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2. KISALTMALAR
ACEi: Anjiotensin donusturict enzim inhibitori
ARB: Anjiotensin resepttr blokeri
AGE: ileri glikasyon son driinleri
ATP: Adenozin trifosfat
BB: Betabloker
DNA: Deoksiribo nikleik asit
DM : Diyabetes mellitus
ER: Endoplazmik Retikulum
GFH: Glomerul Filtrasyon Hizi
GST: Glutation-S-Transferazlar
GSHPx: Glutatyon peroksidaz
H,0O,: Hidrojen Peroksit
HOCI: Hipoklorik Asit
HT: Hipertansiyon
KAT: Katalaz
KBH: Kronik bdbrek hastalig:
KGN: Kronik glomerulonefrit
KVH: Kardiyovaskiler hastaliklar
LDL: Disuk dansiteli lipoprotein
MDA: Malonildiadehit
METS: Mitokondriyal Elektron Transport Sistemi
NAD: Nikotinamid adenin dintikleotid
NADH: Nikotinamid adenin dintkleotid hidrojen
NADPH: Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat hidrojen
NKF-K/DOQI: National Kidney Foundation / Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative
NO: Nitrik oksid
OSI: Oksidatif stresindeksi
OS: Oksidatif stres
OH’": Hidroksil Radikalleri
OZN: Singlet O,



O3 Ozon

O, Slperoksit Radikalleri

PTH: Paratiroidhormon

RRT: Renal replasman tedavis
RNA: Ribonikleik asit

RNT: Reaktif nitrojen turleri

ROT: Reaktif oksijen tarleri
SDBY: Son D6nem Bobrek Y etmezligi
SH: Tiyal

SOD: Eritrosit stiperoksid dismutaz
TOS: Tota oksidant seviye

TAK: Total antioksidant kapasite
TND: Turk Nefroloji Dernegi
XOD: Ksantin oksidaz

XDH: Ksantin dehidrogenaz



3. GIRIS VE AMAC

Son doénem bobrek yetmezligi (SDBY) bdbrek fonksiyonlarinin gesitli nedenlerle
geri donUsumsiiz olarak bozulmasidir. Fonksiyon goren bodbrek dokusunun herhangi bir
nedenle harabiyeti ve bunun sonucunda bobrek fonksiyonlarinin progressif kaybi, viicuttan
atilmasi gereken toksik maddelerin birikimine neden olur (1,2). SDBY’e neden olan
patolojilerin cogunun, etkin ve 6zgun bir tedavisi yoktur. Kronik bobrek hastaligimn
baslangic donemlerinde medikal tedavi ve diyet ile SDBY’na ilerlemesi geciktirilmeye
calisilsa da, terminal dénemde mutlaka renal replasman tedavisi (RRT) olan diyaliz veya
transplantasyona gerek duyulmaktadir (3).

SDBY ’de en 6énemli morbidite ve mortalite nedeni ateroskleroz ve bununla iliskili
olan kardiyovaskiler hastaiklar (KVH)’dir (4). Bu hastalarda KVH riski normal
poptlasyona kiyasla 3.5-50 kat artmustir (5,6). Yas, hipertansiyon, didlipidemi, sol
ventrikdl hipertrofisi, kalp yetmezligi ve fiziksel inaktivite gibi klasik kardiyovaskiler risk
faktorleri renal replasman tedavisi almakta olan hastalarda yaygindir ve bu kismen SDBY
hastalarinin - siklikla yash, diyabetik ve vaskiler hastaligi olan popilasyondan
olusmasindan kaynaklanmaktadir (7). SDBY ’de KV H riskindeki bu artis sadece klasik risk
faktorleri ile degil, kronik hipervolemi, anemi, kalsiyum-fosfor metabolizmasi
bozukluklari, hiperhomosisteinemi ve artrms oksidatif stres (0OS) ile iliskili
mikroinflamatuar durum gibi Uremiye 6zgul, geleneksel olnayan risk faktorleri ile de
iliskilendirilmektedir (8).

Gunumizde sistemik hastaliklarin - olusmasinda, ilerlemesinde ve iliskili
komplikasyonlarinin ortaya cikmasinda biyik role sahip oldugu bilinen oksidatif stres,
vicuttaki oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine degismesiyle
olusan cesitli molekiler degisikliklerin ifadesidir (9,10). Oksidatif stresin ¢zellikle
yaslanma, diyabet, Uremi, kardiyovaskiler hastaliklar, malnitrisyon ve kanser gibi
durumlarda 6nemi ortaya konmustur (11). SDBY ’de pro-oksidanlar ile anti-oksidanlar
arasindaki denge artrmis oksidatif stres yonine kaymistir. SDBY hastalart  bobrek
hastaliginin kendisinin yaninda diyaliz islemi, diyaliz tedavisi sirasinda kullanilan diyaliz
sivisi, diyaliz membrami, immin sistem aktivatorleri ve diger farmakolojik tedaviler
nedeniyle yogun oksidatif stress yiku atindadirlar (12). Bu hastalarda ateroskleroz
gelisiminde oksidatif stresin olumsuz etkileri gosterilmistir. Bu nedenle son zamanlarda

SDBY hastalarinda oksidatif stres ve antioksidanlarla ilgili calismalar ilgi ¢eken konularin



basinda gelmektedir. Diyaliz hastalarindaki oksidatif stresin en iyi arastirilmis biyolojik
etkilerinden biris olan lipid peroksidasyonu, endotel disfonksiyonu ve ateroskleroz
olusturarak kardiyovaskiller komplikasyonlara katkida bulunmaktadir. Uremide yaygin
olan lipoprotein bozukluklar1 ateroskleroz ve renal hasarin ilerlemesine de katkida
bulunabilir. Antioksidan kapasitenin azalmasi ve lipid peroksidasyonu her iki olayda da
onemli role sahiptir (12). OS ve inflamasyonun SDBY ’de en 6nemli morbidite ve mortalite
nedeni olan KVH patogenezinde yer aldigi goz 6nine aindiginda gelistirilecek anti-
oksidan ve anti-inflamatuar tedavilerin bu hastalardaki 6nemi bir kez daha ortaya
cikmaktadr.

KBH’da en fazla kullanilan farmasttik ajanlardan olan anjiotensin dénUstUrict
enzim inhibitorleri (ACEi), anjiotensin reseptor blokeri (ARB) ve betablokerlerin (BB)
kardiyovaskiler sistem ve oksidatif stres Uzerine etkileri birgok ¢alismaya konu olmustur.
Ancak farmakolojik tedavinin en onemli ve vazgegilmez 6gelerinden olan bu ilaglarin
oksidatif stres tizerine olan etkilerini birebir karsilastiran calismalarin sayisi sinirlidir.

Cesitli calismalarda ACEi ve ARB’lerin gerek sistemik gerek bdbrekte lokalize
olsun NADPH oksidaz inhibisyonu ile (13-16), O»- diizeyini dusurerek (17), okside LDL
duizeyinde (18), ileri glikasyon son Urtinlerinde (AGE) (19), azalma yaparak oksidatif yUku
azalttiklar1 gosterilmistir. Ayrica Nebivolol’in organizmada arasidonik asidin serbest
radikaller ile peroksidasyonu sonucu olusan bir izoproston olan 8-iso-PGF2a’mn Uriner
atilhimim arttirdigint (20), endotel hicrelerinde oksidatif inaktivasyonu azaltarak nitrik
oksid (NO) miktarim arttircigim (21), yine endotel hiicrelerinde oksidatif stresi azalttigin
(22), plazma ve LDL hidroksilipid, plazma 8-izoproston, ve okside LDL Uzerine olumlu
etkilerini gosteren calismalar mevcuttur. Ancak literatiirde losartan ile nebivolol’in
oksidatif stres parametreleri olan Total oksidant seviye (TOS), oksidatif stres indeks
(OSI), total antioksidant kapasite (TAK) ve eritrosit stiperoksid dismutaz (SOD) diizeyleri
Uzerine olan etkilerini karsilastiran ¢alisma bulamadik

Bu caismada Losartan ile Nebivolol’in hemodiyaliz ve periton diyalizi
hastalarinda oksidatif stres parametreleri olan TOS, OSI, TAK ve SOD diizeyleri lizerine
olan etkilerinin karsilastirilmasin amagladik.



4. GENEL BILGILER

4.1. Kronik Bobrek Hastahg (KBH)
4.1.1. Tamim

KBH, rena fonksiyonlarin g¢esitli nedenlerle ilerleyici ve geriddnisumstiz kaybr ile
bobregin atilim ve diizenleme fonksiyonlarinda yetmezlige yol acan klinik bir sendromdur
(1,2). National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (NKF-
K/DOQI) kilavuzlarinda KBH sonuncusu (evre 5) SDBY olarak isimlendirilen 5 evreye
ayrilir (Tablo 4.1). Bobrek yetmezligi, fonksiyon goren nefron sayisi % 30’un altina

dustiglnde ortaya cikar ve bu say1 % 10’un altina dustiginde ise Uremik sendrom tablosu

yerlesir (23).

Tablo 4.1. KBH’mn NKF-K/DOQI kilavuzlarina gore evreleri

Evre Tamm GFH*
(ml/dak/1.73m?)
1 Normal veya artnus GFH ile birlikte bdbrek hasari >90
2 Hafif dusik GFH ile birlikte bdbrek hasar: 60-89
3 Orta derecede disik GFH 30-59
4 Agir derecede disuk GFH 15-29
5 Son dénem bobrek yetmezligi (SDBY) <15

* GFH: Glomerul Filtrasyon Hizi

4.1.2. Etyoloji ve simflandirma
1980’li yillarin ortalarindan beri dinyada RRT goren SDBY sikliginda belirgin bir
artis gorilmektedir. Amerika Birlesik Devletlerin’de giniimiizde yaklasik 270.000 hasta
diyaliz tedavis ile, 100.000 kisi de transplantasyon ile yasamuna devam etmektedir ve
2010 yilinda 600.000 kisinin RRT gorecegi tahmin edilmektedir (24). SDBY’nin
etyolojisinde dinyada diyabetes mellitus (DM), kronik glomerulonefrit (KGN) ve
hipertansiyon (HT) bolgeye gore siralamast degismekle birlikte ilk 3 sirayi
paylasmaktadirlar. Ulkemizde ise Tirk Nefroloji Dernesi (TND) kayitlarina gore buna
parael olarak DM ilk siray1 amaktadir (Tablo 4.2) (25).
Bobregin fonksiyonel bir adaptasyon yetenegi vardir. Bobrek dokusunun % 75
oraninda kaybi, glomertiler filtrasyonda, ancak yar: yariya bir azalmaya neden olur. Bébrek
rezervinin azaldigi doénemlerde, bobrek fonsiyonunda olcllebilen bir disme soz

konusudur. Ancak, bu fonksiyonlar; sekonder hiperparatroidizm ve bobrek icindeki
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glomerilo-tubuler denge degisiklikleri gibi bazi hormonal adaptasyonla devam ettirilmeye
calisilir (26,27).

Bobrek yetmezligi basladiginda, vicutta azotlu bilesiklerin hafifce birikmesi stz
konusudur. Bu durum kendisini serum Ure azotu ve kreatinin degerlerinin yukselmesiyle
gosterir. Bobrekteki fonksiyon bozuklugunun daha ileri evrelerinde, sivi-elektrolit
dengesinde bozukluklar gérilmeye baslar, azotemi siddetlenir ve sistemik belirtiler ortaya
cikar (26,27).

Bobregin ekskresyon fonksiyonunu en iyi gosteren parametre GFH’dir ve klinik
pratikte en sik kullanilan kreatinin klirensi basit ve glvenilir bir yontemdir. Endojen
kreatinin klirens normalde 90-125 ml/dk’dir. GFH normalin % 35-50’sinin atina
dusUnceye kadar, hastalar genelde klinik olarak semptom vermezler. GFH normalin % 20-
35’nin atina distugtnde azotemi gelismeye baslar ve normalin % 5-10’u seviyesine
indiginde, tremik sendrom tablosu meydana gelir (26,27).

Tablo 4.2. Son Dénem Bobrek Y etmezligi Nedenleri:

Hastalik Avrupa * ABD** Turkiye***
Diyabetes Méellitus 12 449 22,8
Hipertansiyon 10 26,8 16,7
Glomerulonefrit 25 8,8 15,9
Kistik Bobrek hastaligi 8 2,3 2,8
Urolojik nedenler 19 1,7 9,5
Diger nedenler 11 11,1 141
Etyolgjisi bilinmeyen 15 43 18,2

* : EDTA Registry 1985-1987
** : USRDS Annual Report 1985- 2000
*** - TND Kayitlar1 2003

4.1.3. Klinik ve Laboratuar Bulgulari

Belirtiler genelde non-spesifik olup, hipertansiyon, anemi, 6dem, polidri, oliguri, andri,
nokturi, dizdri, hematuri, idrarda renk degisikligi, halsizlik, istahsizlik, bulanti-kusma, tat
ama duyusunda bozulma ve yan agrisi gortlebilecek baslica belirtilerdir. Karbonhidrat
intoleransi, hipertrisemi, dislipidemi gibi metabolik anormallikler gorulir. Karakteristik
Klinik bulgular azotlu madde birikmesine, asit-baz dengesi bozukluguna ve anemiye bagl
olarak sekillenir (28).

Ure, kreatinin, Urik asit gibi azot katabolizmasimn Urtinleri birikir. Serum Na diizeyi,

normal veya azalmis, potasyum dizeyi norma veya artmus olabilir. Hipokalsemi ve
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hiperfosfatemi vardir, serum PTH dizeyi yukselmistir. Metabolik asidoz gordlir.
Normokrom normositer veya demir eksikligine bagli hipokrom mikrositer anemi gorulUr.
Idrar dansitesi izosteniiriktir (1008-1010). Oliguri mevcut, terminal safhaise anuriktir (29).

4.1.4. Son Donem Bobrek Yetmezliginin Tedavisi

KBH’m olusturan hastaliklarin cogunun, etkin ve 6zguin bir tedavisi yoktur. Hastaligin
baslangicinda, medikal tedavi ve diyet ile son donem bobrek yetmezligine ilerlemesi
geciktirilmeye calisilsa da, son donemde diyaliz tedavisi veya transplantasyona gerek
duyulmaktadir (30).

Son donem bobrek yetmezligi gelisen hastalarda, yasanun devam ettirilebilmesi icin,
diyaliz tedavisi veya transplantasyon sarttir. Her ne kadar kronik diyaliz tedavisiyle hayat
surdirtlse de, bobrek fonksiyonlarindaki yetersizlik sonucunda organizmamn diger
fonksiyonlarinda da yetersizlik gorilmektedir (1).

