitik yontemin dogrusalligi test sonuglarindan
dogrudan elde edilerek ya da ¢ok iyi tanimlanmis matematiksel derisimleri belli, belirli bir
sirada verilen ornekler iginde analitin degisik konsantrasyondaki 6rneklerinden elde edilir.
Dogrusallik % 80 - % 120 oranindaki konsantrasyon uzunluguna sahip bes ya da besten
fazla standarttan tigten altiya kadar uygulama serisiyle saglanir. Cevap dogrudan veya ¢ok
1yl tanimlanan matematiksel hesaplara dayanmalidir. Eger sifir olmayan bir deger elde
edilirse bu yontemin dogrusallifi iizerinde bir etki olmadigini kanitlar. Bir analitik
yontemin smirlar;; bir yontemin dogrulugu, dogrusalligi ve kesinligi kullanilarak
kararlastirilmis en diisiik en yiiksek degerler arasindaki stiregtir. Sinirlar, normalde bir
analitik yontemden elde edilen test sonuglari olarak ayni {initeler i¢inde agiklanir (67,68).

Yontemin kararhhg:: Kararlilik testleri operasyonel gostergelerin analiz sonuglari
tizerindeki etkilerini Olger. Cesitli sartlar altinda yontemin analitik sonuglarinin kabul

edilebilir dogruluk ve kesinligini saptama kabiliyeti olarak da tanimlanabilir. Kararlilik ,
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yontemin bir veya birden daha fazla gostergesi degistirildiginde tekrar validasyona ihtiyaci
olup olmadigina karar verilmesini saglar.Farkli oda sicaklig1 ve farkli labarotuvarlardaki
nem, farkli tecrilbbeye sahip analizciler, farkli firmalarin aletleri, farkli kaynaklardan

belirtegler saglamliga etki eden faktorler arasindadir (67,68).
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3. GEREC VE YONTEM

Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi diabet ve nefroloji poliklinigine basvuran
hastalardan diabet teshisi alan ve HbA1c seviyesi % 7 ’nin istiinde, bobrek ve karaciger
fonksiyonlart normal olan 93 hasta (36 Erkek/ 57 Kadin; ortalama yas: 54,45; aralik: 26-
81) galismaya alindi. Venoz kan ornekleri piht1 aktivatorli, jelli (BD Vacutainer® SSTTM
I, BD Diagnostics, Franklin Lakers, USA), % 3,2 trisodyum sitratli (Greiner Bio-One
GmbH, Austria) ve EDTA’l1 vakumlu tiiplere (BD Vacutainer®,UK) 8-10 saatlik aglik
sonras1 sabah 8.00 -10.00 aras1 alindi. Ornekler 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra 10 dakika 1600 g (4000 rpm)’ de santrifiij edildi ve lipemik, ikterik, hemolizli
ornekler ayrildiktan sonra diger ornekler analiz zamanina kadar -80°C’de saklandu.
Mikroalblimin koruyucu ilave edilmeden toplanan 24 saatlik idrar Orneklerinden
bekletilmeksizin ¢alisildi.

Rutin biyokimyasal testler i¢in serum, AOPP &lgtimleri igin sitrat ve EDTA’l1 plazma,
fibrinojen Olglimleri igin ise sitrathi plazma kullanildi. Fibrinojen 6l¢iimleri Sysmex CA
1500 analizorii(Siemens Healthcare, Germany), AOPP, glukoz, iire, mikroalbiimin, , AST,
ALT ve HbAlc 6lgiimleri Abbott Aeroset otoanalizorii (Abbott®, USA) ile yapildi. HbAlc
ve mikroalbiimin 6lgiimlerinde immunoturbidimetrik yontem kullanildi. AOPP end-point
Olciim konsantrasyonlar1 chloramine-T equivalents (pmol/L), AOPP kinetik 6l¢iim

konsantrasyonlar: ise U/L olarak ifade edildi. Impresizyon ¢alismalart NCCLS EP-5 A2
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protokoliine gore yapildi. Korelasyonlar Microsoft Excel ve SPSS 11.5; Imprezisyon ise
EP Evaluator® programi ile degerlendirildi. Microsoft Excel (2003) programu ile elde

edilen regresyon denkleminden slope ve intercept degerleri olusturuldu.

