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OZET

Niikleer tip tanisal yontemlerinden Tc-99m DMSA sintigrafisi pediatrik yas
grubunda oldukcga sik kullanilan bir goriintiileme yontemidir. Bu yontemde iyonizan etkileri
olan radyofarmasotikler kullanmilmaktadir. Iyonize radyasyonun kullanildigi bazi tetkiklerin
etkileri lizerine yapilan ¢alismalar bulunmakla birlikte, 6zellikle statik bobrek sintigrafisi ile
cocuklarda yapilan goriintiilemelerin bobrek dokusu ve DNA iizerinde yapabilecegi etkiler ile
ilgili ¢aligsmalar bulunmamaktadir. Bu calismada; Tc-99m DMSA  sintigrafisinin renal
oksidatif stres ile mononiikleer 16kosit DNA hasar1 iizerine etkilerinin incelenmesini

amacladik.

Calismada Tc-99m DMSA  sintigrafisi ¢ekilen 27 olgu degerlendirildi. Her hastadan
sintigrafi oncesi bir kez, sintigrafi cekiminden hemen sonra bir kez ve sintigrafi cekiminden 1
hafta sonra bir kez olmak iizere iic defa 3’er ml heparinize vendz kan ornegi alindi. Bu kan
orneklerinden mononiikleer 16kosit DNA hasari, total antioksidan seviye (TAS) ve total
oksidan seviye (TOS) analizleri yapildi. Oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi. Ayrica, her
hastadan sintigrafi cekiminden Once bir kez ve sintigrafi ¢cekiminden sonra 3 giin i¢inde bir
kez daha olmak iizere toplamda iki kez anlik idrar alindi. Bu idrar orneklerinden de TAS/Kr
(TAS/kreatinin), TOS/Kr (TOS/kreatinin) ve NAG/Kr (N-acetyl-glucosaminidase/ kreatinin)
diizeyleri calisildi ve OSI hesaplandh.

Serum o6rneklerinde calisilan TAS, TOS ve OSI degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p>0,05). DMSA c¢ekimi Oncesinde ve sonrasinda alman idrar
orneklerinde calisilan TAS/Kr, TOS/Kr ve NAG/Kr diizeylerinde de anlaml fark saptanmadi
(p>0,05). DMSA c¢ekimi Oncesine gore, cekimden hemen sonra serumda Olciilen DNA
hasarinmn arttigr ancak 1 hafta sonraki kontrolde bu hasarm gerileyerek sintigrafi ¢cekimi

oncesindeki diizeylere indigi saptanda.

Bu calisma bize Tc-99m DMSA sintigrafisinin etkisinin oksidatif hasar olusturmak
icin yetersiz oldugunu ancak iyonize radyasyonun direkt etkisiyle kisa siirede tekrar

onarilabilen bir DNA hasar1 olusturdugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler; DNA hasari, NAG, reaktif oksijen tiirleri, renal tiibiiler hasar, Tc-99m
DMSA
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ABSTRACT

Tc-99m DMSA scintigraphy is a commonly used imaging modality in the pediatric
age group. In this method, the radiopharmaceuticals which has the effects of ionizing are
used. Although studies on the effects of ionizing radiation were perfomed, there are no studies
in the literatiire especially performed in children about the effects of static renal scintigraphy
on the kidney and DNA in pediatric population. In this study; we aimed to investigate the
effects of Tc-99m DMSA scan on renal oxidative stress and mononuclear leukocyte DNA

damage.

Twenty seven patients who performed Tc-99m DMSA scintigraphy were included in
this study. 3 ml heparinized blood samples were taken just before, during and after a week
from the scintigraphy. Mononuclear leukocyte DNA damage, total antioxidant status (TAS)
and total oxidant status (TOS) were measured in these blood samples. Oxidative stress index
(OSI) was calculated. In addition, spot urine samples were taken from each patient before and
within 3 days after performing of the scintigraphy. TAS/Kr (TAS/Kreatinin), TOS/Kr
(TOS/kreatinin), NAG/Kr (N-acetyl-glucosaminidase/ creatinin) levels were measured in

these urine samples. Oxidative stress index (OSI) was calculated.

There was no statistically significant difference in the values of TAS, TOS and OSI
studied in serum samples. Also there are no statistically significant difference in the levels of
TAS/Kr, TOS/Kr , NAG/Kr and OSI studied in urine samples between two groups. The
levels of DNA damage were increased just after performing of the scintigraphy and decreased

a week later.

In conclusion, we demonstrated that the effect of Tc-99m DMSA scintigraphy is
insufficient to create oxidative damage but it causes DNA damage via the direct effect of

ionizing radiation which can be repaired again in a short time.