Diyaliz kandaki bazi toksik maddelerin yar1 gegirgen bir zar araciligiyla diyalizat ach
verilen fizyolojik konsantrasyonda elektrolit iceren bir sollisyona gecmesidir. Guniimizde
hemodiyalizde ¢ogunlukla sellloz veya kuprofan gibi yari sentetik membranlar kullamlir.
Kanin sekilli elemanlari, plazma proteinleri, molekul agirligi blyidk olan maddeler, bu
membranlardan gegemezken suda eriyebilen, plazma proteinlerine bagli olmayan disik
mol ekl agirlikli maddeler, membrandan diffuzyon yolu ile gegerler. Diyaliz yontemleri ile
bobregin tim fonksiyonlarim yerine getirebilmek imkansizdir, ancak hayatin devam
ettirilmesi mimkandir. Hemodiyaliz tedavisi KtV degeri minimum 1.2 olacak sekilde
her biri en az 4 saat olmak Uzere haftada 3 seans olarak uygulanir (28). Hemodiyalizin
diger bir aternatif sekli periton zarimin diyaliz membram gorevini gordigl periton
diyaizidir.

4.2. Oksidatif Stres, Fizyopatolojisi, Son Donem Bobr ek Hastahginda Onemi
4.2.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; herhangi bir nedenle oksidan dretiminde artis ve antioksidan
savunma mekanizmasinda yetersizlik nedeniyle aradaki dengenin bozulmasi sonucunda
olusan doku hasar1 olarak tammlamaktadir (10).

Oksidatif stres insandaki birgcok patolojik durumun meydana gelmesinde,
ilerlemesinde ve komplikasyonlarinin ortaya gikmasinda 6nemli yere sahiptir. Bu konuyla

12



ilgili yapilan calismalar cogunlukla oksijenin indirgenmesiyle olusan serbest radikallerin
organizmadaki biyolojik ve kimyasal 6zelliklerine aittir. Oksijen, serbest radikallerin ana
kaynaklarindan birisi olup genel goris, serbest radikallerin oksidan 6zelliginin yapisindaki
oksijenden kaynaklandigi yonundedir (9).

Gergekte oksijen radikallerinin Uretimi normal biyolojik fonksiyonlarin ayrilmaz bir
parcasidir (30). Serbest radikaller her zaman oksidan aktivite gostermez ve sadece oksidatif
stresten sorumlu degildirler. Serbest radikaler ve oksidasyon organizmada birgok
biyokimyasal reaksiyon ve hiicre iletim sisteminde rol almaktadirlar (31). Bazal kosullarda
tum aerobik hiucrelerde; solunum, fagositoz, arasidonik asit metabolizmas: gibi
reaksiyonlarda bir miktar serbest oksijen radikali olusur ve bunlar saglikli bir organizmada
antioksidan savunma mekanizmalar: tarafindan hizla ortadan kaldirilir (30).

Serbest radikaller, Uretim hizlarina, aktivitelerine ve savunma sistemine bagli olarak
oksidatif stres olustururlar. Serbest radikallerin fazla Gretilmesi, birtakim enzimlerin
(oksidazlar, hem iceren proteinazlar, metaloproteinazlar) hiicre disina ¢ikmasi, demir —
bakir gibi bazi maddelerin serbest radikallerle kompleks yapmasi ve savunma sistemindeki
bozukluklar oksidatif stresin artmasina neden olurlar (31). Gunumtzde oksidatif stres ile
bircok ©6nemli hastaligin patogenezi agiklanmaya calisilmaktadir. Oksidatif stres
kardiyovaskiler hastaliklar, kanser ve yaslanmayla birlikte olan dejeneratif hastaliklarin
patogenezinde etkilidir.

Oksidatif stres, tum hicrelerde yapisal ve fonksiyonel degisiklikler olusturarak
hasara neden olabilir. Oksidatif stresin hiicredeki baslica bilinen hedefleri ¢coklu doymamis
yaglar, sekerler, proteinler ve nikleik asittir. Oksidatif stres, iyon dengesi hiicre redoks
sistemini (32), hicre ici haberlesmeyi (33) ve gen transkripsiyonunu etkiler, sonug olarak,
hiicre dongustinti etkileyerek hticrenin 6lumtne neden olur (34).

4.2.2. Serbest Radikaller ve Oksidanlar

Radikal terimi kokenini Latince ‘radicalis’ kelimesinden alir ve ‘koku olan’
anlamindadir. On dokuzuncu ytizyilda, kimyasal olarak; atomik ve molektler baglar ayr
kavramlar olarak bilinmediklerinden tammlamak igin ‘radikal’ kelimes kullanilmstir.
Yirminci yuzyil baslarinda radikallerin, molekilden bagimsiz oldugu saptanarak ‘serbest
radikal’ terimi kullanilmaya baslanmistir. Biyolojik reaksiyonlarda serbest radikallerin
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spontan veya enzimatik mekanizmalarla ara Uriin olarak tek elektron transferinde rol aldig:
belirtilmistir.

Serbest radikaller; paylasiimamus bir veya birden fazla elektrona sahip molekil veya
atomlar olup, paylasiimamis elektronun Uzerinde oldugu oksijen molekilleridirler (35).
Ortamda bulunan kimyasal veya fiziksel enerji kaynaklarimin, kovalent baglarinda
hemolize sebep olarak iki farkli tirde paylasiimarms olan elektron olusturmas: serbest
radikal olusumuna neden olur. Bir diger radikal olusturma yontemi de redoks
reaksiyonudur. Bu reaksiyonlarda bir elektronun kaybi veya kazanilmasi s6z konusudur.

A » e + A + (Oksidasyon)
B+e » B- (Redilksiyon-indiiksiyon)

Her oksidasyon bir rediksiyonla birliktedir. Boylece kitle kuralina gore oksidatif
streste her iki reaksiyon da yer air. Serbest radikallerin aktiviteleri farklilik gosterir.
Hidroksil (HO) gibi bazi radikaller yiksek aktiviteye sahipken, E vitamininin oksidasyon
Urind olan tokoferoksil gibi bazi bilesiklerin aktiviteleri cok onemli degildir (36). Serbest
radikallerin hedef molekille kompleks olusturma reaksiyonlari; baslangig, ilerleme ve
sonlanma olmak Uzere lic asamada meydana gelir. Serbest radikalin etkinligi substrata ve
bulundugu fiziksel sartlara gore farklilik gosterir. Aym serbest radikal, aym maddeyi
oksidant veya rediktant olarak kullanabilir. Reaksiyonun olusma hizi; ortamin 1sisina,

pH’sina ve ortamdaki katalizorlere baglidir (37).

4.2.3. Serbest Radikal Reaksiyonlari

Oksijen radikalleri icinde, stiperoksit anyonu (O2), oksijenin bir elektron almasiyla
olusan ilk Griin olup, en kolay ve en fazla olusan serbest radikaldir. Canlilarda diger
radikallerin olusumu siklikla Oz nin birikimine baglidir. O, radikalinin ana kaynag: ise
molekller oksijenin metabolize edildigi, mitokondriyal elektron transport zinciridir.
Elektron transport zincirinde molekiler oksijenin biyolojik oksidasyonu, organizmaya
enerji kazandiran ve yasamin devamini saglayan bir sire¢ olup, bu zincirin ara
basamaklarinda O, olusur (35) ve normal sartlarda olusan O, ler organizmadan
dismutasyon denilen bir dizi reaksiyon vasitasiyla uzaklastirilir.

Bu reaksiyonlar hidrojen peroksit (H.O,) ve perhidroksi (OHy) radikallerinin
meydana gelmes ile sonuclamir. Bu dismutasyon reaksiyonlari kendiliginden meydana
gelebilecegi gibi siperoksid dismutaz (SOD) tarafindan da katalizlenebilir.
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Olusan H,0,, SOD gibi antioksidan enzim sistemlerinden olan katalaz (KAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) ile suya donUsturdl Ur.

Oksijen radikalleri icinde en fazla reaktif olan hidroksil (OH") radikalidir ve hemen
her molekdl ile reaksiyona girebilme 6zelligine sahip olup invivo olusumu icin Haber Weis
reaksiyonuna gereksinim vardir. Bu tepkimede O, ve HyO, etkilesir ve sonugta OH
radikali meydana gelir.

O, +H,0> » OH + OH +0O,

Iskemi olustugunda ve de ozellikle reperfiizyon ile dokularin oksijenasyonu ile

olusan bu reaksiyonu demir gibi metaloproteinler, askorbik asit ve NADPH katalize
edebilir.

Fe®+0, — Fe“+0,
Fe'? +H,0,——> Fe"® +OH + OH’
Organizmada OH" radikaline kars1 SOD, KAT, GPx gibi bir antioksidan savunma

mekanizmalar1 yoktur (38).

4.2.4. Reaktif Oksijen Turleri

Oksijen 8 atom numaral1 kararsiz bir element olup dogada dioksijen (O) halinde
bulunur. Bu durum, enerji diizeylerindeki elektronlarinin yapisiylailiskilidir (39).

Oksijen molekilindeki aym yone donen iki elektrona sahip 2P son orbitali
onemlidir ve bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine
gectiginde veya farkli yonde dondiiglinde “singlet oksijen” olusur. Orbitallerden birine ters
donuslt iki elektron veyaikisine ters donusl i iki elektron daha eklenirse “oksijen radikali”
meydana gelir (Tablo 4.3).

Reaktif oksijen tdrleri, biyoaktif lipitler 06rnegin arasidonik asitler, lipit
oksidasyonunun alt Urlnleri, aldehitler-alkenaller, hiicre ici enzimler ve metaleri lokal ve
sistemik olarak etkileyerek doku hasari meydana getirirler (40).

Tablo 4.3. Oksijen turevi bilesikler

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (HO) Hidrojen Peroksit  (H205)
Alkoksl  (RO) Singlet Oksijen 0.
Peroksil (ROO) Ozon (@3))
Superoksit  (Oy) Hipoklorid (HOCI)
Nitrik oksit  (NO) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NOy) Peroksinitrit (ONOQ)
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Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle dengesiz olup hizla ortamdan
kaybolur. Bu yUzden bu radikaler tek elektronlarim bir baska molekile verebilir
(rediksiyon) ya da bir baska molekilden elektron alarak elektron cifti olusturabilirler
(oksidasyon). Sonuctaradikal olmayan yapiy: radikal sekle donusturebilirler (39).

4.2.4.1. Stperoksit Radikalleri (O2)

Slperoksit radikalleri  (O7), hicrelerde redikte elektron tasiyicilarimn
otooksidasyonu ile olusmaktadirlar. O, olusumu; elektron tasiyicisinin redoks durumuna
ve ortamdaki oksijen derisimine baglidhr.

Zayif bir oksidan olan O, kendi basina 6nemli hiicre hasarina yol agmasi olagan
degildir, ancak oksidatif strese yol agabilen bir dizi reaksiyonu tetikleyebilir (41). Bu
reaksiyonlarin en 6nemlilerinden biri Haber-Weiss reaksiyonu olup, O, ve H,O, demir
varlhiginda etkileserek oldukga reaktif olan HO radikalini olustururlar.
Oy+e— O
H,O,+ Oy ———  HO +OH + Oy

Uretilen bu OH" oldukga reaktif olup DNA gibi 6nemli yapilarla reaksiyona girerek
Onemli hasarlar olusturabilmektedirler (42).

O, hicre i¢i demir depolarindan demiri serbestlestirir ve serbest haldeki demir
iyonu Haber-Weiss gibi reaksiyonlarda veya diger serbest radikal aracilikli hiicre hasarinda
rol alabilir. Superoksit radikalleri ¢ok kisa bir yar1 dmre sahip olup dismutasyon ile H,O-
ve oksijen olustururlar. Dismutasyon reaksiyonu spontan olarak meydana gelir ve SOD

enzimi ile katalizlenir.

SOD
O, +0, + 2H" » HOo+ Oy

4.2.4.2. Hidroksil Radikalleri (OH")

Hidroksil radikali (OH"), biyolojik sistemlerdeki en potent serbest radikaldir.
Dokular radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢cogu hiicre igindeki su tarafindan
absorblanir ve radyasyon oksijen-hidrojen arasinda kovaent baga neden olur. Sonugcta biri
hidrojen (H"), digeri OH" olan iki radikal meydana gelir.

H-O-H —H + OH

Hidrojen peroksitin (H.0,) Fe™ veya Cu™ ile reaksiyona girmesiyle de OH

radikali meydana gelmektedir. H,O, toksisitesinin blyUk ¢ogunlugunun temelinde olusan
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OH radikali oldugu dustunulmektedir. Bu reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan
g6zlenmis ve ginimiizde de Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir.

Fe” + H),O, —» Fe® + OH + OH
Cu" + H0, — Cu" + OH + OH

OH", basta lipid, protein ve nikleik asitler olmak Uzere hemen hemen bitin
hiicresel molekillerle reaksiyona girebilmektedirler. OH, DNA’da bulunan deoksiriboz
moleklltine etki ederek cesitli Grdnler olusturur ve bu olusan Urinlerin bazilar
mutagjeniktir. Yine OH" aromatik halkaya katilma ¢zelligine sahip olduklarindan DNA ve
RNA’da bulunan pirin ve pirimidin bazlarina katilarak radikal olusumuna yol acarlar.
Boyle bir dizi reaksiyona katilabilen OH", DNA’rnin baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar
olusturarak DNA’da iplik kirilmalari meydana getirir, ancak biyuk hasarlar hicresel
koruyucu sistemler tarafindan onarilamayabilir ve bunun sonucunda mutasyonlar ve hticre
olumleri gorular (41,43).

OH", DNA’rnin purin ve pirimidin bazlar1 ile etkilesmenin yamisira tiol grubu iceren
biyolojik molekillerden H atomu da koparabilme 6zelligindedir.

R-SH + OH — RS + H)O

Sonucta olusan sulfdr radikallerinin ilging kimyasal ozellikleri olup, O, ile
kombine olabilir ve oksi-stilfur radikallerini meydana getirir. RSO, ve RSO gibi bunlarin
bircogu da biyolojik molekullerde hasar olustururlar.

OH™1n sebep oldugu en iyi bilinen biyolojik hasar1 lipid peroksidasyonudur. OH",
Ozellikle arasidonik asit gibi doymanmus yag asit yan zincirlerinden -C atomunun birinden H
atomunun ¢ikartilmas: ve su olusumu ile sonuglandig reaksiyonlarda oldugu gibi membran
fosfolipitlerinin doymamis yag asit yan zincirlerine hiicum eder.

-C-+OH— -C-+ H0

Bu reaksiyon sonunda membranda kalan - C - radikali oksijen ile kombine olarak
peroksil radikalini olusturur.