3.1. AOPP OLCUMUNDE END-POINT VE KINETIK YONTEM
APLIKASYONU

END-POINT APLIKASYON;

3.1.1.Reaktifler:

Reaktif 1; 158 uL(18 pL asetik asit, 140 uL PBS),

Reaktif 2; 35 uL (PBS tamponunda hazirlanan 0.3 mol/L potasyum iyodiir)
kullanildi.

Ornek; 35 uL,

3.1.2. Fosfat Tamponu:

PBS (20 mmol/L, pH:7,4) hazirlanmas:

Na,HPO,4.12H20 (Merck, Germany): 14,61 gr

KH,PO, (Merck, Germany): 0,52 gr

NaCl (Merck, Germany): 8,71 gr tartild1 ve distile su ile 1 litreye tamamlandi.

Asetik asit oda 1sisinda, diger reaktifler +4°C’de saklandi. Kalibrator stok solusyonu
olarak 10 mmol/L chloramine-T (C;H;CINaNO,S*3H,0) (Merck, Germany) hazirlanarak,
100,75,50,25,12.5 umol/L konsantrasyonlarinda kalibrasyon noktalari olusturuldu (2,73).

Blank olarak deiyonize su kullanildi. 340 nm’de 18 -20 okuma aralig1 kullanilarak

end-point okuma yapildi.

46



KINETIiK OLCUM APLIKASYON;

Ornek; 20 pL,

Reaktif 1; 220 pL (180 uL PBS ve 40 uL (0.3 mol/L) KI),
Reaktif 2; 15 pL (asetik asit) olarak uyarlandi.

340 nm’de 21-31 okuma araliginda kinetik okuma yapildi. Faktér olarak 10000
kullanild1 (77).
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4. BULGULAR

Tanimlayici istatistikler Tablo 5'de, her iki tip 6rnek i¢in kinetik ve end-point
yontemler ile AOPP- fibrinojen korelasyon katsayilari Tablo 6’de, sitratli 6rneklerdeki
AOPP - fibrinojen ile kinetik ve end-point yontemler i¢in regresyon egrileri ise Sekil 6’de
gosterilmigtir.

Konsantrasyonu 27,7 U/L olan EDTA’l1 6rnek havuzunda kinetik yontemin ¢aligma
ici, calisma arasi ve total CV'leri sirasiyla; %1.,4, %9,4 ve %10,2; konsantrasyonu 64,1 U/L
olan sitrath 6rnek havuzunda kinetik yontemin ¢alisma i¢i, ¢aligma aras1 ve total CV'leri
sirasiyla %3,6, %7 ve %8,0 olarak bulundu. Kinetik yontemde her iki ornek tipinde de
AOPP ile fibrinojen arasinda anlamli bir korelasyon bulunurken ( r= 0,581; p= 0,0001; r=
0.644; p= 0.0001); end-point yontemde her iki 6rnek tipinde de fibrinojen ve AOPP
arasinda korelasyon gozlenmedi. ( r= 0,060;p>0,05; r= 0.062; p> 0,05 ) . Kinetik ve end-

point yontemler arasinda ise her iki tip 6rnek i¢in de anlamli korelasyon iligkisi gézlendi.
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Tablo 5: Tammlayic istatistikler

N=93 Range Minimum Maximum Mean SD
Edtah tiip (Kinetik AOPP) 128 33,5 161 71.07 25.10
Edtal tiip( EndPoint AOPP) 54 17 71 28,16 10,83
Sitrath tip 103,5 18 1215 51,83 20.21
( Kinetik AOPP)
Sitrath tiip( EndPoint AOPP) 46,5 12 58,5 22,04 8,35
Fibrinojen 397 179 576 350.86 88.63
HbAlc 6,8 7,0 13,8 8.85 151
Mikroalbiimin{iri 1903.7 2.3 1906 172.66 394.53
Tablo 6: Kinetik ve end-point yontemler ile AOPP- fibrinojen korelasyon katsayilari

Edtal tiip | Edtah tiip(End | Sitrathtiip Sitrath tiip Fibrinojen | HbAlc mikroalbii