Key Words; DNA damage, NAG, reactive oxycen species, renal tubular injury, Tc-99m
DMSA
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1. GIRIS

Niikleer tip tanisal yontemleri pediatrik nefroloji ve iiroloji alaninda noninvazif ve
giivenilir olmas1 nedeniyle bazi iiriner sistem hastaliklarmin degerlendirilmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (1-3). Glomeriiler filtrasyon oranmin hesaplanmasinda, iiriner
enfeksiyonlarda olusan skar degerlendirmesinde, pelvikalisiyel sistem ve iireterlerin
dilatasyonlarinin tan1 ve izlenmesinde, renovaskiiler hipertansiyon tamisinda, transplante
bobregin degerlendirilmesinde ve vezikoiireteral reflii (VUR) tanisinda yaygm bir kullamim
alan1 vardir (4-7). Giiniimiizde 6zellikle pediatrik yas grubunda yaygin olarak Tc-99m ile
isaretli radyofarmasotikler kullanilmaktadir. Baslica iiriner sistem sintigrafisinde kullanilan
teknesyum isaretli radyofarmasotik maddeler; Tc-99m DTPA (Teknesyum-99-m-
dietilentriamin pentaasetik asit), Tc-99m DMSA (Teknesyum-99m-dimerkapto siiksinik asit) ,
Tc-99m MAG-3 (Teknesyum-99m-merkaptoasetiltriglisin) ve Tc-99m EC (Teknesyum-99m-

etilen disistein) © dir (8).

N-asetil-beta-D-glukozaminidaz (NAG); renal tiibiiler hasarin belirlenmesinde en sik
kullanilan iiriner enzimlerden bir tanesidir. Bir¢ok dokuda bulunan lizozomal bir enzimdir.
Yiiksek molekiil agirlg1 nedeniyle glomeruler ultrafiltrata gegmez ve proksimal tubiillerden
ekskresyona ugrar. Uriner NAG; akut piyelonefrit, vezikoiireteral reflii, hidronefroz,
nefrotoksik ilac ya da agir metal maruziyeti, nefrolitiazis, proteiniiri, hiperglisemi,

hipertansiyon gibi durumlarda renal tiibiiler hasar tespit etmek i¢in kullanilmaktadir ( 9-16).

Aerobik yasamin kacimilmaz sonucu olarak olusan reaktif oksijen tiirleri (ROT) doku
ve hiicre hasar1 yaninda genetik materyaller lizerinde de olumsuz etkilere yol acabilmektedir.
Oksidatif stres; serbest radikal iiretimi ile antioksidan seviyesi arasimndaki dengenin serbest
radikaller lehine bozulmasini tanimlamaktadir. Bu durum doku ve hiicreler iizerinde zamanla
birikim gosteren molekiiler hasara neden olmaktadir. DNA hasari, karsinogenezde onemli bir
basamak olan mutasyonlara neden olabilmektedir. Oksidatif stresin zarali etkileri cesitli

enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getirilebilir (17).

Radyolojik ve niikleer goriintilleme yontemleriyle ilgili olarak yapilan bazi

caligsmalarda kontrastlh MRI sonrast DNA hasarmin arttigi, abdominal ve torakal BT c¢ekilen



cocuklarda ve 18F-FDG (fluorodeoxyglucose) ile PET/BT cekilen yetiskinlerde DNA zincir
kiriklarinin olustugu gosterilmistir (18-20). Ancak niikleer tip tanisal yontemlerinden statik
bobrek sintigrafisi (DMSA) ile cocuklarda yapilan goriintiilemelerin bobrek dokusu ve DNA
izerinde yapabilecegi etkiler ile ilgili caligmalar bulunmamaktadir. Klinikte sik kullanilan bu
goriintiilemelerin olasi etkilerinin ortaya c¢ikarilmasinin kisa ve uzun vadede cocuk saghgi

acisindan 6nemi oldukca fazladir.

Bu c¢alismada; pediatrik nefroloji ve iiroloji tarafindan sikca kullanilan Tc-99m
DMSA sintigrafisinin renal oksidatif stres ile mononiikleer 16kosit DNA hasar1 iizerine

etkilerinin ve idrar NAG diizeyi 6l¢timleriyle akut tiibiiler hasarin belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Tc-99m DMSA Sintigrafisi

Renal kortikal sintigrafi, kronik pyelonefrit ile iliskili skarlar1 ve akut pyelonefritteki
kortikal defektleri tespit etmek amaciyla kullanilir. Ozellikle cocukluk cagi tekrarlayan iiriner
sistem enfeksiyonlarinda genis bir kullanim alan1 vardir. Kortikal sintigrafinin konvansiyonel
ultrasonografi, doppler ultrasonografi ve intravendz irografiden daha etkin oldugu
kanitlanmigtir. Ayrica daha diisiik radyasyon maruziyetine sahip olmasiyla da, akut
piyelonefrit tespitinde benzer spesifite ve sensitiviteye sahip olan bilgisayarli tomografiden

stiindiir (21-24).