Peroksil radikalleri aktif olup yakinindaki doymamis yag asitlerinin yan zincirlerine
saldirir; bdylece birgok yag asidinin yan zincirlerini lipit hidroperoksitlere donusturdr ve
membranda lipit hidroperoksitlerinin birikimi de membran fonksiyonunda bozulmaya
neden olur. Peroksil radikalleri ve sitotoksik aldehitler, membran proteinlerinde ciddi hasar

olustururlar ve membrana bagli bazi1 enzim ve reseptorleri inaktive ederler (39, 44,45).
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4.2.4.3. Hidrojen Peroksit (H.0,)

Hidrojen peroksit (H,0,) eslesmemis el ektronu bulunmadigindan aslinda bir radikal
degildir. Slperoksit anyonunun (O;) hidrojenle yaptigi reaksiyona dismutasyon
reaksiyonu denir ve reaksiyon hizi asidik pH degerlerinde fazladir (39, 46).

Reaksiyon su sekilde ifade edilir;
20, + 2H" — H,0, + O

Bazi enzimler ile tekli (NADPH oksidaz) ya da ciftli (Glukoz oksidaz) elektron

eklenmesi katalize edilerek O, veya H,O, olusmasi saglanir.

NADPH + 20, — 2NADP + 207
R-CHOH + O, — R-CHO-HyO,

4.2.4.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Hipoklorik asit (HOCI), radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen tirleri (ROT)
icinde siniflandirilir. Bakterilerin fagositik hicreler tarafindan 6ldirdlmesinde rol oynar.
Radikal Oretiminin fagositik hicrelerde bakteri oldurdlmesinde 6nemi biyudktar. Aktive
olan notrofiller, monositler, makrofajlar ve eozinofiller tarafindan superoksit radikalleri
(O2) retilir ve ozellikle notrofillerde miyeloperoksidaz enzimi araciligiyla 6nce Oy
olusturulur ve daha sonra bunun dismutasyonuyla olusan H,O, klorir iyonuyla
birlestirilerek potent bir antibakteriyel olan HOCI meydana getirilir.

H,O, + HCI — HOCI + H,0

4.2.4.5. Singlet O, (0,™)

Bu molekil de yapisinda eslesmemis elektron bulundurmadigindan serbest radikal
degil fakat serbest radikal reaksiyonlarini baslattigindan serbest radikal olarak kabul
edilmistir. OZN, oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji amast sonucu kendi
donus yonunin tersi yoninde bir yoringeye yer degistirmesi ile olusabilecegi gibi O,’nin
dismutasyonu ve H,O,’nin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da meydana gelebilir. Deri
ve retina gibi guin 1s1g1na maruz kalan bélgelerde sikga olustugu saptanmustir.

Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle peroksil (ROO), akoksil (RO, tiol
radikalleri (RS) veya karbon merkezli radikaller (R) meydana gelebilir. Bu radikallerin
tekrar oksijenle reaksiyonu sonucu yeni serbest radikaller ortaya gikabilir (47).
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4.2.4.6. Ozon (Os)

Ozon, gunes 1sinlarina karst 6nemli bir stratosferik koruyucudur, ancak yeryizinde
toksik ve istenmeyen, oksidan bir gjandir. Bazi bilimsel cihazlarla, fotokopi makinelerinde
kullamlan 151k kaynaklar1 tarafindan olusturulur ve Kkirli sehir havasinda bulunur.
Akcigerlere zararli olup, DNA, lipid ve proteinleri kolayca okside etme yetenegine sahiptir
(48).

4.2.5. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NO2, NO*, NO)

Nitrik Oksit (NO), Lipofilik 6zellikte ve oksijensiz ortamda oldukca kararlidir (49).
DuslUk konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi kararliligim koruyabilen
NO, biyoaktif memeli hiicresinin bilinen en diistik molekdl agirlikli Grinuddr (50, 51, 52).
Diger radikallerden farkl olarak dusik dozlardatoksik olmayip, hatta fizyolojik olarak ¢ok
onemli fonksiyonlar1 vardir (49). NO'; bir atom azot ile bir atom oksijenin ciftlesmemis
elektron vererek birlesmesinden olustugundan radikal tanimina uyar (53). Vaskuler endotel
hicrelerinde, bircok izoformu tammlanmus olan, Nitrik Oksid Sentaz (NOS) enzimi
araciligiyla L-arjininden sentezlenir. NO’in yar1 6mri 10-20 saniye gibi ¢ok kisa bir
zamandir. Kolayca diiz kas hiicresine girerek Guanilat Siklaz (GC) enziminin “hem”
demirine baglanir ve cGMP sentezini uyararak vazodilatasyonu saglar. NO, ayni zamanda
tiyol gruplarim S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptor fonksiyonlarim da etkiler.
Fe-S kimelerine afinite gosterdigi icin bu gruplar iceren ve hicre ici demir trafigini
kontrol eden akonitaz enzimine de baglanir ve bu enzime mRNA baglanmasim artirarak
enzimin aktivitesini inhibe eder.

NO’, molekiler oksijen ile baglanmp nitrojen dioksit (NO,) olusturarak metabolize
olur:
2NO+ 0O, — 2NO;

NO’in ROT’leri ile reaksiyona girerek gucli bir oksidan olan peroksinitriti
(ONOOH) olusturdugu ve bunun da ileri dekompozisyonla OH radikalinin olusumunu
sagladig belirtilmektedir:

NO + O ——» ONOO
ONOO + H" — ONOOH
ONOOH —» NO; + OH

Olusan OH' ise hiyolojik olarak yikict bir molekuldir. Ayrica, peroksinitrit de

tirozin gibi fenolik aminoasitleri nitrolayarak toksik nitro tirevlerini (nitrotirozin) meydana
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getirmektedir. Sonugta NO, endotel hlcre disfonksiyonu ve bununla iliskili olan DM,
hipertansiyon, ateroskleroz gibi bazi 6nemli hastaliklarda etkili olabilmektedir.

4.2.6. Baslica Serbest Radikal Uretim Kaynaklari

Serbest radikaller organizmada norma hiicre metabolizmasi sirasinda meydana
gelen oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar: sirasinda olusabildigi gibi cesitli dis kaynakl
nedenlerle de olusabilir. Hicre organellerinin her birinde farkli miktarda radikal olusur.
Bununla birlikte stres, radyasyon ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest
radikal dretimini arttirabilirler. Mitokondrial elektron transport sistemi (METS), sitokrom
P-450, sitokrom b-5, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, lipooksijenaz, prostoglandin
sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipid peroksidasyonu, iskemi, travma ve
entoksikasyon gibi durumlar, molekiler otooksidasyon yapan tiol, hidrokinon, katekolamin
ve antibiyotik gibi molekillerin hepsi hiicresel serbest radikalleri olusturabilirler (47, 54).
Serbest radikal olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen olmak tzere iki gruba ayrilabilir.

4.2.6.1. Endojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklari

Normal sartlar atinda metabolizmada, bircok biyokimyasal reaksiyonun cesitli
basamaklarinda serbest radikaler olusmaktadir. Bu serbest radikal yapisina sahip
maddelerin organizmaya zarar verme potansiyelleri varsa da, bazi metabolik olaylarin

ilerleyebilmesi icin olusmalar: kagimlmazdir.

4.2.6.1.1. Mitokondriyal Elektron Transport Sistemi (METYS)

Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullamlir ve tiketilen
oksijenin % 1-5 kadar1 stperoksit ile sonlamr. METS deki radikal olusumunun nedeni
NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene olan elektron
kacagidir. Fizyolojik kosullarda reaktif oksijen tirlerinin temel kaynagi normal oksijen
metabolizmasidir. Dolayisiyla normal kosullar altinda METS serbest radikal Uretiminin en
Onemli kaynagidir (55).

4.2.6.1.2. Endoplazmik Retikulum (ER)

ER’da bulunan sitokrum P-450 sistemi molekiler oksijeni kullanarak bircok

substrat1 oksitler. Oksijen molekultnun bir atomu substrata baglanirken, diger atomu su
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olusturur. Bu reaksiyon monooksijenaz veya karisik fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu olarak
issmlendirilir.

Kimyasa ganlarin serbest radikal olusturmadaki en onemli mekanizmalari,
mikrozomal sitokrum P-450 sistemi aktivasyonudur ve bu sistemde molekiller ya
indirgenerek ya da oksitlenerek serbest radika olusturulur. Son durumda bir elektron
eksikligi mevcuttur ve elektrofilik bir bilesik olusur ve bu bilesik de bir nukleofil ile
reaksiyona girer. Bu eektrofilik bilesigi ceken en 6nemli molekil sistein kalintilar
Uzerindeki tiyol (-SH) grubudur. -SH grubu ise bir cok endojen makromolektlde (DNA,
RNA, enzimler, vb) bulundugu igin reaktif ara trtinler bu molekillerle kovalent baglanarak
toksik etki gosterbilirler (56).

4.2.6.1.3. Redoks Dongusi

Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal reaksiyonlarla
olmay1p, menadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin, gibi ilave bir ciftlenmemis elektron
kazanma egilimindeki bilesikler alternatif bir redoks siklusu olustururlar. Bu gjanlardan
olusan radikaller, tekrar ana bilesige donismek icin oksijenle kolayca oksitlenir ve
superoksit radikalini meydana getirirler (57).

Olusan ksenobiyotik ve stiperoksit radikalleri hiicreici ferritin depolarindan demiri
serbestlestirir ve sitozole salinan demir, Fenton reaksiyonunda katalitik rol alarak reaktif
bir serbest radikal olan hidroksil radikali gibi ikincil radikallerin olusmunu saglar (41).

4.2.6.1.4. Arasidonik Asit M etabolizmasi

Hucre membranlarindaki prostaglandin i¢in en 6nemli doymamis yag asidi kaynagi
arasidonik agittir. Fagositik htcrelerin  uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin
aktivasyonu, plazma membranlarinda arasidonik asidin salinimina neden olur ve arasidonik
asidin siklooksijenaz ile katalizlenen oksidasyonu sonucu prostaglandinler, lipooksijenaz
ile katalizlenen oksidasyonu ile de |okotrienler olusur ve bu tepkimeler sirasinda serbest
radikaller meydana gelir (58).

Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin ikis de aktiviteleri icin peroksitlere
gereksinim duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi daha sonra prostaglandinlerin sentezi icinde
gerekli olan endoperoksitlerin olusumuyla sonuclanirken, lipooksijenaz lipit peroksitler

Uzerinden |okotrienlerin - olusumunu  katalizler (58). Ayrica bu srada bazi
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ksenobiyotiklerden olusan reaktif ara Orinler hedef molekilllerle etkileserek toksisite
gosterirler.

4.2.6.1.5. Fagositoz
Aktive fagositler intrasellUler radika olusumuna neden olurlar (Tablo 4.4) ve bu
serbest radikaller patojenlerle savasta onemlidirler. Ksenobiyotikler, radyasyon ve stres

aktive olmus fagositlerde serbest radikal Uretimini arttirirlar.

Tablo 4.4. Fagositlerin Urettigi reaktif oksidan trtinler

Trombositler H,0,, Oy, OH

Notrofiller H20,, O, OH", HOCI
Eozinofiller H,0O,, O,’, OH", HOCI,
Makrofajlar H20,, O;, OH", HOCI, NO

Doku makrofajlart (kupffer hicreleri, aveolar makrofgjlar), kan monositleri gibi
fagositik hicreler ve naétrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi grantlositler immunolojik
veya Ozel bir uyariyla uyarldiklarinda lizozomlarini disar1 vermeye baslarlar. Reaktif
oksijen olusumunun yamsira, mitokondri disindaki oksijen Uretiminde bir patlama
(solunumsal patlama; respiratory brust) gorulir. Fagosite edilmis, patojenler oksidan
ganlarca oldurdlir ve bu oksidanlar solunumsal patlama ile saglanir. Olusan oksidan
ganlar patojenleri dldirmenin yanisira myeloperoksidaz sistemi tzerine de etkilidir. H,O-
ve hipoklorit kombinasyonu myeloperoksidaz sistemine de etkiyerek guclu bir
antimikrobiyal etkinlik gostermektedir. Bu radikaller memeli bakteri ve parazitlerine karsi
sitotoksik etkiye sahip oksidanlardir. Membran peroksidasyonu, membran proteinlerinin
dekarboksilasyonu velveya oksidasyonuna yol agip membranin bitlnlGgint bozabilir ve
DNA'y1 okside ederek parcalayabilir. Fagositik kaynakli oksidanlar; ototoksik,
immunosupresif ve mutajenik etki gosterebilirler (58).

4.2.6.1.6. Otooksidasyon

Doku bilesenlerinin cogu molekiler oksijenin varliginda kimyasal olarak stabil
olmayip, norma sartlar altinda metabolizmada az ya da ¢ok otooksidasyona ugrarlar.
Kolayca otookside olabilen bu bilesenler doku ve hicrelerin son derece 6nemli
bilesenleridirler (59, 60, 61). Hemoglobin gibi metalloproteinler, hormonlar, tiyoller,

doymanmus membran lipitleri bunlara érnek olarak gosterilebilirler.
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Bltin otooksidasyonlar sirasinda serbest radikal intermediyerleri kadar aktive
oksijen tirleri de Uretilerek vicudun radikal kaynaklarina katki saglanmis olur.

4.2.6.1.7. Oksidan Enzimlerin Reaksiyonlari

Aerobik organizmalarda oksijenin katildigi bircok reaksiyonda oksijenin tek
degerlikli indirgenmesiyle sliperoksid anyonu olusabilir. Glikojen oksidaz, ksantin oksidaz,
NADPH oksidaz, NADH oksidaz, diamin oksidaz, Urat oksidaz gibi enzimler bunlardan
bazilaridir.

Uzerinde en gok caisilan enzim olan ksantin oksidaz (XOD) aslinda ksantin
dehidrogenaz (XDH) olarak sentezlenir ve dokularda bu sekilde bulunmaktadir ve
elektronlarim molekiler oksijene degil NAD’ye verir ve siperoksit anyon radikali
olusturmaz. Fakat XOD slilfidril oksidasyonu ya da sinirli proteolizis ile dehidrogenaz
formunda oksidaz formuna donusebilir. XOD molekiler oksijeni kullanarak H,O, ve O5
olusturmaktadir (62).

4.2.6.2. Ekzojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklari

Serbest radikaller, eksojen nedenlerle de olusabilir. Radyasyon, sigara dumani,
zehirli gazlar, ilaglar, kanserojen maddeler ve pestisitler bilinen en énemli ekzojen serbest
radikal dretim kaynaklaridir (63).

