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1. GIRIS

Cesitli sebeplerle kronik bobrek yetmezligi gelisen hastalarda, bébrek yeterince
calismadigi icin, kanda biriken cedtli atiklarin temizlenmes ve kanin saglikli
insanlardaki  kompozisyonuna ulasmasi amaciyla hemodiyaliz islemi yapilmaktadir.
Ancak, kronik bobrek yetmezligi olan bireylere uygulanan hemodiyaliz, yetersiz bobrek
fonksiyonunu kompanse etmesinin yani sira lokositler ve eritrositler gibi kan
elemanlarinin oksidatif metabolizmasini da etkilemektedir. Ozellikle bu bireylerde
antioksidan sistemin etkilendigi bildirilmektedir (1). Ayrica sigara dumanin doymamis
yag asitlerinde oksidasyona yol actigi hiicre ve doku yikiminin ¢ogunun badlaticisi olan
lipid peroksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir (2). Yine gerek sigaranin gerekse
hemodiyalizin eritrositlerde lipid peroksidasyonunda artisa neden oldugu gosterilmistir
(3,4). Goruldugu gibi sadece hemodiyaliz idemi ya da sigara icimi bile oksidatif stres
artirmaktadir. Acaba her iki risk faktoriine de sahip hastalarda eritrositlerin oksidasyona
duyarligi ya da antioksidan kapasitelerindeki degisiklik ne dl¢ide olmaktadir?
LiteratUrde sigara icen hemodiyaliz hastalarinda eritrositlerin lipid peroksidasyonu ve
antioksidan kapasitesini birlikte inceleyen yeterli calisma bulunmamaktadir. Biz bu
cdismada sigara igen ve igmeyen hemodiyaliz hastalarinda eritrositlerin in vitro
oksidasyona duyarliligi ve antioksidan kapasitelerini arastirmayi ve saglikli kontrollerle
karsilastirmayi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Bobrekler

Insanda bir cift bobrek, omurganin her iki yaninda yer air ve yaklask alt
kaburgalarin hizasinda bulunur. Her bdbrek insan boyuna dogru orantili ortalama 9-12
cm uzunlugunda, 4-6 cm eninde ve 3-5 cm kalinligindadir. Iki bobregin toplam agirligi
300 gramdir. Bobreklerin hemen Uzerinde bobrek Ustt bezleri bulunur. Bobrek dsti
bezleri, bobreklerden tamamen farkli bir fonksiyona sahiptir. Bobreklerin etrafi
yumusak fakat saglam bir koruyucu zarla kusatilmistir. Bu organ, insan vicudu igin

onemli idevleri yerine getirmesinden dolayi stirekli iyi bir kan dolasimina sahiptir (5).

Bobrek korteksinde gomertl adi verilen birgok kuctik kilcal kan damari yumagi
bulunur. Gomerlll olusturan kilcal damar duvari, kandaki cesitli maddelerin gegisine
olanak saglar. Kirmizi (alyuvar) ve beyaz (akyuvar) kan htcreleri ile kanin plazmasi
kilcal damardan slizilemediginden dolayi sadece glikoz, Ure, elektrolitler ve su damar
cidari tarafindan emilirler ve stizilms sivi tabulUse gider. TubUlUste toplanan sivi ilk
idrar olarak adlandirilir. TUbulUsde dakikada 125 ml, glinde yaklasik 180 litre kadar sivi
stizilebilmektedir.

Tlbuluder bobrek orta kisminda korteks medulla sinirina kadar kivrimli bir
sekilde seyreder. Bu sekilde stizilmis sivinin bircok maddes ve yaklask tim sivi
tekrar geri emilir ve boylece vicutta kalir. Bu olay sliztlmis sivinin konsantre olmasini

saglar ve sonug olarak esas idrar olusur (5).

Insan vilcudu gunde yaklasik 1,4 litre suyu idrar yoluyla atar. Bu sekilde viicut
idrarda bulunan zararli madde olarak adlandirilan gesitli kimyasal maddeleri atmis olur.
Bu zararli maddelerin vicuttan atilmasiyla bobrekler organizmadan zararli, zehirli
maddelerin atilmas gibi hayati 6neme sahip islevini yerine getirir. Bobreklerin bu
gbrevi yerine getirebilmes icin vicuttaki toplam kan miktarinin daima bdbreklerden
gegcmesi gerekir. Idrarin miktari, sivi aimina ve terlemeye baglidir. Bunun disinda
bobrek kemik iliginde kan yapimini uyaran bir hormon salgilar. Erythropoetin isimli bu
hormon ilikteki kan yapim merkezlerini uyarip, kirmizi kan hicrelerini Uretmesini
saglar (5).



Idrar ile birlikte vicuttan elektrolitler de atilir. Boylece organizmanin asit-baz
dengesinin dizenlenmesi saglanir. Organizmadaki asiri konsantrenin Onlenmesi igin
vicuttan atilan maddeler, idrarla atilan maddeler olarak adlandirilir. Bobrek
fonksiyonlarinin gosterges olarak kandaki tre ve kreatinin seviyesi onemlidir (5).

Bdbreklerin asagida belirtilen anaidevleri sunlardir (5).

1. Vucudaalinan sivinin ve elektrolit miktarinin diizenlenmesi
2. Kan basincinin diizenlenmesi

3. Asit-baz dengesinin diizenlenmesi

4. Vicudun zararli maddelerden arindirilmasi

o

Kirmizi kan htcre olusumunun diizenlenmesi

6. Kemikteki metabolizma doku degisiminin diizenlenmesi

Degisik nedenlere bagli olarak bdbreklerin mizmin bir sekilde hastalanmas ve
gorevlerini yapamaz hale gelmesine kronik bobrek yetmezligi (KBY) denir (6).

Kronik bobrek yetmezligi yapan belli basli hagaliklar sunlardir (6).

=

Kronik glomerulonefrit

N

Akut pyelonefrit

3. Hipertansif nefropati

4. Diabetes mdllitusa bagli nefropati

5. Kronik analjezik kullanimi sonucu analjezik nefropatisi

6. Kollgen vaskiler hastaliklar

7. Herediter bobrek hastaliklari (polikistik bdbrek hast. Alpat sendromu)
8. Intertisyel bobrek hastaliklari

9. Tekrarlayan bdbrek taslari sonucu olusan pyelonefritler.



2.2 Diyaliz

Diyaliz kelimesi Y unanca dan gelir ve “¢ozilme” anlamindadir. Doga bilimciler
diyaliz kelimesinden yari gegirgen membranla ozmotik farklilik gosteren parcaciklarin
ayrilmas  slirecini anlamaktadir. Ornegin diyalizi proteinleri ve tuzlari ayirmada
kullanmaktadirlar. Tip dinyasinda ise diyaiz 6zellikle kan temizleme siireci olarak
kullanilmaktadir (5).

Diyaliz; vicutta birikmis Ure, kreatinin gibi zararli maddelerin ve asiri suyun bir
membran araciligi  ile vicuttan uzaklastirilmas idemidir. Ilerlemis bobrek
yetmezliginin tedavisinde kullanilir. Diyaliz, tedavisi bozulmus bobrek islevlerinin bir

kismini dizenleyerek yasamin devam etmesini saglar (7).

Gecmiste Son Donem Bobrek Yetmezligi (SDBY) olan hastalar gunler ya da en
gec haftalar icinde kaybedilirdi. 1960’li yillardan sonra diyaliz bu hastalarda yasam
siresinin uzamasini, daha sonra da yasam kalitesinin artmasini saglamistir. KBY'nin
medikal tedavisinde kullanilan yeni ilaclarin bulunmasi ve gelistirilmes ve vaskiler
girism yolu olusturmada saglanan basarilar, bu hastalarda yasam dires ve kalitesinin
artmasina ek katkida bulunmustur (6).

Baska bir ifadeyle diyaliz, yari gecirgen bir membran araciligi ile hastanin kani
ve uygun diyaliz sollsyonu arasinda sivi-sol it degisimini temel alan bir tedavi seklidir.
Sivi-solit hareketi, genellikle hastanin kanindan diyalizata dogrudur ve bu diyalazatin

uzaklastirilmasiyla, hastada mevcut olan sivi-solit dengesizligi ortadan kaldirilmaya

calisilir (8).
Diyaliz tedavisi iki sekilde uygulanir.

1- Hemodiyaliz
2- Periton diydizi



2.2.1. Hemodiyaliz

Hemodiyaliz, hastadan alinan kanin sivi ve solit igeriginin bir membran araciligi
ve bir makine yardimi ile yeniden diizenlenmes temizlenmesi ve hastaya geri verilmes
islemidir (8).

Ik kez 1944 yilinda Hollandali bir hekim olan Kolff tarafindan yapilmistir (7).
Hemodiyaliz belirli bir suni kan temizleme yontemidir. Bu isem vdicutta birikmis
zararli maddelerin vicuttan uzaklastirilmasina yarar. Vicuttaki kan suni  membranlar
yardimiyla zararli maddelerden temizlenmektedir. Hemodiyalizde vicudun disindaki

membranli (suni bobrek) makine kullanilir. Kanin temizlenmesi, hayati 6nem tasir (5).

Hemodiyaliz tedavisi hastanin bodbrek yetmezliginin siddetine, yaptigi idrar
miktarina bagli olmak Uzere haftada 2-3 kez 4-6 saat siire ile uygulanabilir. Y etersiz
hemodiyaliz tedavis hastada hasara ve olimlere yol acabilir. Hemodiyaliz tedavis
genellikle hastanede ve bir hemodiyaliz Unitesinde uygulanir (7).

2.2.2. Diyaliz Tedavisi:

Hemodiyaliz vicutta birikmis zararli maddelerin bir membran araciligi ile
vicuttan uzaklastirilmasidir. Bu membran bir filtre islevine sahip oldugu icin
maddelerin sadece bir kismini slizer. Membranin bir tarafindaki maddeler, diger
taraftaki maddelere oranla daha yogun olmas durumunda madde yogunlugu
dengelenene kadar bu maddeler cok yogun olantaraftan, az yogun olan tarafa membran

araciligiyla geger (5).

Hemodiyaliz, bir A solUsyonunun solUt (¢cozinmis madde) icerigini, bu
sollisyonu yari gecirgen (semipermeabl) bir membran vasitasiyla bir B soliisyonu ile
karsilastirilarak degistiren bir islemdir. Yari gegirgen membran porlari (delikleri) bir
kagida benzetilebilir. Her iki solisyonda bulunan su molekdlleri ile disik molekil
agirlikli solttler, yari gegirgen membran porlarindan gecerek birbirine karisirken, blyik
solttler (proteinler gibi) membrandan gegemedikleri i¢cin membranin her iki yaninda
baslangictaki konsantrasyonlarinda kalirlar. Membranin porlarindan gecebilen sol(tler,

iki farkli mekanizma ile tasinirlar. Bunlar difflizyon ve ultrafiltrasyordur (8).
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Sekil 1. Hemodiyalizde membrandan soliitlerin gecisi (diflizyon ve ultrafiltrasyon)
Difuzyon: Diffuzyon ile solitlerin hareketi rastgele molekil hareketinin bir

sonucudur. Sekil Ide goruldugu gibi A sollsyonundaki bir soltt molekull, hareket

ettikge zaman zaman membrana carpar. Eger bu soltt, molekdl btyukltigindeki bir

membran poru ile karsilasirsa, membrandan B solisyonuna gegebilir.