(Kinetik AOPP) point AOPP) (Kinetik AOPP) End point AOPP min
Edtal tiip 1 0.636 (*) 0.969 (*) 0.537 (*) 0.581(*) 0.051 0.490 (*)
Kinetik AOPP
Edta I tiip End 0.636(*) 1 0.661 (*) 0.991(*) 0.060 (**) 0.027(**) -0.006(**)
pointAOPP
sitrath tiip kinetik | 0.969 (*) 0.661(*) 1 0.611(*) 0.644(*) 0.073(**) 0.520(*)
AOPP
sitrath tiip 0.537(*) 0.991(*) 0.611(*) 1 0.062(**) 0.033(**) -0.024(**)
endpoint AOPP
fibrinojen 0.581(*) 0.060(**) 0.644(*) 0.062(**) 11 0.203(**) 0.461(*)
HbA1c 0.051(**) 0.027(**) 0.073(**) 0.033(**) 0.203(**) 1 -0.063(**)
mikroalbuminiiri | 0.490(*) -0.006(**) 0.520(*) -0.024(**) 0.461(*) -0.063(**) 1

(*) p=0,0001 (**)p>0,05
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5.TARTISMA VE SONUC

Diabet, kronik metabolik bir bozukluk oldugu gibi ayni zamanda da artmig bir
oksidatif stres durumudur. Diyabette artmis serbest radikaller lipidler, proteinler ve niikleik
asitlerle etkileserek membran biitiinliigiintin kaybina, proteinlerde yapisal veya fonksiyonel
degisikliklere ve genetik mutasyonlara yol agmaktadir. Organizma bu zararli radikallerin
etkisiyle basa ¢ikabilmek igin bazi enzimatik ve non enzimatik antioksidan defans
sistemlerine sahiptir (17).

Diabetteki yiiksek kan glukoz diizeyleri; glukoz oto-oksidasyonu, poliol yolunun
stimiilasyonu, okside ve rediikte koenzim formlar1 arasindaki dengenin bozulmasi , ileri
glikasyon son {iriinleri olusumu gibi ¢esitli yollarla reaktif oksijen (ROS) tirlerinin
olusumuna yol agar (72). Reaktif oksijen tiirlerinin DNA, proteinler, lipitler gibi bir ¢ok
molekiille reaksiyona girerek molekiillerin yap1 ve fonksiyonlarini bozdugu bilinmektedir
(73). Artmus oksidatif stresin inflamatuar ve dejeneratif hastaliklar1 da kapsayan genis bir
hastalik gurubu yaninda diabet patojenezi ve ge¢ komplikasyonlarindaki Onemi
tartisitlmaktadir (72). Bu kapsamda ozellikle oksidatif lipit hasari dirlinleri sensitif
tekniklerle bir c¢ok hastalik gurubunda ¢alisilmistir. Serbest radikallerin proteinlerin
oksidatif modifikasyonu {izerine etkisi ise son yillara kadar kolay metotlar elde
edilememesi nedeniyle ¢alisilamamistir (74).

Proteinlerin reaktif tiirevler tarafindan oksidatif modifikasyonu bir dizi bozuklugun
ve hastaligin etyolojisi veya ilerlemesinde rol oynar. Proteinlerin oksidasyonu aromatik
amino asitlerin nitratlasmasina, tiyol gruplarmin oksidasyonuna, ileri oksidasyon protein

tiriinlerinin olusmasina ve bazi amino asitlerin karbonil tiirevlerine doniistimiine yol acar.
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Oksidasyon ayni zamanda polipeptit zincirinin yarilmasina ve capraz bagli protein

agregatlarinin olusumuna yol agabilir (25).

Protein oksidasyonu XX. yiizyilin ortalarindan beri arastirilmis olmakla birlikte bu
reaksiyon triinlerinin in-vivo oksidatif hasarin spesifik, genel marker’lar1 olarak
kullanilmas1 ancak son yillarda ger¢eklesmistir. Bunun nedeni olusan iiriinlerin yapisinin
bilinmemesi ve bu iriinleri biyolojik materyalde saptayacak duyarli metodlarin mevcut
olmamasidir. Protein oksidasyonunun protein karbonil (PCO) gibi marker’larmin in vivo
protein oksidasyonunun derecesini gosterecek bir ara¢ olarak kullanilmasi ise nispeten

daha uzun bir gegmise dayanmaktadir (25).

