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OZET

Hemodiyaliz hastalarinda kardiyovaskuler sistem hastaliklari en sik gorulen
komplikasyonlardir. Hemodiyaliz hastalarinda eksikligi gortlen C vitamininin
yerine koyma tedavisi disinda anemi gibi cesitli nedenlerle de kullanimi
onerilmektedir. Onemli antioksidan molekillerden biri olan C vitamini bazi
kosullarda oksidasyonu kolaylastirici etki de gosterebilmektedir. Ayrica C
vitamininin lipid profili Gzerine etkili oldugunu go6steren calismalar da
bulunmaktadir. Bu calismada C vitamini uygulamasinin ateroskleroz geligimi
ile yakindan iligkili olan lipid profili ve oksidan-antioksidan sistem uzerine
etkilerinin incelenmesi amagclanmistir. Bu amagcla Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Anabilim Dali Nefroloji Bilim Dali Hemodiyaliz
Unitesi’nde tedavi alan 29 hasta calismaya alinmistir. 4’er ay sire ile her
diyaliz seansi sonrasinda sirasiyla 100 ve 500 mg intravendz C vitamini
verilmistir. Hastalarda 0. , 4. ve 8. ay sonunda lipid profili, serum
paraoksonazl/arilesteraz aktivitesi ve apolipoprotein B-igceren lipoproteinlerin
oksidasyonu ve oksidasyona duyarliliklari incelenmistir. 4. ve 8. ay sonunda
trigliserid dizeyi azalmis ve paraoksonaz aktivitesi giderek artmistir. 8. ay
sonunda total-kolesterol, HDL-kolesterol, LDL- kolesterol ve apolipoprotein B
dizeyi ve apolipoprotein B-iceren lipoproteinlerin oksidasyona direncinde
artis go6zlenmigtir. Bu degisikliklerin C vitamini konsantrasyonlari ile

korelasyonu saptanmamistir.

Sonugta 500 mg intraventz C vitamini uygulamasinin serum paraoksonazl
aktivitesi ve apolipoprotein B-iceren lipoproteinlerin oksidasyona direncine
olumlu etki gostererek kardiyovaskuler sistem hastaliklarindan korunmada rol

oynayabilecegi gorigtne varilmistir.

Anahtar kelimeler:  Hemodiyaliz, kardiyovaskuler sistem hastaligi, C

vitamini, paraoksonaz, lipoprotein oksidasyonu



SUMMARY

Effects of vitamin C infusion on lipid profile, oxi dation of apolipoprotein
B-containing lipoproteins and serum paraoxonase-ary lesterase enzyme

activities in hemodialysis patients.

Cardiovascular system disease are the most prevalent complications
observed in patients treated with hemodialysis. Vitamin C, which is reduced
in hemodialysis patients, is suggested to be used in the treatment of anemia,
besides its resubstitution treatment. Although it is one the most important
antioxidant molecules, vitamin C can also exert pro-oxidant activity. Vitamin
C has also been reported to modify the lipid profile. The aim of the present
study was to investigate the effects of vitamin C on the lipid profile and
oxidant-antioxidant system that plays important roles in atherogenesis. For
this purpose, 29 hemodialysis patients, that had been treated in the
Hemodialysis Unit of Internal Medicine Department in Uludag University
Medical Faculty, were included in this study. The patients were treated with
100 and 500 mg intravenous vitamin C for four months of periods,
respectively. At the end of 4th and 8th months, lipid profile, serum
paraoxonase activity and oxidation and oxidizability of apolipoprotein B-
containing lipoproteins were investigated. Triglyceride levels and
paraoxonase activity were significantly increased at the end of both 4 and 8
months.  Total-cholesterol, = HDL-cholesterol,  LDL-cholesterol and
apolipoprtein B levels were increased and oxidizability of apolipoprtein B-
containing lipoproteins were reduced at the end of 8 mounths. There were

not any significant correlations between vitamin C and any of the parameters.

We conclude that 500 mg iv infusion of vitamin C may protect
hemodialysis patients from development of cardiovascular system disease by
increasing serum paraoxonase activity and reducing the oxidizability of
apolipoprotein B-containing lipoproteins.



Key words: Hemodialysis, cardiovascular system disease, vitamin C,

paraoxonase, lipoprotein oxidation



GIRIS
I.1. KRONIK BOBREK YETMEZL iGi

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) glomertler filtrasyon oraninda ilerleyici ve
geri donusumstiz azalmayla karakterize islevsel bir tanidir. Klinik bulgu ve

semptomlarinin toplami “tremik sendrom” olarak bilinir (1).

Belirtiler: Bulanti, Kusma,
istahsizlik, Yorgunluk,
Halsizlik , Zihinsel durumda degisiklik,
Olum.

Bulgular: Derinin soluk gériinmesi
Nefesin amonyak veya idrar gibi kokmasi
Uremik perikardit bulgulari (6rn perikart frotmani)
Uremik motor noropati (6rn ayak ve bilek diigmesi)
Kanama zamaninda uzama
Anemi
Sol ventrikdl hipertrofisidir.

Bu belirtiler ve bulgular genellikle kreatinin klirensi 10 ml /dakika/ 1.75 m % ‘nin
altina indiginde gorular (2).

KBY glomeriler filtrasyon hizinda azalma dizeyine gore hafif, orta ve
siddetli olarak siniflandiriimaktadir (Tablo-1).

Tablo-1: Glomerdler filtrasyon hizinda azalma dizeyine gore kronik bobrek
yetmezliginin siniflandiriimasi

Bobrek yetmezli gi GFH (ml/dk) 65 kg bir ki side tipik
serum kreatinin
duzeyi (mg/dL)

Hafif 30- 50 2
Orta 10- 29 4
Siddetli <10 8
Son dénem <5 17

GFH: Glomertiler filtrasyon hizi



KBY terimi ile “son dénem bodbrek yetmezligi” (SDBY) terimi birbirinin yerine
kullaniimasina ragmen aslinda ayni seyi ifade etmemektedirler. SDBY

KBY’nin ileri ddnemini tanimlar.
KBY’nin en sik gorilen nedenleri Tablo-2'de, tani koymak ve altta yatan
nedeni belirlemek icin kullanilan laboratuvar bulgularn ise Tablo-3’te

verilmigtir (1,3).

Tablo-2: Kronik bobrek yetmezliginin en sik gérilen nedenleri

HASTALIK INSIDANS (%)
Diabetik nefropati 30
Hipertansif nefroskleroz 25
Kronik glomerilonefrit 15
Kistik bobrek hastahgi 4
Urolojik hastaliklar 6
Diger/ bilinmeyen 20

Tablo-3: Kronik bobrek yetmezligi tanisini koymak ve altta yatan nedeni

belirlemek i¢in kullanilan laboratuvar bulgulari

Ozgiin olmayan bulgular

Serum kalsiyum diizeyinde artis Paratiroid hormon dizeyinde artig
Serum fosfor diizeyinde artig Metabolik asidoz
Serum potasyum dizeyinde artis Anemi

Serum Urik asit diizeyinde artis

Etyolojisine yonelik 6zgin laboratuvar bulgulari

AQir proteindri (>3.5 g/gun) idrar immunoelektroforezi (+)

Hafif proteintri (1.5 g/gun) Anti-nukleer antikor (+)

idrarda eritrosit silendirleri Anti-notrofilik sitoplazmik antikor (+)
idrarda lokosit silendirleri Kompleman dusuklugu

Kalsiyum yuksekligi




Laboratuvar bulgulari, ultrason ve biopsi incelemesi sonucu tanisi koyulan
ve altta yatan nedeni belirlenen hastalarda sira tedavinin belirlenmesine
gelmektedir. KBY tedavisinde baglangi¢c doneminde ilag, beslenmenin
diizenlenmesi ve koruyucu 6nlemler yeterli olurken, SDBY gelistiginde diyaliz

veya organ nakline gereksinim duyulmaktadir (4).

KBY hastalarinda, 0zellikle de hemodiyaliz (HD) uygulananlarda en sik
ortaya cikan komplikasyonlar kardiovaskiler sisteme ait olanlardir ve normal
popillasyona kiyasla HD hastalarindaki artmig 6lum orani bu sisteme ait
hastaliklara baglanmaktadir (5- 7). Nitekim ATP 1l (Adult Treatment Panel IIl)
kilavuzuna gore on yili agkin stre KBY olan kisilerde kardiyovaskuler hastalik
(KVH) riski %20 artis gostermektedir ve bu risk 0Ozellikle HD tedavisi
gorenlerde daha fazladir. Foley ve ark. (8) calismalarinda KBY olan
hastalardaki olimlerin ytzde ellisinden fazlasinin esas nedeninin erken KVH
oldugunu belirlemiglerdir. Uremik ortamin aterosklerotik plagin niteligini ve
niceligini etkiledigini 6ne suren ¢aligmalar mevcuttur. Bunlardan biri Schwarz
ve ark.’nin (9) calismasidir. Bu calismada uremik hastalardaki koroner
plaklarda media kalinhdinin arttigi  ve makrofaj infiltrasyonu ile
aktivasyonunun hizlandigi, belirgin kalsifikasyonun meydana geldigi
gosterilmistir. Ayni sekilde Buzello ve ark. (10) apolipoprotein (apo) E eksik
farelerde yaptiklari calismada boébrek iglevlerinde orta dereceli bir kaybin
aterom plaginin alaninda dramatik bir artisa ve morfolojisinin kétllesmesine
neden oldugunu bildirmiglerdir. Uremik yetersizlik durumunda aterojenik
surecin hizlanmasinin altinda yatan mekanizma tam olarak anlasilamamistir.
Ancak SDBY olan hastalarda geleneksel olan ve olmayan kardiovaskiiler risk
faktorlerinin  gorilme sikhginin ve derecesinin genel poptlasyona goére

yiksek oldugu bilinmektedir. Bu risk faktorleri Tablo-4'de gosterilmigtir (11).



Tablo-4: Genel poplulasyon ve son donem bdbrek yetmezligi olan

hastalardaki aterosklerotik kardiovaskuler hastalik risk faktorleri

Geleneksel risk faktorleri Geleneksel olmayan risk faktorleri
Yas Oksidatif stres
Erkek olmak inflamasyon
Sigara kullanmak Vaskiler kalsifikasyon
Diabetes Mellitus Malnutrisyon
Hipertansiyon Hiperhomosisteinemi
Dislipidemi Artmis glikozilasyon son trinleri
Obezite Genetik degigsiklikler

Kalitimsal yatkinhk

Yapilan deneysel ve klinik ¢caligmalar sonucunda oksidatif stresin SDBY'de
gorulen ateroskleroz ve diger komplikasyonlarin (anemi, malnitrisyon,
diyalizle iligkili amiloidoz) patogenezinde rol oynayabilecegini destekleyen
bulgular artmaktadir. Aterosklerotik KVH riskinin artmasi ve aterogenezin
hizlanmasiyla oksidatif stres arasinda iliski olabilecegini gosteren SDBY olan
ve olmayan hastalarda yapilmis calismalar mevcuttur (12, 13, 14, 15).
Nitekim oksidatif stresin erken ateroskleroz olusumunda énemli rol oynadigi
ileri strtulmektedir (16). Ateroskleroz olusumunu aciklayan teoriler (hasara
yanit teorisi, klonal teori, enfeksiy6z teori) icinde en ¢ok kabul gbéren “hasara
yanit hipotezi” dir. Bu hipoteze gore ateroskleroz patogenezinde olaylari
baglatan temel basamak endotel hasari ve buna bagl endotel islev
bozuklugudur (17). Bilinen risk faktdrlerinin hemen hepsi (hipertansiyon,
hiperlipidemi, diyabet, sigara) endotelde hasar ve islevsel bozuklugun
olusmasina yol agmaktadir. Tetikleyici etken bunlardan hangisi olursa olsun
ateroskleroz lezyonlarinin olusumunda esas rolu okside dusuk yogunluklu
lipoprotein (LDL) oynamaktadir. Buna gore aterogenezde LDL’deki lipitlerin
oksidatif modifikasyonu ile baglar ve endotel iglev bozuklugu, trombositlerin

asiri aktivasyonu ve agregasyonu, kopuk hicresi olusumu, inflamasyon ve
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trombozisin i¢ ice oldugu olaylar dizisinin birbirini izlemesiyle gelisir (14, 15,
17, 18). Uremik hastalarda lipoprotein oksidasyonunda artis oldugu ve bunun
da bu grup hastalarda ateroskleroz olusumunu hizlandirarak KVH goérilme
sikhgini arttirdig1 gesitli calismalarda (19- 21) ileri surulmustar.