2.1.1. DMSA endikasyonlar:

a) Akut piyelonefritte kortikal aktivite tutulumundaki azalmay1 gostermek ,

b) Agenetik, ektopik, hipoplazik ve atnali bobregin tanisini teyit etmek,

¢) Renal skar arastirilmasi,

d) Her bir bobregin bobrek fonksiyonuna katkisi ve ¢ift sistem bobrekte her bir iist
ve alt tiriner sistemin renal fonksiyonlara katkisinin degerlendirilmesi,

e) Renovaskiiler hipertansiyon siiphesi,

f) Iyotlu kontrast ajanlara kars1 allerji varlig1 (25, 26).

2.1.2 DMSA kontrendikasyonlari:

Herhangi bir kontrendikasyonu bulunmamaktadir (27).



2.1.3. Prosediirler

Hasta hazirlig

DMSA sintigrafisi i¢in nadiren sedasyon gerekmektedir. En zorlu yas grubu 1-3 yas
arasi cocuklar olmasina ragmen bu grubun da %5’ inden daha azinda sedasyon gerekmektedir.
Sedasyon i¢in en giivenli ilag ise intranazal ve rektal midazolamdir.

Istege bagl olarak anestezik kremler kullamilabilir. Diiirezi artirmak igin hidrasyon

saglanabilir (27).

Radyofarmasotik

Tc99m DMSA (2,3-dimerkaptosiiksinik Asit); giiclii bir selatlayic1 ajan olarak
kullanilan dimerkaptosiiksinik asidin teknesyum-99m ile isaretlenmesiyle elde edilmektedir
(28).

Tc99m DMSA enjeksiyondan 2 saat sonra %40 ila %65 oraninda proksimal tiibiil
hiicrelerine baglanir. Bobreklerde tutulum yavas oldugu ve ekskresyonu minimal oldugu icin
dinamik bobrek sintigrafilerinde kullanilmaz.

DMSA sintigrafisinde tiim yas gruplarinda maruz kaliman radyasyon dozu calisma

basina 1 mSv’dir. Uygulanan minimum doz 15 MBq’ dir (27).

Goriintii toplama

Statik goriintiiler renal fonksiyonlar iyi ise 1-2 saatta, kotii ise 3-4 saatte baglar. Geg
goriintillemelerin  radyofarmasotik ajanin  enjeksiyonundan 2-4 saat sonra alinmasi
onerilmektedir. Toplayici sistemde ciddi tikanmalarin varliginda enjeksiyondan 24 saat
sonrasina kadar gec goriintiiler gerekli olabilmektedir (8, 25).

Goriintiiler ultra yiiksek ¢oziiniirliikli, yiiksek ¢oziintirliiklii ve pinhol kolimatorler
ile alinir. Bobrek derinlik farkini ve hareketi en aza indirmesi nedeniyle goriintiileme hasta
sirt Uistll yatar pozisyonda yapilir. Yiiz iistii pozisyonda goriintiileme bobreklerin iist pollerine

dogru anteriordan egime ve kiiciik bobreklerde basiya neden olacagi i¢in yapilmaz. Genellikle



posterior ve posterior oblik goriintiiler tavsiye edilmektedir. Anterior goriintiiler ise ektopik
bobrek ve atnali bobrek arastirmasmnda kullanilmalidir. Goriintii bagina 300.000 sayim
toplanmali ya da en az 5 dakika beklenmelidir. Pinhol kolimatorlerde ise goriintii basina
100.000 ile 150.000 aras1 sayim toplanmali ya da en az 10 dakika beklenmelidir. Goriintiiler

en az 128 x 128 matrikste alinir.

Cocuklarda DMSA sintigrafileri i¢in planar goriintiileme Onerilmektedir. SPECT
goriintiilemenin yanlis pozitif goriintiiler verebilmesi, agir sedasyon verilmesine ihtiyag
duyabilmesi ve radyasyon yiikiinii artirmast gibi sebeplerle kullanimi smirhdir. Ayrica

SPECT goriintiilemenin yarar1 konusunda konsensiis yoktur (27).