4.2.7. Serbest Radikallerin Vicuttaki Etkileri
4.2.7.1. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin en 6nemli etkisi lipit peroksidasyonu olarak adlandirilan lipitler
Uzerindeki etkileridir (64, 65, 66). Lipit peroksidasyonu doymamis yag asitlerinin serbest
radikallerle reaksiyonu ile yag asidindeki metilen grubundan bir hidrojen atomunun
uzaklastirilmasi ile baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin stperoksit anyon
radikali ile hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir ve slperoksit anyon radikali
hidroksil radikaline donusmektedir. Benzer sekilde hidrojen peroksidin de hidroksil
radikaline donlstigt bilinmektedir. Bu nedenle lipit peroksidasyonu hidroksil radikali
tarafindan baslatilmaktadir (64).

Hidrojen atomunun uzaklasmasiyla meydana gelen serbest yag asidi radikali

molekuler oksijen ile reaksiyona girerek peroksit radikalini olusturur, olusan peroksit
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radikali yuksek reaksiyon yetenegine sahip olup baska bir yag asidi molekilt ile yeni bir
hidroperoksit ve yeni bir yag asidi radikali olusturur ve bu yag asidi radikali yeniden
oksijen ile etkileserek RH’dan yeniden bir hidrojen atomunun ayrilmasin saglar. Bu zincir
reaksiyon olusan yeni radikallerin de etkisiyle devamli olarak artan bir hizla devam eder
(64, 65).

R+0, — ROO

ROO +RH— R + ROOH
ROOH — ROO + OH’
RO + RH - R + ROH
OH +RH — R + H)O

Bu sekilde olusan lipit peroksit bircok reaksiyonda RO™ ve OH™ verecek sekilde
parcalanir ve bu olusan radikaller hemen substrat ile reaksiyona girerek yeni zincir
reaksiyonlarini baslatacak olan R” Radikallerini meydana getirirler, ve bu sekilde olusan bir
radikal sirekli olarak yeni radikallerin olusmasinayol acar (65).

Lipit peroksitleri hicre zarlarimn 6nemli bir bileseni olup Fe, Cu gibi gecis
metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini olusturular. Bu nedenle Fe veya Cu
tuzlart lipit peroksidasyonunu hizlandirirlar. Sonucgta hiicre zarimin akiskanligint ve
gecirgenligini bozarak membran bUtinlGginin bozulmasina yol acarlar. Lizozomal
membranlarda olusan hasar hidrolitik enzimlerin salinmasina ve hiicreici sindirime yol
acar. Biriken hidroperoksitler direkt olarak toksik etki gdstermenin yamsira duyarli
aminoasit kalintilarint da (sistein, histin, methionin, lizin) okside edebilir veya zincir

polimerizasyon reaksiyonlariyla enzimleri inaktive edebilirler (58, 65, 67).

4.2.7.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Bu etki proteinlerin aminoasit icerigine gore degisir. Protein molekulleri Uzerindeki
sulfhidril veya amino gruplariyla serbest radikallerin etkilesmesi sonucu proteinlerde ¢
cesit yapisal degisiklik gordlur; 1) Aminoasitlerin modifikasyonu, 2) Proteinlerin
fragmantasyonu, 3) Proteinlerin agregasyonu veya gapraz baglanmalar (68).

Aromatik aminoasitler (fenilalanin, tirozin, triptofan), doymamis yapilarindan
dolay1 oksidatif etkiye ¢cok hassastirlar. Sulfurl( amino asitler (sistein ve sistin) de serbest
radikal etkisine hassas amino asitlerdendirler. Proteinin temel yapisindaki degisme,
antijenitesinde degisiklige ve proteolize duyarli hale gelmesine neden olabilir. Radikaller,
membran proteinleri ile reaksiyona girebilir ve enzim, norotransmitter ve reseptor

proteinlerinin fonksiyonlarinda bozulmayayol acabilirler (69).

24



Serbest radikallerin etkisiyle 1gG ve albumin gibi fazla sayida disilfit bagi
bulunduran proteinlerin G¢ boyutlu yapilar1 zarar gorir ve normal fonksiyonlarim yerine
getiremezler. Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goren
proteinlerden olup, 6zellikle oksihemoglobin O, veya H,O, ile reaksiyona girerek
methemoglobin olusturur (70,71).

4.2.7.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu ile hidrojen peroksid, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Bunlar diyabet ve sigaraicimi ileiliskili kronik hastaliklar
gibi patolojik siireclerde onemlidirler (69). inflamatuar eklem hastaliklarinda synovial
siviya gegen PML’lerden extrasellller siviya salinan H,O, ve O, buradaki hyallranoik
asidi parcalarlar, ayrica gozin vitroz sivisindaki hyaltronik asitin oksidatif hasari da
katarakt olusumuna katkida bulunur (71).

4.2.7.4. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Serbest radikallerin, DNA’ya etkileri mutasyonlara ve hicre olumlerine yol
acmaktadir. Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girerken
hidrojen peroksit ise membranlardan kolayca gecebildiginden hicre c¢ekirdegindeki
DNA'ya ulasarak hiicrede disfonksiyona hatta 6lime yol acabilir. Bundan dolayr DNA
kolay etkilenen bir molekulddr.

ROS ve RNT ile olusan DNA hasarlarimin ¢ok az bir kismu dogal olarak
olusmaktadir (72). Oksidasyon, metilasyon, deplrinasyon ve deaminasyon reaksiyonlar
DNA hasarlarinin olusumunda yer alan endojen reaksiyonlardir. Nitrik oksid veya nitrojen
dioksid (NO,), peroksinitrit (ONOQO), dinitrojen trioksid (N2Os3) ve nitrik asid (HNOs) gibi
reaktif Urdnler nitrozasyon ve deaminasyon reaksiyonlart ile mutgenik aktivite
gosterebilirler. Farkli ROT’leri farkli yollardan DNA hasarlarina neden olurlar (73,74).
Ornegin O, ve H,0, hicbir zaman bazlarla reaksiyona girmez, ancak OH’, DNA’daki dort
bazdan herhangi birine baglanarak farkli reaktif Grinlerin olusmasina yol agabilmektedir
(75). Singlet oksijen ise guanine spesifik baglanarak hasar olusturur (76,77).

Hidroksil radikali pirin bazlar1 ile C4, C5 ve C8 pozisyonlarindan reaksiyona
girerek sirastyla C4-OH-, C5-OH-, ve C8-OH- purin radikallerini olusturur (77) ve C4-
OH- ve C5-OH-purin radikalleri dehidrasyona ugrayarak okside purin radikalerini
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olustururlar. C8-OH-purin radikallerinin bir elektronlarimn oksidasyonu ve bir
elektronlarimn rediksiyonu ile sirasiyla 8-hidroksipurinler (7,8-dihidroksi—8-oxo-purtnler)
ve formamidopirimidinler olusur (77). Indirgeyici &anlar formamidopirimidinlerin
olusumunu arttirirken 8-OH-pirimidinlerin olusmasi icin oksijenli ortam gerekmektedir. 8-
OH-guanin ¢ok yaygin olarak meydana gelen bir baz hasar Uriini oldugundan oksidatif
DNA hasarlarinin 6l¢tlmesinde hasar indeksi olarak kullamimaktadir. Cogunlukla 8-
hidroksideoksiguanozin (8-OH-dGua) nikleoziti seklinde 6lctlmektedir (78).

Timinin ail radikalinin oksidasyonu ile 5-hidroksimetilurasil ve 5-furmilurasil
meydana gelmektedir. Dehidrasyon ve deaminasyon reaksiyonlarina yalnizca sitozin
katilabilmekte ve bdylece sitozin; glikol dehidrasyonla urasil, glikol deaminasyon ile 5
hidroksi urasil (5-OH-Ura), dehidrasyon ve deaminasyon ile de 5-hidroksisitozini (5-OH-
Cyt) meydana getirmektedir (39).

Hidroksil radikalinin DNA’daki seker grubu ile etkilesmesi, bes karbon atomunun
herhangi birinden bir H atomunun cikarilmasiyla olmaktadir (63). Seker radikalleri bircok
farkli reaksiyonla olusmaktadir. Oksijensiz sistemlerde C4° merkezli radikaller
parcalanmaya ugrar ve DNA zincirleri kinlarak saglam baz ve degisiklige ugramis seker
serbest kalir. Cl merkezli radikallerin oksidasyonu ile de seker laktonu olusumu ve saglam
bazin salimmi gerceklesir. Oksijen yoklugunda, baz radikalleri kendilerine komsu olan
seker grubundan H atomu alarak seker radikallerini olustururlar ve sonucta zincir
kirilmalarina neden olurken, oksijenli ortamda karbon merkezli seker radikaline molekiler
oksijenin eklenmesi sonucu peroksil radikalleri olusur ve seker peroksil radikallerinin en
karakteristik 6zelligi de karbon-karbon bagini kirarak alkali bolge olusturmalaricir. C5’
merkezli peroksil radikali oksil radikaline donusturtlerek parcalanma ile DNA zincirinin
kirlmasina, saglam bazin ve degismis sekerin serbest kalmasina yol agmaktadir (79).
DNA’daki degisiklige ugramis seker gruplar zincirden ayrilabilir ya da fosfat baglariyla
DNA’yabagli kalabilir.

Baz ve seker radikallerinin reaksiyonlari sonucunda degisik modifiye baz ve
sekerler, kontrolsliz baz dizilimi, zincir kirilmalari ve DNA-protein gapraz baglar
meydana gelirler. Oksidatif DNA hasar1 denilen bu tip hasarlar sonucu yaslanma,
mutasyonlar ve kanserler ortaya cikabilir (80).
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4.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROT’nin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasart 6nlemek icin vicut
“antioksidan savunma sistemi” adh verilen bircok savunma mekanizmasina sahiptir. BUtin
hicrelerin oksidatif strese karsi guicltl savunma sistemleri vardir. Bu savunma sistemlerini
serbest radikal tutucular ve bazi enzimler olusturmaktadir. Savunma sisteminde éncelikle
enzim sistemi etkilidir (81).

4.3.1. Enzimatik Antioksidanlar
4.3.1.1. Stperoksit Dismutaz (SOD)

SOD siperoksit anyonunun hidrojen perokside dismutasyonu reaksiyonunu
katalizler.

SOD
0, +0, +2H" — H,0,+ O,

SOD, glutatyon peroksidaz (GPx) ve KAT oksijen radikalleriyle olusan hasara karsi
baglica enzimatik savunma mekanizmalaridir. SOD ile O, ’nin dismutasyonu ile H,O-
olusumu hiicreicin biyolojik avantg] saglar. Hicreden H,O, ¢ikarilmasi igcin SOD; KAT ve
GPx enzimleri ile birlikte calismaktadir (81, 82).

4.3.1.2. Katalaz (KAT)

Katalaz yapisinda igerdigi hem grubundan dolayr hemoprotein olarak kabul
edilmektedir (83). Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve mikdéz membranda yiksek
konsantrasyonda (84) olup, H2O, olusum hizinin distk oldugu durumlarda peroksidatif
tepkimeyle (tepkime 1), H,O, olusum hizinin yiksek oldugu durumlarda ise katalitik
tepkimeyle (tepkime 2) hidrojen peroksiti suya donusturerek ortamdan uzaklastirir (59).

H,0, + AH, — 2H,0 + A (tepkime 1)
H,0, + Hx0» — 2H,0+ O, (tepkime 2)

4.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px, hidrojenperoksidierin indirgenmesinden sorumludur. Tetramerik yapida
ve 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Birbirine kenetli enzim sistemi
olan GSH-Px ve glutatyon rediktaz (GSH-Rd) glutatyon harcayarak H,O, ‘nin
rediksiyonunu katalizlerler (81).
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H,0p + 2GSH SeHPx. GS3G + 2H;0

ROOH + 2GSH 22t G556 + RCH + H;0

Hidroperoksidlerin rediikte olmas: ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediktazin
katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a donusur.

Fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) da molekil agirlig
20.000 dalton olan, monomerik selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzim olup
membran fosfolipid hidroperoksidlerini, akollere indirgemektedir. Membrana bagli en
Onemli antioksidan olan vitamin E yetersizliginde, PLGSH-Px membramn peroksidasyona
kars1 korunmasim saglar.

GSH-Px’in, fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar: vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamas: sirasinda serbest radikal peroksidasyonu ile fagositik
hicrelerde olusabilecek zarari onler. GSH-Px eritrositlerde de oksidatif strese karsi en
etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit artis1 ve siddetli

hiicre hasar1 ile sonuclanir.

4.3.1.4. Glutation-S-Transferazlar (GST)

GST’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok ©nemli baska biyokimyasal
fonksiyonlara da sahip olup, son yillara kadar katalizledikleri reaksiyonlara gore
siniflandinimaktaydilar  (aril transferaz, alkil transferaz, epoksit transferaz, aralkil
transferaz ve alken transferaz gibi). Daha sonra yapilan ¢alismalarda bu enzimlerin stz
konusu reaksiyonlarin herhangi birine 6zgul olmadigi, i¢ ice gegmis substrat 6zgulltigtine
sahip oldugu gosterilerek ‘glutatyon-S-transferaz’ adh altinda toplanmustir. Glnimuizde ise
tire bagimsiz bir siniflama yapildiginda GST’lar geleneksel olarak Ug sitozolik bir de
mikrozomal olmak lzere dort ana grupta toplanirlar.

GST’lar, basta arasidonik asid ve lineolat hidroperoksidleri olmak uUzere lipid
peroksidlerine kars1 Selenyum-bagimsiz GSH peroksidaz aktivites gostererek bir savunma
mekanizmasi olustururlar.

Homodimerik veya heterodimerik enzimler olan GST’larin, arastirilan tim canl
turlerinde bulunmasi bunlarin 6nemini gostermektedir. Bu enzimlerin katalitik ve katalitik
olmayan bir¢ok fonksiyonlar: vardir. Hem detoksifikasyon hem de hiicre i¢i baglayici ve
tasiyici rolleri vardir. Katalitik olarak; yabanci maddeleri glutatyon (GSH)’daki sisteine ait
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—SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini ndtralize ederler ve Uriinin daha
fazla hidrofilik hale gelmesini saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlari bu yolla
organizmadan uzaklastirilabilir veya daha ileri metabolize olurlar. Bu GST’larin mutgjen,
kanserojen ve diger zararli kimyasallarin intrasellGler detoksifikasyonundarolleri oldugunu
gosterir.

Metabolize edilemeyen lipofilik-hidrofobik pek cok bilesigi baglamalar ise bu
enzimlerin depo ve tasima rolini gosterir. Bircok pigment (bilirubin, hematin,
bromstilfoftalein, indosiyanin gren gibi), kolik asitler, steroid hormonlar, polisilik aromatik
hidrokarbonlar bu proteinler tarafindan baglanip tasinabilen maddelerdir.

4.3.1.5. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla
superoksidi detoksifiye eden bir enzimdir.