Oksidatif stresin direkt invivo Ol¢timleri zor ve zahmetli olup, gilinlik uygulama
pratiginden uzaktirlar. Bunun yerine pratik ve oOl¢iimii kolay yontemler gelistirilmeye
calisilmaktadir. Bu da oksidatif modifiye tirlinlerin ikincil {irlinlerinin tesbitiyle yapilmaya
calisilmaktadir. AOPP olarak tanimlanan oksidatif modifikasyona ugrayan albumin'in son
capraz baglanma firiinleri proteinlerin oksidatif modifikasyonunu 6lgmek i¢in giivenli bir
belirteg olarak degerlendirilebilinir (75,76).

Aktive noétrofiller tarafindan iireriten myeloperoksidaz ile olusan hipokloroz asit ve
kloraminler o6zellikle tiol guruplart i¢in oksidandir ve AOPP gibi klorine protein ve
lipitlerin olusumundan sorumludur. Bununla birlikte AOPP'nin bunun disinda olusum
yollart oldugu da bildirilmektedir (75).

Son yillarda Witko-Sarsat ve arkadaslari tarafindan tiremide ileri protein oksidasyon
iiriinlerini (AOPP) dGlgen bir yontem gelistirilmis, bu yeni yontem ve belirtecin ¢esitli
hastaliklarda performansini degerlendiren c¢alismalar yapilmistir (2). Bu c¢aligmalar
sonucunda iiremik hastalarda AOPP diizeyleri anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. Ayrica
uygulanan elektroforetik yontemde AOPP’nin iki pik yaptigin1 ve AOPP formasyonunun
albiimin konsatrasyonlar ile birlikte arttig1 belirlenmistir (2). Bunlara karsilik tiremi ve
koroner arter hastaligina sahip hastalar iizerinde yapilan bir ¢aligmada ise AOPP nin diisiik
molekiil agirlikli fraksiyonuna rastlanmamustir (77). Witko-Sarsat ve arkadaslar

saflagtirilmis insan serum albiimini ve kontrol plazmalari tizerinde yaptiklar1 ¢alismalar
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sonucu kullandiklar1 bu yontemin oksidasyona ugramamis saf albiimin ile reaksiyon
vermedigini gostermislerdir (2).

Laszlo Selmeci ve arkadaslar1 2005 yilinda Witko-Sarsat tarafindan sunulan bu
yontemi Cobas otoanalizoriine adapte ederek AOPP icin referans deger caligmasi ile
birlikte kritik hastalarda AOPP cevabini degerlendirmislerdir (73). Yas ortalamasi 21.3 (18-
33) olan 266 saglikli kiside ( 81 erkek,185 kadin) yapilan bu referans caligmasinda AOPP
i¢in referans aralik 22.3+6,3 umol/L olarak bildirilmistir ve literatiirde bildirilen referans
degerleri ile uyumludur. Bununla birlikte calisilan hasta gurubunun yas ortalamasinda
saglikli birey bulma giicliigli ve referans degerlerinin genellikle gen¢ ve saglikli kisilerden
olusan guruplardan elde edilmesi nedeniyle AOPP referans deger calismalarina gereksinim
oldugu vurgulanmaktadir (73).

Biz de galismamizda hasta grubumuz olan tip II DM’lu hastalarda bu referans
degerlere gore her iki tip 6rnek ve yontemde yiiksek AOPP diizeyleri elde ettik. Yapilan bir
calisgmada AOPP diizeylerinin saglikli kisilerle karsilastirildiginda DM tip 1I’de (1.7-2 kat),
DM Tip I’den (1.2 kat) yiiksek bulundugu ve AOPP’nin diabetik hastalarda oksidatif
protein hasariin siddetini gosteren bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir
(76). Bizim ¢alismamizda AOPP, erken diabet komplikasyon belirteci mikroalbiimin ile
kinetik yontemde anlamli bir korelasyon gosterirken , HbAlc ile boyle bir iliski
gostermemistir. Piwowar ve arkadaslarinin diabetik nefropatili hastalar iizerinde yaptigi
calismada ise AOPP konsantrasyonun albiimiiiri derecesine gore artis gosterdigini ve
alblimin/kreatinin oranindan ¢ok plazma kreatinin konsantrasyonu ile daha anlaml sekilde
korele oldugunu bildirmislerdir (78).