Yorumlama ve raporlama

Konturlarinda deformite olsun ya da olmasin kotrikal kaybr olan alanlarin sayisi,
boyutu ve yeri rapor edilmelidir.
Normal kabul edilen goriintiiler:
a) Kontwrlar1 diizgiin, aktif dig kismu ile daha az aktif i¢ kismi arasinda kontrast
farki olan bobrek
b) Lezyon diisiindiirmeyen bir kenar1 diiz olan bobrek
¢) Sol bobregin siiperiolateralinin dalak varligi nedeniyle basik olmasi
d) Kiiciik cocuklarda iigcgeni andiran bobrek
e) Posterior goriintiide kisa transvers eksen ile karakterize ince bobrek
f) Diger goriintilleme yontemleri olmadan skardan ayrimi gii¢ olan fetal lobiilasyon
varhig1.
Bobreklerin normal sinirlarda fonksiyon paylasimi oram %45-55 arasi olarak kabul
edilmektedir. Bilateral kiiciik bobreklerde normal degerler goriilebilirken komplike olmayan
unilateral c¢ift bobrekte bu smirlarm iistiinde degerler goriilebilir. Hidronefrozda pelvisteki

retansiyon yanlis olarak yiiksek goreceli fonksiyon saptanmasina neden olabilir (27).



2.2. Renal Tiibiiler Hasar Ve Uriner Enzimler

Bobrekler viicuttaki sabit voliimiin ve ekstraseliiler sivi igeriginin korunmasinda
biiylik bir rol oynar. Bu agidan bakildiginda ii¢ temel fonksiyonu yerine getirirler. Bunlar;
glomerular filtrasyon, tiibiiler reabsorbsiyon ve tiibiiler sekresyondur. Bobrek fonksiyonlari
cesitli yontemlerle degerlendirilebilir. Bu yontemlerden bir tanesi, renal parankimal hasara
kars1 glomerular filtrasyon hizi (GFR), kreatinin klirensi ve iniilin klirensiyle
karsilastirildiklarinda yiiksek duyarliliga sahip olmalar1 nedeniyle alanin aminopeptidaz
(AAP), alkalen fosfataz (ALP) ve N-asetil-beta-D-glukozaminidaz (NAG) gibi iiriner
enzimlerin degerlendirilmesidir. GFR’nin gorece diisiik duyarliligi bobreklerin hasara karsi
kompansatuar yeteneklerine ve yiiksek fonksiyonel rezervlerine baglanabilir. Uriner
enzimlerin degerlendirilmesi renal tiibiiler hasarin tespiti ve takibinde basit, ucuz, hizli ve
noninvaziv bir yontem olarak kabul edilebilir. Renal tiibiiler hasarin oldukca duyarh bir
gostergesi olmasi nedeniyle iiriner NAG aktivitesi en sik degerlendirilen iiriner enzimlerden

biridir (29).

2.2.1. Akut renal hasarin erken belirtecleri

Kreatinin halen bobrek fonksiyonlar1 icin 6nemli bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir.
Ancak bobrek hasar1 tespiti i¢in yeterli degildir. Bunun en Onemli nedenleri; bdbrek
fonskiyonlarinin en az %50’si kaybedilene kadar seviyesinin degismemesi, kas kitlesi, yas,
cinsiyet, ilaclar ve hidrasyon durumundan etkilenmesidir. Bobrek hasari ile SCr yiiksekligine
yol acan fonksiyon kaybi arasindaki gecikme siiresi tedavi agisindan kacirilmis bir firsattir.
Bu nedenle bobrek hasarinmn erken tespiti amaciyla son on yilda bir dizi biyobelirte¢
saptanmugtir.

Ideal bir biyobelirtecin 6zellikleri:

a) Hasarl hiicreler tarafindan salinmali ve organ spesifik olmals,

b) Viicuttaki konsantrasyonu hasarin derecesiyle orantili olmals,

¢) Hasarin heniiz potansiyel olarak geri doniisiimlii oldugu donemde salinmals,

d) Terapotik izleme araci olarak kullanilabilmesi i¢in akut hasardan sonra

konsantrayonu hizla azalmals,



e) Hizli ve giivenilir bir sekilde ol¢iilebilir olmalidir.

Bu biyobelirteclere 6rnek olarak; N-asetil-beta-D-glukozaminidaz (NAG), notrofil
jelatinaz iliskili lipokalin (NGAL), bobrek hasar molekiilii (KIM 1), sistatin C ve interlokin
18 (IL-18) verilebilir (30).