1.2. HEMODIYALIZ TEDAVISI ALAN KRON ik BOBREK YETMEZL iGi
HASTALARINDA L IPIT PROFILI

Serum lipitleri endotel iglevleri tGizerine dogrudan etkilidir ve anormal serum
lipit profilinin endotel islev bozuklugu ile iligkili oldugu bildirilmistir. Kronik
hiperlipidemik sartlarda dolagimdaki LDL partikilleri endotel htcreleri
tarafindan alinarak okside edilebilir (14, 15). Hiperlipidemi ile seyreden
tablolardan biri de KBY’dir.

Genel populasyonda hiperlipidemiye esglik eden veya neden olan lipoprotein
tablosundaki degisiklikler su sekildedir (22) :
1. Okside LDL dizeyinin artmasi
2. Apolipoprotein icerigi artmis kucuk, yogun LDL seviyelerinin yiksek
olmasi
3. Kalinti lipoprotein (IDL) dizeylerinin yiksek olmasi
4. Cok dusuk yogunluklu lipoprotein-kolesterol (VLDL-K) dizeyinin
yiksek ve yiksek yogunluklu lipoprotein-kolesterol (HDL-K) diizeyinin
dusik olmasi

5. Lipoprotein (a) [Lp(a)] duzeyinin yiksek olmasi.

SDBY olan hastalarda lipid profilinde bozukluk gorilme sikhgr Tablo-5'da

verilmigtir.
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Tablo-5: Son dénem boébrek yetmezligi olan hastalarda lipid profilinde

bozukluk gorilme sikligi

Total-K>240 LDL-K>130 HDL-K<35 TG>200 Lp(a)>30
(mg/dl)

Genel
% 20 % 40 % 15 % 15 % 15
popilasyon
Hemodiyaliz
% 20 % 30 % 50 % 45 % 30
popilasyonu
Peritoneal
diyaliz % 25 % 45 % 20 % 50 % 50

popilasyonu

K: Kolesterol, LDL: Dusuk yogunluklu lipoprotein, HDL: Yuksek yogunluklu
lipoprotein, TG: Trigliserid, Lp(a): Lipoprotein (a)

HD hastalarinda VLDL-K ve IDL-K yuksekligi, HDL-K azalmasi ve LDL
partiktllerinin apo B’den zengin kiguk yogun LDL’'ye doénusuminde artis
gorulmektedir. ilging olan uzun sireli HD uygulanan hastalarda KVH varlig
ile LDL-K duzeyleri arasinda daha zayif bir iligki olmasidir. Ayrica HD
hastalarinda belirgin LDL-K artisi da olagan dedgildir. Bununla birlikte HD
hastalarinda apo B patrtikllerinin trigliserid (TG) iceriginde belirgin artis
gosterilmistir. Kicuk yogun LDL baskinhigina kayisin nedeni de HDL
metabolizmasindaki ve kolesterol ester transfer protein (CETP)
aktivitesindeki degisikliklerin olabilecegi ileri strtlmustir. CETP antiaterojenik
HDL patrtikulleri ile proaterojenik VLDL ve LDL partikilleri arasinda nétral
lipitlerin (kolesterol esterleri, TG) degisiminin saglanmasindan sorumludur.
HD hastalarindaki karakteristik lipit profili degisiklikleri siklikla glomeruler
filtrasyon hizi 50ml/dk’nin altina indiginde baglamaktadir (22). Kronik HD
hastalarinda aortik aterosklerozun geligsimi ile IDL, VLDL, LDL arasinda
korelasyon oldugu gosterilmistir (23, 24). Apo B-iceren lipoproteinlerin
kolesterol icerigini gosteren “non HDL-K” dizeyinin bir parametre olarak
kullanilabilecegi ve bu parametrenin de diyaliz hastalarinda aterosklerotik
KVH'a bagh olumler igin belirleyici olabilecegi gosterilmigtir (25). Total-
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kolesterol (total-K), TG, IDL-K dizeylerinde meydana gelen artis ile HDL-K
dizeylerinde  olusan  azalmanin  kronik HD  hastalarinin lipit
metabolizmasindaki  degisikliklerden  kaynaklandigi  bildirilmigtir.  Bu
degisiklikler (22):

1. VLDL metabolizmasinda yavaglama sonucu apo B yapiminin artmasi:
VLDL metabolizmasinin azalmast apo CIll ve apo Clll

konsantrasyonlarindaki degisikliklere baglanmistir. Apo CIlI lipoprotein

lipaz (LPL) icin kofaktor, apo CllI ise baskilayicidir. HD hastalarinda apo

Clll duzeyi artarken apo Cll/apo CIll orani azalir. Dolayisiyla LPL

aktivitesinin baskilanmasina bagli olarak VLDL'nin TG iceriginin yikimi

azalir. Buna apo B yapiminin artmasi eglik eder. Ayrica apo ClI'nin

HDL'den VLDL'ye aktariimasinda da bozukluk veya aksaklik vardir.

2. Hem LPL hem de hepatik trigliserid lipaz (HTGL) aktivitesinin
azalmasi:

LPL aktivitesinde azalma VLDL ve silomikron (SM) yikimini azaltir.
HTGL aktivitesinde azalma ise SM kalintilarinin ve IDL’nin birikimine
neden olur. Bu enzimlerde meydana gelen degisiklikler su 3 faktore
baglanabilir. Birincisi Gremik toksinler, ikincisi HD hastalarinda kullanilan
heparinin bu enzimler Uzerindeki baskilayici etkisi, Uguincusu ise HD
hastalarinda gortlen insuilin rezistansina ikincil olarak gelisebilir.

3. Lipoproteinler ve bunlarin reseptorlerinde oksidasyona,
karbamilasyona, glikozilasyona bagli degisimler sonucu
lipoproteinlerin temizlenme kapasitesinin degismesi:

4. Zamanla ¢Opci reseptorlerde “up regilasyon” olusmasi.

5. HDL-K dizeyinin azalmasi:

HD hastalarinda HDL-K diizeyinin azalmasinin nedeni acik olmamakla
birlikte iki faktore baglanabilmektedir. Birincisi HDL olgunlagsmasinda kritik
Oneme sahip olan lesitin kolesterol agiltransferaz (LCAT) ve HTGL
enzimlerinin aktivitelerindeki dogrudan azalma, ikincisi de apo All Uretimi
belirgin azalirken apo Al yikiminin artmasidir. Apo Al'in kolesterollin
esterlesmesini saglayan LCAT enziminin aktivatort oldugu bilinmektedir.
Apo All'nin gorevi tam olarak anlasilmamis olmasina ragmen LCAT

13



enzimini inhibe ettigi dustinilmektedir. Dolayisiyla da bu bozukluk HDL
partiktlindeki kolesteroliin esterlesmesinin azalmasina, buna bagh olarak
da olgun HDL olusumunda yetersizlige yol agmaktadir.

6. Lp(a) konsantrasyonunun yuksek olmasi

1.3. HEMODIYALIZ TEDAVISI ALAN KRON ik BOBREK YETMEZL iGi
HASTALARINDA OKS IiDATIF STRES

Organizmada serbest oksijen radikalleri (SOR)’nin agiri miktarda dretildigi
ya da antioksidan savunmanin vyetersiz kaldigi durumlarda, oksidan
antioksidan sistemler arasindaki denge bozulmakta ve oksidatif stres tablosu
aciga cikmaktadir (26).

SOR c¢ok kisa yari émurli olmalarina ragmen, hticrelerin protein, lipit ve
nikleik asitleri ile etkileserek hicre yapi ve islevlerinde 6nemli degisikliklere
yol acarlar. Aerobik organizmalar icin SOR’nin baslica kaynagi molekiler
oksijendir. Molekiler oksijen sitokrom oksidaz yolu ile suya indirgenirken,
%1-5’'i ise oksijenaz yolu ile potansiyel olarak toksik reaktiflere doéntsur.
Biyolojik sistemde bulunan en 6nemli SOR:

l. Superoksit radikali (02")
Il. Hidroksil radikali (OH)
II. Hidrojen peroksittir (H20,)

Superoksit radikali en ¢ok Uretilen ancak tepkiciligi (reaktivitesi) dusuk olan
radikalken, hidroksil radikali tepkiciligi en yuksek ve yari dmri en kisa
radikaldir. Hidrojen peroksit ise gercek bir serbest radikal olmayan ancak
demir, bakir, mangan gibi gecis elementleri ile reaksiyona girerek hidroksil
radikali olusumuna yol acan ve dolayli yoldan oksidan etki gdsteren
molekuldir. Bu SOR’nin yol agtigi hicresel hasari dort ana baslikta

incelemek mumkunddr.

1. Lipid peroksidasyonu
2. Protein oksidasyonu
3. Karbonhidrat oksidasyonu

14



4. DNA hasari

Hucre zarinda oksidasyona en duyarl bilegikler ¢coklu doymamis yag
asitleri (Polyansaturated fatty acids = PUFA) dir. SOR’nin etkisi ile olusan
tepkimelerin en iyi bilineni ve (zerinde en fazla arastirma yapilani lipit
peroksidasyonudur (27). Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli
oksidleyici bir radikalin zar yapisinda bulunan PUFA zincirindeki metilen
gruplarindan bir hidrojen atomu uzaklastirmasi ile baglamaktadir. Lipit
peroksidasyonunu baslatan baslica radikal hidroksil radikalidir (28). Lipit
peroksidasyonu 3 asamada gerceklesir. Baglangic donemi, ilerleme dénemi
ve sonlanma dénemi (Sekil-1).

3 adet doymargibgg iceren
LH — — yag asitimolekulu

-H
Baslangic

L S -

{ ilerleme

Molekil yeniden diizenlenir ve

— 234 nm'de UV absorbansi veren
L J\:/ konjuge dien olgur
— LH .
_ Olusan LOO baka bir doymansy
LOO — — yag asidi molekiiliinden H alarak

@) zincirleme reaksiyonbaslatir

| Sonlanim L.

LOOH —
0]
0]
H

Sekil-1: Lipit peroksidasyonunun basglangig, ilerleme ve sonlanma agamalari.
LH: Yag asiti, L": Lipit radikali, LOO": Lipit hidroperoksil radikali, LOOH: Lipit
hidroperoksit
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Batin bu zincirleme tepkimeler sonucunda olusan lipid peroksidasyon
artnleri en sonunda bir bagka lipid peroksidasyon urinu ile tepkimeye girer

ve tepkime sonlanir. Sonugcta olusan trin siklik bir peroksittir (LOOL).

LOO + LOO > LOOL + O,
Veya
LOO + L > LOOL

Olusan lipid hidroperoksitleri (LOOH) ve siklik peroksitler (LOOL) daha sonra
siklik endoperoksitlere dénustr ve bunlara oksijen, 1si1, hidroliz, katalitik metal
iyonlarinin vb. etkisi ile malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal gibi
aldehit yikim Grtnleri meydana gelir. Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan
konjuge dien ve MDA oksidatif hasarin en sik kullanilan gdstergelerindendir.
Bu drtnler vicudumuzda cesitli molekdiller ile etkilesime girerek onlarin yapi

ve iglevlerini degistirirler:

1. Zarlarin yapi ve iglevlerinde bozulmaya neden olurlar.

2. Proteinlerin tiyol ve amino gruplari ile etkileserek kiimelenmis
proteinler olustururlar. Yaghlik pigmentinin olusumu buna 6rnek
olarak verilebilir.

3. Mutajen olarak etki ederler.

4. LDL yapisini degistirerek metabolizmasini bozar ve ateroskleroz

gelisimine aracilik ederler.

Organizmada olusan SOR’nin yol actigi hicresel hasara kargi cesitli
savunma sistemleri bulunmaktadir. Oksidatif hasari 6nleyen, sinirlayan veya
kismen tamir eden molekiillere “antioksidanlar” denir.

Antioksidan enzimler:
1. Superoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (KAT) birincil antioksidan enzimler
Glutatyon peroksidaz (GPx)
Glutatyon rediktaz (GR)
Sitokrom oksidaz (SO)
Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)

o gk W
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Antioksidan vitaminler:
1. E vitamini (LDL’'de en fazla bulunan antioksidan)
2. [B- Karoten

3. C vitamini

E vitamini hicre zarinin yilizeyine yakin, (3-Karoten hicre zarinin ig
kisminda, C vitamini ise sulu fazda bulunur. Bu ¢ vitaminin bilegik etkisi

hiicre zarini ve LDL'yi oksidasyona kargi korumaktir (27).