Ultrafiltrasyon: Yari gegirgen membrandan ikinci solt transport mekanizmasi
ultrafiltrasyondur (yani konvektif transport). Su molekilleri cok kicuktir ve tim yari
gecirgen membranlardan gegebilir. Su, hidrostatik yani ozmotik bir kuvvetle membranin
icine dogru itildiginde, ultrafiltrasyon gerceklesir (Sekil 1). Membranin porlarindan
kolayca gecebilen solUtler su ile birlikte souriklenirler .Buna “cozicl icinde
suriklenme” (soluent drag) denir. Bu sekilde ¢ozici (su) icinde sirtklenen solitler,
membrandan itilen suya, kerdi orijina konsantrasyonlarina yakin bir konsantrasyonda
edik ederler. Diger taraftan biytk solitlerin, 6zellikle membran porlarindan daha genis
olanlarin gecis membran tarafindan engellenmis olur. Boyle blyik solltler igin

membran bir elek gorevi gorir (8).



Hemodiyalizde diffizyonun fiziksel prensibinden yararlanilir. Kan, diyaliz
sivisina karsin daha farkli metabolik atiklar yogunluguna ve kan tuzuna sahiptir. Bu

nedenle bu maddeler kandan diyaliz makinesine gecer (5).

Buna karsin ilgili maddeler ile zenginlestirilmis diyaliz solusyonu hastanin
kanina pompalanir. Yani kandan zararli maddeler uzaklastirilir ve gerekli maddeler
kanailave edilir (5).

Hemodiyaliz tedavisi akut bobrek yetmezliginde veya zehirlenmelerde birkag
gun uygulanir. llerlemis safhadaki kronik bébrek yetmezliginde ise strekli uygulanir.

2.2.1. Hemodiyaliz tedavisinin yapilisi:

Hemodiyaliz icin yeterli kan akiminin saglanmasi i¢in bir cerrah, hastanin atar
ve toplardamari arasinda bir baglanti (sant) olusturur. Genelde kan bu atardamara
takilan bir hortum ile ainir. Kandan metabolik atiklar ve kandaki fazla miktardaki su
arindirilir ve tuzu (elektrolit) dengelenir. Ardindan sant baglantis yoluyla kan tekrar
venden vicuda geri verilir (5).

WL L

'
[

Sekil 2. Hemodiyaliz tedavisinin uygulama seklinin sematize edilisi

Diyaliz tedavis bobregin idevini tam olarak gerceklestiremez. Kronik
hemodiyaliz hastalarinda yillar sonra damar kireglenmeleri, kalp hastaliklari, kemik ve
eklem hasarlari gibi hastaliklar ortaya cikar. Kusursuz bir hemodiyaliz tedavis ve buna



ek olarak uygulanan yuksek kan basincinin, yag madde degissm bozuklugunu ve
aneminin tedavisi yillar sonra dogacak hastaliklari telirgin bir sekilde indirger veya

bunlarin ortaya cikmasini geciktirir (5).

Hemodiyaliz tedavisinde su ana prensip gecerlidir. Hasta ne kadar siire (haftada
baglandiklari saat) ile ve sklikla diyaliz makinesine baglanirsa, o kadar
komplikasyonlardan korunur ve daha uzun yasar (5).

Ayrica bununla birlikte diyaliz tedavis baslangicinda hastanin yas,
kooperasyonu ve sahip oldugu diger hastaliklar da hayatta kalma sires icin 6nemli
etkenlerdir (5).

2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller somatik hicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran
molekdllerdir. Insan vicudundaki her hlicre gunde ortalama 10 bin serbest rakidalin
saldirisina maruz kalmaktadir. Antioksidanlar bu serbest radikallerin etkilerini notralize
eden, kanser, kap hastdiklari ve erken yadanmaya neden olabilecek zincir
reaksiyonlarini engelleyen molekdllerdir (9).

Serbest radikal olusumuna sigara, herbisit ve pestisitler, cozlculer, petrokimya
aranleri, ilaglar, gunes isinlari, x- isinlari, hatta yiyeceklerde bulunan bazi bilesikler
neden olur. Bilim adamlari 1954’ lerden beri serbest radikallerin yaslanma ve dejeneratif
hastaliklara neden oldugunu bildirmektedirler (10).

Dis orbitalerinde esenmemis elektron bulunan kisa omirli reaktif atom ve
molekiller serbest radikal olarak tanimlanir (11).

Serbest radikallerin protein, nikleik asit ve diger hiicresel unsurlara verdigi
hasarin oldukca 6nemli bir yasam riski olusturdugu giinimuizde bilinmektedir. Serbest
radikallerin tahrip edici bu Ozelliklerinin ortaya koydugu genel tablo organizma igin bir
oksidatif stres olusturmaktadir. Oksitadif stresle micadelede antioksidanlarin cok
onemli rolt bulunmaktadir. Serbest radikaller yasam riski olustururken antioksidanlar

yasam kaynagi olarak gorilmusttr (10).



Enzimatik ve nonenzimatik yapilardan olusan, radikalleri ve onlarin
reaksiyonlarini onlemeye calisan maddeler ise antioksidan olarak tanimlanmaktadir
(12).

Vicuttaki  fizyolojik aktivitenin  dogal Urini  olan serbest radikaller,
organizmanin dogustan kazandigi ¢ok hassas bir donanimla “oksidarantioksidan
denge” olarak tanimlanabilecek bir cizgide tutmaya calisir. Eger serbest radikaller

notralize edilmezlerse vicutta ciddi hasarlara neden olabilirler (10). Bunlar:

- Hulcre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 6ldirmek,

- Membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip
hiicre fonksiyonunu engellemek.

- Nuklear membrani yikarak nukleustaki genetik materyale etki edip DNA'yi
kirilma ve mutasyonlara acik hale getirmek,

- Bagisklik sistemindeki hticreleri yok ederek bagisiklik sistemini zorlamak.

Bu etkiler oksidatif stres olarak bilinen DNA mutasyonlari, hicre dlumleri ve

hastaliklari gibi hasarlara neden olur.
2.3.1. Serbest Radikallerin Kaynaklari
1. Biyolojik Kaynaklar:

1. Aktive olmus fagositler (Respiratory Burst)

2. Antineoplastik ganlar: Nitrofurantoin, bleamisin, doxorubieine ve
adriamicine

3. Radyasyon

4. Aliskanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular

5. Cevresel ganlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, pestisitler,
sigara dumani, solventler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar).

6. Stres. streste katekolomin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise
serbest radikal kaynagidir. Bu olay stresin hastaliklarin potogenezindeki roltinuin serbest
radikal Uretimiyle ilgili olabilecegini gostermesi bakimindan énemlidir (11).



2. Intrasdller Kaynaklar:

1. Kagak molekillerin oksidasyonu: Tioller, hidrokinonlar, katekolaminler,
flavinler

2. Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, Triptofan dioksijenaz, Hemoglobin

3. Mitokondrial el ektron transportu.

4. Endoplazmik retikulum ve nukleer membran elektron transport sistemleri
(sitokrom P-450, sitokrom bs)

5- Peroksizomlar: Desidazlar, flavoproteinler

6. Plazma membrani. Lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositierde NADPH
oksidaz, lipid peroksidasyonu.

7. Oksidatif stres yapici durumlar: Iskemi, travma, intoksikosyon (11).

lyonizan radyasyonun etkis gibi nadir durumlar disinda, serbest radikaller
genellikle hucrelerde elektron transport reaksiyonlariyla meydana gelirler. Bu
reaksiyonlar, ya enzimlerin etkisyle ya da nonenzimatik gegis metalleri iyonlarinin

redoks kimyasi araciligi ile cereyan ederler (11).

Hucrelerde serbest radikal Uretimi, yabanci toksik maddeler tarafindan da biyuk
oranda artirilabilir. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal Uretirler veya antioksidan
aktiviteyi dusurdrler (11).

2.3.1. Serbest Radikal Turleri

Slperoksit Radikali (Serbest siiperoksit radikal anyonu):
Oksijenin univalan (bir elektron alisveris olan) indirgenmesinde stiperoksid

anyon radikali (0, =) olusur (9).

O,+e ® 0,
Eger ortamda metal katalistler bulunmazsa, slperoksid radikali, hidrojen

peroksid ile oldukca yavas ilerleyen bir reaksiyona girerler.

0, +H,0,® OH+OH ™ +0,
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Slperoksit, hem hidrojen peroksid kaynagi hemde gecis metal iyonlarinin
indirgeyicis oldugu icin demir (veya bakir) tarafindan katalizlenen Haber-Weis
reaksiyonu, slperokside bagimli olarak dustnulebilir. Indirgenmis demir ve bakir
okside sekillerine gore hidrojenperokside daha reaktifdirler (12).

0, .Fe® ® Fe?+0,

O, +Cu” ® Cu* +0,

Indirgenmis gecis metallerinin otooksiakisyonu da stiperoksit Uretebilir.
Fe” +0,® Fe®+0,"

Cu™+0,® Cu”+0,"

Bu nedenle gecis metal iyonlarinin oksijenle reaksiyonlari, reverzibl redoks
reaksiyonlari olarak dustnulebilir (12).

Siperoksid radikali, hem yikseltgeyici, hem indirgeyici ve hem de nikleofiliktir
ve serbest radikal olmakla beraber, belirgin sekilde zarar verici degildir. Onemi
dismutasyon yoluyla hidrojen peroksid kaynagi ve gecis metal iyonlarini indirgemesi
sebebiyledir (13). Bu yuzden 6nemli indirgenme reaksiyonlarina yol acarak baska
radikallerin olusmasina ve sonucta doku hasarina neden olur (14). Siperoksid radikali,
hidroksil radikalinden daha az reaktiftir ve bu ylzden ortaya ciktigi hiicre bolimuinden
daha uzak yerlere rahatlikla diftize olabilir (15).

Hidrojen Peroksid: Bir serbest radikal degildir, fakat radikal olmayan oksijen
derivelerini de iceren, reaktif oksijen turleri (ROS) kategoris igine girer ve molekiler

oksijenin iki proton alarak indirgenmesiyle olusur. (12)
O,+2e +2H" ® H,0,

Slperoksid salinan tim akdz sistemlerde bir dismutasyon reaksiyonuyla hidrojen

peroksit (H202) olusur (9).
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Siiperoksid ~ dismutaz  (SOD) enzimi 2H®+0,+0,® H,0, +0,
reaksiyonunu katalizleyerek siiperoksid radikalini ortamdan uzaklastirir (12,16-18).

Hidrojen peroksidin dnemi, reaktif gegis metal iyonlarinin varligina hidroksil
rakidallerinin kaynagi olmasindan ileri gelir. Hidrojen peroksid uzun omurltdar,

membranlari gecebilir ve uzun mesafeler alarak zararli olabilir (12).

Hidroksil Radikali: Iskemi ve ¢zellikle reperflizyon sirasinda, artan stiperoksid
radikali ve hidrojen peroksidden meydana gelen en reaktif ve zarar verici serbest
oksijen radikalidir (2,18-20). Hidroksil radikalinin reaktivitesi o derece yuksektir ki,
yapildigi hticre bolimiinden daha uzaga diflizyonuna gerek kalmadan derhal reaksiyona
girer (12).

