HEMODIYALIZ HASTALARINDA PROTEIN
OKSIDASYON URUNLERI"

(Hemodialysis and Protein Oxidation Products)

Alev Kural®, Cihan Coskun®, Yasemin Déventas®, Hatice Seval®, Filiz Basinoglu*,
Berrin Bercik Inal**, Macit Koldas***

Ozet

Amac: Bu caligmada kronik hemodiyaliz programinda olan hastalarda protein oksidasyon {irlinlerinin
diyaliz Oncesi ve diyaliz sonrasi degisimleri ve bu degerlerin kontrol grubuna goére farkli olup
olmadiklarini aragtirmay1 amacladik.

Materyal ve Metod: En az 12 aydir kronik hemodiyaliz programinda bulunan 67 (37erkek, 30 kadin)
goniillii hasta ¢aligmaya alindi. Hastalarin kullandiklar1 diyalizerlere ait bilgi dosyalarindan elde edildi.
Hastalarin tiimii haftada ii¢ kez 4 saat bikarbonatli hemodiyaliz tedavisi gormekteydiler. Hemen hafta
ortasi diyaliz seans1 oncesinde ve diyaliz bittikten yaklasik 30 dakika sonra almip -20 °C'de saklanan kan
orneklerinde Ileri Oksidasyon Protein Uriinii ("Advanced Oxidation Protein Product" AOPP) ve lleri
Glikozillenmis Son Uriin ("Advanced Glycation End Product" AGE) diizeyleri tayin edildi. Kontrol grubu
39 (14 erkek, 25 kadm) saglikli goniillii bireyden olusturuldu. AOPP spektrofotometrik, AGE ise
spektrofluorometrik yontemle calisildi. Konsantrasyon diizeyleri arasindaki iliski SPSS 12.0 paket
istatistik programinda nonparametrik Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi, P<0.05 anlamli kabul
edildi.

Sonu¢: AOPP/Albumin ve AGE/Total Protein oranlari kontrol grubunda sirasiyla 7.53+1.67 puM/g
Albumin ve 3.73+£1.85 AU/g Total Protein olarak bulundu. Her iki parametre de, kontrol grubunda hasta
grubunun diyaliz Oncesi ve sonrasi ortalama degerlerine gore anlamli diisiik bulundu (P<0.001). AOPP
diizeyleri diyaliz sonrasinda (13.76+3.66 uM/g Alb.) 6ncesine (11.95£3.19 uM/g Alb) oranla anlamli
olarak yiiksek (P<0.001), AGE diizeyleri ise diyaliz sonrasinda (10.484+4.54 AU/g Total Protein), diyaliz
oncesine (12.79+4.74 AU/g Total Protein) gore anlaml olarak diisiik bulundu (P<0.001). Sonug olarak,
oksidatif stres parametrelerinin kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda yiiksek bulunmasi, bu hastalarin
antioksidan tedavi ile desteklenmesinin yerinde olacagini diigiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Hemodiyaliz, AOPP, AGE

Summary

Aim: We aimed in this study to investigate the alterations in protein oxidation products during pre and
post-dialysis period in chronic hemodialysis patients as well as to compare these differences with the
healthy control group, whether they are different.

Material and method: 67 volunteer patients (37 male, 30 female) in chronic hemodialysis programme for
at least 12 months were included in the present study. Information about the dialysers was provided from



the patient's files. All the patients were receiving bicarbonate hemodialysis therapy four hours twice a
week. Advanced Oxidation Protein Products (AOPP) and Advanced Glycosylated End Product (AGE)
levels were measured in blood samples collected before and 30 minutes after dialysis in mid-week and
preserved at -20 °C. Control group comprised of 39 (14 male, 25 female) healthy volunteers. Two blood
samples, one before and one after dialysis in the patient group and one blood sample from the control
group was collected. AOPP was measured through spectrophotometric method;, AGE was measured
through spectrofluorometric method. The relationship between concentration differences was detected by
using Mann Whitney U test and the values were presented as + SD. SPSS 12.0 was used for statistical
analysis and a P value smaller than 0.05 was accepted as being significant.

