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OzZET

Bu ¢alismada, hemodiyaliz tedavisi goren hastalarda oksidatif
_ tive stress. In this study, we tried to investigate the relationship bet-

stres ile sitokin seviyeleri arasindaki iliskinin aragtinlmasi planlan-
mistir. Yaslar 21-70 (47+14) arasinda degisen 18 HD hastasi ve 12
sadlikh kisi gaigmaya alindi. Hastalar ve kontrol gruplanndan elde
edilen plazma drneklerinde lipid peroksidasyonunun bir gostergesi
olarak malondialdehid (MDA) seviyesi, protein oksidasyonunun bir
gostergesi olarak protein karbonil (PK) igerigi, plazma antioksidan
kapasitesinin bir gostergesi olarak da total stilfidril gruplari (SH) ve
interlokin (IL)-2, IL-8, IL-10, TNF-u seviyeleri dl¢tlda.

Hemodiyaliz hastalarinda plazma MDA ve PK konsantrasyonla-
. vel of MDA and PC increased when compared to the controls

n kontrol grubu ile kiyaslandiginda daha yliksek bulunurken
(p<0.001, p<0.05}, SH gruplarinin seviyesi diisiik bulundu (p<0.01).
Plazma IL-2, IL-8 ve TNF-u seviyeleri yiksek bulunmasina karsin
(sirastyla p<0.05; p<0.05, p<0.001), IL-10 seviyeleri diisik bulundu
(p<0.05). Sitokin seviyeleri ve oksidatif stres belirtegleri arasinda is-
tatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmamigtir. Hemodiyaliz
tedavisi goren kronik bobrek yetmezlikli hastalarda oksidatif hasar
ve sitokin diizeyleri artarken, aralarinda bir iliskiye rastlanmamigtir.

Anahtar sozciikler: hemodiyaliz, oksidatif stres, reaktif oksijen
urtinleri, sitokinler

ABSTRACT

Hemodialysis (HD) treatment is almost associated with oxida-

ween oxidative stress and cytokine levels in patients undergoing

- hemodialysis treatment. Eighteen HD patients aged 21-70 years
. (47+14) and 12 healthy subjects were included in this study. We

measured plasma levels of malondialdehyde (MDA) as a marker of

- lipid peroxidation, protein carbonyl (PC) content as a marker of
. protein oxidation, protein sulfhydryl groups (SH) as an important
i chain-break antioxidant and interleukin (IL)-2, IL-8, IL-10 and tumor

necrosis factor-o (TNF-u) in dialysis patients and controls. The le-

(p<0.001, p<0.05); however, the levels of SH groups were lower in
HD patients (p<0.01). Plasma IL-2, IL-8 and TNF-o. levels were found
to be higher than controls (p<0.05; p<0.05, p<0.001, respectively);
however, interleukin-10 levels were lower (p<0.05). There is no sig-
nificant correlation between cytokines and oxidative stress mar-
kers. We conclude that HD treatment is associated with increased

. oxidative damage and cytokine levels but there is no correlation
. between them.
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Giris

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) bobregin temel
fonksiyonlarinin bozulmasiyla kendini gosteren ve
glomeriiler filtrasyonun azalmasina bagh  gelisen
kronik, ilerleyici bir hastalikur. Son donem bobrek
yetmezligi (SDBY) kronik diyaliz ya da transplantas-
yon ile tedavi gerektiren bobrek fonksiyon kaybidir,

Hemodiyalizin tedavi edici ctkisi yamnda - gesitli
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komplikasyonlart da mevcuttur.

Hemodiyaliz hastalarinda oksidatif hasarin ¢esitli
sebepleri vardir. Bunlar notrofil stimiilasyonunda ar-
tis (1,2), antioksidan sistemde zayiflik (3,4), endotel-
yal disfonksiyon ve artmus protein modifikasyonu
olarak sayilabilir (5,4). Bununla beraber artnus oksi-
datif hasarin sebebi hild tartisilmaktadir. Bazi calis-
malarda SDBY'li hastalarda artnmus oksidatif hasarin
kaynafmn diyaliz tedavisi oldugu iler siilicken
(3-3), baz1 calismalarda da oksidatif hasarin ana se-
bebinin hastahigin kendisine bagh oldugu ileri siiril-
mektedir (6,7).