Fe™ +H,0,® OH +Fe"™ + OH
Hidroksi| radikali ok kararsizdir ve 6-10 saniye kadar kisa dmurltdr.

Slperoksid radikali ve hidroksil radikalinin ¢ift olmayan birer elektronu vardir.
Hidrojen peroksitin ¢ift olmayan elektronu yoktur. Bu nedenle radikal degildir. Ancak,
H.0, biyolojik membranlari gegebilir, intraselller olarak Fenton reaksiyonu ile
fosfolipidler, karbonhidratlar, proteinler ve DNA'’yi hasara ugratabilir (21).

Hidrojen peroksid ve slperoksid radikalinin sitotoksik etkilerinin, intraseltler
hidroksil radikali olusturma yeteneklerine bagli olabilecegi disinilmektedir. In vitro
calismalar, hidroksil radikalinin doku hasarindan primer sorumlu oksen tirevi
oldugunu ve molekuler oksijenin ksantin oksidaz (XO) ve iskemik-reperfiize miyokard

da biriken notrofiller yoluyla indirgenmesi sonucunda olustugunu gostermistir (18,22).

Singlet Oksijen (*0,): Oksijenin uyarilmis durumda dis iki elektronu, ayni
veya ayri ayri orbitaleri isgal edebilir. Ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal
olmayan reaktif oksijen ornegidir. Serbest radikal reaksiyonlari ile meydana gelebildigi,
gibi serbest radikal reaksiyonlarini da baslatabilir (9).

Oksijen serbest radikallerinden baska lipid, nikleik asit, karbonhidrat ya da
protein gibi biyolojik bir molekil (RH) Uzerine oksidan bir radikalin etkisiyle de,
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peroksit radikalleri (ROO), alkoksil radikalleri (RO) ve thiyol radikalleri (RS) gibi
karbon merkezli radikaller ortaya gikar (9).

Radikal turlerinin reaktivites, bu yapilarin reaktif karakterinin bilinmesinde ve
in vivo radikal 6lgim calismalarinin onindn simdilik kapali olmasinda onemli bir
etkendir. Radikalin yarilanma 6mrii ne kadar kisa ise, reaktivitesi o oranda yuksektir.
Bu da radikalin sabit konsantrasyonunu dusurtr. Resktif tirlere ve atomlara gore
farklilik gosteren yarilanma omru radikallerin toksisitesi ile dogru orantili oldugundan,

radikalin potansiyel glicti acisindan 6énemlidir (2).

Tablo 1. Badlicareaktif oksijentirlerinin yarilanma 6mri

Radikal turleri Sembol Y arilanma émri (saniye)
Siiperoksid radikal o | x10°
Hidroksil radikal ‘OH | x 10 °°
Alkolsil radikal RO | x 10 °
Peroksil radikal ROO | x10 2
Singlet oksijen 10, I x 10 °

2.3.2. Serbest Radikallerin Hiicresel Yapilara Etkileri

IntraselUler ortamda olusan serbest radikaller, intraselller kompartmanlarda
reaksiyona girebilmek icin membrani gegmek zorundadirlar (17). NUkleik asitler ve
hiicre membranlari, nérotransmitterler, genetik materyaldeki nikleik asitler ve hicre

membranlarinin maj6r kompanenti olan yag asitlerine etkilidirler (23,24).

Radikaller yogun olarak Uretildiklerinde, aerobik solunumu ve kapiller
permeabiliteyi bozar, hiicresel potasyum kaybini ve kapiller trombosit agregasyonunu
hizlandirarak cesitle reaksiyonlara yol acabilirler(25).. Bu reaksiyonlarin en

Onemlilerinden biri lipid peroksidasyonudur.

13



Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksid (COOH) lerini meydana getirmek icin
oksijen radikali ile, hiucre membrani fosfolipidlerindeki poliansatiire yag asitlerinin
reaksiyona girdigi kompleks yag asidinden bir hidrojen atomunun uyarilmasiyla baslar
ve arttirici bir dizi kompleks reaksiyonlar olustuktan sonra devam eder. Bu kompleks
olaylar sonucunda poliansatire yag asitleri suda c¢ozinebilen Grtinlere dondsur,
membran butlinligl bozulur ve hicre penatrosyona musait hale gelir (26,27). Bu
radikaller, hem badatici olarak hareket edip reaksiyona zincirleme mekanizmalar ile
elektron transferi olusturur (20). Lipid peroksidasyon zincir tepkimesinin uzunlugu ve
peroksidasyonun siddeti, lipitlerin doymamidik derecesi ile orantili olarak artar (28).
Santral sinir sistemi uzun zincirli doymamis yag asitlerinden en zengin organ oldugu
icin lipid peroksidasyonunun en onemli etkileri beyinde gordlir (29). Olusan lipid
radikalleri konjuge dienleri olusturur. Sonra cift baglarin yeniden dizenlenmes ve
molekiler oksijenin etkilenmesiyle bir lipid hidroperoksidi veya endoperoksit radikali
olusur. Yag asidinde en az (¢ cift bag varsa, son Uriin olarak malondialdehid (MDA)
meydana gelir (28). Ayrica lipid peroksidasyonu ile olusan drunlerin tiobarbitirik asit
ile reaksiyona girmesi sonucuyla da MDA ortaya cikar (30,31). MDA proteinler ve
fosfolipidlerle gapraz bag olusturabilir ve boylece Ozelliklerinin kaybolmasina sebep
olur (32).

LH+R ® L +RH

L +0, ® LOO

LOOLH® LOOH +L

LOOH® LO

LH: Hedef polianatiire yag asidi, R: Badlatici okside edici gan, L: yag asidi
radikali, LO": lipid akoksil radikali, LOO" : Lipid peroksil radikali, LOOH: lipid
hidroperoksidi.

MDA'nin tespit edilen miktarlari serbest radikal hasari hakkinda bilgi verir
(20,33).

Poliansatiire yag asidinin oksidasyonu, bir yag asidi radikali meydana getirir. Bu
yag asidi peroksil radikali olusturmak icin hemen oksijene eklenir. Peroksil radikalleri,
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zincir reaksiyonun tasiyicilaridir. Komsu poliansatire yag asidi molekillerini okside
edebilir ve yeni zincirler badlatabilir. Bu sirada lipid peroksidleri Uretirler. Bunlar baska
radikallere ve adehitlere yikilirlar (13,15,32).

Membran sistemlerinde, lipid peroksidasyonu baslangic kimyasiyla ilgili
bilinenler ¢ok azdir. Demir iyonlarinin, lipid peroksidasyonunda, baslangic
reaksiyonunu olusturmasindan ziyade, zincir cogaltan peroksil ve alkoksil radikallerinin
peroksidasyonu stimiile ettigini gosteren deliller vardir (34). Lipid peroksidler, lipid cift
tabaka, biyomembran, organel dizeyi ve hiicre metabolizmasinda degisiklikler meydana
getirirler.

Lipid peroksidasyon urtint olan MDA miktari, tiobarbitlrik asid (TBA) testi ile
Olcilmekte ve bu yontem, lipid peroksid dizeylerinin tespitinde siklikla
kullanilmaktadir (35,36). Ayrica lipid peroksidasyonu sirasinda olusan ara bilesiklerden
dien konjugatlariyla lipid hidroperoksidierinin ve son Urinlerden etan ve pentan gibi
gazlarin 6lcimi de son vyillarda, lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (15,37,38).

Serbest radikallerin ayrica proteinler, karbonhidratlar, DNA ve diger molekuller

Uzerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir.
2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tdrlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin vicutta birgok savunma mekanizmalari gelismistir. Bunlar “antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek velveya reaktif oksijen tirlerini
toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler (39).

Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar
olmak Uzere badlica iki ana gruba ayrilabildigi (39,40) gibi serbest radikalin meydana
gelisini onleyenler ve mevcut olanlari etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye
ayrilabilirler. Ayrica enzim olanlar ve olmayanlar seklinde de siniflandirilirlar.

Hucrelerin hem sivi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler.

15



A- Dogal (endojenler) antioksidanlar

1. Enzimler

— Mitokondrial sitokrom oksidaz sisterr
— Slperoksid Dismutaz

— Katalaz
[ Glutatyon peroksidaz

— Glutatyon S-Transferaz

" Hidroperoksidaz

2. Enzim olmayanlar

a) Lipid fazda bulunanlar &

é - tokoferol (E- vitamin i)
g) - Karoten

b) Svi fazda (hicre stozolinde veya kan plazmasinda bulunanlar):

Askorbik asid, Melatonin, Urat, sistein, serdloplazmin, transferin, laktoferrin,

miyoglobin, hemoglobin, ferritin, metiySonin, albumin, bilirubin, glutatyon.

B- Eksojen Antioksidanlar (llaclar)

C- Gida antioksidanlar

Antioksidan Etki Tipleri

Antioksidanlar 4 ayri sekilde etki ederler

1
2. Badtirici etki (quancher etki)

3.

4. Zincir kirici etki (chain breaking etki)

Toplayici etki (scavenging etki)

Onarici etki (repair etki)

2.4.1. Enzimatik Antioksidanlar
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1. Siperoksid Dismutaz (SOD): Siperoksd Dismutaz (EC 1.15.1.1). ilk
olarak Mc Card ve Fridovich tarafindan 1968 yilinda tanimlanmis olup metalloenzim
familyasina dahil bir enzimdir (41,42). Bu enzim, sliper oksidin, hidrojen peroksid ve
molekuler oksijene donisumini katalizler. Hucresel bdlmelerdeki stperoksid

duzeylerini kontrol etmede 6nemli rol oynar(41,42).

Orgotein olarak da bilinen, aerobik hicrelerde yaygin sekilde bulunan SOD,
fizyolojik PH'da slperoksid radikalinin hidrojen perokside ve molekiler oksijene

donistimini spontan dismutasyondan 10.000 kez daha hizli oranda katalizler. (9)

Insanda SOD'in iki tipi bulunur. Bunlar sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn
ihtiva eden izomer (CU-Zn-SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik, Mn, ihtiva eden
izomerdiler (Mn-SOD). Huicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn-SOD'dir. Her
iki SOD’un katalizledigi reaksiyon aynidir (43). Enzimin fizyolojik fonksiyonu;
oksijeni, metabolize eden hiicreleri slperoksid serbest radikallerinin zararli etkilerine
karsi korumaktadir. Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder (44).SOD aktivitesi,
yuksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO- artisi ile artar. Normal
metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiksek oranda Uretilen stiperoksid diizeyleri
dustk tutulur. SOD’un ekstraselller aktivitesi cok dusuktir (42). SOD aktivitesi,
ylUksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir. Doku oksijen basinci artisi ile
aktivites artarken, hipoks esnasinda azalir. Normal ve respitaruar distreslineonatlarda,

eritrosit SOD’in bu 6zelligi, akcigere oksijentoksisitesini dnler (40).

SOD’'un fizyolojik fonksiyonu, aerobik organizmalari slperoksidin zararli
etkilerine karsi korumaktir. Yine SOD’ in singlet oksijeni bastirma yetenegine de sahip
oldugu kaydedilmistir (17,40). SOD, sitotoksik stiperoksid anyonunun hidrojen peroksid
ve molekuler oksijene donusimiini katalizler. Ayni zamanda indirekt olarak septroksid
anyonundan ve hidrojen peroksidden, hidroksil radikali ve hidroksil anyonu olusumunu
da baskilar (22).