Conclusion: AOPP/Alb and AGE/total protein values of the control group were found as 7.53 + 1.67
uM/g Albumin and 3.73 + 1.85 AU/g Total Protein, respectively. A significant decrease was observed in
both parameters in the control group compared with pre- and post-dialysis values of the patients
(p<0.0001). We determined a significant increase in post-dialysis value of AOPP (13.76 = 3.66 uM/g
Albumin) compared to the pre-dialysis (11.95 + 3.1 uM/g Albumin) (p<0.001). However, we found a
significant decrease in the post-dialysis value of AGE (10.48 = 4.54 AU/g Total Protein) when compared
to the pre-dialysis value (12.79 + 4.74 AU/g Total Protein) (p<0.001). As a result; to add antioxidants to
the treatment of patients with chronic renal failure may be considered wise, because of their high results
of oxidative stress parameters.
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GIRIS

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), giderek azalan glomeruler filtrasyon orani (GFO) ile yansitildig: gibi,
nefron kaybina bagli olarak bobrek fonksiyonlariin yillar icerisinde ilerleyici ve geri doniisiimsiiz olarak
kaybedilmesidir (. Farkli temellere dayanan ve son donem bobrek yetmezligi ile sonuglanan ¢ok sayida
bobrek hastaliginin varligi; KBY etyolojisini agiklamak {izere, birbirinden farkli bir¢ok mekanizmanin 6ne
stiriilmesine neden olmakta, glomeriiler hiicreler, nétrofil, monosit/makrofajlar, trombositler, kompleman ve
koagiilasyon sistemi, sitokinler ve biiylime faktorleri, trombosit aktive edici faktor (PAF) gibi biyoaktif
lipidler, anjiotensin II, endotelin, nitrik oksit (NO) ve serbest oksijen radikalleri (SOR) gibi bir¢ok
mediatoriin, renal hasar olusumunda rol oynayabilecegi diistiniilmektedir. Renal hiicrelerin enerji iiretimini
ve transport fonksiyonlarini bozabilen SOR; morfolojik lezyonlarin olusumundan ve proteinlere karsi



glomeriiler gegirgenligin artmasindan da sorumlu tutulmaktadir (23), Hastaliklarin patogenezinde ve/veya
ilerlemesinde oksidatif stresin roliinii aragtirmak i¢in, uygun belirteglerin kullanilmasi1 gerekmektedir. SOR
kaynakl1 oksidatif hasarin tayini i¢in en ¢ok protein, lipid ve niikleik asit gibi biyomolekiillerin oksidatif
iiriinlerine yonelik testler kullanilmaktadir 9. Oksidatif stresi belirlemede, lipid oksidasyonunu yansitan
Olctimler de yapilabilmesine karsin daha stabil ve uzun Omiirlii protein oksidasyon iiriinlerinin kullanim
giderek yayginlasmaktadir ). Yiiksek derecede okside proteinler olarak, ilk defa Witko-Sarsat ve
arkadaslar1 © tarafindan iiremik hastalarin plazmasinda tanimlanan Ileri Okside Protein Uriinleri (AOPP),
KBY siirecini yansitan, giivenilir bir oksidatif stres belirteci olarak kabul edilmektedir. Uremik hastalarda,
oksidatif stresle karbonil stres arasindaki iliskiyi destekleyecek sekilde, plazma AOPP ile ileri
Glikozillenmis Son Uriinlerin (AGE) diizeyleri arasinda, pozitif iliski bulunmasi, AOPP'nin monosit
aktivasyonu ile de iliskili oldugunu gostermektedir (6:7).