Uremik hastalar antioksidan sistem aktivitesinde azalma ve/veya
oksidasyonu uyarici aktivitede artis sonucu oksidatif strese maruz kalirlar. Bu
hastalarda SOR Uretiminde artis ve/veya antioksidan sistem aktivitesinde
azalma oldugu cesitli calismalarla (19, 29, 30, 31, 32) gosterilmistir. Oksidatif
stresin KBY’nin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu bilinmemektedir (29, 33).
KBY’nin olusumunu acgiklamak tzere bir birinden farkh birgcok mekanizma 6ne
suralmagsttr.  Glomerialer  hicreler,  notrofiller,  monosit/makrofajlar,
trombositler, kompleman ve koagllasyon sistemi, sitokinler ve buylime
faktorleri, trombosit aktive edici faktor (PAF) gibi biyoaktif lipitler, anjiotensin
II, endotelin, nitrik oksit ve SOR gibi bircok molekuliin bdbrek hasari
olusumunda rol oynayabilecegi distunulmektedir (34). Bunlar icinde SOR ve
SOR kaynakli drtnler bobrek hicrelerinin enerji Uretimini ve transport
iglevlerini bozar. Morfolojik lezyonlarin olusumundan ve proteinlere karsi
glomerul gecirgenliginin bozulmasindan sorumlu tutulurlar. Prostoglandin,
tromboksan ve PAF gibi vazoaktif lipitlerin saliniminda rol oynadiklari da éne
surulmektedir (35, 36).

SDBY hastalarinin kacinilmaz tedavilerinden birisi olan HD de oksidatif
stresi artirici etki gostermektedir (30, 31). HD esnasinda SOR Uretiminin
artmasinin bir nedeni kullanilan membranlar ve diyalizat sivilarinin aktive
ettigi polimorfontkleer lokositlerde olugan solunum patlamasidir (37, 38).
Bunda:

1. Polimorfonukleer I6kositlerin dogrudan uyarilmasi
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2. Alternatif kompleman sisteminin aktivasyonu (39, 40)
3. interlokin (IL)-1, IL-6 ve timor nekroz faktor alfa (TNF-a) gibi
proinflamatuvar sitokinlerin saliniminin artmasi etkili olabilir
(41).
HD hastalarinda antioksidan sistemdeki yetersizligi de 3 faktore baglamak
mumkudnddar.
1. Uremik toksinlerin antioksidan enzimlerin protein yapisini
bozmasi (32)
2. Bu enzimlerin bobrekteki yapiminin azalmasi (42, 43)
3. Antioksidan vitaminlerin (E vitamini, C vitamini) ve antioksidan
enzimlerin aktivitesi icin gerekli olan eser elementlerin (6rn
Selenyum) diyaliz sivisina ge¢mesi sonucu duzeylerinin
azalmasi (44- 46).

Hepatit B ve C gibi HD hastalarinda sik rastlanilan kronik inflamasyon ile
seyreden hastaliklar da oksidatif stresi artirici etki gostermektedir (47).
Oksidatif stresin artmasina neden olan diyabet, yaslilik, hipertansiyon,
dislipidemi ve sigara gibi etkenlerin sikhiginin HD hastalarinda yiuksek olmasi

da 6nemli faktorler arasindadir (48).

I.4. HEMODIYALIZ TEDAVISI ALAN KRON ik BOBREK YETMEZL iGi
HASTALARINDA APOL iPOPROTEIN B-ICEREN LiIPOPROTEINLERIN
OKSIDASYONU ve OKSIDASYONA DUYARLILI GI

Apo B-igeren lipoproteinler LDL’nin yani sira VLDL ve IDL dir. Apo B-iceren
lipoproteinlerin bakir iyonu ile uyarilan in vitro oksidasyonu, lipoproteinlerin
oksidasyonunu ve oksidasyona olan duyarliliklarini degerlendirmede,
dolayisiyla da KVH gelisme riskinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerden
birisidir. Aterosklerozun baglangicinda ve ilerlemesinde LDL ve diger apo B-
iceren lipoproteinlerin oksidasyonunun énemli rol oynadigi bilinmektedir (49).
Lipoproteinler okside olduklarinda hidroperoksitler salinir ve reaktif aldehitler

aciga cikarlar (6rn MDA ve 4-hidroxinonenal). Bu aldehitler apo B ‘nin lizin
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reziduleri ile etkilesime girerek LDL reseptorlerine ilgisini azaltirken ¢opcu
reseptorler tarafindan yakalanmasinda artisa neden olurlar (50). Boylece
kopuk hicre olusumuna ve aterogenezin ilerlemesine yol acarlar. Degisime
ugramis LDL (baslica okside LDL) daha fazla monositin arter duvarina
yapismasini ve gecmesini saglayarak kopuk hiicre olusumunda artisa neden
olur ve aterogenez olusumunu hizlandirir (51). Okside LDL ve veya VLDL
kan damarlarinda hicre hiperplazisini ve inflamatuvar strecleri
tetikleyebilmektedir. Okside LDL'nin  aterogenezdeki etkileri goyle
Ozetlenebilir (15):

1. Monosit kemotaktik faktor salinimina yol acarak monositler icin
kemotaktik etki gosterir.

2. T lenfositler icin kemotaktiktir.

3. Makrofajlarin migrasyonunu inhibe ederek arter duvarindan
uzaklagmasini engeller.

4. Endotel hicreleri ve diz kas hicrelerine dogrudan hasarlayici
etki gosterir.

5. Okside LDL ile dolu kopuk hicreleri diz kas hucrelerinin
migrasyonunu ve proliferasyonunu uyarir.

6. Makrofajlardan IL-1 salinimini uyarir. Bu da diz kas
hicrelerinin - proliferasyonuna  ve  lokositlerin ~ endotele
yapismasina neden olur.

7. Doku faktéri ve plazminojen aktivator inhibitérinin yapimini
indukleyerek pihtilagsma sistemini etkiler.

8. Endotel adezyon molekullerinin tretimini uyararak monosit ve T
lenfositlerinin damar duvarina adezyonunu Kkolaylastirir (14,
15).

9. LDL anjiotensin Il tip | reseptdrinin “up regulasyonu”na neden
olarak anjiotensine kargi vazokonstruksiyon yanitini artirir (52).

Kronik HD hastalarinda plazma antioksidan savunma sisteminin zayifladig,

SOR duretimi ile LDL oksidasyonunun ve oksidasyona duyarlihdinin arttigi
gosterilmistir (53). Gullult ve ark. (54) yaptiklari galismada KBY'nin en sik
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gorulen nedenleri arasinda yer alan glomerulonefritik hastali§i olan grupta
apo B-iceren lipoproteinlerin oksidasyona duyarliliginin kontrol grubuna goére
belirgin olarak yuksek oldugunu saptamislardir. Buna kargin Dirican ve ark.
(55) ise apo B-iceren lipoproteinlerin oksidasyona duyarliliginin HD tedavisi
uygulanan KBY’li hastalarla saglikli bireyler arasinda anlamh bir faklilik

gostermedigini bildirmislerdir.

1.5. PARAOKSONAZ ENZ iMi (EC 3.1.8.1)

Serum total-K ve LDL-K dizeylerinin yuksek, buna karsiik HDL-K
duzeylerinin dusuk olmasi, aterosklerotik kalp damar hastaligi igin risk faktort
olarak degerlendiriimektedir. HDL'nin ateroskleroz olugsmundan koruyucu
etkisi oOncelikle ters kolesterol tasinmasindan sorumlu olmasiyla
iliskilendirilmektedir (56). Ancak HDL'nin ateroskleroz olusumundan koruyucu
rolt, ters kolesterol taginmasi ile sinirli degildir. HDL ayni zamanda nitrik
oksit gibi bazi damar genigletici molekdllerin yapimini arttirir, inflamasyon ve
tromboz olusumunu oOnleyici etki gosterir, adezyon molekullerinin yapimini
azaltir ve endotel tamirini uyarir (57). HDL'nin bir bagka dnemli etkisi ise,
aterosklerozun baslangi¢c ve gelisiminden baslica sorumlu tutulan LDL'deki
oksidatif degisimleri dnlemesidir. HDL'nin bu etkisinin kismen HDL ile iligkili
enzimlere bagh olabilecegi dusunulmektedir. Bu konuda 06zellikle
paraoksonaz (PON) ve platelet aktive edici faktér asetilhidrolaz (PAFAH)
enzimleri Gzerinde durulmaktadir. Ancak PAFAH insanda HDL'den ¢ok LDL
uzerinde bulunan bir enzimdir. HDL'ye 6zgu olan ve lipid peroksitleri hidroliz
etmekte gulcli etkisi oldugu bildirilen enzim ise PON’dur (58).

PON (arildialkil fosfataz) insanda 7. kromozom ile kalitilir. Ayni kromozom
uzerinde Ug¢ ayrt PON geni (PON1, PON2, PON3) bulunmaktadir. Ug
proteinin aminoasit dizileri arasinda yaklasik %53 oraninda homoloji
bulunmaktadir. Dokularda ekspresyonu ve dagilimi birbirinden farklilik
gostermektedir. PON1 ile PON3'Un karaciger ve plazmada bulunmasina
karsilik, PON2'nin karaciger, bobrek, kalp, beyin, testis dokularinda 6zellikle
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endotel tabakasinda bulundugu ve aortik diiz kas hticrelerinde de yer aldigi
gosterilmistir (59). insan serum PONZI'i 354 aminoasitten olusan 43 kDa
agirhginda bir glikoproteindir. Enzim siniflamasina gore fosforik triester
hidrolaz Gyesi (EC 3.1.8.1) bir aromatik esterazdir (60, 61). Bir organofosfat
olan parationun vicuttaki aktif metaboliti olan paraoksonu hidrolize ettigi icin
bu isim verilmigtir (62). PON1 enzimi baslica 2 polimorfizim gdsterir.
Bunlardan birisi Q / R polimorfizmidir. 192. aminoasit Glutamin ise A
izoenziminden (Q aleli, disik aktiviteli form), Arginin ise B izoenziminden (R
aleli, yiiksek aktiviteli form) bahsedilir. ikincisi ise M / L polimorfizmidir. Bunda
da 55. aminoasit Losin ise L izoenzimi, Metiyonin ise M izoenzimi olarak
adlandirilir. PON1 aktivitesi bakimindan bireyler arasinda yaklasik olarak 10
ile 40 kat varyasyon oldugu saptanmistir. Bunun nedeni heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Kigiler arasindaki varyasyonun yaklasik olarak %73-76’sinin
192 A/ B (Q / R aleli ) polimorfizimine bagh oldugu saptanmistir (63). PON
enzimi ayni zamanda arilesteraz aktivitesi de gdsterir, bir aromatik ester olan
fenilasetat! hidrolize ederek fenol ve asetata ayirir. Agiga ¢ikan fenol miktari
spektrofotometrik olarak tayin edilerek arilesteraz aktivitesi dl¢culir (64, 65).
Arilesteraz aktivitesinin PON1 aktivitesindeki degisikliklerden bagimsiz olarak
enzimin konsantrasyonunun bir gostergesi oldugu kabul edilmektedir (66).
PON2 ve PON3'Un 105. pozisyonunda lizin rezidisi bulunmadigindan
paraoksonu hidroliz edemedikleri 6ne surtlmasttr (60). PONL1'in yapisi Sekil-

2'de 6zetlenmistir (67)
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Hidrofobik bélge ¢

Paraoksonazin Yapisi

Sekil-2: insan Serum Paraoksonaz (PON1) Enziminin Yapisi

PONL1 ¢ tane sistein bolgesi igerir. Bunlardan iki tanesi molekdl igi disulfit
baginin olusumuna katilirken, 284. pozisyondaki sistein ise serbest haldedir
ve LDL'yi oksidasyondan korumada 6nemli bir igleve sahiptir (60, 68). PONL1,
hidrofobik N-terminal bolgesi ile HDL lipitlerine kolayca baglanabilmektedir.
PONZ'i baglayan HDL alt birimleri apo Al ve apo J (klusterin) proteinlerini de
icerdiginden apo Al ve apo J'nin baglanmada rol oynadigi dusunilmektedir
(69). PON1 enziminin baslica substratlari; organofosfatlar (paraoxon,
diazoxon), karbamatlar, sinir gazlari (sarin, tabun, soman), mikrobiyal
endotoksinler (salmonella, tripanozoma), arilesterler (fenilasetat), lakton
molekdlleri (homosistein tiolakton), okside lipidler (fosfolipid
hidroperoksidleri)’dir (70). Ancak enzimin dogal substrati kesin olarak belli

degildir. Serum PONL1 diuzeyi genetik faktorlerin digsinda beslenme sekli, akut
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faz reaktanlari, gebelik, hormonlar, sigara kullanimi, simvastatin tedavisi ve
yas ile degisir (71- 73). PONY'in LDL'deki lipid hidroperoksidleri hidrolize
ederek ve bunlarin LDL’de birikmesini engelleyerek ateroskleroza karsi
koruyucu oldugu ve HDL'nin kendisini de lipid peroksidasyonundan korudugu
saptanmistir (68, 74, 75). HDL'yi oksidasyondan koruyucu etkisini 283.
pozisyonunda bulunan serbest sisteinin sulfidril grubunun okside olmus
lipidlerle tepkimeye girmesiyle gerceklestirdigi dusunilmektedir (68). HDL nin
okside olmasinin 6nlenmesi, kolesterol esterleriyle dolmus kopuik hicresi
haline gelmis makrofajlardan serbest kolesterolin alinip karacigere
tasinmasinda ve ateroskleroz gelisiminin énlenmesinde c¢ok oénemli olabilir
(70, 76, 77). PONY'in organofosfat substratlarina kargi hidrolitik aktivitesi
kalsiyuma bagimli iken, lipit peroksitlerinin birikimini 6nlemede kalsiyumun

gerekli olmadigi bildirilmistir (78).