Son yillarda sirdirilen calismalarda SOD’in akut hipertansiyonda gelisebilecek
beyin hasarini Onlemek amaciyla ilag olarak kullanilabilecegi yolunda veriler elde
edilmistir (45).
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SOD, kollojeni stiperoksid radikalinin zararli etkilerinden korur. Ekstraseltler
sivilar ¢cok az miktarda SOD igerdiginden, serbest radikallerin eser miktarlari bile bu
kompartmanda blyUk hasarlara yol acabilirler (15).

2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon peroksidaz, hidroperoksidlerin
indirgenmesinden sorumlu enzimdir. GSH-Px (Glutatyon H,O, oksidarediktaz, EC
1,11,1,9), molekil agirligi 84.000 dalton kadar olup bircok dokuda bulunan tetramerik 4
Se atomu iceren sitozolik bir enzimdir (24). Ik kez Milis tarafindan memeli
eritrositlerinde gosterilmistir (46). Enzimin prostetik grubu protohemdir. Peroksidaz
tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda hidrojen peroksid askorbat, kinonlar ve sitokrom
C gibi elektron akseptorleri olarak hareket eden bircok maddenin zararina olacak
sekilde indirgenir. GSH-Px, tamamlayici bir komponenti olan selenyumla birlikte E
vitamininden sonra ikinci bir savunma hatti olarak peroksidleri, membrana zarar
vermeden yok eder (28).

GSH-Px, gogu hiicrede sitozolde bulunur ve bir fosfolipaz tarafindan membran
fosfolipidlerinden ayrilan yag asidi hidroperoksitleri ve hidrojen peroksidin her ikis
Uzerine etkilidir (12).

GSH-Px'inkatalizledigi reaksiyonlar(47).
H202 + 2GSH %, 9%4'9%® GSSG +2H,0

ROOH+2GSH %%2'9#:® GSSG +ROH +H,0

Fosfolipidlierin hidroperoksidlierinin GSH-Px’ e etki etmeden 6nce, fosfolipaz A
ile hidrolize edilmis olmaari gerektigi yolunda bulgular vardir. Kolesterol
hipdoperoksidierin de GSH-Px’e direncli oldugu bulunmustur. Bu yuzden, fosfolipaz
Az'ye ihtiyag duymadan membran fosfolipidlerini indirgeyebilen fosfolipid
hidroperoksid Glutatyon Peroksidaz (PLGSH-Px) diye bilinenikinci bir selenoenzimin
etkileri arastirilmaya baslanmistir (47).

Fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidoz (PLGSH-Px) molekdl agirligi
20.000 dalton olan, manomerik, selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir.

Membran fosfolipid hidroperoksidierini alkollere indirger (47).
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H,0, + 2GSH %359$® GSSG +2H ,0
ROOH +2GSH 3%%3¥44® GSSG ++ROH +H,0

PLOOH+2GSH % %34® GSSG +PLOH +H,0
Membrara bagli antioksidan olan vitamin E sinirli oldugu zaman, PLGSH-Px

membrani peroksidasyonakarsi korunmasini saglar .

Hidrnoperoksidlerin redikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon
rediktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’ a donusir.

GSSG+NADPH+H" 3, 94'¥%® 2GSH + NADP*

Re duktaz
GSH-Px, kemik iligi, timus, dalak, faringeal ve mezenterik lenf nodlarini iceren
mgor retikiloendotelial sistem (RES) dokularinda ve ilaveten eritrosit, trombosit,

eozinofil, monosit ve makrofa larda bulunur (47).

Saglikli  normal  hicrelerde GSH/GSSG  orani 500/1 olacak sekilde
korunmaktadir. GSH, hiicredeki biitin GSH gruplariyla dinamik bir denge halindedir.

Yas ile bagintili GSH-Px aktivetesinin artisi, hidrojen peroksit olusumunda bir
artis oldugunu gosterir. Insan eritrositlerinin yaslanmasi siiresinde hidrojen peroksidin
anlik konsantrasyonlari cok yuksek bulunabilir. Diabetes mellitusta eritrosit GSH-Px
aktivetesinin disiik oldugu bulunmustur (48).

3. Katalaz (oksidorediiktaz): Katdaz (H.DH: H,0. oksidorediktaz, EC 1.
11.1.6) 4 tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Molekll agirligi 225.000 Dalton
olup mol basina 4 atom gram demir tasidigi kabul edilir. Gorevi, hidrojen peroksidi
oksijen ve suya parcalamaktir. Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak, bu
enzim bir molekdl hidrojen peroksidi elektron verici bir substrat olarak, digerini de
oksidan veya elektron alacis olarak kullanabilir. Peroksizomlarda lokalizedir (28).

2.4.2. Enzimatik Olmayan Savunma Sistemleri

1. E Vitamini: Cogunlukla hiicre membraninda bulunur ve eger gorevini

yapamazsa serbest radikaller membrani, DNA’yi ve diger hiicre komponentlerini
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etkiler. E vitamini normal reprodiksiyon, kas idevleri ve pek cok diger vicut

fonksiyonuigin gereklidir.

E vitamini tokoferol yapisinda bir maddedir. Bitkisel yaglarin sabunlasmayan
kismlarinda; en ¢ok da yer fistigi, badem, pamuk yagi, ve keton tohumunda bulunur.
(32). Yaglarda ¢cozinmuUs olarak bulunur, yag sindirimi sirasinda aciga cikar ve emilir
(39).

E vitamini, miyokardiyal, sitozolik ve mitokondriyal membranlarin belirgin
konsantrasyonlarinda tespit edilmistir. In vitro calismalar E vitaminin serbest radikal
toplayicis ve miyokard membranlarinin serbest radikallerce lipid peroksidasyonuna
ugratilmasinda koruyucu oldugu tespit edilmistir (24). E vitamini aimiyla koroner kalp
hastaligi riskinin azaldigini gosteren epidemiyolojik calismalar da vardir (49).

2. C Vitamini: C vitamini (askorbik asid), alti karbonlu bir yapiya sahip olup,
icinde bir enodiol grubu tasir. Kapali formulti CsHgOs olan bir ketolaktondur. Suda
eriyebilir. Vitaminlerden olan askorbik asid, 6zellikle yesil renkli taze sebze, meyve ve
turuncgillerde bol miktarda bulunur. Isitiimaya dayaniksiz, dondurulmaya ise
dayaniklidir. Normal plazma diizeyi 0,5-1,5 mg/dl’ dir (50).

Insanlarda, vitamin C sentezsini saglayan L-glunolakton oksidaz enzimi
olmadigi icin, C vitaminin disaridan alinmas gerekmektedir (50). vicuttaki norma C
vitamin depolari hizla tiketilemez. Bu nedenle diyette C vitamini eksikligine bagli
olarak meydana gelen Skorblt hastaliginin ortaya cikisi icin en az 3-4 aylik bir slre
gerekir (50,51).

Stres, travma esnasinda, organizmanin C vitaminine ihtiyacinin arttigi yolunda
goruder vardir (50). Dustik askorbik asit diizeyleri kronik inflamatuar hastaliklarin tim
tipleriyle ve lipid peroksidasyonunun artmis oldugu durumlarla iliskilidir. Sigara
icenlerde, koroner arter hastaligi olanlarda ve kanserli hastalarda plazma askorbat
duizeyinin normalden daha dusiik oldugu kaydedilmistir (52).

C vitamininin vicuttaki en dnemli gorevi kollojen sentezidir. Ayni zamanda dis,

kemik, derideki fiberlerin olusumunu saglar. Ayrica immun sistemde de o6nemli
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gorevleri vardir. Eksikligi, ikincil enfeksiyonlar, deri kurumasi, dis dokilmesi, kanama,

hiperkerotozis, kramplar, kas yorgunlugu gibi pek ¢ok soruna neden olur.
2.4.3. Diger Antioksidanlar

Karatonoidler: A vitamininin metabolik Oncult olan b -karoten, bitki
pigmentlerinden olan karotonoid familyasinin bir Gyesidir. b -karotenin; singlet oksijeni
bastirabildigi, siperoksid radikalini temizledigi ve peroksi radikalleri ile direkt olarak
etkileserek antioksidan vazife gordigi uzun zamandir bilinmektedir. Antioksidan etkis,
dusiik oksijenbasincinda en yuksek olup, prooksidan ¢zelliklere sahip olmasi nedeniyle

hipoksik sartlarda majér bir antioksidanolarak gorev yapmaz (52).
Sivi fazda etkili diger antioksidanlar (53)

Urat: Normal plazma konsantrasyonunda hidroksil, siiperoksid ve peroksi
radikallerini ve singlet oksijeni temizlemektedir. Ayrica C vitamininin oksidasyonunu
engelleyici etkisi de bulunmaktadir. Fakat lipid radikalleri Uzerine etkis yoktur.

Sistein: Stperoksid ve hidroksil radikali toplayicisidir.

Albumin: LOOH ve HOCL tutucusudur.

Bilirubin: Siperoksid ve hidroksil radikali tutucusudur.

Seruloplazmin: Muhtemelen SOD’ a benzer mekanizma ile etki gosterir.

Transferin ve Laktoferin: Dolasimdaki demiri baglar.

Ferritin: Doku demirini baglar.

2.5 Sigara

Insanlik tarihinin en eski ve yaygin aliskanligi olan sigara kullanimi, ¢cagimizin
en blylk toplumsal sorunlarini olusturmaktadir. TUtin tutsakliginin her gegen gin
yayginlasarak 6zellikle geng kusaklari etkilemekte oldugu gorilmektedir. Sigara, titlin
bitkisinin kurutulmus olan yapraklarindan hazirlanir. TUtinon anayurdu Amerika dir.

Amerika dan titini getiren Christopher Colomb (1492)' dur. Avrupaya getirilen tatin,

21



Fransizlarin Portekiz’ de bulunan buyik elcisi Jean Nicot tarafindan 1560 yilinda Paris' e
getirilmistir. Tatinun igindeki en zehirli madde olan Nikotin, elginin isminden
gelmektedir (54).

1492’ den 6nce Amerika kitasinin yerlileri titun tedavi ve dini amaglar igin
kullaniyorlardi. Tatln ilk kez Osmanli’ya 17. yy’da Venedikli ve Genovali denizciler

tarafindan Istanbul limanina getirilmis ve Osmanli’ da kullanilmaya baslanmistir (54).

Nikotin sigara dumaniyla viicuda alinan 4000 kimyasal maddeden biridir ve bu
maddeler icinde beyne etkisi en belirgin olanidir. Nikotin solunduktan 10 saniye sonra
beyne ulasir. Sigaranin icindeki nikotin bagimlilik yapar. Bagimlilik, bir maddenin
kisinin sagligini ve yasamini olumsuz yonde etkilemesine ragmen kullaniminin
devamidir (55).

Norma metabolizma sirasinda agiga cikan reaktif metabolitler btyUk oranda
antioksidan savunma komponentlerince ortadan kaldirilirlar (4). Sigara dumani,
inflamasyon, isi, yogun egzersiz, iyonize edici radyasyon, fotokimyasal hava kirleri,
iskemi, travma, intoksikasyon gibi faktorlerin antioksidan kapasiteyi asabilecek kadar
cok serbest radikal Uretilmesine yol actigi ileri strilmektedir (39). Fotokimyasal hava
kirleri, kimyasallara maruz kalma ve sigara dumani hicrelerde oksidatif strese yol
acmaktadir (2).