AGE: Glukoz fazlaligi oksidatif stresi artirir, I6kosit endotel etkilesimini kuvvetlendirir ve
lipoproteinler, apolipoproteinler ve pihtilasma faktorleri dahil viicuttaki her proteinin glikozillenmesine yol
acar. Zamanla, karmasik dehidrasyon ve oksidasyon reaksiyonlarindan sonra ileri glikozillenme iiriinleri
olusur. AGE, kollajenin ve 6zellikle damar duvarinda bulunan ekstraselliiler matriks proteinlerinin ¢apraz
baglanmasini indiikleyerek LDL partikiillerinin birikimine yol agabilir. Daha da &tesi "AGE-modifiye LDL"
okside olmasina yol agacak kadar uzun bir yar1 6mre sahiptir. AGE endotel hiicre fonksiyonunu bozarak
aterotrombozu da artirir ®),

AOPP ve Protein oksidasyonu: Reaktif oksijen triinleri (ROS), direkt olarak proteinler iizerine etki
ederek okside olmus aminoasitlerin olusumuna yol actiklar1 gibi, indirekt yolla karbonhidrat ve lipidlerin
otooksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan reaktif karbonil bilesiklerinin (RCO) etkisi ile de ileri glikozillenmis
son iirliinlerine (AGE) ve ileri lipoksidasyon son iirlinlerine (ALE) doniisiirler. ROS, tirozin aminoasidini
direkt olarak okside ederek ditirozin yapisini olusturup protein yapida agregasyona ve fragmantasyona yol
acarlar. Bu karsilikli baglar ile olusan iiriine "ileri Oksidasyon Protein Uriinleri" (AOPP) ad1 verilir ©).
Kimyasal yapist halen aragtirllmakta olan AOPP'nin kendi klirensini de Onleyebilen yiiksek molekiil
agirligma sahip oldugu, disilfid koprileri ve/veya tirozin ¢apraz baglanmalarini iceren alblimin
agregatlarindan olustugu ve saf albiiminden farkli oldugu kromotografik ve elektroforetik tekniklerle
gosterilmistir. Bu nedenle oksidatif modifikasyona ugrayan albumin'in son ¢apraz baglanma iiriinleri AOPP
olarak tanimlanmistir (19, AOPP'nin, invitro sartlarda H,O,'den ¢ok HOCl'ye maruz kalan saf/plazma
albiimin 6rneklerinde olustugu belirlendiginden, in vivo olarak aktif nétrofillerce iiretilen HOCI'nin AOPP
olusturabilecegi diisiiniilmektedir (!, Bu ¢aligmada iiremik hastalarda oksidatif stres belirteglerinin kontrol
grubuna gore farki ile hemodiyaliz Oncesi ve sonrasindaki konsantrasyon degiskenliginin incelenmesi
amaglanmustir.

MATERYAL ve METOD

Calisma grubu : En az 12 aydir kronik hemodiyaliz programinda bulunan 67 (37 erkek, 30 kadin)
goniilli hasta galigmaya alindi. Hastalarin kullandiklar diyalizerlere ait bilgi dosyalarindan elde edildi.
Hastalarin tiimii haftada i¢ kez 4 saat bikarbonatli hemodiyaliz tedavisi gérmekteydiler. Hemen hafta ortasi
diyaliz seans1 Oncesinde ve diyaliz bittikten yaklasik 30 dakika sonra alinan kan ornekleri -20 °C'de
saklanarak AOPP ve AGE diizeyleri tayin edildi. Kontrol grubu 39 (14 erkek, 25 kadin) saghkli goniillii
bireyden olusturuldu. Yas ortalamalar1 hasta grubunda 57+12 yil, kontrol grubunda 34.4+7.6 yil olarak
bulundu.

Ornekler: Hasta grubundan diyaliz 6ncesi ve sonrasi olmak iizere iki, kontrol grubundan bir kan &rnegi
alindi. AOPP i¢cin EDTA'lh plazma, AGE icin ise serum oOrnekleri uygun kosullarda ayrilarak analiz
edilinceye kadar -20 °C'de saklandi. AOPP plazma 6rnekleri bu 1sida 6 ay kadar stabildir.