N-asetil-beta-D-glukozaminidaz (NAG)

NAG; renal tiibiiller dahil olmak iizere bir¢ok dokuda bulunan biiyiik ( >130kDa) bir
lizozomal enzimdir. Bu boyut NAG’ 1n glomeruler filtrasyonunu engeller ve yiiksek iiriner
konsantrasyonlarimin tiibiiler orijinli oldugunu diisiindiiriir. Yiiksek NAG seviyeleri tiibiiler
hasar1 yansitmakla birlikte hiicre hasar1 olmaksizin artan lizozomal aktiviteye bagh da
goriilebilir. NAG; glikoproteinlerin terminal glikoz kalmtilarinin hidrolizini katalize eder.
Proksimal tiibiiler epitel hiicre lizozomlarinda bulunan en aktif glikozidazdir. Uriner NAG

aktivitesinin aktif renal hastalik durumunda arttig1 gosterilmistir (30).

N-asetil-beta-D-glukozaminidaz (NAG), bazi tiibiiler hastaliklar i¢in onemli bir
tanisal gostergedir. Ayrica renal hastaliklarda GFR diisiisii i¢in yiiksek risk grubunda olan
hastalarin belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Diyabetik nefropatide, nefrotoksik ilag
maruziyetinde, gecikmis renal allogreft reaksiyonunda, kronik glomeruler hastaliklarda ve
yetiskin kritik hastalardaki akut bobrek hasarinda (ABH) SCr degerlerindeki yiikselmeden 12

saat ila 4 giin 6ncesinde NAG diizey artig1 saptanmistir.

N-asetil-beta-D-glukozaminidaz (NAG)’m ABH tanisinda kullanilmasimin en
Oonemli avantaji duyarli olmasidir. Proksimal tiibiillerdeki epitel hiicre hasart NAG’1n idrara
salgilanmasma neden olur. Spektrometre ile kolay ve tekrarlanabilir bir sekilde kantitatif

Ol¢iimii miimkiindiir. Enzimin miktar1 tiibiiler hasarin siddeti ile koreledir (10,30).

VUR, hidronefroz, piyolonefrit ve sistit gibi c¢esitli iirolojik problemleri olan 70
kisilik hasta grubuyla saglikli 40 kisiden olusan kontrol grubu arasinda yapilan bir baska
calismada VUR, hidronefroz ve piyolonefrit tanisi olan hastalarda iiriner NAG/Kr degerleri
hem kontrol grubuna hem de sistit tanis1 olan gruba gére anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Bu sonuglar dogrultusunda iiriner NAG/Kr incelemesinin iist iiriner sistem enfeksiyonlarinin



tanisinda bir kriter olabilecegi, ayrica VUR, hidronefroz ve renal tiibiiler bozuklugunun

tahmininde faydali bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (31).

Cesitli caligmalarda diyabet, beta talasemi major ve yenidogan sariligina bagh olarak
gelisen bobrek hasarinda idrarda NAG diizeyinin yiikseldigi gosterilerek, bu gibi hastaliklarda
da NAG proteinin akut bobrek hasari icin erken bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
konusunda goriis bildirilmistir (32-36).

2.3. Serbest radikaller ve oksidatif metabolizma

Serbest radikaller orbitalarinda bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip
molekiil veya molekiil fragmantasyonlar1 olarak tanimlanir. Bu eslenmemis elektronlar
genellikle diger serbest radikallerle nemli derecede reaksiyona girer. Biyolojik sistemlerdeki
en Oonemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Oksidatif stres basit bir sekilde,
viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna neden olan
serbest radikal iretimi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir. Oksidatif stres,
toksisitenin olas1 bir mekanizmasi olarak son on yildir toksikolojik arastirmalarin odag: haline
gelmistir (17, 37).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT)’ nin biyolojik sistemlerde hem yararli hem zararl
etkileri vardir. Yararh etkilerine 6rnek olarak enfeksiydz ajanlara karsi defans olusturmasi,
hiicresel sinyal sisteminde rol oynamasi ve diisiik konsantrasyonlarda mitojenik yaniti
uyarmas1 gosterilebilir. Buna karsin, yiiksek konsantrasyonlarda ROT’lar; lipidler,
membranlar, proteinler ve niikleik asitler dahil olmak iizere hiicre yapilarina onemli 6l¢iide
hasar verebilirler. ROT’ larin zararh etkileri enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
tarafindan dengelenmektedir. Ancak hiicrelerin antioksidan savunma sisteminin varligina
ragmen oksidatif hasar yasam dongiisii boyunca birikir. DNA, lipitler ve proteinlere karsi
olusan bu radikal aracili hasarin yasa bagh hastaliklarin olusumuyla iligkili oldugu
gosterilmistir. Oksijenden olusan 6nemli serbest radikaller arasinda siiperoksit anyonu (Oz ),

hidrojen peroksit (H,O), hidroksil radikali (OH') ve singlet oksijen (O,) yer almaktadir (17).