Marcela ve arkadaglar1 koroner arter hastaligi olan kisiler ile yaptiklar ¢alisma
sonucu AOPP diizeylerini bu hastalarda kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek
bulmuglardir. Fakat AOPP diizeyleri ile koroner arter hastalik risk faktorleri arasinda bir
iliski bulamamislardir. Akut koroner hastaligi tanisi i¢in cut-off degerini % 64 hassasiyet
ve %71 ozgiilliik degerleri ile birlikte 89 mmol/L olarak belirlemislerdir (79).

Yapilmis olan baska bir ¢calismada arastirmacilar AOPP nin 6zellikle tip 2 diabetes
mellitus hastalarinda olmak iizere her iki tip diabetde artis gosterdigini belirtmislerdir.

Bununla birlikte AOPP’ nin glukoz ve HbAlc ile korelasyon gostermedigini bulmuslardir
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(76). Bizim c¢alismamizda da bu sonucu destekleyecek sekilde AOPP ve HbAlc arasinda
her iki yontem ve Ornek tipinde korelasyon iligkisi gézlenmedi. Bu durumun end-point
yontem adaptasyonu sirasinda yapilan modifikasyonlar ve end-point yontemdeki degerlerin
dagilimu ile ilgili olabilecegini diisiindiik.

Ayni arastirmacilar Witko-Sarsat ve arkadaslarinin bulup uyguladigi AOPP
konsantrasyonunu 6l¢meye yonelik olan end-point yontemin, ortam sicakligi, son reaktifi
ekledikten sonra gegmesi gereken siire gibi standardize edilmesi zor degiskenlerin varhigi
sebebiyle laboratuvarlar arasinda ciddi bir fark ortaya ¢ikacagini ve bu yontemin plazma
AOPP diizeylerini olmasi gereken diizeyden daha yiiksek 6l¢tiigiinii bildirerek 2008 yilinda
AOPP igin yeni kinetik bir yontem gelistirmislerdir. Kardiyovaskiiler/ periferik damar
hastaliklarindan olusan 70 hastadan (47 erkek/23 kadin) alinan sitrathh ve EDTA’I
orneklerde her iki yontemin performansini degerlendirmisler ve sitratli 6rneklerde iki
yontem arasinda yiiksek bir korelasyon iliskisi bulurken (r’= 0.588), EDTA’l1 6rneklerde
sitratl 6rneklerdeki kadar giiclii bir korelasyon iligkisi bulamamislar ve bunu EDTA nin
iyod oksidasyonunu inhibe etmesine baglamislardir (77,80). Biz bu arastiricilardan farkli
olarak sitratli ve EDTA’l1 6rneklerde iki yontem arasinda anlamli bir korelasyon bulduk
(Tablo-6) .

L. Selmeci ve arkadaglarinin yaptigi bu ¢alisma ile aramizdaki baska bir fark ise
reaktif aplikasyonuydu. Arastirmacilarin ¢alismayr gerceklestirdikleri Cobas Mira Plus
biyokimya otoanalizoril ii¢ reaktif haznesine sahipti. Bizim kullandigimiz Abbott Aeroset
otoanalizori ise iki reaktif haznesine sahipti. Bu sebeple end point reaksiyon i¢in asetik
asit ve PBS kinetik yontem igin ise PBS ve KI birlestirilip tek reaktif haline getirildi.

Bir bagka arastirmada ise -20°C ve -80°C ‘de saklanan 6rneklerde endpoint yontem
kullanilarak AOPP konsantrasyonlar1 6l¢iilmiis ve karsilastirilmistir. Ornekler kiiciik
porsiyonlara ayrilarak 7, 15, 31, 90, 180, 438’inci gilinlerde c¢alisilmiglardir. Bu ¢alisma
sonucu 6 aya kadar -20°C ve - 80°C saklanan orneklerde AOPP konsantrasyonlarinda bir
degisiklik olmamustir (r araligi; 0,8-1,0 p<0,001 ). Bununla birlikte 438 giinden fazla
saklanan 6rneklerde - 80°C (96.6+83.2, p<0,01) ve -20°C (171.3%94.6, p<0,001) ‘de AOPP
konsantrasyonlarinda artis bulunmustur (74). Orijinal metoda uyarak yapilan daha 6nceki