Sigara igenlerin 1/3 her yil birakmayi dener. Bu insanlarin sadece 1/3 iki gin
icmeden durabilirler. Sigarayi kendi basina birakanlarin %7's bir yil icmemeyi
basarabilirler. Sigaraicen yetiskinlerin %87’ sinde nikotin bagimliligi vardir (55).

Nikotin bagimliligi tibbi agidan, eroin, alkol ve kokain bagimliligina benzerlik
gbstermektedir. Tiryaki olan bir insanin sigarayi birakmasi, eroin bagimlisinin eroini
birakmasi kadar zordur. Sigaradan ilk nefesin ¢ekilmes ile nikotin, birka¢ saniyede
beyne ulasarak bazi merkezleri uyarmak suretiyle etkisini gosterir. Buna bagli olarak ilk
nefesten sonra bir rahatlama, endise ve skintilarin hafiflemes ve zihnin daha hizli
calismasi gibi algilari olur. Ancak bu durum tahmin edinilenin aksine sigaranin yarattigi
bir rahatlama olmayip ¢ogu kez yoksunluk hissinden kisinin vicudunun aradigi
maddeye kavusmasi ile duydugu iyilik hissidir (56).
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Saatte 200-250 km hizla ve 100 derecenin Uzerinde sicaklikla dumani agiz icine
carpan sigara, icerdigi 4000'den fazla zararli madde ile insan sagliginda ciddi
bozulmalara yol acar (57).

Boya sokicu aseton, aki yapiminda kullanilan kadminyum, roket yakiti
metanol, ¢cakmak gazi bitan, temizlik maddesi amonyak, fare zehiri arsenik, éldurtct
zehir hidrojen siyanur, naftalin bu 4000 maddeden sadece birkag tanesidir. Nikotin ise

sigarada bulunanbagimliliktan sorumlu ana maddedir (57).

Yanmakta olan bir sigara dumaninin 2/3'0 asla igen kisinin akcigerine
ulasmamakta, sigara icmeyenlerin de soludugu havaya karismaktadir. Pasif sigara
iciciliginde akciger kanseri de dahil olmak Uzere meme kanseri, rahim agzi kanseri, kan
kanseri gibi sigara icen kiside gorilen her tirl kanser ¢esidi ve bronsit, amfizem, kalp
krizi gibi her tirli hastalik artmis oranda gortilmektedir. Emziren bir annenin sigara
icmes durumunda ise, bebekte kusma, dalginlik, carpinti, mide, barsak sistemi
bozukluklari ve bronsit, pndmoni gibi solunum yolu enfeksiyonlari sik olarak
gorulmektedir. Sigara icenlerin yasam sireleri icmeyenlere gore belirgin derecede
kisalmaktadir (57).

2.6 Hemodiyaliz ve Oksitadif Stres

Reaktif karakterli atom ve molekiller, prooksidan elemanlar ve radikal
reaksiyonlarin metaboliteleri ile bunlara kars hicreler ve hiicreler arsindaki ortami
korumaya calisan antioksidan maddeler arasinda balans, oksidan denge olarak
tanimlanmakta ve hticresel ortamlarin karisik biyokimyasal ve fizyolojik islevlerinde bu
dengenin belirleyici bir rol oynadigi kabul edilmektedir (58,59).

Fizyolojik sartlarda insan vicudunda olusan reaktif oksijen Urtnleri (ROS) ile
antioksidan defans bir denge halindedir. Yogun ROS Uretimi yada antioksidan defansin
azalmas biyomoleklllerde yapisal ve forksiyoned modifikasyonlara yol acarak
oksidatif strese neden olur. Kronik bobrek yetmezligi (KBY) sebep sonug iliskis
bilinmeyen oksidatif stres ile seyreden klinik tablolardan birisidir. Son donem KBY
hastaliklarinin tedavilerinden biris olan hemodiyaliz (HD) de oksidatif stres arttirici
etki gostermektedir (60,61).
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Hemodiyaliz hastalarinda oksidan ganlarin Uretimi ve antioksidan savunma
mekanizmalari arasindaki dengesizligin 6nemli bir morbidite kaynagi oldugu
bildirilmektedir (62,63). Hemodiyaliz sirasinda kullanilan biyolojik olarak uygunsuz
membranlarin, lipopolisakkarit ve sitokin indikleyici maddeler ile inflamatuar
hicrelerin  serbest radikal ve oksidan UrUnlerin  olusmasina neden olabilecegi
belirtilmektedir (62). Bu olay, albimin gibi proteinlerin proeteolitik degradasyonu ve
protein capraz baglanmasi ile oksidasyonuna, LDL'nin oksidasyonuna ve eritrositlerin
mikrohemolizle sonuclanan hasrina neden olabilir. Hemodiyaliz hastalarindaki oksidatif
stresin suda ¢ozinen antioksidanlar olan Urik asit ve C vitamini kaybina da bagli

olabilecegi Uzerinde durulmaktadir (62).

HD tedavis plazma SOD, katadaz, glutatyon rediktaz ve GSH-Py gibi
antioksidan enzim aktivitelerinde azalmaya yol agmaktadir (64,65).

Hepatit B, hepatit C gibi HD hastalarinda sik rastlanan kronik inflamatuvar
hastaliklar oksidatif strese etki gostermektedir 66). Uremik hastaarda HD’ye bagli
oksidatif stres kaynaklarinin yani sira normel poptlasyonda oksidatif strese yol acan
diyabet yasanma, hipertansiyon, didipidemi ve sigara gbi etkenler, HD hastalarindaki
oksidatif stres hasarini daha da artirabilmektedir.
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2.7 Oksdatif Stresve Hemodiyalizin Komplikasyonlari

Erken ateroskleroz olusumu son donem bobrek yetmezligi olan hastalarin en
onemli mortalite ve morbidite sebebidir. Oksidatif stres erken ateroskleroz olusumunun

etyopatogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir (66).

HD’nin diger 6nemli komplikasyonlarindan birisi de amiloidozdur (67). Anemi
HD tedavis alan hastalarda gorulen bir diger 6nemli komplikasyondur. Aneminin
patoganezinde oksidatif stresin rol oynadigi ileri sirilmektedir. Oksidatif stresin
eritrosit yasam suresini kisitladigi ve eritropoetin fonksiyonlarinda bozukluga yol actigi

gosterilmis ve bu yolla anemiye neden oldugu ileri siralmustar.
2.8 Hemodiyalizde Antioksidan Tedavinin Yeri

Oksidanlar Iehine bozulan dengenin tekrar temininin saglanmasinin bir yolu da
antioksdanlar ile tedavidir. HD hastalarinda bu amacla yapilan calismalarda
antioksidan 6zelligi oldukca iyi bilinen E ve C vitaminleri, GSH ve N-asetil sistein gibi
maddeler ile oksidan hasarin azaldigi gosterilmistir (68).

E vitamini verilen HD hastalarinda eritrosit (68) ve trombosit (69) MDA
duzeylerinin azaldigi, plazma GSH dizeyinin ise arttigi rapor edilmistir. (70). E
vitamini eritrosit yasam siiresin arttirirken (71) plazma okside-LDL (72) ve AOPP (73)
duzeylerinde de azalmaya neden olmaktadir (74).

HD hastalarinda C vitamini kullanimi viicut antioksidan kapasiteyi arttirici etkisi
nedeniyle oldukca 6nem tasimaktadir. (75) C vitamini kullanimi eritrosit GSH duizeyini
ve plazma antioksidan kapasiteyi arttirirken, lipid peroksidasyonunun azalmasina yol
actigi gosterilmistir. (76) C vitamini verilen HD hastalarinda kardiyovaskiler mortalite

ve morbiditenin de azaldigi gozlenmistir (77).

HD hastalarinda mortalite ve morbidite oranlarinin azatilmasinda oksidan ve
antioksidanlar arasindaki dengenin korunmasinin énemi anlasilarak bir yandan oksidatif
stres kaynaklari en aza indirgenmeye calisilirken diger yandan da antioksidan kapasiteyi
arttirmak icin calismalar devam etmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

3.1.1. Vaka Secimi

Yiziincu Yil Universitess Tip Fakilltes Arastirma ve Uygulama Hastanes
hemodiyaliz Unitesi ve Van YUksek Ihtisas Hastanesi hemodiyaliz Unitesinde tedavi
goren, en az 6 ay once hemodiyalize giren, diabetes mellitusu, herhangi bir inflamatuar
hastaligi (kronik tasli pyelonefrit, vaskilit vb) ve aktif enfeksiyonu olmayan hastalar
calisma grubu olarak alindi. Bu hastalar sigara icen ve igmeyen olarak iki gruba ayrildi.
Sigara icen grup 17, icmeyen grup ise 21 hastadan olustu. Yine ayni cinsiyet ve yas
grubundan 16 saglikli birey kontrol grubu olarak alindi. Calismaya alinan sahidarin
Ozellikleri tablo 2’ de sunulmustur.

Tablo 2. Calismayaalinan sahislarin 6zellikleri (xISD)

Kontrol grubu Sigarai¢gmeyen Sigaraicen
(n=16) Diyaliz Grubu Diyaliz grubu
(n=21) (n=17)
Yas 34,88+9,84 39,62+8,47 35,35+£11.10
Cinsiyet 12 Erkek 14 Erkek 15 Erkek
4 Kadin 7 Kadin 2 Kadin

3.1.2. Kan Orneklerinin Alinmas ve Hazirlanmasi

Calismaya ainan hastalardan diyaliz 6nces 15 ml vendz kan ve yine kontrol
grubundan da 15 ml vendz kan alindi. Bu kanin 10 ml’si eritrosit paketi hazirlamak icin
EDTA’li tiplere, 5 ml’side diiz tiiplere konularak sanrifilj edildi ve elde edilen serumda
glikoz, Ure, kreatinin, total bilirubin, direkt bilirubin, indirekt bilirubin, total protein,
albumin, alkalen fosfataz, sodyum, potasyum, kalsiyum, klor ve fosfor bakildi.
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3.1.3. Eritrosit paketi hazirlanmasi

EDTA'li 10 ml kan ve 5 ml (% 50 oraninda) dekstran soltisyonu (mol agirligi
70.000) enjektore alinarak karistirildi. Alt Ust edildikten sonra enjektor, pistonunun
Uzerinde dik duracak sekilde | saat bekletildi. Bir saat sonra, enjektorin Ust
kismindaki sivi, enjektor ucundan egilerek, yavasca bosaltildi. Eritrositler ayni oranda
soguk serum fizyolgjik ilavesiyle 2000 devir/dk'da bes dakika santrifj edildi. ISlem ¢
kez tekrarlanarak eritrosit paketi elde edildi. Elde edilen eritrosit paketinde hemogobin
ve lipid peroksidasyonu tayin edildi. Paketin kalan kismindan SOD ve GSH-Px aktivites
olcimleri yapildi.