40, + 4H + 4€ — 2H,0

Bu reaksiyon, normal kosullarda stirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve enerji Uretimi saglamr. Ancak,
superoksid Uretimi ¢ogu zaman bu enzimin kapasitesini asar ve bu durumda diger

antioksidan enzimler devreye girerek stiperoksidin zararl etkilerini engellerler.

4.3.1.6. Tiyoller (SH)

Tiyol veya sulthidril terimi, SH gruplarint ifade etmektedir ve biyolgjik tiyoller,
sulfur metabolizmast Urdnleridir. SSH bagimn fiziksel 0Ozellikleri, reaktivitesine ve
kimyasal ozelliklerini yonlendirir. Biyolojik agidan; pK, redoks potansiyeli ve serbest
radikal olusturma kapasitesi, tiyol biyokimyasimin onemli noktalaridir. Tiyoller (R-SH),
H,O’dan tureyen cesitli alkoller (R-OH) ile bazi kimyasal Ozellikleri paylasirlar ancak
fiziksel olarak S-H ve O-H baglarn farklilik gosterirler. O-H bag1 S-H bagina gore daha
kisa olup, daha kuvvetlidir. Oksijen ile karsilastinldiginda, stlfurin daha disuk
elektronegativitesine karsin, S-H baginin dissosiyasyon enerjisi ve asiditesi alkollere gore
daha az olmaktadir. Tiyoller RS olarak reaksiyona girdiklerinde, reaksiyon hizi, pH ve
tiyol reaktivitess arasindaki bu iliski sonucunda, tiyol pK’si reaktivite indikatéri olarak
kullamimaktadir. pK ve rekativite arasindaki bu iligki, tiyolat iyonlarimn nikleofilik
oluslart ve yuksek pK’ya sahip zayif asidlerin tiyolat anyonlarimn elektronlarin,
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resksiyonu hizlandirmak icin kolayca vermeleriyle agiklanabilir. Ozellikle sistein
Uzerindeki karboksil gruplarimin tiyol pK si Gizerine negatif etkisi vardir.

Zayif olan S-H bagimn oksidasyonu O-H bagina gére daha kolaydir. Bdylece, tiyoller
ve akoller oksidan ganlara kars1 farkli davranirlar. Karbonun oksidasyon seviyesinin
arttigi alkol oksidasyonuna karsi, tiyol oksidasyonu silfuriin oksidasyonu Uzerinden
olmaktadir. Tiyoller once disulfidlere (RSSR) oksitlenir, daha kuvvetli oksidasyon
durumlarinda ise silfenik (RSOH), silfinik (RSOOH) ve silfonik (RSOOOH) aside
oksitlenirler. Biyolojik sistemlerde tiyol-distilfid redoksu 6nem arzeder. Biyolojik amino
tiyollerin ve distlfidlerin redoks potansiyelleri benzerdir. Tam olmayan bir reaksiyonda,
tiyol-distlfid degisimi potansiyeli -0.2 - -0.4 volt kadardir (85).
2RS — 5 2RSSR +2¢e

Tiyoller, flavoproteinler, sitokromlar, askorbat, reaktif oksijen turleri, amino asitler
gibi hicreici molekillerle reaksiyon sonucu distifidlere oksitlenirken, amino tiyollerin
otooksidasyonu ise bir metal katalizore ihtiyag duymakta ve kararsiz tiyol radikalerini
(RS) meydana getirmektedir. RS, sollsyonda serbest olan veya metaller ile kompleks
yapan bir elektron kaybetmistir (85).

Normal sartlarda, alkil ve aril halidlerle olan reaksiyonda, halidlerin yerini aarak
sulfidleri olusturur (RSR’). Tiyollerin akilasyonu, akenlerin (-C=C) eklenmesi sonucunda
da meydana gelmektedir. Biyolojik olarak bu reaksiyonun karsiligi; RS-‘nin alfa beta
doymamis karbonil gruplarina (-C=C-C=0) beta pozisyonunda nukleofilik eklenmes
reaksiyonudur. Tiyoller ile vit K ve norepinefrin arasindaki reaksiyon bu reaksiyona
ornektir. Tiyollerin izole karbon-karbon c¢ift bagina eklenmesi, serbest radikal
mekanizmasi agisindan fazla 6nemli degildir. Tiyoller siyanatlardaki ¢ift bag (C=N) ile de
reaksiyona girerek tiyokarbonatlari (NH2-CO-SR) olusturabilirler (85).

Biyolojik amino tiyollerin karbonil (-C=0) gruplar: ile olan reaksiyonlart sonucu
olusan Urunler, alkollerle olan reaksiyon sonucu olusan Urinlerden farklilik
gostermektedir. Tiyoller karbonil gruplar ile etkileserek tiyazolidinleri olustururlar.
Serbest amino grubu, silfidril grubundan nekadar uzaklasirsa, kararli halka tirevlerinin
olusumu o kadar zorlagsir. Glutatyon ornegi dustindltrse karbonil gruplarinin eklenmesi ile
hemimerkaptal meydana gelmektedir. Bazi piridoksal fosfata bagimli enzimlerin
inhibisyonu biyokimyasal olarak tiyazolidin olusumu ile koreledir. Diger taraftan
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izomerizasyon, dehidrojenasyon ve hidrasyon reaksiyonlarinda, glutatyonun kofaktor rol,
hemimerkaptal olusturma mekanizmasina baglidir (85, 86).

Alifatik amino tiyoller, nitrojen dioksid (NO,), dinitrojen trioksid (N.Os) ve dinitrojen
tetraoksid (N2O4) gibi nitrojen oksidlerle (NOx) olan reaksiyonlarinda degisiklik
gosterirler. Aym 6zellik, tiyollerin hem proteinleri gibi metal-nitrozil kompleksleri (M-
NO) ile gerceklestirdigi reaksiyonlar icin de sézkonusudur. Bu NOXx bilesiklerinin kimyast,
elektrondan zengin bazlarin eklenmesi ve cikariimas: reaksiyonlar: ile karakterizedir. Bu
bilesikler NO™"yu nilkleofilik substatlara transfer ederler. Sonugta S-nitrozotiyol (RS-NO)
veya tiyonitrit olusur. Bu bilesikler guanilat siklazi aktive ederek endotel kaynakli
gevsetici faktér (EDRF) metabolizmasinda énemli rol oynarlar. EDRF’nin vazodilator ve
antiplatelet fonksiyonlarinm redikte tiyollerle gergeklestirmesi bu gortst dogrulamaktir.
Tiyonitrit dekompozisyonu, diger metal veya tiyol iceren enzim aktivitelerini de
etkileyebilir (87).

Metal iceren enzimlerin aktiviteleri ya NO-metal baglanmast veya S-metal
baglanmasi ile metal iyonlarinin asit-kararli selatér komplekslerini olusturmalar: ile
degisebilir. Tiyol iceren enzim aktiviteleri ise, RS-NO’nun proteinlerin aktif veya
alosterik tiyol bolgeleri ile transnitrozilasyon reaksiyonuna katilarak NO*  transferi
yapmasi ile olusur. Gercekte bu sekilde RS-NO dekompozisyonunun heterolitik yollari,
NO’nun homolitik salintmindan daha Ustin olmakta ve bircok metabolik aktivitede rol
almaktadir (87).

Tiyol gruplar: tokoferil radikalleriyle reaksiyona girerek tokoferolt tekrar meydana
getirirler ve tokoferoller de, thiyl radikalleriyle birleserek tiyolleri olustururlar. Hicre
icinde disuk molekul agirlikli en dnemli tiyol GSH’dir. Dihidrolipoat gibi lipid ¢tziinen,
gucl i reduktan non-GSH tiyollerde mikrozomal peroksidasyonu inhibe eder ve tokoferoll
korurlar ancak tripsinizasyon veya sitilma sonrasinda kaybolmazlar (85, 86, 87).

GSH, fosfolipid hidroperoksitleri indirgeyen membran bagimli GSH-Px Uzerinden
etki eder ve eksikliginde hidroperoksitler hizli ve geridonussiiz zincir reaksiyonlar ile
hizla birikirler. Tokoferol daha fazla zincir reaksiyonlarimin olusmasinm engelleyerek
hidroperoksil olusturur ve peroksidazin azalmasinin 6niine geger ve tokoferolln sisteinil
veya diger radikaller tarafindan kullamlmasi halinde lipidlerin  otokatalitik
peroksidasyonuna kars1 koruma potansiyeli azalir. Protein tiyol gruplarinin oksidasyonu,

mikrozomlarda tokoferol kaybina paralel olarak meydana gelir (85, 86).
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Hucrede bircok biyolojik, farmakolojik ve toksik reaksiyon, sinya iletimi ile iligkili
olan tiyol-redoks degisiklikleri araciligiyla gerceklesmektedir. N-asetil sistein, penisilamin,
merkaptopropionit glisin, dihidrolipoat ve kaptopril gibi gelistirilen bazi farmakolojik
reaktif ganlarin bazi spesifik Ozellikleri gozlenmistir. Bazi sUlfr iceren aganlar,
antioksidan ozellikleri tedavide tercih nedenidir. Tiyoller, doku hasarimt 6nlemek igin
proteinaz inhibitérlerinin oksidasyonunun baskilanmasinda kullamimaktadir ve okside

olduklarinda stlfidril gruplar kalsiyum salimnmuina neden olurlar (85).

4.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
4.3.2.1. Askorbik Asit

Askorbik asit, suda ¢oziinme 6zelligi gosteren bir vitamin olmasina karsin lipit
peroksidasyonunu baslatan radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona karsi
korur. Antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasim engeller. E vitaminin
rejenerasyonunda gorev alarak tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesini saglar
ve boylece E vitamini ile birlikte LDL oksidasyonunu etkili bir sekilde engeller. Ayrica
fagositoz icin de gereklidir. Bu vitaminin kemotaktik cevabn artirdigi saptanmis; oksidatif
patlama sirasinda ¢evreye yayilan reaktif bakterisidal molekillerin antibakterisidal etkisini
hicreici konsantrasyonlarinda bir azalma yapmadan, zarar verici etkilerini 6nledigi
gbzlemlenmistir.

Askorbik asit, antioksidan etkileri yaninda organizmada fenton reaksiyonunda ferri
demiri ferro demire indirgeyerek hidrojen peroksitle etkilesmeye uygun olan slperoksit
radikalinin Uretimine neden olur ve bu etkisi sebebiyle askorbik asit aym1 zamanda pro-
oksidan olarak kabul edilmektedir; fakat bu etkisi sadece disik konsantrasyonlarda olup,
yiksek konsantrasyonlarda guclu bir antioksidandir (88).

4.3.2.2. 3-Karoten (Vitamin A 6n maddesi)

i-karoten yagda cozinen bir antioksidan olarak serbest radikalleri biyolojik
hedeflerle reaksiyona girmeden direkt olarak onlari yakalayabilir. Aym zamanda zincir
kiran bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikallerin olusumunu engeller (89).
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4.3.2.3. Vitamin E (a -Tokoferol)

a-Tokoferol yagda ¢oziinen ve zincir-kirict bir antioksidan olup en énemli gorevi
oksijen serbest radikallerine karst membran lipidierindeki yag asitlerini korumaktir.
Mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma membran fosfolipitlerinin o-tokoferole
affinites gok yuksektir. Tokoferoller fenolik bir hidrojeni peroksidasyona ugramis bir
doymamus yag asidindeki serbest peroksit radikaline aktararak (57) serbest radikal zincir

reaksiyonlari kirllmasim saglarlar.

ROO + Toc-OH — ROOH + Toc-O

ROO + TocO — ROOH + Serbest olmayan radikal
(Toc-OH = TOKOFEROL)

Olusan serbest a-tokoferol radikali bundan sonra yeni bir serbest peroksit
radikaliyle reaksiyona girer. Boylece a-tokoferol kolay geri donuslt oksidasyona ugramaz.
Kroman halkasi ve yan zincir seklindeki serbest olmayan radikal triiniine okside olur ve bu
ardn ikinci konumundaki hidroksil grubu Uzerinden glukuronik asit ile konjugasyona
ugrayarak safraile atilir (90).

Tokoferolin antioksidan etkiss yiksek oksijen konsantrasyonlarinda fazla
oldugundan en yUksek oksijene maruz kalan lipit yapilarinda drnegin eritrosit ve solunum

sistemi membranlarinda etkileri belirgindir (91, 92).

4.3.2.4. Polifenoller
Fenoller, aromatik halkaya bagli OH grubu iceren etkili antioksidanlardir, ¢cinkii bu
bilesiklerden olusan radikaller, rezonans kararliligina sahiptir, bu nedenle diger radikallere

gore etkin degillerdir.

4.3.2.5. Transferin ve Laktoferrin
Demiri baglayarak lipid peroksidasyonu ve demir Katalizli Haber-Weiss
reaksiyonlarina katiliminm durdurarak veya yavaslatarak etkili olurlar.

4.3.2.6. Seruloplazmin
Plazma antioksidan aktivitesinin onemli bir kismurni akut faz proteini olan

seruloplazmin kaynaklidir. Seruloplazmin oksijen radikal ara tirtinleri salinmaksizin Fe™yi
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Fe'*e oksitler. Seruloplazmin demir ve bakir bagimli lipit peroksidasyonu inhibe eder.

Daha az 6nemli olmakla birlikte slperoksit radikali ile de reaksiyonagirer.

4.3.2.7. Alblmin

Albimin bakirt kuvvetli sekilde baglarken, demiri zayif olarak baglar. Y Uksek
konsantrasyonlarda bulunur. Albumine bagli bakir, Fenton reaksiyonuna katilabilir fakat
albumin yizeyinde olusacak olan OH radikali albumin tarafindan temizlenerek radikalin
serbestlesmesine izin vermez. Aym zamanda myeloperoksidaz tirevi bir oksidan olan
HOCI'i hizli bir sekilde temizler.

4.3.2.8. Urik Asit
Kuvvetli olarak demir ve bakir baglama yetenegi, olan énemli bir antioksidandir.

Ayricalipit peroksidasyonunu inhibe etme ve radikalleri temizleme gorevi vardir.

4.3.2.9. Bilirubin
Hem katabolizmasi ile meydana gelen ve albumine bagli olarak tasinan bir safra

pigmenti olup yag asitlerini peroksidasyonakarsi korur.

4.4. Bobrek ve Antioksidan Enzimler

Son yillarda yapilan hayvan calismalart ROT’larin ister akut ister kronik olsun ve
ister immun, ister non-immin olsun, bobrek hastaliklarinda patofizyolojik dneme sahip
olduklarim gostermistir (Tablo 4.5) (93). Bobrek dokusu veya idrarda oksidan hasar
Urdnlerinin saptanmasi yamnda ROT inhibitorleriyle koruyucu etkinin gosterilmes bu

iliskiyi kanitlamustir.