Yapilan calismalar Gremik hastalarda lipoprotein oksidasyonu ile yakin
iligkili oldugu bilinen serum PON1 aktivitesinin saglikli kisilere gére daha
distk oldugunu goéstermigtir (79- 84). Bunlardan biri de Dirican ve ark. (85)
yaptiklari ¢calismadir. Bu ¢alismaya 44 tanesi HD tedavisi alan 72 KBY olan
hasta ile 26 saglikh kigi katilmis ve uzun dénem HD tedavisi alan hastalarda
PON1 ve arilesteraz aktivitesinin distigu belirlenmigtir. Bu dugtsin HDL-K,
apo Al duzeylerindeki azalma ve ure, kreatinin dizeylerindeki artis ile
korelasyon gosterdigi saptanmistir. Dirican ve ark. (55) yaptigi bir baska
calismada da KVH'1 olan HD hastalarinda PON1 aktivitesinin  KVH’I
olmayanlara kiyasla belirgin disiuk oldugu gosteriimis ve bunun HD
hastalarinda artmig KVH goérilme riskine katkida bulunabilecegi 6ne

surualmastar.

1.6. C VITAMINI (ASKORBIK ASIT, AA)

KBY olan hastalarda yeterli demir destegi ve eritropoietin verilmesine
ragmen bazi hastalarda anemi tablosunda istenen dizeyde dizelme
gorilmemektedir. Bu tedaviyi etkinlestirecek secenekler arastiriimaktadir. AA

destek tedavisi de Uzerinde durulan seceneklerden birisidir. Adjuvan tedavi
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olarak AA’'nin, subklinik C vitamini eksikligi dusundlen hastalara 1- 1.5
gr/hafta oral veya her diyaliz seansindan sonra haftada 3 kez 300- 500 mg
olacak sekilde kullanimi 6nerilmektedir (86, 87). Deneysel calismalar C
vitamininin, demir alimi ve sekestrasyonu da dahil olmak {zere demir

transportunun pek ¢cok asamasinda etkin oldugunu gdstermistir (88- 90).

C vitamini viicudun normal metabolik iglevleri i¢in gerekli suda ¢6zinen bir
vitamindir (91). Yesil renkli taze sebze ve meyvelerde 6zellikle turuncgillerde
bulunmaktadir. Bagirsaklardan aktif transport ile kolayca emilir. Emilimi
alinan doz arttikca kismen azalir (92, 93). Yetigkinler icin énerilen gunlik C
vitamini dozu 60 mg dir. Sigara i¢cenlerde C vitamini katabolizmasi hizlandigi
icin giinde 100 mg alinmalidir. Gebelik doneminde gunde 70 mg, laktasyon
doneminde ise 95 mg alinmalidir (27). Vicutta hem hucre ici, hem de hicre
disi ortamda bulunur ve hicre digi ortamin en 6nemli antioksidanidir (94).
Antioksidan 0zelliklerini “sondurtciu etki” ile gostermektedir. Oksidanlarla
etkilesime girip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya
baskilayan etkinlige “sondurict ” etki denir (27). Bu etkisini askorbatin (C
vitamini’'nin indirgenmis veya aktif formu) dehidroaskorbik aside (C
vitamini’'nin  yukseltgenmis  veya inaktif formu) geri donidsumli
oksidasyonunda elektronlarini verme yetenegiyle gergeklestirir. Askorbat ve
dehidroaskorbat vicut sivilarinda denge halinde bulunurlar ve kolayca
birbirlerine donlserek redoks niteligi gosterirler (94). ideal bir elektron
vericisidir. Cunku elektronunu verdigi zaman olugsan serbest radikal ara Grunt
(semihidroaskorbik asit) diger serbest radikaller ile karsilastirildiginda tepkici
degildir. C vitamini;

a. Superoksit radikalini, hidroksil radikalini ve hipokloréz asidi indirger.
b. Aktif n6trofil ve monositlerden kaynaklanan oksidanlari etkisizlegtirir.
c. Lipid peroksidasyonu baslamadan once sulu ortamdaki peroksil
radikalleriyle dogrudan tepkimeye girerek zarlari peroksidatif hasardan
korur.

d. LDL oksidasyonunu oOnler ve elektronlari zardaki E vitaminine aktarir.

24



e. Olusan E vitamini radikalini indirgeyerek E vitamininin yeniden

kullanilabilmesini saglar (27).

E vitamini yagda c¢o6zinen bir vitamindir. Alfa tokoferol insan
dokularinda en fazla bulunan ve en yuksek biyolojik aktiviteye sahip
olan seklidir (95, 96). Hucre zari ve lipoproteinlerde ¢6zinen en 6nemli
zincir kirici  antioksidan ve lipid peroksitlerine kargi korunma
mekanizmalarindan ilki olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu sonucu
aciga cikan peroksil radikali (LOO), lipofilik 6zelliginden dolay! zarda
bulunan E vitamini ile tepkimeye girer ve daha zayif bir oksidan olan
lipid hidroperoksitlerine (LOOH) donusurken, E vitamini ise zayif bir
radikal halini alir.

Vit E + LOO » VitE +LOOH

»

Olusan tokoferol radikalinin (E vitamini radikali) reaktivitesi zayif oldugu
icin komsu yag asitlerine saldirmaz ve sonuc olarak zincir reaksiyonu
durur. Ortamda bulunan C vitamini E vitamini radikalini (vit E’) tekrar
aktif E vitaminine donisturtr. C vitamini radikali (Vit C) ise 2H" ile
tepkimeye girerek tekrar aktiflesir (27).

VIitE + Vit C » VitE+VitC

Vit C + 2H" » VitC

C vitamininin antioksidan etkisinin yani sira bazi durumlarda oksidasyonu
kolaylastirici etki gosterebildigi bilinmektedir. Yapilan calismalarda AA'nin
antioksidan etkisinin  konsantrasyona bagimh oldugu, dusuk kan
konsantrasyonlarinda  antioksidan  etkisinin  azalarak, oksidasyonu
kolaylastirici etkisinin ortaya ciktigi bildirilmistir (97, 98). in vitro sartlarda
ortamda endojen peroksid, oksijen ve demir gibi metal iyonlar varhginda C
vitamini konsantrasyonu dusuk oldugunda lipid peroksidasyonunda artis,
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yiuksek oldugunda ise antioksidan etki gdstererek lipid peroksidasyonunda
azalma oldugu gosterilmistir (99). Bunun yani sira yiksek O, parsiyel
basincinda ve gecgis metal iyonlarinin yogun oldugu ortamlarda da pro-
oksidan etki gosterebilmektedir. Sekil-3'deki formulde goruldagu gibi yiksek
O, parsiyel basincinda ortamdaki askorbat tiketilmekte ve serbest radikalleri
yakalayamamaktadir. Ayni zamanda Fe*® ve Cu™ gibi gecis metallerini
indirgeyerek guclt bir radikal olan hidroksil radikalinin olusumuna yol
acabilmektedir. “Fenton reaksiyonu” olarak isimlendirilen bu durum da $ekil-

3’'de 6zetlenmistir (27).

AH+0; — > A"+ 0y~ +H" (stiperoksit radikali)

O, "+AH —» HOO + A
Askorbat
Fe+3 | Fe+2

Fe*? + H,0, » Fe™+ OH + OH (Fenton reaksiyonu)

Sekil- 3: C vitamininin oksidasyonu kolaylastirici etkisi

HD hastalarinda plazma, tam kan veya lokosit askorbat seviyeleri her
zaman olmasa da siklikla referans deg@erlerin altinda bildirilmigtir (100- 106).
Diyaliz hastalarindaki C vitamini eksikligi dncelikle hiperkalemi riski nedeniyle
taze meyve ve sebzelerin tiketiminin kisittanmasina ve diyaliz esnasinda
kaybina baglanmigtir (102, 104, 107). Suda ¢Ozunen C vitamini diyaliz ile
kolayca kaybedilebilmektedir (92, 93). Modifiye hemodiyafiltrasyon yontemi
kullanildiginda, her bir diyaliz seansinda ortalama 66 mg C vitamini kaybedilir
ve bu da plazma C vitamini seviyelerinde dramatik azalmaya neden olur
(108). C vitamini destegi almayan HD hastalarinda plazma AA dizeyinin,
diyaliz dncesi degere gore %40 + 4, C vitamini destedi (250- 500 mg/gun,
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oral) alanlarda ise %68 + 4 azaldi§i gosterilmistir. Ayrica plazma AA dizeyi
0.11 mg/dl olan hastada diyalizata 130 mg, 11.77 mg/dl olan hastada ise 780
mg askorbat kaybi oldugu tespit edilmigtir (102). Bu durum beslenme
sinirlamalar ytzinden diyaliz hastasinda yaklasik olarak sadece 400 mg
olan haftalik C vitamini aliminin buyudk bir kisminin kaybina yol acar. Diyaliz
hastalarinda sadece toplam C vitamini konsantrasyonu degil ayni zamanda C
vitamininin indirgenmis hali olan askorbat da (aktif formu) azalir (109, 110).
Dehidroaskorbattan askorbat olusumunda indirgenmis glutatyona (GSH)
ihtiyac vardir (111). Diyaliz hastalarinda ise GSH eksikligi de goérulmektedir
Dolayisi ile C vitamininin baska etkenlere bagli yetersizligi de s6z konusu
olabilmektedir (110). HD hastalarindaki C vitamini eksikligi ateroskleroz
gelisimine katkida bulunarak kardiyovaskiler morbidite ve mortaliteyi
artirabilir (112). Nitekim C vitamini verilen HD hastalarinda kardiyovaskuler
mortalite ve morbiditede azalma oldugu goézlenmistir (101). HD hastalarinda
tek bir diyaliz seansinda (4 saat) meydana gelen askorbat kaybina (destek
almayan hastalarda 70- 100 mg) ve beslenme ile azalmis askorbat alimina
(40 mg/gunden az) bagh olarak bu hastalara 150- 200 mg/gin askorbat
destegi gerektigi kabul edilmektedir (102). Daha sik diyalize giren ve daha
kisith beslenenlerde ise daha fazla destek gerekmektedir (113). HD
hastalarinda onerilen C vitamini destek dozu 70- 250 mg/gin arasinda
degismektedir. C vitamini kullaniminin eritrosit GSH dizeyini ve plazma
antioksidan kapasitesini arttirirken, lipid peroksidasyonunun azalmasina yol
actigr gorulmustar (114). HD esnasinda dusuk infizyon hizinda yuksek doz
AA  uygulanmasinin  E  vitamini  yenilenmesini  arttirarak  lipid

peroksidasyonunun artigini engelleyebilecedi 6ne surdlmustir (115).