3.1. 4. Kullanilan Cihazlar ve Reaktifler

1- Sogutmali Santrifdjj: Nive N 1000 R Seri No: 01118
2- Otoanalizor: Roche Moduler Autoanalyser,Tokyo,Japon
3- Spektrofotometre: Pharmacia - Biotech Novaspec Il Seri no: RS 232C
4- Vorteks: Type 16700 mixer. Sen No: 233244.
5 Hassasterazi: Sartorius Basic. Seri No: 40.240.953.
6- Derin dondurucu: Boch duotronic Seri No: 102.709.501.
7- Ayarlanabilir otomatik pipetler: Socorex Swiss.
8 pH metre: Orion pH Metre 420 A Seri No: 011076
9 Portatif CO 6l¢im cihazi: Pico smokerlyzer, Bedfont Scientific LTD.
Kullanilan kimyasal madde ve reaktifler
LEritrosit paketi hazirlanmasinda:
Dekstran-70, Makrodex, % 6 NaCl sollisyonu, Eczacibas
Serum fizyolojik, % 0,9'luk izotonik NaCl soliisyonu, Haver
2. Lipid peroksidasyonu igin:
Fosfat tamponu hazirlanmasinda:

Butylated Hydroxytoluene, BHT (CsH240): B 1378, Sigma
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Ethilendiamintetraaceticacid, EDTA (CioHHNzNAZzOgIEKO) Sigma
Natrium hydroxide (NaOH): 535 C 549562, Merck

Primer sodyum fosfat (NaH2PO,): 401 K 3481045, Merck
Sekonder sodyum fosfat (NaxHPO,): 743 K 0066662876, Merck
Sodyum Klorir (NaCl):508 K 49900, Merck

Thiobarbittric acid, TBA (C4H4N202S): T 5500, Sigma
Trichloroacetic acid, TCA (CCl13- COOH): 409 K3779910, Merck
3.Superoksid dismutaz (SOD) igin:

Slperoksid Dismutaz enzim kiti, Randox — Ransod

4.Glutatyon peroksidaz (GSH - Px) icin:
Glutaton peroksidaz enzim kiti, Randox — Ransel

Drabkin soltisyonu:

Potasyum siyanir (KCN): Merck

Potasyum ferri syanir (K 3FeCN): Merck

Sodyum bikarbonat (NaHCC3): MerckK K

Deneylerde kullanilan ¢ozeltiler
1-Lipid peroksidasyonu igin;

Fosfat tamponu: 8.1 gr NaCl, 2.302 gr NaeHPO, ve 0.194 gr NaH,PO, tartilip

distile suile bir litreye tamamlandi ve pH 7.4'e ayarlandi.
BHT ¢ozeltisi: 88 mg BHT tartilip 10 mg absol U etanolda ¢ozdurald.

EDTA cozdtis: (0.1M): 37.224 gr EDTA - NaH.O tartilip digtile su ile |

litreye tamamlandi.

TCA c¢ozeltis (% 30'luk): 30 gr TCA distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.
TBA ¢ozeltis (% I'lik): | gr TBA 100 mi 0.05 N NaOH igerisinde ¢ozdurildu.

2-Azide buffer: 520 mg sodyum azid 20 ml distile suda ¢ozdurdldi.Bunun 10
ml’s 1000 ml buffer saline eklendi
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3-Hidrojen peroksit soltisyonu: % 35'lik hidrojen peroksid’in 7,73 ml’sine 2,27

ml distile su eklendi.Bunun 5,5 ml’si distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.Daha

sonra bundan 2 ml alinarak tizerine 98 ml buffer saline ilave edildi.

4-Drabkin solisyonu (iki kat konsantre): 50 mg potasyum siyanur, | gr
NaHCOs, 200 mg potasyum ferri siyanir, deiyonize su ile 500 ml'ye tamamlandi.

3.2. Metot
3.2.1. Lipid peroksidasyonu tayini

Serbest radikallerin, doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu
arttirmasi sonucu olusan lipid peroksidasyon drunlerinden MDA, TBARS yontemi

(35) ile dlculerek lipid peroksidasyonu tayin edildi.

Metot, yag asitlerinin peroksidasyonunda bir son Grin olan MDA
(malondialdehit)'in TBA (tiobarbtritik asit) ile reaksiyona girerek 532 nm dalga
boyunda spektrofotometrik 6lcimde maksimum absorbans vermesi prensibine
dayanmaktadir.

Deneyin yapilisi:
Hazirlanan eritrosit paketinden alinan 200 | numune ve 800 | fosfat

tamponu, 25 | BHT ve 500l % 30'luk TCA tipte karistirildi. Tupler buz
icinde (2 saat) bekletildikten ®nra, (2000 rpm + 4 °C, 15)'da santrifij edilip,
olusan stipernatandan | ml tipe alindi. Uzerine 0.1 mol EDTA'dan 75 | ve % I'lik
TBA'dan 250 mrl eklendi ve 15' kaynar su banyosunda bekletildikten sonra spektro
fotometrede 532 nm ve 600 nm dalga boyunda ayri ayri absorbanslari okundu. 532

nm'deki absorbans degerinden 600 nm degeri cikarildi ve hemoglobin faktoru
elimine edildi. Cikan sonug ekstinsiyon katsayisi ile carpildi.

3.2.2. Eritrositlerin in vitro oksidasyona duyarliliklarinin tespiti

Eritrositlerin in vitro oksidasyona duyarliliklari Stoks ve ark. (12)'nin
metodlari kullanilarak belirlendi. Bu amagla azid buffer’le eritrosit slispansiyonu
hazirlandi ve bunda tiobarbittrik aist (TBA) reaktifiyle sperktrofotometrik olarak
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MDA seviyes belirlendi (0. saat). Daha sonra ayni eritrosit stispansiyonuna hidrojen
peroksit ilave edilerek 37° C'de 2 saat inkiibe edildi. 2 saat sonundayine TBA ile MDA
seviyes belirlendi (2. saat). Bu arada eritrosit slispansiyonunun hemoglobin
konsantrasyonu 6lculdi ve MDA degerleri nmol/g Hb olarak ifade edildi.

3.2.3. Suiperoksid Dismutaz enzim tayini

Ksantin oksidazin katalizledigi reaksiyonla ksantinden Urik asit ve
stiperoksid radikali olusur. Stperoksid radikali INT ile muamele edildiginde ise
kKirmizi renkli farmazon bilesigi olusturur. SOD aktivitesi bu reaksiyonun
inhibisyon derecesi ile 6l¢ulir(31).

Ksantin ¥#4® Urikasit + O,

INT %%® Farmazon(renkli bilesil )
0, %%8® O, +H,0,

Deneyin yapilisi:

Kit prospektlsii uyarinca yapilan calismada, alinan sonuclar asagidaki
denkleme gore hesaplanarak degerlendirildi.

100- DA (numune) / dkx100 - inhibisyon
DA(kor)/ dk

100- DAStEN dar) /dkd @0 _ o i on
DA(kor) / dk

DA = absorbans degisimi

3.2.4. Glutatyon Peroksidaz enzim tayini

GSH-Px tayini, Paglia ve Vaentin metodlarina dayanan prensip ile kit
prospektisi dogrultusunda yapildi. GSH-Px, kiimen hidroperoksidin glutatyonu
okside eden reaksiyonunu katalizler. Ortamda glutatyon rediktaz ve NADPH
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varsa GSSG (okside glutatyon), NADPH'in NADP"a oksidasyonu ile GSH'a

indirgenir.
2GSH + ROOH %:8%'#® ROH +GSSG+ H,0
GSSG + NADPH + H * 3.%® NADP* + 2GSH
Deneyin yapilisi:
Eritrosit paketi ile hazirlanan numuneden kit prospektisii dogrultusunda

gerceklestirilen calismada, enzim aktivitesi, faktor ve dakika absorbans degisimi
carpimi ile bulundu.

3.2.5. Biyokimyasal Parametreler

Serum glikoz, Ure, kreatin, BUN, total bilirubin, direkt bilirubin, indirekt
bilirubin, total protein, albumin, alkalen fosfataz, sodyum, potasyum, kalsiyum, klor

ve fosfor seviyeleri, rutin yontemlerle ticari kitler kullanilarak tayin edildi.
3.2.6. Istatiksel Analizler

Istatistiksel analizler Windows XP pro isdetim sistemli PC' de SPSS 11,5 paket
programi kullanilarak yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade
edildi. Veriler One-sample Kolmogorov Smirnov testi uygulanarak dagilim yoninden
analiz edildi. Tim gruplar normal dagilim gosterdigi icin (p>0,05) gruplar aras
istatistiksel karsilastirmada parametrik bir test olan tek yonlt varyans analizi (ANOVA)
uygulandi. Post-hoc Tukey HSD testi kullanilarak, istatistiksel anlamlilik test edildi.
Ayrica Pearson korelasyon testiyle parametreler arasinda korelasyon olup olmadigina
bakildi.
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4. BULGULAR

Calismamizi olusturan kontrol ve sigara igmeyen diyaliz grubuna it bulgular

tablo 3'te sunulmustur.

Tablo 3. Kontrol ve Sigara lgcmeyen Hemodiyaliz Grubuna Ait Bulgular

Parametreler Birim Kontrol grubu (n=16) Sigaraicmeyen
hemodiyaiz grubu
(n=21)
Eritrosit SOD U/gHb 1932,96+523,09 1144.45+834,26**
Eritrosit GSH-Px U/gHb 46,55+6.71 42,06+6,84
Ure mg/dl 33,50+6,51 159,28+43,61-***
Kregtinin mg/dl 0,74+0,10 10,38+2,92***
Total bilirubin mg/dl 0,71+0,35 0,56+0,21
D. Bilimbin mg/dl 0,18+0,18 0,13+0,81
[. Bilirubin mg/dl 057+0,28 0,45+0,21
Sodyum mmol/I 139,44+3,85 135,53+16,44
Potasyum mmol/| 4,04+0,31 5,16+0,95***
Klor mmol/| 102,69+3,66 100,30+11,60
Kasyum mg/dl 9,35+0,52 8,03+2,13*
Fosfor mg/dl 3,93+0,64 6,24+1,53***
Protein g/dl 7,34+0,60 6,71+1,56
Albumin g/dl 4,33+0,39 3,59+0,80**
Eritrosit MDA (0. saat) nmol/gHb 112,28+38,08 207,08+£100,09**
Eritrosit MDA (2. saat) nmol/gHb 208,44+53,57 355,90+122,78**
ALP U/L 173,81+26,74 466,95+496,63*

* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001

Tablo 3'te goruldugu gibi kontrol grubuna gére sigara icmeyen hemodiyaliz
grubunda Ure, kreatinin, potasyum, fosfor, diyaliz dnces eritrosit MDA ve in vitro
oksidasyon sonrasi eritrosit MDA seviyeleri anlamli olarak yukselmis bulunurken
(p<0.01), eritrosit SOD, kalsiyum ve abumin duzeyleri anlamli olarak azalmis bulundu
(p<0,05). Diger parametreler arasinda istatistiksel acidan onemli bir fark yoktu
(p>0,05).