Tablo 4.5. Reaktif oksijen partikillerinin patogenezinde rol oynadigi disunilen bobrek
hastaliklar

Glomeruler hastaliklar

Minimal lezyon hastalig

Membrandz nefropati

Notrofil infiltrasyonu sonucu gelisen hasarlar

Akut bébrek yetmezligi

Post - iskemik

Toksik (Cis- platinum, gentamisin, kontrast ilaglar, myoglobiniri, hemoglobindri,
radyasyon, hemolitik- Gremik sendrom)

Obstriktif nefropati
Pyelonefrit

Normal kosullarda bdbreklerde olusan ve doku hasarina yol acan oksidan
radikaller, antioksidan savunma sistemleriyle temizlenirler. Bobrek hticreleri, nétrofilleri
veya dolasimdaki diger hicreler baglica ROT kaynaklar: olabilir ve glomeriler mesangial
hiucreler kompleman  5b-9 membran kompleksleriyle reaksiyona girdiklerinde ROT
sentezleyebilirler. Puromisin  aminoniikleozid ile olusturulan renal toksisite yogun
proteindriyle karakterize olup, gelisen glomerller lezyon ultrastriktirel olarak minimal
lezyon hastaligiyla aymdir. Glomertlde ksantin oksidaz aktivites ve adehid dizeyi
(nonspesifik lipid peroksidasyon driind) artmistir (94, 95). SOD veya KAT enziminin
disaridan uygulanmasiyla islevsel ve yapisal iyilesme hizlandirilabilir. Bu antioksidan
enzimlerin etkinligi iskemi-reperfizyon hasari gibi  bircok deneysel calismada
gosterilmistir (96,97).

Endojen antioksidan enzimler, bobreklerin oksidan hasarina karsi gelisen en 6nemli
savunma sistemidir. E vitamini ve selenyumdan fakir diyetin antioksidan aktivitede disUse
neden olarak yogun proteindri ve GFH’da azalma yaptig1 gosterilmistir (98). Sicanlarda
dietiltiokarbamat ile SOD depresyonu ile puromisin aminonikleozid nefrotoksisitenin
siddetlendigi gosterilmistir (98). Rabdomiyolize bagli gelisen akut bobrek yetmezligi
oksidan stresin 6nemli rol adigi bir tablodur. Dimetiltioure veya desferrioksamin ile
antioksidan savunma guclendirilerek dismis GFH Gzerine olumlu etki saglanir (98, 99).
Boylece oksidatif bobrek hasarinda endojen antioksidan enzimlerin belirgin koruyucu

etkis gosterilmistir. Minimal lezyon hastaliginda tedavide kullanmlan glikokortikoidler de
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glomeriler ayaksi ¢ikint kaybimi ve glomertler lipid peroksidasyon drinlerinin olusumunu
azaltip, antioksidan enzimleri arttirarak etki eder (95).

Renal antioksidan enzimlerin postnatal gelisim gosterdigi, SOD ve KAT
enzimlerinin jukstameduller bolge ve kortikal nefronlarda oldugu immtnohistokimyasal
olarak gosterilmistir (100). Antioksidan enzimlerin aktivites biyolojik uyartyla bdbrek
hicreleri ve diger bircok hiicrede artmaktadir (98).

Bobrekler oksidatif hasara ugradiktan sonra ortamdaki antioksidan enzimler lokal
antioksidan savunma genlerinin aktivasyonu ile regule edilirler (98, 99). Sonug olarak
bobrekler, OS karsisinda antioksidan savunma mekanizmasini kullanir ve bu savunma
dogal veya farmakolojik ganlarla guclendirilebilir ve bircok hasara karsi yeni tedavi
yaklasimlar: arastirilmaktadir.

45. SDBY’li Hastalarda Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemlerindeki
Degisiklikler

SDBY serbest radikallerin arttigi, antioksidan savunmanin ise zayifladigi (101-104)
kompleks bir patalojidir. Uremide karbonil artisimn karbonil strese sebep oldugu ve
karbonil stresin de SDBY hastalarinda bazi komplikasyonlara yol agtigi gosterilmistir.
Karbonil birikmesi, karbonhidrat veya lipitlerin oksidatif stres sonucu artmis
oksidasyonuyla olur ve bu maddelerin de uygun sekilde detoksifiye edilmemesi reaktif
turlerin olusumuna ve birikimine sebep olur. Ayrica, Uremik hastalarda immin sistemin
bozulmasinda ROT’de etkilidirler. Uremik hastalarda ROT (retimine sebep olan
karboniller; glioksal, metilglioksal, 3-deoksi glikozun, dihidroaskorbat ve MDA’ dir (40).

Uremik hastalarda homosistein oksidatif H,O, Uretimini artirarak endotel
hucrelerinde ve dolasimdaki LDL’yi oksitler ve homosistein dizeylerindeki minimal
yukselme bile serebrovaskiler ve koroner kalp hastaliklar: igin risk faktori olarak kabul
edilmektedir (105).

SDBY nedeniyle hemodiyalize giren hastalarda eritrositlerin  parcalanmasi,
|6kositlerin ve trombositlerin aktivasyonu sonucu enzimlerin, hem iceren proteinlerin ve
gecis metalerinin artmasiyla ROT’lar olusur (106,107). Diyaliz membraninin viicutla
uyumsuzlugu sonucu aktif hale gelen |6kosit ve trombositler mikroagregasyonlar olusturur.

Bu agregasyonlar aterom plag: olusumuna katkida bulunmaktadir (106).
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HD’de kullamlan bazi maddeler hastalarda onemli bir oksidatif stres sebebidir. Bu
maddeler fagositik sistemi aktif hale getirerek ROT Uretimine sebep olabilir. Bu nedenle
son zamanlarda vicutta daha uyumlu sentetik membranlar Uretilmistir. Bu membranlar
klasik kullanimda olan selloz membranlarina gore diyalizde daha az oksidatif olaya sebep
olurlar (108) ve diyaliz membranlarinin steril edildikten sonta tekrar kullaniimasi (reuse)
ile membrana bagl1 oksidatif stresin azaltildigi gosterilmistir (109).

HD hastalarinda diyalizat da oksidatif stres icin diger bir sebep olup bazi
calismalarda bikarbonatli diyalizatin laktatli diyalizatlara gore daha fazla radikal
olusturdugu gosterilirken (110), diger calismalarda; laktat iceren diyalizatla yapilan
hemodiyalizin daha fazla oksidatif stres olusturdugu bildirilmistir ve serumdaki laktatin
yukselmesiyle glikolizin inhibe edilerek, antioksidan sistemde 6nemli bir fonksiyonu olan
NADPH ve adenozin trifosfat (ATP) Uretiminin azalmasi bunun nedeni olarak kabul

edilmistir. Ayrica in vitro ¢alismalarda laktatin 16kosit apoptozisini artirdigi ve htcre igi
tiyol miktarinm azalttigi saptanmustir (111).

SDBY hastalarinda sik¢a kullanilan farmakolojik gjanlar da oksitadif strese sebep
olabilirler. Eritropoetin tedavisinin erken donemlerinde uygun antioksidan savunma yoksa,
lipit oksidasyonuna sebep oldugu belirtilerek eritropoetin tedavis planlananlarda

eszamanl1 olarak antioksidan olan E vitamini de 6nerilmistir (112).
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5. MATERYAL VEMETOD

5.1. Hasta ve Kontrol Gruplari
5.1.1. Hasta Grubu

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Diyaliz Merkezinde takip edilen, en az 6 aycr
diyaliz tedavisi atinda olan ve antihipertansif tedavi almayan toplam 80 PD ve HD hastasi
calismaya aindi. Diyabetes Méllitus, kronik infeksiyon ve inflamasyonu (tuberkiloz,
romatoid artrit gibi), iskemik kalp hastaligi, konjestif kap yetersizligi olan ve
antihipertansif kullanan hastalar ¢alisma dig1 birakildi. TUm hastalar yapilacak tedavi, takip
ve olasi komplikasyonlar konusunda bilgilendirildi ve bilgilendirilmis olur alindh. Y azi tura
yontemiyle randomizasyon yapilarak hastalar iki gruba ayrildi. Grup 1’e Losartan olarak
Cozaar 50-100 mg tablet (Merck Sharp Dohme, ABD), grup 2’ye Nebivolol olarak
Vasoxen 5 mg tablet (Ibrahim Ethem Ulagay — Menarini International, italya) tedavisi
baglandi. Takip sliresi 6 ay olarak planlandh.

5.1.2. Kontrol Grubu
Dicle Universites Tip Fakiites Hastanesinde calisan yas grubu uyumlu,
normotansif, sigara ve alkol kullanmayan ve son 15 ginde herhangi bir ilag almamis olan

saglikli gondllUlerden secildi.

5.2. Orneklerin Hazirlanmas:

Kan ornekleri 12 saatlik aglig1 takiben HD hastalarinda diyaliz seansindan 6nce,
SAPD hastalarinda ilk degisim yapilmadan hemen o©nce antekubital venden alindi.
Oksidatif stres parametreleri ve serum biyokimyas: calisiimak Uzere iki adet diz
biyokimya tUpu, eritrosit SOD ve GPx icin eritrosit paketi hazirlanmak tzere K-EDTA
iceren tam kan tipi kullamldi. Ornekler oda sicakliginda 3000 g’de 15 dakika santrifij
edildi. Ayrilan serum ve eritrositler oksidatif stres parametrelerini calismak Uzere -80
°C’de saklanirken, rutin biyokimyasal incelemeler Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez
Laboratuarinda yapildi. Oksidatif stres parametreleri soguk zincire uygun sekilde transfer
edilerek Harran Universitess Tip Fakiiltes Biyokimya AD Arastirma Laboratuarinda
caligildh.
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5.3. YOntemler
5.3.1. Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yéntem olup, guclt serbest radikallere
kars1 vucudun total antioksidan kapasitesini 6lgen bir metoddur.
Reaktifler

Reaktif 1. 75 mM Clark tamponu (pH=1.8) icerisinde 10 mM o-Dianisidine ve 45
AM Fe(NH4)3(S04)?-6H,0 coziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: 7,5 mM hirojen peroksit 75 mM Clark tamponu (pH=1.8) icerisinde
karistirilarak hazirlanir.
Prensip

Fe’*—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon
olusturarak OH radikalini olusturur. Bu guclt reaktif oksijen tdrl indirgenerek disuk
pH’da renksiz o-dianisidine molekilu ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl
radikallerini olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak
renk olusumu artmaktadir. Ancak oOrneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon
reaksiyonlarint bastirarak renk olusumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik
analizorde spektrofotometrik olarak olcllerek sonuglar pmol Trolox Eqv./L olarak
verilmektedir (113).

5.3.2. Total Oksidant Seviye (TOYS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir.
Reaktifler

Reaktif 1: 140 mM’lik NaCl c¢ozeltis icerisine 25 mM H,SO, cozllerek ana
sollisyon hazirlanir. Ana solisyonda 6nce % 10 oraminda gliserol ¢ozilUp daha sonra total
volimde 250 uM Xlenol orange ¢ozllerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana solisyon iceriside dnce 10 mM o-Dianisidine dihidrocloride
¢cOzUltp sonra5 mM amonyom ferrdz stlfat cozllerek reaktif hazirlanir.
Prensip

Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik U¢ katina

cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
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olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktaryla iliskili olan rengin siddeti

spektrofotometrik olarak olculerek sonuglar pmol H,O, Eqv./L olarak verilmektedir (114).

5.3.3. Oksidatif Stresindeksi (OSI)
Total Oksidatif Stress (TOS) / Tota Antioksidan Kapasite (TAK) seklinde
boliinerek Oksidatif Stres indeksi (OSI) hesapland: (115).

5.3.4. Eritrosit Siperoksit Dismutaz Aktivitesi (SOD)
Eritrosit SOD aktivitess Randox Lab. Ransod® (Kat. No. SD 125) ticari kiti
kullanlarak 6lctlmastar.

Reaktifler:
1-Substrat
- Ksantin 0.05 mmol/I
- I.N.T. 0.025 mmol/I
2-Tampon
- CAPS 40 mmol/l, pH 10.2
- EDTA 0.94 mmol/l
3-Ksantin Oksidaz 80 U/l
4-Standard

Calisma prensibi ve islemler:

Bu yontemde ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak stiperoksid radikali
olusturulur. Olusan bu superoksid radikali, 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazolium klorid’i (1.N.T.) 505 nm’de absorbans veren ve kirmizi boyanan
formazana donustoror. SOD aktivitess 3 dakikalik sire icinde bu reaksiyonun

inhibisyonunun derecesine bagli olarak ol¢ul Ur.

Ksantin Oksidaz )
Ksantin » Urik asit + Oy
02‘
I.N.T » Formazan boya
veya
SOD
Oy + Oy + 2H* » O, + HO,

Eritrositler soguk distile su ile /200 oramnda sulandirilarak hemolizat hazirlandh.

50 ul hemolizat Uzerine substrat karisimindan 1.7 ml ilave edilip karistinldi. Ksantin



oksidaz ayiracindan 0.25 ml konuldu ve karistirildi. 30 saniye sonra baslangi¢ absorbansi
505 nm’de o6l¢lldi. Zaman ayarland: ve 3 dakika sonra ayni dalga boyunda son absorbans
okundu. Absorbans farklari 3’e bolinerek AA+/dk bulundu. Ornegi icermeyen ayirag
korunun absorbansi (AAg/dk), numunelerin absorbanslarindan ¢ikarild.

100 — (AAt/dk - AAg/dk) formilt kullamlarak enzimin % inhibisyon degeri
bulundu. Standart egriden U/l cinsinden degerlendirildi. Diltsyon faktori ile carpildh.
Bulunan deger eritrosit gHb’e oranlandi ve U/gHb cinsinden ifade edildi. Hemoglobin
Olcumler siyanmethemoglobin yontemiyle yapildi (116).