HD hastalarinda 6zellikle oksidan-antioksidan sistem dikkate alindiginda
C vitamininin farkl etkilerinin olabilecegi g6z 6nunde tutulmahdir. Oksidan
sistem Uzerinde cift yonlu etkisi oldugu bilinen AA’nin adjuvan tedavi olarak
kullaniimasi sirasinda oksidan — antioksidan sistem ve aterosklerotik siirec
Uzerine nasil etki edecedi bilinmemektedir. Biz de bu nedenle HD
hastalarinda C vitamini infizyonunun lipit profili ile apo B-igeren
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lipoproteinlerin oksidasyonu ve serum PONL1l-arilesteraz enzim aktiviteleri

Uzerine nasll etki ettigini incelemeyi amacladik.
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GEREC VE YONTEM

[1.1. Gereg

[1.1.1. Olgular

Uludag Universitesi i¢c Hastaliklari Anabilim Dali Nefroloji Bilim Dali
Hemodiyaliz Unitesi'nde, SDBY nedeni ile en az 6 aydir izlenen ve
eritropoetin tedavisi alan 29 hasta calismaya alindi. Hemoglobinopati,
hiperparatiroidi, aliminyum toksisitesi, B12, B6 ve folik asit eksikligi, akut
veya kronik kan kaybi saptanan, kan transfizyonu alan, akut veya kronik
karaciger hastaligi ve inflamatuar baska bir hastaligi olan olgular, 6 ayin
altinda diyaliz suresi olanlar, eritropoietin tedavisi almayanlar veya 6 aydan
az suredir kullanmakta olanlar ile son 6 ay icinde hastaneye yatis Oykusu
olanlar calisma disi birakildi. Calismaya alinan hastalara, ¢calisma hakkinda
bilgi verilerek bilgilendirilmis olur formu imzalatildi. Nefroloji Bilim Dali'nda
hastalardan anamnez (bdbrek yetmezlIigi etiyolojisi, suresi, diyaliz suresi, AA
kullanimi, eritropoetin dozunun sorgulanmasi) alindi ve ayrintili sistemik fizik

muayene yapildi.

Bobrek yetmezligi etyolojisinde yer alan primer bébrek hastaliklar1 séyle idi:
Hipertansiyon: 5, glomerilonefrit: 7, trafik kazasi: 3, nedeni bilinmeyen: 5,
polikistik bobrek, SLE, diyabetik nefropati, akut tubuler nekroz, agenezi,
kronik pyelonefrit, vezikouretral refll, tubulointerstisyel nefrit, kortikotubuler
nekroz: 1 kisi. Bu hastalara polysulfon (Gambro) tirt diyaliz membrani
kulanilarak en az 6 aydir haftada 3 kez 4- 5 saat dizenli hemodiyaliz
uygulanmaktaydi.
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1.1.2. Ornek Toplanmasi

Calismaya alinan olgulara ¢alismanin baslamasiyla birlikte 16 hafta sureyle
100 mg AA iv, takip eden 16 hafta suresince de 500 mg AA iv olarak (100 cc
%0,9 NaCl icinde) her diyaliz seans| sonunda haftada 3 kez infize edildi. 0. ,
4. ve 8. aylarda (0. , 16. , 32. hafta) kan 6rnekleri bir gecelik achgi takiben
diyaliz 6ncesi alindi. Bir kuru tap, bir heparinli ve bir etilen diamin tetra asetik
asit (EDTA)'li tip kullanildi. Tim kan numuneleri 1500 x g'de 10 dakika
santrifij edilerek serum ve plazmalari ayrildi. Kan sayimi ve biyokimyasal
testlerin bazilar1 (Ure , total protein, albimin, glukoz, kreatinin) kan alindigi
gun calisilirken apo B - iceren lipoproteinlerin oksidasyonu ve oksidasyona
duyarhligini incelemek igin ayrilan EDTA’'ll plazma +2- 8 C’ de saklanarak 24
saat icinde calisildi. Serum PONZ1-arilesteraz enzim aktiviteleri, total-K, HDL-
K, TG, apo Al1-B ve C vitamini 6lcimu icin ayrilan serum ve plazma ornekleri
ise -20 T’de sakland1.

[1.1.3. Arac ve Gerecler

Spektrofotometre, “Shimadzu U.V. Visible 1202" (Japonya)
Spektrofotometre, “Shimadzu U.V. Visible 1601" (Japonya)
Su banyosu, “Julabo UC* (Almanya)

Su banyosu, “Nuve BM 302" (Turkiye)

Santrifilj, “Sanyo Mistral 2000 R* (ingiltere)

Santriftlj, “Hettich Rotofix 32" (Almanya)

Santriftlj, “Hettich EBA 20" (Almanya)

Karistirici (vorteks), “Elektro-mag SPEED M16“ (Almanya)

© © N o 00 bk DN PR

Otomatik pipet (10 pL), “Eppendorf (Almanya)

10. Otomatik pipet (20 L), “Eppendorf (Almanya)
11.Otomatik pipet (20-200uL), “Eppendorf* (Almanya),
12.Otomatik pipet (500-5000uL), “Eppendorf (Almanya)
13. Otomatik pipet (100-1000 uL), “Eppendorf (Almanya)
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14. Derin dondurucu (-20° C), “Ugur“ (Turkiye)

15. Derin dondurucu (-20° C), “Arcelik” (Turkiye)
16. Buzdolabi, “Arcelik” (Turkiye)

17. Buzdolabi, “Bosch” (Turkiye)

18. Hassas tarti, “OHAUS analytical plus* (isvicre)
19. Tarti, “Mettler PJ 3000* (isvicre)

[1.1.4. Ticari Kitler

1. Kolesterol, “Randox Lab.” (ingiltere) , Kat no: CH200

2. ApoAl, “Abbott Lab.” (A.B.D), Kat no: 9D92- 01

3. ApoB, “Abbott Lab.” (A.B.D), Kat no: 9D93- 01

4. Kolesterol, “Abbott Lab.” (A.B.D), Kat no: 7D62- 20

5. Trigliserid, “Abbott Lab.” (A.B.D), Kat no: 7D74- 20

6. HDL kolesterol, “Sentinel Diagnostics”. (italya), Kat no: 17646- 02CE

[1.1.5. Kimyasal Malzemeler

2-Tiyobarbittrik asit (>% 98), “Sigma” (A.B.D.) Kat. no: T 5500
Triklorasetik asit, “Sigma” (A.B.D.) Kat no: S T9159

n-Butil alkol, “Sigma“ (A.B.D.) Kat.no: S 15,467-9

Sodyum hidroksit, “Merck” (Almanya) Kat no: 6462

Paraokson (Dietil p-nitrofenil fosfat), “Sigma” (A.B.D.) Kat no: D9286
Fenil asetat (% 99), “Aldrich“ (A.B.D.) Kat.no: 10,872-3
Sodyum klorur, “Merck” (Almanya) Kat.no : 6400

Tris, “Merck” (Almanya) Kat no: 8387

Kalsiyum klordr, “Merck” (Almanya) Kat no: 2389

10. Glisin, “Merck” (Almanya) Kat no: 4201

11.Dekstran Sulfat, “Sigma“ (A.B.D.) Kat no: D-6924

12. Magnezyum klorur, “Merck” (Almanya) Kat no: 5832

13. Sodyum dihidrojen fosfat, “Merck” (Almanya) Kat no: 6345
14. Bakir (ll) sulfat, “Merck” (Almanya) Kat no: 2787

© 0 N o g~ W DR
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15. Hidroklorik asit, “Merck” (Almanya) Kat no:1.00314

16. Metafosforik asit, “Sigma“ (A.B.D.) Kat no: 6250

17. Sdlfarik Asit (% 95-98), “Merck” (Almanya) Kat no: 713

18. Askorbik asit, “Sigma” (A.B.D.) Kat no: S A5960

19. 2,4,Dinitrofenilhidrazin, “Riedel-De-Haen"“ (Almanya) Kat no: 33145
20. Tiyoure, “Carlo Erba“ Kat.no : 33145

21. EDTA (Titripleks Il1), “Merck” (Almanya) Kat no:8421

[1.2. YOontemler

11.2.1. Kan Sayimi ve Biyokimyasal Parametreleri n Olgumii

Ahnan kan numuneleri hematolojik ve biyokimyasal parametrelerin
belirlenmesi icin Uludag Universitesi Tibbi Tabhliller Egitim ve Arastirma
Merkez Laboratuvar’'nda otomatik kan sayim cihazinda (Abbott CELL-DYN
3700, A.B.D.) caligildi. Biyokimyasal parametrelerin (Ure, total protein,
albumin, glukoz, kreatinin) belirlenmesi icinde Abbott marka kitler kullanilarak

otoanalizérde (Aeroset, A.B.D) dlciim yapildi.

11.2.2. Lipit Profilinin  incelenmesi

Total-K, TG Abbott, HDL-K Sentinel Diagnostics marka kitler kullanilarak
enzimatik olarak otoanalizérde (Architect ci8200, A.B.D.) 6l¢lldi. VLDL-K,
LDL-K duzeyleri Friedewald denklemi ile hesaplandi. Apo Al ve apo B
duzeyleri Dade Behring-BNProSpec (Almanya) cihazinda
immdunoturbidimetrik yontemle ol¢uldu.

Friedewald denklemi:
LDL-K = Total-K - (HDL-K + VLDL-K)
VLDL-K=TG/5
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11.2.3. Apolipoprotein B- iceren Lipoproteinlerin Oksidasyonunun ve
Oksidasyona Duyarlili  ginin Olguimi (Bazal-MDA, A-MDA)

Apo B - iceren lipoproteinlerin oksidasyonunun ve oksidasyona

duyarlihginin 6lcimi Zhang ve ark. (116) tanimladigi1 yénteme gore yapildi.

Yontem: Cokturme yontemiyle ayrilan apo B - igceren lipoproteinlerin
kolesterol konsantrasyonu 200 pg/mL’ ye ayarlandiktan sonra 3 saat
suresince bakir silfat ile inkiibe edilerek olusan MDA miktarinin 6lgilmesi
prensibine dayanir.

Aviraclar:

1. EDTA (Titriplex) %21'lik

2. Coktartcl: 20 gr/L Dextran silfat + 20 mol/L MgCl, (1:1)
*pH’1 0.1 mol HCL ile 7'ye ayarlandi.

3. %0.9'luk Tuzlu fosfat tamponu (PBS): 0.15 mol/L NaCl+ 10 mmol/L
NaH2PO4

*pH’1 0.1 mol NaOH ile 7'ye ayarlandi.
4. %410k PBS: 0.68 mol/L NaCl+10 mmol/L NaH,PO,4
«pH’1 0.1 mol NaOH ile 7'ye ayarlandi.

5. Tiyobarbittrik asid (TBA): 26 mmol/L 2-TBA + 920 mmol/L triklorasetik
asit (TCA)

*1000 ml'ye 0.25 M HCL ile tamamlandi.
6. n- Butanol

7. CuS0O,45H,0 0.5 mmol/L
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Deneyin vapllisi:

EDTA iceren tuplere alinan kan 6rnekleri 1500 x g’de 10 dk santriflj
edilerek plazmasi ayrildi. 1 mL plazma 1 mL distile su ile sulandirildi, Gzerine
0.2 mL c¢okturiict eklendi ve 1 dakika karigtirildi. 10 dk beklendikten sonra
1500 x g’de 10 dk santrifiij edildi. Stipernatan atildiktan sonra pellet, EDTA’
y1 uzaklastirmak amaciyla 2 mL % 0.9’ luk PBS ile ¢6zuldd. 0.1 mL ¢oktartci
eklenip karngtirildiktan sonra tekrar 1500 x g'de 10 dk santriftj edildi.
Supernatan atilip pellet % 4’'luk PBS ile ¢ozuldu. Elde edilen apo B-igeren
lipoprotein sidspansiyonunun kolesterol miktari enzimatik kit (Linear
chemicals) kullanilarak spektrofotometrik ydntemle olcildid. Kolesterol
konsantrasyonu 200 pg/mL olacak sekilde % 4’luk PBS ile sulandirildi.
Ardindan her numune icin iki tip hazirlandi. Her iki tipe 0.5 er mL
hazirlanan ¢ozeltiden konuldu. Tuplerden birinin Gzerine 50 pL 0.5 mmol/L
bakir sulfat eklendikten sonra 37° C' de 3 saat inkibasyona birakildi.
inkiibasyon bitimi reaksiyonun durdurulmasi amaciyla su banyosundan
cikartilan tip buz iginde 4°C’ ye sogutuldu ve uzerine 25 pL %1'lik EDTA
eklendi. Bu sirada hazirlanan diger tipe de 50 pL 0.5 mmol/L bakir silfat ve
25 pL %2Y'lik EDTA ayni anda eklendi. Takiben tuplerdeki MDA igerigini
saptamak icin her iki tipe de 2 mL TBA ayiraci koyulduktan sonra 15 dk 100
°C’ de inkluibe edildi. Tupler buzlu suda sogutulduktan sonra 2.5 mL n-butanol
eklenip karistirildi ve 1500 x g’de 15 dk santrifilj edildi. Pembe organik fazin
absorbansi 532 nm’de okundu.