AGE tayini: Hasta ve kontrol grubuna ait serumlar PBS ile (pH 7.4) 1/50 oraninda seyreltildi. Biorad
marka spektroflorometrede maksimum eksitasyon 350 nm, maksimum emisyon 440 nm dalga boylarindaki
floresans yogunlugu "Arbitrary Unit" (AU) olarak kaydedildi. AU/g protein oranlar1 bulundu (12),

AOPP tayini: Reaktif olarak Chloramine-T (n-chloro-p-toluene sulfonamide sodyum tuzu) stok ¢ozeltisi
(10 mmol/L), 1.16 mol/L potasyum iyodiir (KI), glasial asetik (%100 v/v) ve PBS (20 mmmol/L) kullanildi.



Chloramine-T stok ¢dzeltisi PBS ile 100 kat seyreltilerek 100 umol/L konsantrasyonda ana standart ¢ozeltisi
hazirlandi. Kalibrasyon egrisi i¢in bu ¢ozeltiden PBS (20 mmol/L, pH 7.0) ile seyreltilerek 12.5, 25, 50, 75,
100 umol/L konsantrasyonlarda Chloramine-T standartlar1 hazirlandi. Chloramine-T stok ¢6zeltisinin (10
mmol/L) stabilitesi 5°C de 3-4 ay iken seyreltilmis ¢dzeltinin (100 umol/L) stabilitesi 5°C'de 3-4 giindiir.
Calisma Oncesinde oda 1sisina getirilen drnekler daha dnceden Olympus AU 2700 cihazina uyarlanmig olan
programda calisildi. Bunun i¢in, 40 pL plazma iizerine 160 uL. PBS reaktifi eklenip karigtirilir 25 sn inkiibe
edilir. Karisimin absorbanst 340 nm'de okutulur. Sonra 20 pL asetik asit eklenip, 25 sn inkiibe edilir. Son
olarak 10 uL KI ¢bzeltisi eklenir ve tekrar 25 sn inkiibe edilip absorbans yeniden okutulur. Olgiilen AOPP
konsantrasyonlar1 Chloramine-T initesi ile pmol/L olarak belirlenip, albumine gore diizeltilmis degerleri
hesaplanir (umol/L/g albumin). Tiim basamaklar 37°C'de tek kiivette gerceklestirilir. Zaman araliklari, her
basamak i¢in, kullanilan analizoriin program karakteristiklerine gore 25 sn veya daha uzun olacak sekilde
ayarlanabilir (13), statistiksel analizler SPSS 12.0 paket istatistik programinda nonparametrik Mann-Whitney
U testi ile yapildi. P<0.05 anlaml1 kabul edildi.

BULGULAR

Diyaliz oncesi ve diyaliz sonrasi degerler arasinda hem AOPP (P<0.001) hem de AGE (P<0.001)
konsantrasyonlarinin ortalamalar1 arasinda anlamli fark bulundu. Kontrol grubu ortalamasi ile hem diyaliz
oncesi hem de diyaliz sonras1 degerlerinin ortalamalar1 arasinda anlamli fark vardi (P<0.005). Tablo 1'de
olgularin dagilimi, Tablo 2 ve Sekil 1'de tiim verilerin dagilimi toplanmustir.

Tablo 1. Olgularmn dagidm:

Hemodializ Kontrol
Hastalari Grubu
Vaka Sayisi 67 39
Yas (Yil) 57+12 34.4+7.6
Kadin/Erkek 30/37 2514
Sigara (+) 22 9

Tablo 2. Calismada elde edilen bulgularin dagilim:

AOPP/Alb AGE/T.Protein
(umol/g Albumin) | (AU/g T. Protein)

Hemodiyaliz &ncesi 11.95£3.19 12.7924.74

Hemodiyaliz Sonrasi 13.76+3.66 10.48x£4 .54

Kontrol Grubu 7.53+1.67 3.73£1.85




Sekil 1. Bulgularin grafik gosterimi (Ortalama + SD

AQPP / Albumin AGE /T. Protein
20 20
18 - 18-
16 - 16
14 T 14+
12 - 12
10 10+
8 8-
6- 6-
4 4-
2- 2.
0 0