calismalarda ise bekleme stiresinin etkisi ¢ogunlukla tartisilmamis ve de AOPP analizi igin
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aclik kani gerekliligi Onerilmemesine ragmen ¢ogu arastirmact aglik kani ornekleri
kullanmustir (81).. Ayrica Alessandro ve arkadaslari referans yontemde kullanilan 340 nm
dalga boyuna sahip 151k kaynaginin, lipemik plazma 6rneklerinde ortaya ¢ikan bulaniklik
nedeniyle AOPP igin spesifik bir dalga boyu olamayacagini belirtmislerdir. Ayrica
dondurulmus ve tekrar ¢Oziilmiis plazma orneklerinin taze orneklerden daha bulanik
olabilecegini  belirtmislerdir.  Bekleme siiresiyle ilgili AOPP  konsantrasyon
degisikliklerinin bu sebepten dolayr ortaya ¢iktigini belirtmislerdir (81). Bizde
calismamizda aclik kani Ornekleri kullandik ve elde ettigimiz plazmalar1 analiz giiniine
kadar (yaklasik 6 ay) - 80°C’de sakladik.

Witko-Sarsat ve arkadaslar1 bu aktivitenin okside plazma proteinleri, 6zellikle de
albliminden kaynaklandig: belirtilmekle birlikte (2), daha sonra yapilan ¢alismalarda serum
AOPP degerlerinin plazma AOPP degerlerinden diisiik olmasi, hazirlanan plazma
havuzlarinin 50°C 1sida bekletilmesiyle AOPP ve fibrinojen degerlerinde gozlenen paralel
diisme bu aktivitenin modifiye fibrinojenden kaynaklandigi goriisiine yol agmistir. Bu
caligmalarda serumda gozlenen AOPP aktivitesinin, alblimin yerine preanalitik islemler
sirasinda olusan fibrin monomerlerinden kaynaklandigi belirtilmektedir (75). Baska bir
calismada da fibrin monomerlerinin serumda plazmadan iki kat daha yiiksek olduklari
bildirilmektedir (75,77).

Biz AOPP-fibrinojen ve AOPP-mikroalbiimin arasinda kinetik yontemde her iki
ornek tipinde de anlamli bir iliski bulmamiza ragmen, ayni iliskiyi end-point yontemde her
iki 6rnek tipinde de bulamadik. Selmeci L. ve arkadaslar1 da kinetik yontemi kullanarak
AQOPP ve fibrinojen arasinda aym sekilde anlamli bir iliski bulmuslardir (p<0,0001, =
0,564). Aym calisgmada AOPP konsantrasyon Ol¢limiiniin reaktivite Ol¢limiine gore
fibrinojenle daha kuvvetli bir korelasyon i¢inde oldugunu bulmuslardir. Bunu da AOPP nin
spektral karekteristiginin, ditirozin, karbonil ve pentosidin gibi degisik kromoforlarin
karekteristigi ile uyumluluk gosterdigini ve bu kromoforlarin fibrinojen molekiilii
tizerindeki konsatrasyonlarina bagli olarak AOPP reaktivitesinin hastadan hastaya farkilik
gosterebilecegi seklinde aciklik getirmislerdir. inceledikleri vakalari degerlendirerek diisiik

fibrinojen konsantrasyonlarinda AOPP konsantrasyonlarinin end point yontemin tayin
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limitinin altinda kalip 6l¢iilemedigini bu yiizden kinetik yontemin daha diisiik diizeyleri
6l¢ebildigi i¢in daha uygun bir yontem oldugunu bildirmislerdir (77) .