Hesap:
MDA’ nin molar absorbtivite katsayisi (1.56 x 10°> M™* cm™) kullanilarak

MDA konsantrasyonlari elde edildi ve sonucglar mg kolesterol basina nmol
MDA olarak ifade edildi (nmol MDA/ mg kolesterol).
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11.2.4. Serum PON1 Aktivitesinin Olgiimi

PON1 aktivitesi 6lgimi Eckerson ve ark. (117) tanimladigr yonteme gore

yapildi.

Yontem: Serumdaki PON enzimi tarafindan paraoksonun hidrolizi sonucu
aciga cikan p-nitrofenolin spektrofotometrik olarak belirlenmesi prensibine

dayanir.

Avyiraclar:
1. 0.1 M Gilisin (7.50 g/L)

2. 0.1 N NaOH (4 g/L)
3. 100 mM CaCl, (11.04 g/L)

4. 0.5 M Paraokson (Dietil p-nitrofenil fosfat)

Deneyin vapilisi:

PON1 aktivitesinin saptanmasi amaciyla pH:10.5’da 0.05 M glisin-sodyum
hidroksit tamponu icinde 1.0 mM CaCl, ve 1.0 mM paraokson iceren 2.5
mllik karisima 15.6 pL serum eklendi. Paraoksona PON’un etki etmesi
sonucu aciga ¢ikan p-nitrofenol miktari, spektrofotometrede 25 °C’'de 412 nm
dalga boyunda kinetik olarak 3 dakika streyle takip edildi. Paraoksonun non-
enzimatik kendiliginden hidroliz orani ayira¢ kort kullanilarak saptandi ve bu

deger dusulerek gercek absorbans degeri elde edildi.

Hesap:

Bir Gnite PON1 aktivitesi 1 dakikada 1 pmol p-nitrofenol olusturan enzim

aktivitesi olarak tanimlandi. Molar absorbtivite katsayisi kullanilarak (18.290
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M™* cm™) 1 dakikada olusan p-nitrofenol konsantrasyonu belirlendi. Serum
PON1 aktivitesi unite/litre (U/L) seklinde ifade edildi.

11.2.5. Serum Arilesteraz Aktivitesinin Olgiimdi

Arilesteraz aktivitesi 6lcimiU Eckerson ve ark.’nin (117) ybntemine gore

yapildi.

Yontem: Serumdaki PONL1 tarafindan fenil asetatin hidrolizi sonucu agiga

cikan fenoliin spektrofotometrik olarak belirlenmesi prensibine dayanir.

Ayiraclar:
1. 0.2 M Tris (24.23 g/L)

2. 0.1 N HCL
3. 100 mM CaCl, (11.10 g/lt)

4. Fenilasetat %99’'luk

Deneyin yapllisi:

Reaksiyon karigimi pH:8.0'de 9.0 mM tris /HCI tamponu iginde 0.9 mM
CaCl, ve 1.0 mM fenilasetat igeriyordu. Reaksiyon 2.5 mL tampon/substrat
ayiracina 1:3 oraninda tamponla sulandiriimig 16.7 pL numune eklenmesiyle
baslatildi. Fenilasetat’in hidrolizi ile agida ¢ikan fenol olusumu 270 nm dalga
boyunda kinetik olarak saptandi. 10. ve 70. saniyede absorbanslar kaydedildi

ve boylece bir dakikada aciga c¢ikan fenol miktari saptandi.
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Hesap:

Bir Unite arilesteraz aktivitesi; 1 dakikada 1 pmol fenol agiga ¢ikaran enzim
aktivitesi olarak tanimlandi. Molar absorbtivite katsayisi kullanilarak (1310 M
! em?) 1 dakikada olusan fenol konsantrasyonu belirlendi ve serum

arilesteraz aktivitesi kU/L olarak ifade edildi.

11.2.6. Plazma C Vitamini Diizeyinin Olgumi

Plazma C vitamini 6lcimi Mc Cormick ve ark. nin (118) tanimladigi

yonteme gore yapildi.

Yéntem: AA’nin Cu*?ile dehidroaskorbik asite okside olmasi ve bu bilesigin
de asidik ortamda 2.4- dinitrofenilhidrazin ile 450 nm de absorbans veren

kirmizi renkli bis-hidrazona déntismesi prensibine dayanir.

Ayiraclar:
1. Metafosforik asit soltisyonu: 6 gr/dL (gunlik hazirlandr)

2. Sdulfurik asit: 4.5 mol/L ve 12 mol/L
3. 2,4 —Dinitrofenilhidrazin ayiraci: 2 gr/dL (4.5 mol/L sulfurik asit icinde)
*Bir gece buzdolabinda bekletilip stizulda.

4. Tiyoure ayiract: 5 gr/dL

5. Bakir sulfat ayiraci: O.6 gr/dL

6. Dinitrofenilhidrazin- tiyolre- bakir sulfat ayiraci (DTCS): 5 mL tiyoure

5 mL bakir silfat ve 100 mL dinitrofenilhidrazin karistirilarak hazirlandi.
AA standartlari (gunlik hazirlandi):

*Ana c¢ozelti: 50 mg/dL, metafosforik asit icinde

*Ara ¢ozelti (5 mg/dL): 10 mL ana ¢6zeltiden alip 100 mL’ ye metafosforik
asit ¢ozeltisi ile tamamlandi

*Calisma c¢ozeltileri: Ara ¢ozeltiden 0.1, 0.4, 0.8, 1.2, 2, 3, 4 mg/dL’ lik

konsantrasyonlarda bir seri calisma ¢ozeltisi hazirlandi.
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Deneyin Yapllisi:

2 mL taze metafosforik asit ile 0.5 mL heparinli plazma karistirilarak 2500 x
g’'de 10 dk santriftj edildi. Berrak supernatandan 1.2 mL alindi (Kor igin: 1.2
mL metafosforik asit kullanildi). Uzerine 0.4 mL DTCS ayiraci eklendi.
Karistirilip 3 saat 37°C’de inkiibe edildi. Su banyosundan cikarildiktan sonra
10 dk buzlu suda bekletildi. Her tlipe karistirarak yavasca 2 mL soguk sulfurik
asit (12 mol/L) ilave edildi. Tuaplerin agzi kapatilarak vortekslendi.
Spektrofometrede 520 nm. de kére karsl okundu. 0.1, 0.4, 0.8, 1.2, 2, 3, 4
mg/dL konsantrasyonlarda AA iceren standartlar da serum ornekleri gibi

calisildi ve standart egri grafigi cizildi.

Hesap:
Numunelerin konsantrasyonu standart egri grafiginden bulundu ve

sonuclar 5 ile carpildi (Plazmanin metafosforik asit ile sulandiriimasindan

kaynaklanan dizeltme faktori). Sonucglar mg/dL olarak verildi.

11.2.7. Istatistiksel Analiz

istatiksel degerlendirme SPSS paket programi ile yapildi. Veriler
aritmetik ortalama * standart sapma (SS) olarak verildi. Verilerin dagilminin
belirlenmesinde “One-Sample Kolmogorov-Smirnov“ testi, gruplar arasi
farklilik olup olmadiginin belirlenmesinde “Multivariate test ve Mauchly’s test"i
kullanildi. Daha sonra da farklilik oldugu belirlenen parametrelerin gruplar
arasi farkinin degerlendiriimesinde normal dagilima uyan parametreler icin
“Paired-Samples T“ testi, normal dagilima uymayanlar icin “Two-related-
samples” Testi (Wilcoxon analizi) uygulandi. Pearson korelasyon analizi ile C
vitamini duizeyleri ile diger parametreler arasindaki iligki incelend..
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BULGULAR

[11.1. Demografik Veriler

Calismaya alinan 29 hastanin 14'a kadin, 15'i erkekti. Yaglari 39 £ 11 yil,
diyaliz alma siireleri 66.0 + 55.0 ay, viicut kitle indeksleri (VKIi) 22.4 + 3.7
kg/m? olarak belirlendi. Hastalarin sekiz aylik takipleri siresince VKIi'lerinde
anlamli bir farkhlik saptanmadi (0. ay: 22.4 + 3.7 kg/m?, 4.ay: 22.4 + 3.8
kg/m?, 8.ay: 22.4 + 3.9 kg/m? (p>0,05 ).

[11.2. Kan Sayimi De gerleri ve Biyokimyasal Testlerin Sonuclari

O., 4. ve 8. ayda dlculen kan sayimi degerleri ve biyokimyasal veriler
Tablo-6’da verilmigtir. Her ¢ donemdeki degerler kiyaslandiginda kan
sayimi verilerinde ve Ure, albimin, glukoz dizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli bir farkliik olmadidi belirlendi (p>0.05). Total protein ve kreatinin
dizeylerinin 0. aydaki degerlerine gore 4. ay ve 8. ayda daha yuksek
oldugu bulundu.
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Tablo-6: Hemodiyaliz hastalarinin (n: 29) 0. , 4. ve 8. ayda dl¢ilen kan

sayimi degerleri ve biyokimyasal testlerin sonuclari

O.ay 4.ay 8.ay

Lokosit (x10 */mm?) 6.85 + 2.16 6.76 + 2.23 7.018 +2.12
Eritrosit (x10 8/mm?3) 3.53+0.47 3.44+0.51 3.36+0.30
Hemoglobin (g/dl) 11.4+35 10.4+1.3 10.3+1.0
Hematokrit (%) 31.61 + 5.86 31.08 + 3.81 31.29 + 3.02
Trombosit (x10 ¥/mm?) 177 + 63 180 + 56 179+ 79
Ure (mg/dL) 151 + 30 150 + 27 159 + 30
Total protein (gr/dL) 6.89 + 0.48 7.10 + 0.41%" 7.04+049%
Albumin (g/dL) 4.20 +0.24 4.24 +0.25 4.31+0.22
Glukoz (mg/dL) 85.7 +21.9 75.8 + 41.6 86.0 + 31.2
Kreatinin (mg/dL) 10.9 +2.24 9.53+2.07°  9.43+2.32%"

a: 0. ay ile kargilagtirma

istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05, **p<0.01

[11.3. Lipit Profili

Serum lipit parametreleri kiyaslandiginda; 0. ay ile 4. ay dlgtimleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark sadece TG (p<0.01) ve VLDL-K (p<0.01)
duzeylerinde saptandi. Her iki parametre de 0. aya kiyasla daha disuk
bulundu. 0. ay ile 8. ayin karsilastirlmasinda ise TG (p<0.05) ve LDL-K
dizeyleri (p<0.01) acisindan istatistiksel olarak anlamh farklihk vardi. TG
dizeyi 8. ayda duserken, LDL-K duzeyi vyikselmekteydi. Bir diger
karsilastirma da 4. ve 8. ay arasinda yapildi. Bu karsilastirma sonucunda
total-K, LDL-K, HDL-K duzeylerinin 8. ayda anlamli artig gosterdigi saptandi.

En fazla artis LDL-K diuzeylerinde gozlendi (Tablo-7).
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Serum apolipoprotein duzeyleri kiyaslandiginda; apo Al duzeylerinin her lc¢
Olcim arasinda anlamli bir farklik gostermedidi, apo B dizeyinin ise 8. ayda

4. aya kiyasla artis gosterdigi saptandi (Tablo-7).