2.3.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROT)’ nin kaynagi
Endojen kaynaklar

Mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi, peroksizomlar, ksantin oksidaz ve

inflamatuar hiicre aktiviteleri endojen kaynaklara ornek olarak sayilabilir.

Mitokondride ©nemli miktarda hidrojen peroksit (H,O») iiretilmektedir. (H>O)
eslenmemis elektronu olmadig: i¢in bir radikal degildir. Fakat serbest radikal biyokimyasinda
onemli bir rol oynar. Ciinkii Fe>* veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu
sonucu, siiperoksit radikalinin (O, ) varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve

zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH) olusturur.

Ksantin oksidaz memelilerde cesitli dokularda bulunan ¢ok yonlii bir enzimdir.
Ozellikle hipoksantinin ksantine, ksantinin de iirik aside doniisiimiinii katalize eder. Her iki
basamakta da molekiiler O, kullanilir. Molekiiler O, birinci adimda siiperokside (O, ), ikinci

adimda hidrojen perokside (H,O,) doniistiiriiliir.

Aktive olmus makrofajlar, notrofiller ve eozinofiller siiperoksit (O, °), nitrik oksit ve

hidrojen peroksit (H,0,) diizeylerinde artisa yol acarlar.

Sitokrom P450 enziminin temel rolii yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu
saglamaktir. Bu fonksiyonunu yerine getirmek amaciyla O, kullanmakta ve siiperoksit

radikali (O; ") olusturmaktadir.

Mikrozomlar in vivo hidrojen peroksit (H,O,) iiretiminin %80’inden sorumludur.
Peroksizomlarin da hidrojen peroksit (H,O,) irettigi bilinmektedir. Uzun siiren aghk
durumunun bir sonucu olarak yag asitlerinin peroksizomal oksidasyonu H,O,’ in 6nemli bir

kaynagidir (17).
Eksojen kaynaklar

Cevresel ajanlar oksidatif hasar1 direkt ve dolayli olarak tetikleyebilirler. Cesitli
ksenobiyotiklerin oksidatif hasar1 tetikledigi gosterilmistir. Bunlara Ornek olarak klorlu

bilesikler, metal iyonlar1, radyasyon ve barbitiirat gibi ilaglar verilebilir (17).



2.3.2. Serbest radikallerin biyolojik etkileri
DNA hasan

Genetik materyalde eksojen ya da endojen sebeplerle meydana gelen tiim
degisiklikler “DNA hasar1” olarak adlandirilir. DNA’da hasara neden olan endojen etkenler;
yanlis eslesmeler, insersiyon ve delesyonlar, deaminasyon ve metilasyon gibi kimyasal
degisiklikler, depiirinasyon/depirimidinasyon gibi baz kayiplari, replikasyon hatalar1 ve
oksidatif hasarlardir. Eksojen etkenler ise kimyasal ajanlar (aflotoksin, benzopren, kemoterapi
ilaglari, alkilleyici ajanlar, vinil klorid, mustard gazlar1 gibi) ve ultraviyole radyasyon, iyonize

radyasyon gibi fiziksel ajanlardir (38, 39).

Oksidatif niikleer hasar ve mitokondriyal DNA hasart

Bir insan hiicresinin giinliik 1,5x10° kez, hidroksil radikalleri (OH") ve diger radikal
tiirlerinden kaynaklanan oksidatif darbeye maruz kaldigi tahmin edilmektedir. Hidroksil
radikallerinin, DNA molekiiliiniin tiim bilesenleriyle reaksiyona girdigi, deoksiriboz ve
bazlara zarar verdigi bilinmektedir. Genetik materyalde oksidatif hasara baglh gelisen
degisiklikler mutajenezin, karinogenezin ve yaslanmanin ilk adimini olusturur. Cesitli kanser
hiicrelerinde serbest radikal aracili hasarin olustugu iyi bilinmektedir. ROT aracii DNA
hasar1; tek veya cift sarmal DNA kiriklarina, purin, pirimidin, ya da deoksiriboz
degisikliklerine ve DNA capraz baglantilarina neden olur. Ayrica DNA hasart; karsinogenezle
iliskili olarak genomik kararsizliga, transkripsiyonun sonlanmasina ya da uyarilmasina, sinyal

iletim yollarinin indiiklenmesine ve kopyalanma hatalarina yol acar (17).