Absorbans olcuimleri Jasco marka V-530 model UV/VIS spekirofotometrede

yapildh.
Dalga Boyu: 340 nm, Isik yolu:1 cm, Isi: 37 °C, Okuma: Havaya karsi

5.4. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS 13.0 PC ortaminda yapilci. Bagimsiz degiskenler
student’s t-test, bagimli degiskenler Wilcoxon Signed Rank test ve degiskenler arasindaki
iliski pearson’s korelasyon analizi ile degerlendirildi. Veriler ortalama + SD olarak
gosterildi. p < 0,05 anlaml1 kabul edildi.
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6. BULGULAR

Calismaya Losartan grubu (n=40), Nebivolol grubu (n=40) ve kontrol grubundan
olusan (n=30) toplam 110 birey alindi. Losartan grubunda 4 hasta baska merkezlere
transfer, 1 hasta transplantasyon nedeniyle toplam 5 hasta, Nebivolol grubunda ise 2 hasta
baska merkezlere transfer, 1 hasta kardiyak nedenden dolay: tedavi degisikligi ve 1 hasta
exitus nedeniyle toplam 4 hasta ¢calisma dis1 birakildi. Losartan grubunda toplam 35 hasta
ve Nebivolol grubunda 36 hasta calismay: tamamladi. Losartan alan gruptaki hastalarin
15’i HD, 20’s PD, Nebivolol aanlarin 19’u HD, 17°si PD programinda olan hastalardan
olustu. SDBH’nin gruplara gore etyolojik dagilimi tablo 6.1’de verildi. Hastalarin ve
kontrol grubunun demografik, klinik ve laboratuar 6zellikleri tablo 6.2’de verildi.

Y apilan Karsilastirmada pro-oksidan olarak bakilan TOS, OSI, antioksidan olarak
bakilan TAK ve eritrosit SOD parametrelerinde hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik mevcuttu (sirasiyla, p=0.002, p=0.005, p=0.002,
p<0.001). Hasta ve saglikli grubun pro-oksidan ve antioksidan parametreleri tablo 6.3’te
karsilastirildi. TUm hastalar tedavi gordikleri diyaliz modalitesine gore gruplara ayrilarak
bakilan TOS (p=0.253) ve SOD (p=0.568) degerlerinde iki grup arasinda istatistiksel
anlamlihik saptanmadi, ancak TAK (p=0.001) ve OSI (p<0.001) degerlerinde SAPD
grubunda sonuclar dahaiyi bulundu. Sonuclar tablo 6.4°te gosterildi.

Calismanin baslangicinda grup 1 ve 2 arasinda demografik, klinik ve laboratuar
Ozelliklerinde fark gorilmedi. Hasta gruplarinin ¢alisma baglangici demografik, klinik ve
laboratuar 6zellikleri tablo 6.5’te karsilastirildi.

Calisma sonunda tedavi 6ncesi ile karsilastirildiginda her iki grupta da hastalarin
kan basinct degerlerinde istatistiksel olarak anlamli dists oldugu (Nebivolol grubu
p<0.001, Losartan grubu p<0.001), ancak her iki grup arasinda fark olmadigi saptandi
(sirasiyla sistolik ve diyastolik kan basinci igin p=0.699, ve p=0.737). Gruplar kendi
iclerinde degerlendirildiginde Losartan grubunda TAK anlamli olarak yikselirken
(p<0.001), OSI’de anlaml1 duistis gorildii (p<0.001). TOS ve SOD diizeylerinde degisiklik
izlenmedi (sirayla p= 0.272, p=0.404). Nebivolol aan grupta ise TAK degerlerindeki
anlaml1 yikselme, (p<0.001) TOS ve OSI degerlerinde anlaml: disis (sirasiyla p=0.019 ve
p<0.001) gorilurken, SOD degerinde degisiklik izlenmedi (p=0.087).
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Hastalarin tedavi 6ncesi ve sonrasi kan basinci, TAK, TOS, OSI ve SOD diizeyleri
karsilastirldiginda istatistiksel bir fark saptanmadi (sirasiyla p=0.574, p=0.696, p=0.586,
p=0.534). Sonuclar tablo 6.6’da karsilastirildi.

Tablo 6.1. Gruplara gore SDBH’nin etyolojik dagilim

Etyolojik neden L osartan grubu Nebivolol grubu
Hasta sayisi Oran Hasta sayisi Oran
(n) (%) (n) (%)
Hipertansiyon 12 34.3 11 30.6
KGN 10 28.6 11 30.6
PKBH 4 114 5 139
Urolojik Hadise 3 8.6 2 55
Nedeni Bilinmeyen 6 171 7 194
Toplam 35 100.0 36 100.0




Tablo 6.2. Hastalarin ve kontrol grubunun laboratuvar 6zellikleri

Parametre Hastagrubu | Kontrol grubu p
(n=71) (n=30)

Yas (yil) 40.9+14.0 38.0+10.5 0.389
Cins (E/K) 34/37 14/16 0.983
BMI (kg/m?) 21.9+4.3 24.3+37 0.025
SKB (mmHg) 136.6+28.2 116.6+12.3 0.002
DKB (mmHg) 83.9+13.6 77.1+9.0 0.035
Glukoz (mg/dl) 104.3+49.9 93.1+11.8 0.314
Na (mg/d) 139.5+3.5 139.8+2.2 0.791
K (mg/d) 4.8+1.0 4.1+0.2 0.003
Ca (mg/dl) 9.3+1.2 9.3+0.3 0.901
P (mg/d) 5.9+2.0 3.7+05 <0.001
CaxP (mg?/dl?) 55.2+19.2 34.9+4.9 <0.001
PTH (pg/ml) 382.6+386.9 49.5+19.1 <0.001
Hgb (g/d) 10.4+1.7 14.4+1.2 <0.001
Hct (%) 31.0£5.0 42.1+3.2 <0.001
Ferritin (ng/ml) 1157.2+1641.7 100.5+104.4 0.004
Albtmin (g/dl) 3.3:05 4.3+0.2 <0.001
CRP (mg/dl) 13.5+29.4 3.4+0.4 0.119
Fibrinojen (mg/dl) 516.7+166.7 250.9+52.4 <0.001
Orik Asit (mg/d) 7.8+8.9 3.7+1.2 0.040
Total Kolesterol (mg/dl) 185.6+56.6 171.7+36.7 0.292
Trigliserid (mgy/dl) 185.8+139.4 140.1+97.1 0.164
LDL-K (mg/dl) 111.9+38.1 97.9+29.2 0.126
HDL-K (mg/d) 38.6+12.0 45.9+10.4 0.014




Tablo 6.3. Hastalarin ve kontrol grubunun pro-oksidan ve antioksidan parametreleri

Parametre Hasta Grubu Kontrol Grubu p
(n=71) (n=30)

TAK (pmol Trolox Eqv./L) 19+1.8 1.2+0.3 0.002

TOS (umol H,O, Eqv. /L) 5.1+1.8 8.0£4.7 0.002

oSl 4.3+2.5 6.8+3.5 0.005

SOD (U/gHb) 1730.4+228.4 1391.6+252.9 | <0.001

Tablo 6.4. Diyaliz modalitesine gore pro-oksidan ve anti-oksidanlar

Parametre HD Grubu PD Grubu p
(n=34) (n=37)

TAK (umol Trolox Eqv./L) 1.1+0.3 1.3+0.3 0.001

TOS (pumol H2O, Eqv./L) 8.7¢5.5 7.4+3.8 0.253

oSl 8.3£3.9 5.442.5 <0.001

SOD (U/gHb) 1409.7+262.5 1375.1+£246.2 0.568
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Tablo 6.5. Calisma baslangicinda hasta gruplarinin demografik, klinik ve laboratuar

ozellikleri
Parametre Losartan grubu | Nebivolol grubu P
(n=35) (n=36)

Yas (y1l) 30.9+12.7 41.9+15.3 0.547
Cins (E/K) 14/21 20/16 0.699
Diyaliz sires (ay) 45.9+415 42.0+43.3 0.699
Takip sires (guin) 196.3+33.7 198.5+15.6 0.726
BMI (kg/m?) 21.9+4.0 21.9+4.6 0.966
SKB (mmHg) 139.7+34.1 133.6+20.9 0.366
DKB (mmHg) 86.5+14.1 81.3+12.9 0.111
Glukoz (mg/dl) 105.8+50.8 102.9+49.8 0.812
Na (mmol/L) 139.4+35 139.6+35 0.806
K (mmol/L) 48+1.1 4.8+0.9 0.834
Ca (mg/dl) 9.4+1.1 9.3t1.2 0.752
P (mg/d) 5.7+2.0 6.0+2.0 0.558
CaxP (mg?/dl?) 54.0+8.8 56.4+19.8 0.608
PTH (pg/ml) 349.8+291.2 414.5+463.6 0.485
Hgb (g/dl) 10.5+1.9 10.3+1.4 0.533
Hct (%) 31.1+4.6 30.6+4.4 0.525
Ferritin (ng/ml) 998.5+581.6 1311.6+2238.7 0.426
Albtmin (g/dl) 3.4+0.6 3.2+0.5 0.186
CRP (mg/d) 8.4+9.3 18.4+39.9 0.153
Fibrinojen (mg/d) 472.1+163.7 559.8+160.3 0.026
Orik Asit (mg/d) 8.7+12.7 6.9+1.8 0.422
Total Kolesterol  (mg/dl) 185.9+67.3 185.3+44.3 0.969
Trigliserid (mg/dl) 195.9+79.5 175.9+85.7 0.549
LDL-K (mg/d) 107.9+27.2 115.7+36.1 0.393
HDL-K (mg/dl) 40.0+13.9 37.2+9.7 0.329
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Tablo 6.6. Tedavi

antioksidan parametrel eri

Oncesi ve sonrasi hasta gruplarinin kan basinci, pro-oksidan ve

Losartan grubu Nebivolol grubu
Parametre (n=35) (n=36) pt
Tedavi 6ncesi | Tedavi sonras Tedavi 6ncesi Tedavi sonrasi
SKB?® 139.7+34.1 115.2+26.4 133.6+20.9 117.2+16.3 0.699
DKB?® 86.5+26.4 73.4+12.1 81.3t12.9 72.5+11.0 0.737
TAKP 1.2+0.4 1.5+0.3 1.2+0.3 1.6+0.2 0.574
TOS 8.2+5.6 6.5+1.9 7.9+35 6.3+0.9 0.696
osl 6.7+3.1 4.0+.8 6.9+3.8 4.0£0.9 0.586
soD* 1388.9+247.9 | 1423.7+252.6 1394.3+261.1 1459.0+222.8 | 0.534

THer iki grubun tedavi sonrasi karsilastirmas

a: mmHg, b: pmol Trolox Eqv./L, ¢: umol H,O, Eqv./L, d: U/gHb.
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7. TARTISMA

SDBY ’de en 6nemli mortalite nedeni KVH’lar olup, bu artis klasik kardiyovaskiler
risk faktorlerinin yam sira nonklasik risk faktorleri olarak kabul géren kronik hipervolemi,
anemi, Ca-P metabolizmasi bozukluklari, hiperhomosisteinemi ve artmis oksidatif stresile
iliskili mikroinflamasyonun varlig1 ile agiklanmaya calisilmaktadir (8, 12). Geleneksel
olmayan risk faktorlerinden artmus inflamasyon kadar artnus oksidatif stres de yuUksek
uremik kardiyovaskiiler riske katkida bulunmaktadir. Uremik hastalarda oksidatif stres
inflamasyon gelisimine katkida bulunurken inflamatuar belirtecler ile oksidatif stres
belirtegleri arasinda iliski vardir (117). Bu nonklasik risk faktorleri sadece SDBY
hastalarinda artmus olan KVH riskini agiklamak icin énemli olmayip aym zamanda bu
hastalarda kardiyovaskiler komplikasyonlar azaltmak ve yasam uzatmak icin yeni tedavi
yontemleri gelistiriimesinde 6nem arz etmektedir. Bu kosullarda OS daha fazla 6nem
kazanmaktadir.

OS; herhangi bir nedenle pro-oksidan Uretiminde artis ve anti-oksidan savunma
mekanizmasinda yetersizlik nedeniyle aradaki dengenin bozulmasi sonucunda olusan doku
hasar1 olarak tanimlanmaktadir (10). Oksidatif stres insandaki birgok patolojik durumun
ortaya gikmasinda, ilerlemesinde ve komplikasyonlarin ortaya gikmasinda 6neme sahiptir.
Bu konuyla ilgili yapilan calismalar daha ¢ok vicutta oksijenin indirgenmesiyle olusan
serbest radikallerin biyolojik ve kimyasal 6zelliklerine yoneliktir. Vicuttaki oksijen,
serbest radikallerin ana kaynaklarindan birisi olup bu konudaki genel gorus, serbest
radikallerin oksidan 6zelliginin yapisindaki oksijenden kaynaklandigi yonindedir (9).
Serbest radikaller ve pro-oksidanlar her zaman zararl1 olmayip, tim organizmalarda serbest
radikal olusumu ve oksidasyon birgok biyokimyasal reaksiyonda yer almaktadir. Normal
sartlar altinda bu durum anti-oksidan sistemin kontroltinde olup bir denge halindedir (20,
21). Bu dengenin pro-oksidanlar lehine bozuldugu durumlarda artris OS’ten soz edilir.
Serbest radikaller Uretim hizlarina, aktivitelerine ve savunma sisteminin durumuna bagl
olarak OS’e yol acarlar. SDBY pro-oksidanlar ile antioksidanlar arasinda dengesizlikle
karakterize olan bir hastalik olup, artmuis OS ateroskleroz ve B2 mikroglobulin amiloidozu
gibi komplikasyonlar ile iliskilidir (118). Bununla birlikte Pawlak ve arkadaslart HD
hastalarinda yaptiklar1 calismada OS ile aterogenez slrecinde yer alan vaskiler endotelyal
blyime faktori (VEGF) arasinda 0zellikle kardiyovaskiler hastaligi olanlarda daha
belirgin olan bir iliski oldugunu géstermiglerdir (119).



Son zamanlarda SDBH’da artmis OS’e yonelik tedavi girisimleri ile ilgili
calismalar ilgi cekmektedir. Eritropoietin tedavisinin (120), vitamin suplemantasyonunun
(121), farkli membranlarin (122), ACEi’lerinin, Betablokerlerin, ARB’lerin OS Uzerine
etkilerinin incelendigi birgcok calisma bu arayislara Ornek olarak verilebilirler. Tum
bunlarla birlikte literatiirde SDBYde ARB ve NO Uzerinden etki gosteren Nebivolol gibi
yeni kusak betablokerlerle karsilastiran calisma yoktur. Shimada ve arkadaslar (123)
yaptiklar: ¢alismada telmisartamn okside albumin diizeylerinde anlamli dists saglayarak
oksidatif stresi azalttigim gostermislerdir. Bununla birlikte Biasioli ve arkadaslar (122)
yaptiklar calismada diyaliz hastalarinda OS’in arttigim ve Cuprofan membranin bunu daha
da arttirdigint gostermislerdir. Bizim calismamizda da saglikli grupla karsilastirildiginda
SDBY’li grupta total OS’in artmuis oldugu gordldi. Calisms oldugumuz  oksidatif
parametrelerden TOS ve OSl istatistiksel anlamli olarak yiksek (sirasiyla p=0.002 ve
p=0.005) bulunurken, anti-oksidan parametrelerden TAK ve SOD dizeyleri istatistiksel
anlamlilik ile hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla daha disik (sirasiyla p=0.002,
p=0.001). Bu sonuglar bize SDBY ’de artrug OS’te sadece pro-oksidanlarin artisimin degil
es zamanh olarak anti-oksidan savunma mekanizmalarimin yetersizliginin de etkis
oldugunu agikca gostermektedir. Ayrica tim hastalart kendi aralarinda baslangic
degerlerine gére HD ve PD grubu olarak bdlip yaptigimiz student-t testinde gruplar
arasinda TOS ve SOD degerlerinde fark saptamazken (sirasiyla p=0.253 vep=0.568) TAK
ve OSI degerlerinde PD grubunun daha iyi oldugunu gordikk (sirasiyla p=0.001 ve
p<0.001). Pawlak ve arkadaslar1 da (124) yaptiklar1 ¢alismada Cu/Zn SOD degerlerini ve
okside LDL duzeylerini HD hastalarinda daha yiksek saptarmislardir. Biz bu sonuclarda
farkli olarak her ne kadar SOD degerlerinde her iki grup arasinda fark bulmarmis isek de
antioksidan parametrelerin PD grubunda daha iyi oldugunu saptadik. Bu iyilik halinin HD
islemindeki ekstrakorporeal dolasimdan ve immin sistemin PD’ye nazaran daha fazla
aktive olmasindan kaynaklanyor olmasi muhtemeldir.