Kontrol
gosterilmektedir.

ve sigara icen hemodiyaliz gruplarina ait bulgular tablo 4'te
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Tablo 4. Sigara Igen Hemodiyaliz hastalari ve kontrol grubuna ait bulgular

Parametretler Birim Kontrol grubu Sigaraicen

(n=16) hemodiyaliz grubu

(n=17)

Eritrosit SOD U/gHb 1932,96+523,09 884,33+733,22***
Eritrosit GSH-Px U/gHb 46,55+6,71 37,45+11,56**
Ure mg/dl 33,50+6,51 166,0+36,96* * *
Kreatinin mg/dl 0,74+0,11 10,7443,78***
Total bilirubin mg/dl 0,71+0,35 0,53+0,17
D. Bilimbin mg/dl 0,15+0,18 0,10+0,04
|. Bilirubin mg/dl 0,57+0,28 0,43+0,16
Sodyum mmol/| 139,44+3,85 138,24+12,39
Potasyum mmol/| 4,04+0,31 5,13+0,6%**
Klor mmol/| 101+,69+ 3,66 101,82+9,42
Kasyum mg/dl 9,35+0,52 8,29+1,40
Fosfor mg/dl 3,93+0,64 7,2612,31***
Protein g/dl 7,34%0,60 6,77+1,11
Albumin g/dl 4,33+0,39 3,79+0,56*
Eritrosit MDA (0. saat) nmol/gHb 112,28+38,08 248,57+106,60* **
Eritrosit MDA (2. saat) nmol/gHb 208,44+53,57 451,46+153,34* **
ALP U/L 173,81+26,74 348,00+£198,64

*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Tablo 4'e bakildiginda kontrol grubuna gore sigara icen hemodiyaliz grubunda
ure, kreatinin, potasyum, fosfor, predializ 6ncesi eritrosit MDA ve invitro oksidasyonu
sonrasi eritrosit MDA seviyeleri istatistiksel olarak anlamli artis gosterirken (p<0,001),
eritrosit SOD, eritrosit GSH-Px, kalsyum ve abumin seviyeleri dislis gosterdi
(p<0,05). Diger parametreler agisindan anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).

Sigaraicen ve icmeyen hemodiyaliz gruplarina ait bulgular tablo 5’ te verilmistir.
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Tablo 5. Sigara Igen ve Igmeyen Hemodiyaliz Gruplarina Ait Bulgular

Parametrel er Birim Sigaraicen Sigaraigmeyen
hemodiyaliz grubu | hemodiyaliz grubu
(n=17) (n=21)

Eritrosit SOD U/gHb 884,33+733,22 1144,45+834,20
Eritrosit GSH-Px U/gHb 37,45+11,56 42,06+6,84
Ure mg/dl 166,0+36,96 159,29+43,61
Kreatinin mg/dl 10,74+3,48 10,38+2,92
Total bilirubin mg/dl 0,53+0,17 0,56+0,21

D. Bilimbin mg/dl 0,10+0,04 0,13+0,08

|. Bilirubin mg/dl 0,43+0,16 0,45+0,21
Sodyum mmol/I| 138,21+12,39 135,53+16,44
Potasyum mmol/I| 5,13+0,55 5,16+0,95
Klor mmol/I| 101,82+9,42 100,30+11,60
Kalsyum mg/dl 8,29+1,40 8,03+2,13
Fosfor mg/dl 7,26+2,31 6,24+1,53
Protein g/dl 6,77+1,11 0,71+1,56
Albumin g/dl 3,79+0,56 3,59+0,80
Eritrosit MDA (0. saat) nmol/gHb 248,57+106,60 207,08+100,09
Eritrosit MDA (2. saat) nmol/gHb 451,46+153,34* 353,90+122,78
ALP U/L 348,00+£198,64 466,95+496,63

* p<0,05

Tablo 5'te gorlldigu gibi, sadece sigara igcen hemodiyaliz grubunun in vitro
oksidasyon sonrasi eritrosit MDA seviyesi, sigara icmeyen hemodiyaliz grubuna gore

istatistiksel acidan anlamli bir artis gosterirken (p<0,05), diger parametreler agisindan

iki grup arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi (p>0,05).

Ayrica sigaraigen grupta karbonmonoksit seviyesi ile eritrosit GSH-Px, SOD ve
MDA seviyeleri arasinda ve yine her l¢ grupta da eritrosit GSH-Px SOD ve MDA
seviyeleri arasinda herhangi bir korelasyon tespit edilemedi. Sigara icen grubun CO

degeri 11.11+ 8.47 ( X + SD) idi.




5. TARTISMA VE SONUC

Fizyolojik sartlarda insan vicudunda belirli miktarda serbest oksijen radikalleri
olusur. Ancak olusan bu serbest radikallerin etkileri yine vcuttaki antioksidan
mekanizmalar tarafindan ortadan kaldirilir. Yani organizmadaki oksidan ve antioksidan
olaylar, saglikli bir vicutta denge halindedir. Ancak zaman zaman antioksidan
kapasitenin azalmas ya da organizmada bu kapasitenin Uzerinde bir oksisidatif stresin
olusmas bu dengeyi bozabilir. Bu durumda yogunlugu artan serbest oksijen radikalleri,
lipid peroksidasyonuna ve dolayisiyla da hiicresel yapi ve molekillere zarar veren
reaktif Urdnlerin olusmasina yol acabilirler (11). Artik gUnimizde, yaslanma,
ateroskleroz, diabet, cesitli inflamatuar hastaliklar ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin
patogenezinde serbest radikallerin rol oynayabilecegi bilinmektedir. (78-81).

Kronik bobrek yetmezligi olan hemodiyaliz hastalarinda da sebep-sonug iliskisi
cok iyi anlasilmamasina ragmen oksidatif stresin arttigi bilinmektedir (66). Serbest
oksijen radikallerinin artisiyla karakterize oksidatif stresin gosterilmesinde en ¢ok
kullanilan parametre, lipid peroksidasyonunun son drint olan malondialdehit (MDA)
tayinidir (11). Hemodiyaliz hastalarinda plazma maondialdehit seviyesinin arttigini
gosteren pek cok calisma bulunmaktadir (82-84). Ayrica hemodiyaliz hastalarinin
eritrosit membran lipid peroksidasyonunda da artis oldugunu gosteren calismalar da
mevcuttur (3,85). Hemodiyaliz hastalarinda artan serbest radikal Uretiminin en dnemli
kaynaginin kullanilan diyaliz membranlar ve diyalizat svilarinin aktive ettigi
polimorfnukleer lenfositler (PMNL) oldugu bildirilmektedir (86,87). PMNL’in aktive
olmasi sonucu ortaya gikan solunum patlamasindan dolayi basta slperoksit anyonu
(0,7) olmak tizere, hidrojen peroksit (H,0,), nitrik oksit (NO) ve hipoklorik asit
(HOCI) gibi reaktif Grinler ortaya gikmaktadir. Aciga ¢gikan bu oksidanlarin yani sira,
diyaliz membrani ve diyalizat sivilari aternatif kompleman yolunu aktive ederek de
hicre hasarina yol agcmaktadir (88,89). Diyaliz membrani ve sivisi sitokinlerin
sainimina yol acabilmekte (90,91), bu sitokinlerin uyarisi ile aktive olan PMNL’den
kaynaklanan serbest oksijen radikalleri de sitokinlerin transkripsiyon faktorlerini aktive
ederek, sitokinler ve serbest oksijen rakidelleri arasinda kisir déngtiye neden olmaktadir
(92). Boylece hemodiyaliz hastaarinin  gerek plazma ve gerekse eritrosit
membranlarinda oksidatif hasar artmaktadir. Lucchi ve ark (93) farkli hemodiyaliz
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membranlari  kullanarak yaptiklari calismalarinda, eritrositlerdeki oksidatif stresin
kullanilan membrana gore degistigini gostermidlerdir. Bu arastirmacilar 0Ozellikle
biyolojik uyumlu olmayan diyaliz membrani kullaniminda, hemodiyaliz hastalarinin
eritrositlerinde oksitadif stresin arttigini ve bu hicrelerin yasam surelerinin kisaldigini
bildirmislerdir. Ayrica hemodiyaliz hastalarinda eritrositlerde artan oksidatif stresin bir
diger nedeni, bu hicrelerin membranindaki c¢oklu doymamis yag asitlerinin lipid
peroksidasyonuna yatkin hale gelmesine baglanmaktadir. Nitekim eritrosit membrani
coklu doymamis yag aditlerinden fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamini fazlaca
icermektedir (3). Binomini ve ark. (94) Uremik eritrositlerin makrofgjlar tarafindan
taninmasinin ve fagosite edilmesinin saglikli kontrollerin eritrositierden daha fazla
oldugunu gostermiderdir. Arastirmacilar buna sebep olarak da Uremik eritrositlerin

membran yUzeylerinde artan fosfatidilserin miktarini géstermislerdir.

Hemodiyaliz hastalarinda oksidatif hasarin artisinin baska bir nedeni de bu
hastalarin, antioksidan kapasitelerinin azalmis olmasidir. Nitekim, yapilan cesitli
caismalarda Ozellikle antioksidan vitaminlerin diyaliz sivisiyla organizmadan
uzaklastirildigi ve bdylece antioksidan kapasitelerin azaldigi gosterilmistir (95,76).
Ayrica bdbrek yetmezligi olan hastalarda eritrosit antioksidan kapasitesinin distligl de
bildirilmektedir (96,97).

Bizim bu calismamizda hem sigara icen, hem de sigara icmeyen hemodiyaliz
hastalarinda eritrosit MDA diizeyi kontrol grubuna oranla 6nemli derecede yiksek
bulunmustur (P<0,01). Ancak sigara icen hemodiyaliz hastalarinin eritrosit MDA
seviyeleri, sigara icmeyen gruba oranla yuksek bulunmasina ragmen anlamli bir fark
gozlenmedi. Kontrollere oranla her iki grup hemodiyaliz hastalarinin da eritrosit MDA
seviyelerinin yiksek olmasi, bu hastalarin eritrositlerinde oksidatif stresin arttigini
gostermektedir. Bu calismanin  amaglarindan biriss  hemodiyaliz hastalarinda
hemodiyaliz islemine ilaveten sigara iciminin oksidatif strese etkisini arastirmakti. Bu
sekilde yapilan sinirli sayida arastirma mevcuttur. Wang ve ark. (83), sigara icen
hemodiyaliz hastalarinda plazma MDA seviyesinin, igmeyenlerden daha yuksek
oldugunu gostermiderdir. Yine Lim ve ark (84) yapmis olduklari bir ¢calismada benzer
sekilde plazma MDA seviyesinin sigara icen hemodiyaliz hastalarinda, sigara
icmeyenlerden daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Goraldigu gibi her iki grup
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arastirmaci da sigara iciminin MDA seviyelerine etkisini plazmada calismidardir. Oysa
bizim calismamizda sigaranin eritrosit MDA seviyelerine etkis calisiimistir.
Dolayisiyla calismamiz diger calismalardan bu yonuyle farklilik gostermektedir. Ayrica
calismamizin en onemli bir diger farkli yont hemodiyaliz hastalarinda (sigara igen ve
icmeyen) eritrositlerin in vitro oksidasyona duyarliligin arastirilmasidir. Yaptigimiz
literatUr arastirmasinda bu konuda yapilmis bir ¢alismaya rastlayamadik. Sadece Srour
ve ak (85) yaptiklari calismalarinda insiline bagimli olmayan diabetik hastalar,
hemodiyaliz hastalari, sigara igen saglikli kisiler ve kontrol grubunun eritrositlerinde in
vitro oksidasyona duyarliligi calismisar ve kontrollere gore diger gruplarin
eritrositlerinin oksidasyona daha duyarli oldugunu gostermislerdir. Yani Hemodiyaliz
hastalarinin eritrositlerinin in vitro oksidasyona daha duyarli oldugunu bildirmislerdir.
Bizim calismamizda hemodiyaliz hastalarinin (Sigara icen ve i¢cmeyen grup)
eritrositlerin in vitro oksidasyona duyarligi kontrollere gore dnemli oranda artmistir
(p<0.0 1). Ayrica sigara icen grubun eritrositlerinin in vitro oksidasyona duyarliligi
Sgara icmeyen gruptan daha fazlaydi (p<0.05). Bu durumda, sonuclarimiz hemodiyaliz
hastalarinda eritrositlerin in vitro oksidasyona daha duyarli olduklarini, ayrica sigara
iciminin bu duyarliligi daha da arttirdigini gostermektedir. Her iki hemodiyaliz hasta
grubunda da gerek Onceden mevcut olan artmis oksidatif stres, gerekse in vitro
oksidasyona kars artmis olan duyarliligin nedeni yukarida belirtilen mekanizmalarla
aciklanabilir. Yani bu hastalarda kullanilan diyaliz membranlari ve diyalizat sivilarinin
neden oldugu fagositik hicrelerdeki artis, eritrosit menmbran ylzeyindeki fosfolipit
icerigindeki degisiklikler ya da antioksidan kapasitedeki azalmalarin timi yada bir

kismi eritrositlerdeki oksidatif stresin nedeni olabilir.