KBY'de serbest radikal Gretiminin
onemli birgok kaynag vardir. Tedavide kullanilan

artmasinin
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demirin serbest formunun fenton reaksiyonu yolu
ile hidrojen peroksit ile reaksiyona girmesi gliclii bir
oksidan olan hidroksil radikaline dénitismesine yol
acar ki bu da oksidatif hasara yol acmaktadir (8,9).

Hemodiyaliz tedavisi ile tremik toksinler uzak-
lasirken, ayni zamanda antioksidan bir enzim olan
glutatyon peroksidaz icin esansiyel olan selenyum
gibi eser elementler (10), antioksidan vitaminler-
den olan vitamin C ve E diyalizat sivisina gecerek
oksidan hasarin artisina neden olmaktadir (11,12).
Hemodiyaliz tedavisinde oksidatif hasara yol acan
diger bir etken de ileri glikasyon son driinleridir
(IGSU). Normal kan glukoz seviyelerine ragmen
yavas furnovera sahip proteinlerin progressif mo-
difikasyona ugrayarak olusturduklart IGSU seviye-
leri artar (13) ve antioksidan enzim aktivitelerinde
IGSU'ye bagimh posttranslasyonel modifikasyon-
dan dolayt azalma meydana gelir (14). Ayrica diya-
liz membrani da bir oksidan kaynagidir. Hem in-
diiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) mRNA eksp-
resyonunu artirarak hem de iNOS aktivitesini arti-
rarak lenfositlerden NO  saliniminin artisina yol
acar (15). NO ve siiperoksit seviyelerindeki yuk-
seklik de peroksinitrit anyonu gibi toksik triinlerin
artmasina neden olur (16).

HD hastalarina eslik eden hepatit B ve C gibi
kronik inflamatuar hastaliklar (17), diyabet, hiper-
tansiyon, dislipidemi ve sigara kullanimi gibi etken-
ler de oksidatif stresin artisina yol acan diger sebep-
ler arasindadir (18).

Hemodiyaliz esnasinda ortaya ¢ikan serbest ok-
sijen radikallerinin  diger bir kayna@ kullanilan
membran yizeyindeki serbest hidroksil gruplarinin
divalizorden gecen kandaki kompleman sistemini
aktive sonucu cikmaktadir (19).
Kompleman aktivasyonu notrofil stiperoksit olusu-
munu artinrken, kompleman fragmanlann agiga ¢i-

etmesi ortaya

karan membranlarnn kronik kullamimi da granilosit-
lerin fagositoz yetenegini ve lokositlerin stiperoksit
olusturma Ozelliklerini bozmaktadir (20). Diyalizat
swvilart ile aktive olan polimorf niiveli lenfositler
(PMNL), NADPH oksidaz, stiperoksit dismutaz, nit-
rik oksit sentaz, miyeloperoksidaz gibi enzimlerin
aktivasyonunda artisa ve stiperoksit anyonu, hidro-
jen peroksit, nitrik oksit, hipoklorik asit gibi reaktif
ariinlerin ortaya ¢kmasina yol acar (21,22). HD es-
nasinda kanmn diyaliz membrant ile temas etmesi,
aym zamanda inflamatuar cevabr artrarak akut faz
proteinlerinin 1L-1, IL-6, TNF-ot gibi proinflamatuar
sitokinlerin salinmasina yol acar (23-25).

Bu calismada, hemodiyaliz tedavisi ile ortaya ¢1-
kan sitokin seviyelerindeki degisiklikler ile hemodi-
yaliz tedavisinin mortalite ve morbiditesini artiran
komplikasyonlarin etiyopatogenezinde 6nemli roli
olan oksidatif stres arasindaki iliski arastirilmustur.