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle cesitli triinler meydana gelir ve
bunlar, cesitli patolojik siireclerde onemli rol oynarlar. Monosakkaritlerin otooksidasyonu

sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler meydana gelirler.
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Diyabet ve diyabet komplikasyonlarin gelisimi, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, psOriyazis, romatoit artrit, Behcet hastaligi, cesitli deri ve goz hastaliklari,
kanser gibi bircok hastalikta ve yashlikta serbest radikal iiretiminin arttigi, antioksidan

savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir (37).

Serbest radikallerin lipidlere etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamig baglari, serbest radikallerle kolayca

reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.

Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimu lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukca
zararlhdir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid

peroksidasyonu" denir.

Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri
poliansatiire yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge c¢ift
baglardan bir elektron iceren hidrojen atomlarmin ¢ikarilmas: ve bunun sonucunda yag asidi

zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar.

Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L) ve lipid peroksit radikallerinin
(LOO) olugmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) neden oldugu hiicre hasarmin onemli bir
ozelligi olarak kabul edilir. Lipid peroksitleri (LOOH’) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak
aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya

baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar (37).

Lipid peroksidasyonun en énemli iiriinii malondialdehid (MDA)’ dir. U¢ ya da daha
fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA,
hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin c¢apraz
baglanmasina yol acarak iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz
sonucglara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona

girebilir ve bundan dolay1 mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (40).
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Serbest radikallerin proteinlere etkileri

Proteinler serbest radikallere kars1 poliansatiire yag asitlerinden daha az hassastirlar.
Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit kompozisyonlarina
baghdir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki

sonucunda Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller olusur.

Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi bulunan
immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilar1 bozulur, normal
fonksiyonlarmi yerine getiremezler. Prolin ve lizin reaktif oksijen tiirleri (ROT) iireten
reaksiyonlara maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin
gibi hem proteinleri de serbest radikallerden ©nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle

oksihemoglobinin siiperoksit radikali (O,”) veya hidrojen peroksitle (H,O,) reaksiyonu

methemoglobin olusumuna neden olur (38).

2.3.3. Total oksidatif seviye (TOS)

Farkli oksidan tiirlerinin serum ya da plazmadaki konsantrasyonlarmi laboratuar
ortaminda ayr1 ayri Olcmek miimkiindiir. Ancak bu yontemler pahali ve zaman alici
olmalarmin yam sira yogun emek ve karmasik teknikler gerektirmektedir. Bu nedenle,
oksidan tiirlerinin oksidatif etkilerinin aditif olmas1 da goz oniinde bulundurularak Erel O.
tarafindan tiim oksidanlarin durumunu yansitan yeni bir yontem gelistirilmistir. Tam otomatik

ve kolorimetrik olan bu yontem ile in vitro TOS 6l¢iimii yapilabilmektedir (41).

2.3.4. Antioksidanlar
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari

Onlemek i¢in bircok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma

sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler.
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Tablo 1: Antioksidan savunma sistemleri

Enzim olan antioksidanlar

Enzim olmayan

Sentetik antioksidanlar

antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz (SOD) | Albumin Asetilsistein
Glutatyon peroksidaz Askorbik asit Kalsiyum kanal blokerleri
(GSH-Px)
Katalaz (CAT) Bilirubin Ebselen
Karotenoidler Etoposid
Seruloplazmin Glutatyon esterleri
Glukoz Lazaroidler
Haptoglobin Meselazin
Hemopeksin Nitekapon
Piruvat Nitroksitler
Siilfidril gruplar: Penisilamin
a-tokoferol Plazmalojenler
Transferrin Probukol
Ubikinol-10 Stobadin
Urik asit Tamoksifen

Kaynak: Conner EM', Grisham
Apr;12(4):274-7.

MB, Inflammation, free radicals,

Antioksidanlar dort ayr: sekilde etki ederler:

and antioxidants. Nutrition.

1996

1) Toplayic1 etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha

zayif yeni molekiile cevirme. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiiciik

molekiiller bu tip etki gosterirler.

2) Bastirict etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir

etkiye sahiptirler.
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3) Zincir kirici etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarin1 engelleyici etki Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki

gosterirler.

4) Onarici etki: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi (38).

2.3.5. Total antioksidan seviye (TAS)

Serbest radikallerin zararh etkilerini engelleyen antioksidan molekiillerin serum veya
plazma konsantrasyolar1 ayr1 ayri1 Olgiilebilmektedir. Ancak oksidan tiirlerin Olgiimiinde
oldugu gibi bu yontemler de pahali, zaman alic1 olmakla birlikte yogun emek ve karmasik
teknikler gerektirmektedir. ayrica antioksidanlarin etkileri aditiftir. Bu nedenlerle total
antioksidan durumun belirlenmesi antioksidanlarin ayr1 ayri Olciilerek belirlenmesinden ¢ok

daha degerlidir (42, 43).