Tablo-7: Hemodiyaliz hastalarinin (n: 29) 0. , 4. ve 8. ayda alinan kan

orneklerinde dlcllen serum lipit ve apolipoprotein dizeyleri (mg/dl)

0.ay 4.ay 8.ay

TG 213 + 117 164 + 75%" 168 + 99
Total-K 160 * 40 152 + 35 165 + 44"
VLDL-K 43+ 23 32 +16% 34+ 20
LDL-K 76 + 28 79 + 24 90 + 31%7™
HDL-K 42 +9 40+ 7 42 + 8"
Apo Al 110 + 21 108 + 18 109 + 18
Apo B 78 £ 23 75+ 23 82 + 27"

a: 0. ay ile kargilagtirma

b: 4. ay ile karsilastiriima

Istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05, *p<0.01, **p<0.001

TG: Trigliserid, K: Kolesterol, VLDL: Cok dusik yogunluklu lipoprotein, LDL:
Duguk yogdunluklu lipoprotein, HDL: Yuksek yogunluklu lipoprotein, Apo:
Apolipoprotein

l.4.  Apolipoprotein B- iceren Lipoproteinlerin Oksidasyonu ve

Oksidasyona Duyarlili g1 ile Serum Paraoksonaz ve Arilesteraz Aktivitesi

Bu parametrelere ait veriler Tablo-8'da gosterilmistir. Yapilan istatistik
dogrultusunda PON1 aktivitesi ile PON1/HDL-K ve PON1/Apo Al oranlarinin
Olcimler arasinda giderek artis gosterdigi saptandi. PON1 dizeylerindeki
artis 6zellikle 8. ayda daha yuksek duzeydeydi. Oranlar arasindaki en blyuk
anlamhlik ise yine 8. ayda PON1/Apo Al oraninda saptandi. A-MDA duzeyleri
0. aya kiyasla 4. ayda anlamli bir degisiklik gostermezken, 8. ayda 6nemli
oranda (p<0.01) azalma gosterdi. Arilesteraz ve Bazal-MDA sonugclari

Olcimler arasinda anlamli bir degisiklik géstermedi.
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Tablo-8: Hemodiyaliz hastalarinin (n: 29) 0. , 4. ve 8. ayda olculen A-

malondialdehit, bazal-malondialdehit dtzeyleri

arilesteraz enzim aktiviteleri

ve Sserum paraoksonaz-

0. ay 4. ay 8. ay
T 161+ 71.6 174 +70.3% 184 + 76.25""
(O/L) 7L +70. + 76.
PON1 /HDL-K 3.93+1.80 4.37 +1.63" 4.50 +1.93""
PONL/Apo Al 1.48 + 0.68 1.63 + 0.64%" 1.73+0.79°"
Arilesteraz
(KU/L) 69.2 + 19.2 74.3+19.1 66.1 +21.8
A'MDA ar*p**
(nmol MDA/ mg K) | °23%17.2 49.0 + 12.3 43.6 + 14.8
Bazal-MDA
(nmol MDA/mg K) | 7-23*1.06 7.45 + 0.84 6.99 + 1.06

a: 0.ay ile karsilastirma

b: 4.ay ile karsilastiriima

istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001

PON: Paraoksonaz, K: Kolesterol, HDL: Yuksek yogunluklu lipoprotein, Apo:
Apolipoprotein, MDA: Malondialdehit , K: Kolesterol

[11.5. Plazma C vitamini Konsantrasyonu

Plazma C vitamini konsantrasyonu 4. ve 8. ayda anlaml dizeyde artis
gosterdi (Sekil-4): 0. ayda 0.25 £+ 0.12, 4. ayda 0.55 = 0.31, 8. ayda 2.21 +
1.23 mg/dl olarak saptandi.
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Gruplarin C vitamini dizeyleri
4 - ol
35 -
3 _
S 25
E 5 @0.ay
£ 15 m4.ay
@) 14 ax O 8.ay
0,5 -
0

Sekil-4: Hemodiyaliz hastalarinin 0., 4. ve 8. aylardaki C vitamini
konsantrasyonu

a:0.ay ile karsilastirma
b:4.ay ile karsilagtirima
Istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p< 0.001

[11.6. Korelasyon incelemeleri

Plazma C vitamini dizeyi ile diger parametrelerin iligkisi Pearson’un
korelasyon analizi ile incelendi ve parametrelerin hicbiriyle arasinda anlamli

bir iligki saptanmadi.
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TARTISMA

KBY’i olan hastalarda o¢zellikle HD tedavisi alanlarda mortalite ve
morbiditenin en sik nedeni KVH'dir (119). Dislipidemi KVH risk faktorlerinden
birisidir ve KBY’de oldukca sik gorulmektedir. Hastalarda siklikla TG artmisg,
total-K normal veya hafif artmistir. VLDL, IDL artmis, LDL iceriginde ise TG/K
orani artmistir. HDL, Ozellikle de HDL2 azalmistir. Lp(a) artmis, apo ClIi
normale oranla 4- 5 kat artarken apo Al ve All azalmistir (120). Bu bulgulari
destekleyen cok sayida calisma mevcuttur (79, 121- 125). Diger yandan
Ramos ve ark. (126) HD planlanan SDBY olan 41 kiside HD’in lipit profili
Uzerine olumsuz etkisi olmadigini bildirmislerdir. Ayni sekilde Schiavon ve
ark.'nin (78) bulgulari bu c¢alismayl desteklemektedir. Onlar da HD
hastalarinda serum total-K, TG, HDL-K, apo Al, apo B duzeylerinin
kontrollere gore anlamli bir farkhlik gostermedidini saptamislardir. Bu
konudaki farkli sonuglara ragmen HD hastalarinda saglikli bireylerle
kargilastinidiginda HDL-K duzeyinde azalma, TG ve apo Al dizeylerinde

artis ortak bulgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Anemisi olan KBY hastalarinda AA’'nin destek tedavisi olarak kullaniimasi
Onerilmektedir ve AAnin lipit profili Gzerine de etkili olma olasiigl s6z
konusudur. Saghkh kisilerde C vitamininin lipoprotein kompozisyonunda
degisiklik yapabilecedi 6ne surulmektedir. Munoz ve ark. (127) 124 saglikli
gonullide C vitamini verilmesi ile lipit profilinde olusabilecek olasi
degisiklikleri degerlendirmislerdir. Grubun yarisina bir ay boyunca 1 veya 2 gr
oral C vitamini vererek lipit duzeylerini incelemigler ve 2 gr C vitamini
kullaniminin apo B duzeylerinde belirgin azalmaya (p=0,019) ve alkol
tuketimi olmayan erkeklerde HDL3-K dizeyinde belirgin artisa neden
oldugunu saptamiglardir. Cerna ve ark. (128) 500 mg C vitamini alimmnin
kolesterol dizeyleri Uzerine olasi etkisini hiperlipidemisi olan 140 kigilik bir
grupta incelemiglerdir. 83 kisiye 500 mg C vitamini verirken 57 kisiyi kontrol
grubu olarak almiglardir. 18 ay boyunca takip ettikleri hastalarin kan
degerlerini 6 ay arayla Olgmigler ve C vitamininin total-K ve LDL-K
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dizeylerini  6nemli dizeyde azaltirken HDL-K dizeyini artirdigini
bulmuslardir. Jacques ile ark. (129) yaslari 20 ila 65 arasinda olan 138
saglkh bireye sekiz ay boyunca gunde 1gr C vitamini vermigler ve bunun
plazma HDL-K, LDL-K, total-K, apo B, TG konsantrasyonu Uzerine énemli
dizeyde etkisinin olmadigini gézlemlemislerdir. Apo Al konsantrasyonunda
anlamh olmayan (p<0.10) ancak C vitamini ile belirgin korelasyon (p<0,05)
gOsteren bir artis saptamislardir. HDL-K dtizeyi ise plasebo alan grup ile C
vitamini alan grup arasinda belirgin farkhlik (p<0,05) gostermigtir. Khajehdeh
(130), HD tedavisi alan hastalarda yaptigi calismada kisa sireli vitamin
desteginin lipit profili Gzerine etkisini incelemis ve 200 mg/gtin C vitaminin 3
aylk uygulamasindan sonra serum TG, total-K, LDL-K, HDL-K dtzeylerini
Olcmasttr. Sonucta C vitamini kullaniminin LDL-K, total-K dizeylerini ve
LDL-K/HDL-K ve total-K/HDL-K oranini belirgin dizeyde azalttigini

gostermistir.

Bizim calismamizda diyaliz seansi sonrasi 100 mg C vitamini inflizyonu
sonucunda TG ve VLDL-K dizeylerinde anlamli disis oldugu saptandi
(p<0,01). 500 mg C vitamini uygulamasi sonrasinda ise TG diizeyi baslangic
degerine gore anlamli derecede (p<0,05) dusuk iken, VLDL-K dizeyindeki
azalmanin anlamh dizeyde olmadigi gozlendi. LDL-K dizeyi 500 mg
uygulama sonrasinda baslangic degerine gére anlamh derecede (p <0,01)
yiksek bulundu. 100 mg ve 500 mg C vitamini sonrasi degerler
kargilastirildiginda total-K, LDL-K, HDL-K ‘Un yuksek doz C vitamini
kullanimindan sonra belirgin arttigr gozlendi. Ancak en yiksek artig LDL-K
dizeyinde saptandi (p<0,001). Yine apo B diuzeyi de 500 mg C vitamini
kullanimi sonrasinda artig gosterdi. Bu bulgularla diger calismalarin bulgulari
uyumlu degildi. Bu durum, kullanilan C vitamini dozuna, siresine ve baska

calismalarda siklikla E vitamini ile birlikte kullanilmig olmasina bagli olabilir.
Oksidatif stres ile iligkili hastaliklarin patogenezinde SOR’nin Uretimi ile

antioksidan aktivite arasindaki denge O©Onemlidir. Antioksidan sistemin
zayifladidi durumlarda SOR hastaliklarin patogenezinde o6nemli bir risk
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faktori olarak karsimiza cikar (131). Farkh bulgular olmasina ragmen
Uremide oksidatif stresin arttigina dair genel bir fikir birligi mevcuttur (132-
135). Kronik HD hastalarinda plazma antioksidan aktivitesinin azaldigi ve
LDL'nin oksidasyona daha duyarli oldugu gd0sterilmigtir (136). HD
hastalarinda artan oksidatif stresin olasi etkilerinden birisi de ateroskleroz
gelisim riskini artirmasidir. Yazici ve ark. (34) yas, cinsiyet ve diyabet gibi
etkenler duzeltildikten sonra bile KBY hastalarinin toplumdan 10 - 20 kat
daha yuksek kardiyovaskuiler mortalite/morbiditeye sahip olmalarinda kronik
inflamasyona bagli myeloperoksidaz kaynakli oksidatif stresin  6nemli
etkenlerden biri olabilecegini one surmuslerdir. Ozsahin ve ark. (137) KBY
hastalarinda ve Ozellikle diyaliz tedavisi alanlarda gozlenen yiuksek KVH riski
ile oksidatif stres arasindaki iliskiyi arastirmak amaciyla; yaslari 16- 64
arasinda degisen toplam 42 HD hastasi (21 kadin, 21 erkek) ve 42 saglikli
bireyde (21kadin, 21 erkek) yaptiklari calismalarinda hastalardan diyaliz
oncesi ve sonrasi elde edilen plazma 06rneklerinde lipid peroksidasyon
urtnlerinden MDA ve plazmadaki antioksidanlardan biri olan tiyol duzeylerini
tayin etmislerdir. Kontrol grubuna gére, HD hastalarinda MDA dederleri daha
yiksek (3.15+0.63 / 4.04+1.19 pmol/L); buna karsilik tiyol seviyeleri daha
diusik (358165 / 214+82 pmol/L) bulunmustur (p<0.05). HD tedavisiyle
hastalarda tiyol degerlerinin arttigr (p<0.05), MDA seviyelerinin ise
degismedigi (p>0.05) belirlenmigtir. Diyaliz tedavisini takiben, MDA
duzeylerinin kontrol grubuna gore hastalarda hala yuksek oldugu (3.15+0.63 /
4.22+2.56 pmol/L) gozlenmistir (p<0.05). Buna Kkarsilik tiyol seviyeleri
bakimindan (358465 / 310107 umol/L), hasta ve kontrol gruplari arasinda
fark olmadigr bulunmustur (p>0.05). Sonucta HD hastalarinda oksidan
antioksidan sistemler arasindaki dengenin bozuldugunu ve lipid
peroksidasyonunda artis ile karakterize oksidatif stres tablosunun meydana
geldigini  bildirmiglerdir. Oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, protein
oksidasyonu gibi mekanizmalarla doku hasarina neden olmaktadir (138).
Lipit peroksidasyonu Ozellikle LDL-oksidasyonu aterosklerozun
baslangicinda ve ilerlemesinde anahtar role sahiptir. LDL gibi diger apo B-
iceren lipoproteinler de (VLDL, Lp(a)) aterojenik lipoproteinler olarak kabul
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edilirler. VLDL ve Lp(a)'nin okside formlari da okside-LDL’ye benzer 6zellikler
tasirlar (139). Chiu ve ark. (140) KVH’larda hem LDL’nin hem de VLDL'nin in
vitro oksidasyona daha duyarli oldugunu saptamislardir. Dirican ve ark.’nin
(141) yaptigr calismada koroner anjiografi yapilarak KVH tanisi konmus
hastalarda (145 erkek, 32 kadin) ve normal olanlarda (30 erkek, 45 kadin)
serum lipit ve lipoprotein duzeyleri ile apo B-iceren lipoproteinlerin
oksidasyona duyarliliklari incelenmistir. Sonugta KVH olan hem kadin, hem
de erkek hastalarda apo B-igeren lipoproteinlerin  oksidasyona
duyarlihklarinin artmis oldugu belirlenmistir. Serdar ve ark.’nin (142) yaptigi
calismanin sonucglari da benzerdir. Onlar da 208 kiside vyaptiklari
calismalarinda anjiografi ile tanisi konan 104 KVH'ligi olan kiside LDL-K, TG,
apo B seviyelerinin ve apo B-igeren lipoproteinlerin bakir ile induklenen
oksidasyona duyarhliginin belirgin arttigini saptamislardir. Ayni zamanda
HDL-K, apo Al, PONZ1/Arilesteraz aktivitesinin, plazma C ve E vitamini

seviyelerinin belirgin azaldigini bulmuslardir.