Gereg ve Yontem

Hemodiyaliz bastalari

Calismaya, yaslari 21-70 arasinda olan (47+14),
son donem bobrek yetmezligi tanust ile haftada (¢
seans bikarbonatli ve polisiilfon membranl hemodi-
yaliz tedavisi géren 18 hasta (9 erkek, 9 kadin) alin-
di. Calisma grubu kronik inflamatuar hastalik, diabe-
tes mellitus ve kronik karaciger hastaligt olmayan ve
sigara icmeyen hemodiyaliz hastalarindan  secildi.
Kontrol grubu olarak, yas ve cinsiyet yoniinden es
olan 12 hastane calisani alindi. Hastalarin venoz kan-
lart sabah a¢ karna diyalize girmeden énce K ;EDTA
iceren tiiplere alindi. Kanlar +4°C'de 10 dakika 5000
rpm'de santrifiij edilerek plazmalan aynldi ve testler
cahisilincaya kadar -20°C'de saklandh.

Biyokimyasal Testler

Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan
plazma malondialdehid (MDA) dizeyi Ohkawa ve
arkadaslarinin MDA'nin asidik ortamda tiobarbitlrik
asit ile reaksiyonu prensibine dayanan spektrofoto-
metrik yontemi kullanilarak olctldi (26). Protein
oksidasyonunun bir gostergesi olan protein karbonil
(PK) icerigi ise dinitrofenilhidrazin ile reaksiyona
girmesi prensibine dayanan Levine ve arkadaslarinin
yontemi ile calisildi (27). Plazmanin en Onemli anti-
oksidanlarindan biri olan total stlfidril (SH) grupla-
r1 ise 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoik asit ile verdikleri
reaksiyon temeline dayanan Koster ve arkadaslan-
nin yontemi kullanarak ol¢tildii (28). Tim kimyasal
maddeler Sigma Chemical CO'dan (St. Louis, ABD)
temin edildi. Spektrofotometrik dl¢timlerde UV-1601
Shimadzu spektrofotometresi kullanildi.

Sitokinler, ELISA yontemi ile Biosource firmasina
ait kitler (Europe SA., Nivelles, Belcika) kullanilarak
Biotek marka yari otomatik okuyucu sisteminde ¢a-
lisild.

Istatistik

Sonuglar, ortalama + standart hata olarak veril-
mistir. Gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar Wil-
coxon rank testi kullanilarak belirlenmistir. Paramet-
reler arasindaki korelasyon Pearson's Correlation
testi ile arastirilmustir.
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Bulgular
- Lipid peroksidasyonunun Onemli bir gostergesi
' olan MDA diizeyi hemodiyaliz hastalarinda (12+1.23
- imol/L) kontrol (4.77+0.15 pmol/L) grubu ile kiyas-
landiginda yiiksck bulunmustur (p<0.001). Protein
oksidasyonunun bir gostergesi olan PK diizeyleri de
hemodiyaliz hastalarinda (70+4.2 pmol/L) kontrol
grubuna (63+2.6 pmol/L) gore diaha yiiksek bulundu
(p<0.05) (Sckil 1).

Plazmanin antioksidan kapasitesinin dnemli bir
kismint yansitan SH diizeyleri hemodiyaliz hastalarn-
da (38519 pmol/L) kontrol  grubuna (47116
pmol/L) gére daha disiik bulundu (p<0.01) (Sekil 2).

Hemodiyaliz hastalarinda 11-2, 1L-8 ve TNF-o
diizeyleri (51.9£1.9 14.0£2.1  pg/mlL;
48.942.9 pg/mL) kontrol grubu ile kiyaslandiginda
(43.7+1.2 U/mL; 7.520.4 21.8341.45
pg/mL) anlamh olarak ytksck bulunurken (sirasty-
la p<0.05, p<0.05, p<0.001), IL-10 dizeyi hemodi-
valiz hastalarinda (1.11£0.025 pg/mL) kontrolden
(1.25340.036 pg/mL) distk bulunmustur (p<0.05)
(Tablo 1.