ACEi ve ARB’ler giinimiizde esansiyel hipertansiyon, diyabetik nefropati, nefrotik
sendrom gibi diger nefropatiler, iskemik kalp hastaligi, kalp yetersizligi gibi birgok
durumda ilk tercih edilen ilaglar konumunu almislardir. Gerek diyabetik gerek non-
diyabetik hastalarda ACEi ve ARB’lerin anti-oksidan 6¢zelliklerinden kaynaklanan
faydalart gosterilmistir. Hayvan calismalarinda anjiyotensin 11’nin NADPH oksidaz
aktivitesini stimile ederek ROS duzeylerini arttirchigi gosterilmistir (13). Bu bulgular insan
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calismalariyla da desteklenmistir (14, 15) Anjiyotensin Il ayni zamanda okside LDL igin
spesifik olan LOX-1 reseptdr ekspresyonu ile de iliskilendirilmistir. Bundan dolayidir ki
Anjiyotensin 1l olusumunun ister ACEi ile olsun ister ARB ile baskilanmasinin organizma
icin zararli olan bu durumun hafifletilmesinde faydali olacaktir (18). Bununla birlikte,
Berry ve arkadaslari (17) koroner arter hastaligi1 olanlarda yaptiklar: bir calismada ACEi ve
ARB tedavisinin insan damar yapisinda O~ diizeylerini distrdigini gostermislerdir. Yine
Onozato ve arkadaslari (16) diyabetik nefropatili ratlarda yaptiklari calismada
ACE’lerinin renal  NADPH oksidazi inhibe ettigini ve proteinuriyi azalttigim
gostermislerdir. Bu sonuclara paralel olarak Fan ve arkadaglar1 da (19) yaptiklar: deneysel
calismada bir ARB olan Candesartanin diyabetik nefropatili ratlarda artmus olan AGE
olusumunu ve oksidatif stresi azalttigim gostermislerdir. TUm bu sonuglara paralel olarak
biz de yaptigimiz calismada Losartan alan hastalarda tedavi baslangicina gore pro-
oksidanlarda duislis, anti-oksidanlarda ise artis saptadik. Pro-oksidan parametrelerden OSI
4.1+0.8 den 3.6+0.5’e geriledi (p=0.004). Bununla birlikte istatistiksel anlamlilik
gostermese de TOS duzeyleri 8.2+5.6 dan 6.5£1.9 pumol H,O, Eqv./L’ye (p=0.272)
geriledi. Kars1 savunma mekanizmasi olan anti-oksidanlardan TAK dizeyleri 1.2+0.4’ten
15+0.3 pmol Trolox Eqv./L’ye (p<0.001), SOD dizeyleri ise 1388.9+247.9’dan
1423.7+252.6 U/gHb’ne (p=0.404), bulundu. Pro-oksidanlardaki dusts, anti-
oksidanlardaki artis Losartamn diyaliz tedavisi altindaki SDBY hastalarinda net oksidatif
stresi azaltma yonundeki etkisini agik olarak ortaya koymaktadhr.

Nebivolol, kalsiyum bagimli endotelyal NO sentaz (eNOS) aktivitesini yukseltip
NO Uretimini arttirarak (125) vazodilatasyon yaptigi gosterilen selektif (31 bloker gjan olup
endotel Uzerine olumlu etkileri vardir (126). Troost ve arkadaslar1 (20) 20 saglikl1 bireyde
yaptiklart randomize cift-kor ¢alismada Nebivololtin organizmada arasidonik asidin serbest
radikaller ile peroksidasyonu sonucu olusan bir izoproston olan 8-iso-PGF2a’min Uriner
atilimim arttirchgim géstermis ve bunu saglikli populasyonda da oksidatif stresi azalttig:
seklinde yorumlamiglardir. Bir diger calismada Fahlbusch ve arkadaslart (127)
calismalarinda baska iki betablokeri, Carvedilol ve Metoprolol’i plasebo ile
karsilastirmislar ve saglikli grubun idrar 8-iso-PGF2a atiliminda degisiklik olmadigin
gostermislerdir. Farkli bir calismada Cominacini ve arkadaslar1 (21), Nebivololin endotel
hicrelerinde oksidatif inaktivasyonu azaltarak NO miktarim arttirdhgim gostermislerdir.
Yine baska bir calismada Mason ve arkadaslar1 (22) Nebivolol’in endotel hicrelerinde
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OS’i azalttigint gostermiglerdir. Ayrica Pasini ve arkadaglari da (128) NebivolUlin
oksidatif stres parametreleri olan plazma ve LDL hidroksilipid, plazma 8-izoproston, ve
okside LDL (zerine olumlu etkilerini gostermislerdir. Bizim calismanizda da tedavi
oncesi ve sonrasi pro-oksidanlar karsilastirilciginda OSI 6.9+3.8°den 4.0+0.9’a (p<0.001),
TOS dizeyleri 7.9+3.5 dan 6.3+0.9 umol H,O, Eqv./L’ye (p=0.019), geriledigi saptand.
Anti-oksidanlardan TAK dizeyleri 1.0£0.3’den 1.6+0.2 umol Trolox Eqv./L’ye (p<0.001),
SOD dizeyleri 1394.3+261.1’den 1459.0+222.8 U/gHb’e (p=0.087), yikseldikleri
saptanci. Tum parametrelerdeki olumlu degisiklikler literatir ile uyumlu bir sekilde
Nebivololin antioksidan etkisini bir kez daha gostermektedir.

Diyaliz hastalarinda hipervolemi ve bununla iliskili LVH gibi kardiyak
komplikasyonlar KVH ic¢in énemli risk faktorlerindendir. Calismamizda tim hastalarin kan
basinci degerlerinde her iki ilagla da hedef degerlere ulastik. TUm hastalara baktigimizda
calisma baslangicinda ¢ok yiksek olmasa da ortalama sistolik ve diyastolik kan
basinclarimin 136.6+28.2 ve 83.99+13.6 mmHg’dan calisma sonunda sirasiyla 116.2+21.7
ve 72.9+11.5 mmHg’ye dustikleri saptand: (her ikisi icin p<0.001). Her iki grup icin ayr
ayn bakildiginda her iki grupta da kan basincinda istatistiksel olarak anlamli dusus
saglandig1 goruldi (p<0.001).

Literatirde 0Ozellikle diyabetik, hipertansif hastalarda c¢esitli antihipertansif
gruplarinin kendi aralarinda karsilastirilchg:r bazi ¢alismalar mevcut, ama diyaliz tedavisi
almakta olan SDBY hastalarinda oksidatif stres tizerine gerek yalniz gerekse karsilagtirmali
olsun yeni tedavi girisimleri gelistirecek calismalarin sayisi gok azchir. Ulkemizde Celik ve
arkadaglar1 (129) hipertansif hastalarda yaptiklari calismada oksidatif stres Uzerine
Nebivolol ile Metoprolol’Un etkilerini karsilastirmuglar ve Nebivolol’tin oksidatif stres
Uzerine Metoprololden daha etkin oldugunu gostermislerdir. Biz ¢calismamizda Losartan ile
Nebivololu karsilastirdigimizda iki gruptada hastalarin yas, cinsiyet, diyaliz siresi, takip
siresi, BMI, URR, SKB ve DKB arasinda fark saptamadik (sirasiyla p=0.547, p=0.938,
p=0.699, p=0.726, p=0.966, p=0.366 ve p=0.111), homojen dagilms olan bu iki grupta
calisma sonunda pro-oksidan [TOS (p=0.574), OSI (p=0.586)] ve anti-oksidan [TAK
(p=0.915), SOD (p=0.534),] parametrelerde olan degisikliklerde anlamli farklilik
gbzlemlemedik. Bu sonuclar bize artnus oksidatif stres altinda olan SDBY hastalarinda BB
ve ARB’lerin birbirinden farkli olmadigim disindirmektedir.
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Sonug olarak; diyaliz tedavisi alan SDBY hastalarinda normal populasyona kiyaslia
OS’in arttig1 saptandi. Losartan ile Nebivolol’iin OS parametreleri olan TAK, TOS, OSI ve
eritrosit SOD duzeyleri Uzerindeki etkilerinde anlamli bir farklilik bulunmadi. Ancak
gruplar kendi iclerinde degerlendirildiginde Nebivolol’Un oksidatif stres tzerindeki olumlu

yondeki degisikliklerinin daha belirgin oldugu saptand.

52



8. OZET VE ANAHTAR KELIMELER

SDBY ’de en 6énemli morbidite ve mortalite nedeni ateroskleroz ve bununla iligkili
olan KVH’dir. SDBY’de KVH riskindeki bu artis sadece klasik risk faktorleri ile degil,
kronik  hipervolemi,  anemi, kalsiyum-fosfor =~ metabolizmast  bozukluklari,
hiperhomosisteinemi ve artmisg OS ile iligkili mikroinflamatuar durum gibi Gremiye 6zgl,
geleneksel olmayan risk faktorleri ile de iliskilendirilmektedir.

SDBY hastalari bobrek hastaliginin kendisinin yaminda diyaliz islemi, diyaliz
tedavis sirasinda kullanilan diyaliz sivisi, diyaliz membrani, immuin sistem aktivatorleri ve
diger farmakolojik tedaviler nedeniyle yogun oksidatif stress yUki altindadirlar. Bu
hastalarda ateroskleroz gelisiminde oksidatif stresin olumsuz etkileri gosterilmistir.

Bu caismada Losartan ile Nebivolol’in hemodiyaliz ve periton diyalizi
hastalarinda oksidatif stres parametreleri olan TOS, OSI, TAK ve SOD diizeyleri lizerine
olan etkilerinin karsilastirilmasin amagladik.

Losartan grubunda toplam 35 hasta ve Nebivolol grubunda 36 hasta 6 ay boyunca
takip edildi. Yapilan karsilastirmada pro-oksidan olarak bakilan TOS, OSI, antioksidan
olarak bakilan TAK ve eritrosit SOD parametrelerinde hasta grubu ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (sirasiyla, p=0.002, p=0.005, p=0.002,
p<0.001). Gruplar kendi iclerinde degerlendirildiginde Losartan grubunda TAK anlamli
olarak yukselirken (p<0.001), OSI’de anlaml1 dustis gorildu (p<0.001). TOS ve SOD
duzeylerinde degisiklik izlenmedi (sirayla p=0.272, p=0.404). Nebivolol alan grupta ise
TAK degerlerindeki anlaml: yikselme, (p<0.001) TOS ve OSI degerlerinde anlaml1 duists
(sirasiyla p=0.019 ve p<0.001) goérulirken, SOD degerinde degisiklik izlenmedi (p=0.087).

Hastalarin tedavi sonrasi kan basinci, TAK, TOS, OSI ve SOD diizeyleri
karsilastirildiginda Losartan ve Nebivolol arasinda istatistiksel bir fark saptanmad
(sirasiyla p=0.574, p=0.696, p=0.586, p=0.534).

Sonug olarak; Losartan ile Nebivolol’iin OS parametreleri olan TAK, TOS, OS] ve
eritrosit SOD duzeyleri Uzerindeki etkilerinde anlamli bir farklilik bulunmadi. Ancak
gruplar kendi iclerinde degerlendirildiginde Nebivolol’Un oksidatif stres tizerindeki olumlu
yondeki degisikliklerinin daha belirgin oldugu saptand.

Anahtar Kelimeler: Son donem bobrek yetersizligi, oksidatif stres, Losartan, Nebivolol.
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9. SUMMARY AND KEY WORDS

The most important cause of morbidity and mortality in ESRD is atherosclerosis
and CVD. This elevation in CVD risk is has not been only explained with traditional risk
factors but also with nontraditional risk factors such as chronic hypervolemia, anemia,
calcum-phosphorus metabolism disorders, hyperhomocysteinemia, and microinflammatory
status associated with increased oxidative stress.

ESRD patients are suffered from enhanced OS because of dialysis process,
didysate solutions, diaysis membrane, immun system activators, and other
pharmacoligical treatments beside primary rena disease. The negative effects of OS on
occuring atherosclerosis among these patients have been shown.

In recent study, it was aimed that to compare the effects of Losartan and Nebivolol on
oxidative stress parameters, TOS, OSl, TAC, and SOD, among hemodialysis and
peritoneal dialysis patients.

35 patients in Losartan group, and 36 patients in Nebivolol group were followed up
for a period of 6 months. Statistically significant differences were found in TOS, and OS|
as pro-oxidants, and TAC, and SOD as anti-oxidants in comparing patients with healthy
controls (p=0.002, p=0.005, p=0.002, p<0.001, respectively). In Losartan group, while
TAC elevated (p<0.001), OSlI decreased (p<0.001) significantly. No statistically
significance waws found in TOS and SOD (p=0.272, p=0.404 respectively). In Nebivolol
group, while TAC elevated significantly (p<0.001), TOS and OSI decreased (p=0.019 and
p<0.001, respectively) but there was no statistically significat change in SOD levels
(p=0.087).

No statistical significance was found between Losartan and Nebivolol in blood
pressure, TAC, TOS, OSI, and SOD levels of patients (p=0.574, p=0.696, p=0.586,
p=0.534 respectively).

In conclusion; There was no dtatisticaly significance between the effects of
Losartan and Nebivolol on TAC, TOS, OSl, and erythrocyte SOD, the OS parameters. But
when the groups were evaluated in themselves the positive effects of Nebivolol on OS
were better than L osartan.

Key Words: End stage renal failure, oxidative stress, Losartan, Nebivolol.
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