En o©Onemli antioksidan molekillerden birisi olan C vitamininin HD
hastalarinda destek tedavisi olarak verilmesi oksidatif stresi azaltmada etkili
olabilir (143). Nitekim C vitamini kullaniminin HD hastalarinda eritrosit GSH
diizeyini ve plazma antioksidan kapasitesini  arttirirken,  lipid
peroksidasyonunun azalmasina yol actigi (113) ve bu hastalarda
kardiyovaskuler mortalite ve morbiditeyi azalttigi gézlenmistir (100). HD'de
yiksek doz AA'nin dusuk hizda devamli inflizyonunun (500 mg, 2.1 mg/dk
infizyon hizinda) lipit peroksidasyonunda artisi engelledigi gosterilmistir ve
arastiricilar bu etkisinin C vitamininin E vitaminini yenileyici etkisinden
kaynaklanabilecegini 6ne surmuslerdir (144). KBY olan ve 6zellikle diyaliz
tedavisi alan hastalarda lipoproteinlerin ve hicre membranlarinin lipit
peroksidasyonuna duyarliliklarinin artmis oldugu cesitli calismalarla ortaya
konmustur (18, 30, 134). Dirican ve Tas (145) tipki KBY’ligi gibi
patogenezinde SOR’nin 6nemli oldugu disunulen hastaliklardan biri olan
hipertiroidili hayvanlarda yaptiklari ¢alismada apo B-igeren lipoproteinlerin
oksidasyona duyarhliginda artis oldugunu ve E vitamini ile C vitamini
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kullaniminin lipoproteinleri bakirla olusturulan oksidasyondan korudugunu
gostermislerdir. Guglicci A ve ark. (146) 30 saglikli kisi 30 diyabetik hastada
yaptiklari bir calismada intravendz yolla verilen C vitamininin apo B-iceren
lipoproteinleri oksidasyondan %95'den fazla korudugunu belirlemislerdir.
Yazarlar kullanilan C vitamini konsantrasyonunun oral alimla kolayca
ulasilabilecek dizeyde oldugunu belirtmiglerdir. Ramos ve ark. (126)
yaptiklari calismada HD baslanmasi planlanan SDBY olan 41 hastanin
yarisina bir yil streyle 1gr/gin C vitamini yarisina da plasebo uygulamiglar
ve calismaya basladiklari an ve bir yil sonra hastalarin lipit profilini ve LDL ile
HDL’nin oksidasyona duyarhligini incelemiglerdir. Sonucta C vitamini alan
grup ile almayan grup arasinda belirgin bir fark olmadigini saptamiglardir.
LDL ve HDL oksidasyon drtnleri degerlendirildiginde oksidasyona direng

fazinda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis saptanmistir.

Biz de C vitamininin apo B-iceren lipoproteinlerin oksidasyonuna ve
oksidasyona duyarhligina etkisini inceledigimiz calismamizda bazal MDA
diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulamazken A-MDA duzeylerinin 500 mg
C vitamini kullanimi sonrasi baglangic degerlerine kiyasla belirgin azaldigini
(p<0,01), ancak 100 mg C vitamini kullaniminin herhangi bir etkisi olmadigini
saptadik. Bu da bize 500 mg C vitamini kullaniminin LDL, VLDL, IDL gibi
aterojenik lipoproteinlerin oksidasyona direncini artirdigini dasandirmdastur.

Ozellikle lipoproteinlerdeki lipit peroksitlerinin parcalanmasi ve detoksifiye
edilmesinde gorev alan enzimlerden birisi olan PON1, LDL oksidasyonunu
inhibe ederek ateroskleroza kargi korur (147). Uremik hastalarda PON1
aktivitesinin belirgin sekilde dustugu bildirilmistir (54, 84, 148, 149). Kaya ve
ark. (150) yaptiklari calismalarinda 76 tane kronik HD hastasi ile 66 saglikli
bireyi karsilastirmiglar ve hasta grubunda serum PON1 aktivitesi, HDL ve
apo Al seviyelerinin 6nemli derecede azaldigini Dbelirlemislerdir. Ayni
zamanda PON1/HDL ve PON2/apo Al oranlarini da dusuk bulmuglardir. Bu
da HDL-K ve apo Al dizeylerinden bagimsiz olarak PON1 aktivitesinin

azaldigini gostermistir. Benzer bulgular baska calismalarda (78, 147) da
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saptanmistir. HD hastalarinda PON1 aktivitesinin dismesi sonucu HDL'nin
oksidasyondan korunmasi ve kolesterolin kodpuk hicrelerinden alinip
karacigere tasinmasi bozulabilir. Ayrica LDL oksidasyona kargi
korunamadigindan LDL oksidasyonu artar. Bundan dolayr PON1 aktivitesinin
dustik olmasi uUremik hastalarda ateroskleroz patogenezinde rol oynayan
onemli faktorlerden biri olarak kabul edilebilir. Nitekim KVH'I olan kisilerde ve
KVH riski yuksek olan pek c¢ok tabloda (DM, hiperlipidemi vs) PONL1
aktivitesinin azaldig1 cesitli calismalar (143, 151-153) ile saptanmistir.
Serumdaki PON1 dizeyi ve aktivitesi bireyler arasinda cok degiskenlik
gosterir. Bunun nedeni olarak PON geninde goérulen polimorfizim, beslenme
farklihiklari, sigara kullanimi, akut faz reaktanlarinin artmasi, gebelik, apo Al
metabolizmasina etki eden bozukluklar, lipit digstricu statin ve fibrat grubu
ilaclarin kullaniimasi sayilabilir. Bunun yani sira PON1’in substrati olan ve
oksidatif streste duzeyi artan lipit peroksitlerinin de PON1 aktivitesini
baskiladigi bilinmektedir (153). LDL oksidasyonu esnasinda olugan okside
fosfolipidlerden okside kolesterol esterleri, lizofosfotidilkolinler PON1
enzimindeki serbest silfidril gurubu ile etkilesime girer ve enzimin inaktive
olmasina yol acarlar. LDL oksidasyonu esnasinda PONZX’in inaktive olduguna
dair gorusler cesitli calismalarda (67, 154) desteklenmigtir. PON1
aktivitesindeki oksidatif strese bagl degisikliklerin antioksidan kullanimindan
etkilenebilecegi tahmin edilmektedir. Jarvik ve ark. (155) yaptiklari calismada
C vitamini ve E vitamini varhdinin PON1 aktivitesi icin pozitif prediktor
oldugunu bulmuslardir. Ayni sekilde Calla ve ark. (156) da C vitamininin
oksidatif stres durumunda HDL'deki PON1 aktivitesi Uzerine etkisini
incelemislerdir. HDL'yi hem lipofilik, hem de hidrofilik peroksil radikali ile C
vitamini varliginda (50 ve 100 pmol/L) ve yoklugunda inkibe etmiglerdir. C
vitamini yoklugunda her iki radikal tipinde de lipit oksidasyon Urdnlerinin
birikiminin benzer oldugunu, PON1 aktivitesindeki kayibin ise hidrofilik
radikale maruz kalanlarda daha fazla oldugunu saptamislardir. C vitamini

ilavesinin de enzim aktivitesini korudugunu belirlemiglerdir.
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Biz de calismamizda PONL1 aktivitesinin C vitamini dozu ile giderek arttigini
saptadik. Bu da yapilan diger calismalarin verileri ile uyumluydu. PON1'in
HDL yapisinda yer aldigi ve HDL'ye baglanmada apo Al dnemli oldugundan
aktivitesindeki artisin HDL ve apo Al dizeylerindeki degisikliklere bagl olup
olmadigini anlamak icin PON1 aktivitesini HDL-K ve apo Al dizeylerine
oranlayarak degerlendirdik. Sonucta oranlarin da giderek arttigini gérdik. Bu
da PONL1 aktivitesindeki artisin HDL-K ve apo A-l duzeylerinden bagimsiz
oldugunu gdosterdi. Arilesteraz aktivitesinde ise herhangi bir degisiklik
saptanmadi. Arilesteraz aktivitesinin enzimin kitlesini yansittigr genel olarak
kabul gorduiginden (157) C vitamininin PONZX'in aktivitesi Uzerine etkili

olabilecedi, yapimina her hangi bir etkisinin olmadig! diusunulda.

Batin bu sonuclara ragmen plazma C vitamini konsantrasyonu ile higbir
parametre arasinda korelasyon bulunmamasi bu calismada Uzerinde
tartisiimasi gerekli bir noktadir. Biz bunu C vitaminin tim bu etkileri
gerceklestirirken PON1 aktivitesi Uzerine dogrudan etkili olmadigini, E
vitaminini yenileyici etkisi ve lipit peroksidasyon urtnlerini dogrudan azaltici
etkisi vasitasiyla gerceklestirebilecegini dusindik. Ayrica plazma AA
duzeyleri, son C vitamini alimini yansitmaktadir. L6kosit AA konsantrasyonu
ise doku C vitamini depolarinin iyi bir gostergesidir (158). Dolayisiyla
calismaya alinan hastalarin C vitamini depolarinin dizeylerinin farkli olmasi
Olcilen AA degerlerinin esas bu etkilerden sorumlu olabilecek C vitamini

konsantrasyonunu yansitmadigi olasiligini akla getirmektedir.

Sonu¢ olarak biz bu calismada anemi tedavisine destek amaciyla
kullaniimasi 6nerilen C vitamininin 6zellikle 500 mg dozunda, apo B-iceren
lipoproteinlerin oksidasyona direncini ve serum PONL1 aktivitesini arttirdigini
gOzlemledik. Bu nedenle bu sekilde kullanimi sirasinda C vitamininin
antioksidan 0©zellik gosterecedi ve HD hastalarinda KVH gelismesini

onlemede dnemli destek saglayacagi goérusine varildi.
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TESEKKURLER

Bu tez calismasi Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi'nin destegi ile gergeklestiriimigtir (Proje No: 2004-12/12).

Calismalarim boyunca yardim ve destegini esirgemeyen uzmanlk
tezi danismanim Dog¢. Dr. Emre Sarandétl'e, Biyokimya Anabilim Dall
Baskanimiz Prof. Dr. Melahat Dirican’a, uzmanlik egitimim boyunca
benimle bilgilerini paylasan diger butin hocalarima, beraber gorev
yaptigim dostluklarini, arkadasliklarini hichir seye degismeyecegdim sevgili
is arkadasglarima ve tezimi hazirlamamdaki destekleri icin Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr.
Alpaslan Ersoy ile sevgili arkadasim Uzm. Dr. Emel $enol'a tesekkir

etmegi bir borg bilirim.
Ayrica Uludag Universitesi Tibbi Tabhliller, Egitim ve Arastirma
Merkez Laboratuvari teknisyenlerine ve elemanlarina sicak tavirlari,

yardimlari ve dostluklari icin tesekklr, eder sevgilerimi sunarim.

Beni bu glnlere getiren aileme, higcbir zaman sevgi, given ve

destegini esirgemeyen sevgili esime de tesekkir etmeyi bir borg bilirim.

Son olarak bu caligmaya katilmayi kabul eden tum kisilere tesekkir

ederim.
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Biyokimya Anabilim Dal'inda uzmanlik egitimime bagladim.
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