sitokin diizeyleri ile oksidatif stres belirtecleri

U/ml;

pg/mL;

arasinda istatistiksel olarak anlamh bir korelasyon
bulunmanustir.,

Tartisma

Oksidatif stres, oksidanlar ile antioksidanlar ara-
sindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmast sek-
linde tammlanir (29). Hemodiyaliz hastalarinda bu
dengenin bozulmast sonucu plazma lipid, protein
ve karbonhidrat yapilarn oksidasyonu ile bir dizi
patolojik olay ortaya cikar.

mHD Hastalari = Kontrol
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* p<0.001, kontrol ile kiyaslandiginda
** p<0.05, kontrol ile kiyaslandiginda

Sekil 1. Plazma malondialdehid (MDA) ve protein
karbonil (PK) icerikleri

Tablo I. Plazma sitokin sonuclari
Sitokinler HD hastalarn Kontrol
r TNF-o 489 +29* 21.83 + 1.45
(pg/mL)
IL-2 51.9 + 1.9 ** 43:7 % 1.2
(U/mL)
IL-8 14.0 =27 ** 75+0.4
(pg/mL)
IL-10 T.10 & 0025 ** 1.25 + 0.036
{pg/mL)
*p<0.001, kontrol ile kiyaslandiginda
** p<0.05, kontrol ile kiyaslandiginda
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* p<0.01, kontrol ile kiyaslandiginda

Sekil 2. Plazma sulfidril (SH) gruplan duzeyi
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Lipid peroksidasyonunun bir tirtinti olan MDA
oksidatif stresin bir gostergesi olarak kabul edilmek-
te olup, Maher ve arkadaslan, hemodiyalize basla-
diktan 30 dakika sonra lipid peroksidasyonunun art-
ugini gostermislerdir. Bu artisin da kompleman akti-
vasyonu ve heparin kullanimunima bagh serbest yag
asitlerinin artisina bagh olabilecegini belirtmislerdir
(30). Sanaka ve arkadaslarinin yapug calismada, he-
modiyalize giren SDBY'li hastalanin plazma MDA
diizeyleri hemodiyalize girmeyen gruba gore daha
yiksck bulunmus ve hemodiyalizin SDBY'de oksi-
datif stresi artirdign bildirilmistir (31). Westhuyzen ve
arkadaslart da plazma MDA diizeyindeki artisin da-
ha cok diyaliz islemi ile ilgili oldugunu ileri stirmiis-
lerdir. (32). Biz de, bu calismanuzda, hemodiyaliz
hastalanmin plazma MDA diizeylerini literattir ile
uyumlu olacak sekilde yiiksck bulduk.

Oksidatif stresi yansitan diger bir parametre, pro-
tein oksidasyonunun gostergesi olan protein karbo-
nillerinin plazma diizeyinin artmasidir. Hemodiyaliz
hastalarinda PK iceriginin yiikscldigini gosteren pek
¢cok ¢alisma mevcuttur (33-35). Miyata ve arkadasla-
1, protein karbonil igeriginin hemodiyaliz hastala-
rinda yiiksek bulunmasint hem oksidatif strese bag-
It reaktif karbonil bilesiklerin (RKB) olusumunun
artmasina, hem de RKB'lerin klirensinin azalmasina
baglanustr (36).

Plazma SH gruplan ekstraseltler ortamin 6nemli
antioksidan kapasitesini yansitmaktadir. Calismamiz-
da oldugu gibi, literattirde de hemodiyaliz hastala-
rinda SH gruplannin azaldi@im gosteren ¢calismalar
mevcuttur (33-37). Hemodiyaliz hastalarinda MDA,
PK diizeylerinde anlamli artis olmasi oksidasyon
olaylarinin hemodiyalizle daha da artugim gosterir-
ken, plazmanin en onemli antioksidant olan total
stilfidril gruplarinda azalma olmas: antioksidan ka-
pasitenin de azaldigini distindiirmektedir.