Calismamizda iki yontem arasindaki uyumu degerlendirmek icin korelasyon ve
regresyon analizleri kullandik. Bland-Altman yaptiklar1 ¢aligmalarda, korelasyon
derecesinin orneklemdeki sonuglarin dagilim genisligine bagl oldugu igin, korelasyonun
dagilim genisligi biiylik olan orneklemlerde, dar olan 6rneklemlere gore daha yiiksek
bulunacagmi ve iki yontem zayif uyuma sahip oldugu halde yiiksek korelasyon
gosterebilecegini belirtmislerdir. Ayrica korelasyon katsayisinin anlamliginin testi, * iki
yontem arasinda bagint1 yoktur” hipotezinin testi oldugunu bu yiizden ayni degeri 6l¢gmek
icin dizayn edilen iki yontemin iligkili olup olmadigini test etmenin gereksiz oldugunu
belirtmislerdir. Regresyon analizinin x bagimsiz degiskeni ile y bagimli degiskeni
arasindaki iligkiyi inceledigini ve uyumu gostermede hangi yonteme ait verilerin X,
hangilerinin y olarak kabul edilmesine dair bir bilgi olmadigini belirtmislerdir. Regresyon
katsaymin da korelasyon katsayis1 gibi dagilim genisliginden etkilendigini gdstermislerdir.
Ayrica regresyon analizinde kullanilan veriler analizin dogrusallik sinirlarinda olmalidir.
Linearite siirlar1 digindaki degerler egim’in artmasina neden olarak regresyonun standart
hatasinin artmasina neden olur. Bu sebeplerle iki yontem arasindaki uyumu incelemede
korelasyon ve regresyon analizi kullanimimin dogru bir se¢im olmayacagini belirtip Bland-
Altman metodu adiyla yeni bir analiz metodu gelistirmiglerdir. Bu yontemin en 6nemli
ozelligi iki yontemin 6l¢iim farkliliklarini objektif olarak ortaya koymasi ve farkliliklarin
kabul edilebilirlik diizeyinin yorumunu klinisyenin goriisiine birakmasi oldugunu
bildirmislerdir (70).

Endpoint enzimatik analizleri ile yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlik degerleri elde
edebilmek i¢in spektrofotometri sisteminin ve drnekleme pipetlerinin kalibre oldugundan
emin olmak gerekir. Ayrica geleneksel endpoint enzimatik analizlerin en biiyiik dezavantaji
numunenin baglangic absorbansinin elde edilmesinin zorlugudur. Fakat daha sonra
gelistirilen hizl1 analiz cihazlar ile reaksiyon gergeklestikten birkag saniye sonra absorbans
Olciiliip bu absorbans degerine uygun gelecek sekilde curve-fitting programi kullanilarak
0. zamana doniilebilir ve basslangi¢ absorbansi elde edilebilir. Bu yontem ile Hekzokinaz

ve Glukokinaz gibi ¢ok hizli ger¢eklesen reaksiyonlarda bile baslangig absorbansini (Ag)
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elde edebilmek miimkiindiir. Bu yontemin en biiylik dezavantaji uzun siirede gerceklesen
reaksiyonlara pek uygun olmamasidir. (82).

Kinetik yontemlerde ise daha hizli sonug elde edilebilir. Bu yontem sayesinde toplam
reaksiyon siiresi kisaltilmis ve ornek kori ile iliskili sorunlar elimine edilmis olunur.
Kalibrasyon standartlarina ihtiyacinin olmasi ve baslangi¢ absorbansi ile daha sonraki
absorbans degisiklikleri arasindaki iligkinin dogrusal olmamasi dezavantajlar1 arasindadir.
Basit numerik analiz metodlari ile dogrusallik sorunu elimine edilebilirse kinetik yontem
hizli, basit ve giivenilir bir yontem olarak iiriin analizlerinde kullanilabilir (82).

Kimyasal analizlerde analiz metodunun uygulama performansi birgok faktore
baglidir. Bu nedenle 6l¢iim metodunun ¢ok iyi tanimlanmasi gerekmektedir. Analiz edilen
ornege, analiz edilen bilesenlerin cinsine ve miktarina bagli olarak farkli metot kullanmak
gerekebilmektedir. Belirli bir analiz i¢in ¢ok degisik metotlardan hangisinin kullanilacag
analiz edilen 6rnek cinsine, analiz edilecek bilesenlerin miktarina, giinliik yapilacak analiz
sayisina, istenen sonucun kalitesine, metodunun uygulama kolayligina, analiz siiresine,
analiz maliyetine bagli olarak yapilacak bir degerlendirme sonucunda belirlenmelidir.

Kinetik 6l¢iim yontemi hem elde etti§imiz sonuglarin literatiire uygunlugu hem de
cihaz aplikasyonunun kolay ve ucuz, olmasi nedeniyle oksidatif stres arastirmalari ile
ilgilenen biyokimya laboratuvarlari i¢in daha iyi bir yontem olarak degerlendirilebilir.
Bunun yaninda yontemin gelistirilmesi ve daha fazla arastirmalarla desteklenmesi

gerekliligi yadsinamaz.
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