Sigara igcen hemodiyaliz hadalarinin eritrositlerinin in vitro oksidasyona
duyarliginin sigara icmeyenlere oranla daha fazla olmasini ise sigaranin da ilave
oksidan etkisine baglayabiliriz. Kimyasal ve organik maddelerin yansimas ile agiga
cikan 6zel maddelerin serbest radikalerin olasi kayaklari oldugu ileri strilmektedir
(98). Sigara dumani, akcigerlere alinmis baslica yanmis materyaldir. Sigara dumaninin
doymamis yag asitlerinde oksidasyona yol actigi, hiicre ve doku yikiminin gogunun
badlaticisi olan bu reaksiyon ile lipitlerin peroksidasyonu ve proteinlerin pargalanmasina
neden oldugu bilinmektedir (2). sigara dumani ¢ok sayida oksidan igerir,plazma ve

eritrositte lipit peroksidosyonunu tetikler (99). Ayrica in vitro calismalarla sigara

37



dumaninin gaz fazina maruz kalan plazmada lipit peroksitlerin arttigi gosterilmistir.
(100). Yine sigaranin spesifik bir prooksidan mekanizmaya sahip olabilecegi, eritrosit
ve plazma MDA seviyelerini yukselttigi bildirilmistir(4).

Calismamizda enzimatik antioksidan mekanizmalardan eritrosit D’un hem
sigara igen, hem de icmeyen hemodiyaliz hastalarinda kontrollerden daha disiik oldugu
bulundu (P<0.01 ). Eritrosit GSHPx aktivites ise sigara igmeyen grupta kontrollerden
itatiksel olarak farkli degilken (P>0,05), sigara icen hemodiyaliz hastalarinda anlamli
oranda dustiktti (P<0,01). Eritrosit SOD ve GSH - Px aktiviteleri agisindan sigara icen
ve icmeyen gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu ( p> 0,05 ) Hemodiyaliz hastalarinda
gerek plazma gerekse eritrositlerde antioksiden kapasitenin azaldigini gosteren pek ¢ok
calisma bulunmaktadir (3, 83-85,). Ayrica sigara icen hemodiyaliz hastalarinda,
icmeyenlere gore plazmadaki antioksiden kapasitenin daha da dustligt gosterilmistir
(83,84). SOD ve GSH-Px bhirincil enzimatik antioksidan savunma sistemini olustururlar
(101). Hemodiyaliz hastalarinda eritrositlerdeki antioksidan kapasitenin dismesine
cesitli faktorler etkili olabilir. Bunlardan en Onemlisi eritrositlerde artan oksidan
gjanlarin bu antioksidanlarin tiiketimini arttirmasi olabilir (3). Ayrica bdbrek bozuklugu
olan hastalarda cesitli metabolitlerin ve serbest radikallerin birikmes antioksidan
enzimlerin inhibisyonuna neden olabilir (102). Yine bu hastalarda sigara icimi de bu

olumsuz durumu arttirici bir rol oynayabilir.

Yawata ve Jacob (103) hemodiyaliz hastalarinda pentozfosfat yolunun
bozuldugunu goOstererek; NADPH  Gretiminin - azalip, NADPnin  arttigini
(NADP/NADPH oraninin artmasi) bildirmiderdir. Bu hastalarda eritrosit NADPH
oraninin azalmasi redikte glutatyonun olusumunun azalmasina ve sonucta buna bagimli
olan GSH-Px aktivitesinin azalmasina yol agacaktir. Cinki GSH-Px, hidrojen peroksit
ve organik peroksitlerin indirgenmesini katalizleyen bir enzimdir ve bu gérevini de
glutatyonu indirgeyici bir gan gibi kullanarak yapar. Boylece hiicre membranini lipid
peroksidasyonuna karsi korur (104). Nitekim yapilan calismalarda hemodiyaliz
hastalarinda eritrosit i¢i redikte glutatyonun azaldigi gosterilmistir (85,103,105). Yine
sigara icenlerin eritrositlerinde de redikte glutatyon seviyesinin azaldigi bildirilmistir
(85,106). Eritrositlerde redukte glutatyonun olusumu icin gerekli NADPH’in tek
kaynagi pentozfosfat yoludur. Diger hiicrelerde bu yola ilaveten alternatif malik enzim
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yolu ile de NADPH uretimi saglanir (107). Ancak eritrositlerde bu yolun olmamas ve
pentoz fosfat yolunun da bozulmas durumunda hemodiyaliz hastalarinda redikte
glutatyon seviyess ve neticede GSH-Px aktives azalacaktir. Ayrica hemodiyaliz
hastalarinda iz elementlerin seviyesinin degistigi, 6rnegin plazma Se ve Zn seviyesi ile
eritrosit Se’ unun azaldigi unutulmamalidir (108). Selenyum GSH-PX’in prostetik grubu
olarak gorev yapar(109). Dolayis ile Se eksikligi GSH Px aktivitesinde azalmaya yol
acabilir.

Sonug olarak, bu calismada gerek sigara igen gerekse icmeyen hemodiyaliz
hastalarinin eritrositlerinde lipid peroksidasyonunun artidigi, antioksidan kapasitenin
azddigi ve in vitro oksidasyona duyarliliklarinin da arttigi gosterilmistir Ayrica sigara
iciminin eritrositlerdeki bu oksidatif stres daha fazla arttirabilecegi, en azindan
eritrositlerin in vitro oksidasyona karsi duyarliligini daha da arttirdigi soylenebilir. Bu
sonuglara bakarak hemodiyaliz hastalarinin sigara i¢ciminin kisittanmasi ve bu hastalara

antioksidan takviyesinin gerektigi dustintlebilir.
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OZET

Kaya E, Sigara icen ve icmeyen hemodiyaliz hastalarinda eritrositlerin in
vitro oksidasyonuna duyarliligi, Yuzinci Yil Universitess Tip Fakiltesi
Biyokimya Anabilim Dali Yuikseklisans Tezi, Van, 2006. Kronik bodbrek
yetmezlikli bireylere uygulanan hemodiyaliz, yetersiz bdbrek fonksiyonunu
kompanse etmesinin yanisira, l6kosit ve eritrosit gibi kan hicrelerinin de oksidatif
metabilizmasini etkileyebilmektedir. Ayrica sigara dumani da hiicre doku hasarina
yol acan oksidatif stresi arttirmaktadir. Bu calismada sigara icen ve igcmeyen
hemodiyaliz hastalarinda eritrositlerdeki oksitadif stresi ve in vitro oksidasyona
duyarliliklarini arastirmayi amacladik. Bu amacla denekler kontrol, sigara icen ve
icmeyen hemodiyaliz hastasi olmak Uzere iic gruba ayrildi. Ug grupta da eritrosit
lipid peroksidasyonu, stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
seviyeleri olclldi. Ayrica eritrositlerin in vitro oksidasyona duyarliliklari tespit
edildi. Sigara icen ve icmeyen gruplarin eritrosit malondialdehit (MDA) seviyeleri
kontrollerden yiksek bulundu (P<0,01). Her iki grubun eritrosit SOD aktivitesi
kontrollere gore azalmisken (P<0,01), sadece sigara icen hemodiyaliz grubunun
GSH-Px aktivites kontrollere gore dusukti (P<0,01). Yine her iki grubun
eritrositlerinin in vitro oksidasyona duyarliligi kontrollerden daha fazlaydi
(P<0,001). Sigara icen ve icmeyen hemodiyaliz grubunun eritrosit SOD, GSH-Px ve
MDA seviyeleri arasinda anlamli bir fark bulunmazken (P>0,05), sigara icen
grubunun eritrositlerinin in vitro oksidasyona duyarliligi icmeyenlerinkinden daha
fazlaydi (P<0,05). Sonuclarimiz gerek sigara icen, gerekse icmeyen hemodiyaliz
hastalarinda eritrositlerde oksidatif stresin arttigini, sigara kullaniminin bu etkiyi
daha da artirabilecegini gosterdi.

Anahtar sozcuikler: Hemodiyaliz, oksidatif stres, sigara, antioksidan.
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SUMMARY

Kaya E, The susceptibility to in vitro oxidation of erythrocytes in
smoking and non-smoking haemodialysis patients. Unversity of Yuzincu Yil
Medical Faculty Department of Biochemistry Van, 2006. Besides compensation
of kidney failure haemodialysis for patients with chronic kidney diseases could
affect oxidative metabolism of blood cells like leucocytes and erythrocytes.
Cigarette smoking also increases oxidative stress that may cause tissue damage. The
aim of this study was to investigate the oxidative stress of erythrocytes and in vitro
susceptibility of erythrocytes to oxidation in smoking and nonsmoking
haemodialysis patients. The volunteers were divided into 3 groups according to
smoking habits, non-smoking controls, smoking haemodialysis patients and non
smoking haemodialysis patients. In all groups, erythrocyte lipid peroxidation,
superoxide dismutase (SOD) and glutathion peroxidase (GSH-Px) levels were
measured. In smokers and non smokers, erythrocyte malondialdehyte (MDA) levels
were higher than controls (P<0,01). Also for both hemodialysis groups while SOD
activity was lower (P<0,01) than controls, GSH-Px was only lower for smokers
when compared to controls (P<0,01). In vitro susceptibility of erythrocytes to
oxidative stress in both haemodialysis groups was higher than controls (P<0,001).
There was no significant difference between smokers and norrsmokers in terms of
SOD, GSH-Px and MDA levels (P>0, 05). However in vitro susceptibility of
erythrocytes to oxidative stress was higher in smokers when compared to non
smokers. (P<0,05). In conclusion, the results showed that erythrocyte oxidative
stress increased in both smoking and nonsmoking haemodialysis patients and
smoking could increase this effect.

Key words. Haemodialysis, oxidative stress, smoking, antioxidant.
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