Hemodiyaliz esnasinda kanin, diyaliz membrant’

ile temasi akut inflamatuar cevap olusmasina neden
olur. Mononiikleer hiicreler ve kompleman aktivas-
yonu sitokinleri de iceren cesitli inflamatuar med-
yatorler, reaktif oksijen trtinleri ve NO salinimina yol
acarak hemostatik sistemleri etkiler ve “bioincompa-
tible fenomen” olarak bilinen akut ve kronik etkiler
olusturur (38). Hemodiyaliz tedavisinin kronik infla-
masyona yol acugmi ve bu inflamasyonun diyaliz
membranlannm  proinflamatuar sitokin - olusumuna
neden olarak gerceklestigini ve ayni zamanda infla-
masyon ile sitokin olusumu arasinda bir iliskinin ol-
dugunu gosteren pek cok calisma meveuttur (39-42).

Bu calismada, hemodiyaliz tedavisi ile ortaya ¢ikan
sitokin seviyelerindeki degisiklikleri incelemek ama-
ayla IL-2, IL-8, IL-10 ve TNF-o seviyelerine bakilmis-
ur. IL-2, IL-8 ve TNF-a seviyeleri hemodiyaliz hastala-
rinda artis gosterirken, 1L-10 seviyelerinde diistis goz-
lenmistir. Mege ve arkadaslari, hemodiyalizin sitokin-
ler tizerinde kronik etkileri oldugunu fakat kullanilan
membran tipine gore her bir sitokin Gizerinde farkl et-
kilerinin oldugunu gostermislerdir (43). Roccatello ve
arkadaglari, 69 hastada yaptiklar calismada hemodiya-
liz hastalarinda potent proinflamatuar bir sitokin olan
TNF-a seviyelerini yiiksek bulurken (44), Nakanishi
ve arkadaslar da IL-8 seviyelerini hemodiyaliz hasta-
laninda kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulmus-
lardir (45). Hemodiyaliz tedavisindeki hastalarda 11-10
salinimini bizim calismamizda oldugu gibi baskilanmis
bulan calismalarin yan sira, artisim gosteren calisma-
lar da bulunmaktadir (46-47). Girndt ve arkadaslar,
IL-10 salmmundaki baskilanmanin kronik renal yet-
mezlikli hastalarda sik rastlanan hiicresel immiin yet-
mezlige bagl olabilecegini 6ne strerlerken, tam me-
kanizmasim aciklayamamuslardir (46). Zamauskaite ve
arkadaslart da Th1 tip sitokinlerin (IL-2, INF-y, TNF-o.
vb.) saliniminin arttimnu, Th2 tip sitokinlerin (1L-4, IL-
10 vb.) ise baskilandigini gostermislerdir (48).

Yapilan calismalar sitokinlerin saliniminda reak-
tif oksijen trinlerinin pozitif regiilatuar etkisinin ol-
dugunu gostermistir. ROS bu etkisini, pek cok sito-
kin sentezini regiile eden NF-kB'yi aktive ederek
gostermektedir (49). Bu bilgiden yola ¢ikarak cahs-
mamizda hemodiyaliz hastalarinda sitokin diizeyle-
rinin belirlenmesinin yani sira sitokinler (IL-2, 1L-8,
IL-10 ve TNF-o ile oksidatif stres parametreleri
(MDA, PK ve SH) arasinda iliskiyi gostermeyi de
amacladik. Ancak bu parametreler arasinda istatis-
tiksel bir korelasyon gosterilemedi. Bu da hemodi-
yaliz hastalarinda ortaya ¢ikan reaktit oksijen tiriin-
lerinin tek kaynaginin sitokinlerde oldugu gibi mo-
nontikleer hiicreler olmadigini, baska kaynaklarin
da olabilecegini dustindiirmektedir.

Sonug olarak, hemodiyaliz tedavisi goren son
dénem bobrek yetmezligi olan hastalarda hem sito-
kin diizeyleri hem de oksidatif hasari gosteren para-
metrelerde degisiklikler olmasina ragmen sitokin se-
viyeleri ve oksidatif stres belirtecleri arasinda istatis-
tiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmamustir,
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