[0 Once [1Sonra [ Kontrol

TARTISMA

Replasman tedavisi alan/almayan tiim kronik bobrek yetmezligi olan hastalar artmis bir oksidatif stresle
karst karsiyadir. Ancak oksidatif stresin neden hemodiyaliz hastalarinda daha belirgin oldugu halen
tartisilmakta ve hatta diyaliz ortami, oksidatif stres icin bir model kabul edilmektedir. Uremik toksinlerin
yant sira, diyalizin dolasimdaki nétrofil ve monositleri SOR olusturmak iizere tetikledigi, vitamin kaybiyla
antioksidan giiciiniin zayifladigt ve bdylece diyaliz hastalarinda oksidatif stresin olusabilecegi
varsayilmaktadir (14.15),

Hemodiyalizde, kan-membran etkilesimi nedeniyle, immun hiicrelerin tekrarlayan aktivasyonu,
prooksidan durumun daha da kotiilesmesine neden olmaktadir. Her seansta artan oksidatif stres; hem
karbonil stresi artiran baglica faktorlerden biri, hem de hastalardaki yiiksek morbitide/mortalite oraninin ve
kronik komplikasyonlarin sorumlusu olarak diisiiniilmektedir (16). Diger bir goriis ise, oksidatif stresle iliskili
en 6nemli faktoriin, hemodiyaliz isleminden ¢ok, inflamasyonun derecesi ve tedavinin siiresi oldugunu 6ne
siirmektedir (7). Literatiirde, hemodiyaliz 6ncesi yiiksek olan AOPP diizeylerinin, hemodiyaliz sonrasi
yiikseldigi © ya da degismedigi (!® bildirilmektedir. Witko-Sarsat ve arkadaslar1 (©), membran tipinden
etkilenmeyen AOPP'nin degismemesini, diyaliz sonunda normale yakin bulduklar1 nétrofil oksijen radikal
iretimine baglamislardir. Biz de yaptigimiz calismada KBY hasta grubunun AOPP diizeylerini kontrol
grubuna gore anlamli yiiksek ve yine diyaliz sonrast AOPP diizeylerini anlaml yiiksek bulduk (P<0.001).
AOPP'nin mononiikleer fagositleri aktive ederek, ndtrofiller ve monositler arasinda sitokin benzeri
proinflamatuar medyatér gibi davrandiklari da one siiriilmekte ve AOPP ve AGEmin hem olusum
mekanizmast hem de yapisal agidan benzerlik goéstermeleri nedeniyle, biyolojik aktivitelerinin de
birbirleriyle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (:1415), Uremide artan oksidatif stres ile AGE olusumuna
neden olan glioksal, metilglioksal, dehidroaskorbat, pentozidin gibi bilesiklerin arttig1 gézlenmistir. AGE'nin
iremide artisini agiklayan mekanizmalardan biri klirensteki azalmaya bagl olarak viicutta birikebilecegi,
digeri ise artan oksidatif stres nedeniyle lipid ve karbonhidratlardan reaktif oksijen iirlinlerinin olusumunun
artmasidir (19-20), Wagner ve arkadaslarinin yaptig1 yayinda, AGE diizeylerinin renal fonksiyonla ve dzellikle
kreatinin seviyeleriyle korelasyon gosterdigini bildirmislerdir 1),

Bizim g¢alismamizda, diyaliz sonrast AGE seviyesindeki diismenin diyaliz sonrasit azalmig kreatinin
sebebiyle olabilecegini bu literatiire dayanarak sdyleyebiliriz. Ve yine literatiire benzer sekilde hemodiyaliz



oncesi ve sonrast degerlerle kontrol grubu arasinda AGE diizeyleri yoniinden anlamli fark bulundu
(P<0.001).

SONUC

Oksidatif stres gostergelerinden AOPP ve AGE'nin kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda anlamli
yiiksek bulunmasi, artmis kardiovaskiiler mortalite/morbidite ile de iliskili oksidatif stresin énlenmesi igin,
basta hemodiyaliz olmak iizere tiim son donem bdbrek yetmezlikli hastalarin antioksidanlarla desteklenmesi,
ek bir tedavi olarak diisliniilebilir.
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