2.3.6. Oksidatif stres indeksi (OSI)

Organizmadaki oksidan/antioksidan dengeyi gosterir. TOS degerleri TAS degerlerine

oranlanarak bulunur ve oksidatif stresin derecesinin gostergesi olarak kullanilir (43, 44).
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3.MATERYAL VE METOT

Bu cahismaya Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde Cocuk
Nefrolojisi Bilim Dali polikliniklerinde takip edilen ve Tc-99m DMSA sintigrafisi
endikasyonu konulan 3 ay-15 yas aras1 27 ¢ocuk hasta dahil edilmistir. Sintigrafi ¢cekimi
Oncesi son 1 ayda tedavi amacgh antibiyotik kullanan, idrar yolu enfeksiyonu olan,
nefrolitiyazisi olan ve prematiire dogum Oykiisii bulunan hastalar caliymaya dahil edilmedi.
Biitiin hastalardan ve/veya ebeveynlerinden bilgilendirilmis onamlar1 alindi. Calisma ig¢in
gerekli yazismalar yapilarak Bezmialem Vakif Universitesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu’ndan onay alind1.

Her hastadan sintigrafi 6ncesi bir kez, sintigrafi cekiminden hemen sonra bir kez ve
sintigrafi cekiminden 1 hafta sonra bir kez olmak iizere iic defa 3’er ml heparinize vendz kan
ornegi alindi. Bu kan orneklerinden mononiikleer DNA hasari, total antioksidan seviye (TAS)
ve total oksidan seviye (TOS) analizleri yapildi. Oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi.
Ayrica, her hastadan sintigrafi cekiminden 6nce bir kez ve sintigrafi ¢cekiminden sonra 3 giin
icinde bir kez daha olmak iizere toplamda iki kez anlik idrar alindi. Bu idrar 6rneklerinden de

TAS, TOS, kreatinin, NAG (N-acetyl-glucosaminidase) diizeyleri ¢alisild1 ve OSI hesaplandu.

3.1. Laboratuvar Yontemleri
3.1.1. Total oksidan seviye (TOS) ol¢iimii

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir (38).
Reaktifler

Reaktif 1: 140 mM’lik NaCl cozeltisi igerisine 25 mM H2SO4 c¢oziilerek ana
soliisyon hazirlanir. Ana soliisyonda dnce % 10 oranmda gliserol ¢oziiliip daha sonra total

voliimde 250uM Xlenol orange ¢oziilerek hazirlanir.
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Reaktif 2: Ana soliisyon iceriside dnce 10 mM o-Dianisidine dihidrocloride ¢oziiliip

sonra 5 mM amonyom ferr6z siilfat ¢oziilerek reaktif hazirlanir.

Prensip

Ornekte bulunan oksidanlar ferroz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ii¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktartyla iliskili olan rengin siddeti

spektrofotometrik olarak dlciilmektedir (41).

Bunun i¢in toplanan kan ornekleri 3000 rpm’de 10 dk. boyunca santrifiij edilip
serumlari ayr1 bir tiipe alarak saklandi. Once reaktif 1'den 225 pl alinip 35 pl numune iizerine
eklenir daha sonra 11 pl reaktif 2 eklendi ve spektrofotometrik olarak 560 nm'de Ol¢iim
yapildi. Sonuglar pumol H>O, Equivalent/L olarak, , idrar TOS/Kr (idrar TOS/kreatinin orant)

ise pmol Trolox Equivalent/g olarak ifade edildi.

3.1.2. Total antioksidan seviye (TAS) dl¢iimii

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, gii¢lii serbest radikallere

kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini dl¢en bir metoddur (42).
Reaktifler

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu (pH=1.8) icerisinde 10 mM o-Dianisidine ve 45
AMFe(NH4),(S04),-6H,0 c¢oziilerek hazirlanda.

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

karistirilarak hazirland1.
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Prensip

Fe2+-o-Dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile fenton tipi reaksiyon
olusturarak OH radikalini olusturur. Bu gii¢lii reaktif oksijen tiirii indirgenerek diisiik pH’da
renksiz o-Dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini
olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumu
artmaktadir. Ancak Orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk
olusumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizorde spektrofotometrik olarak

Olciilerek sonug verilmektedir.

Bunun i¢in toplanan kan ornekleri 3000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilip
serumlari ayr1 bir tiipe alarak saklandi. Once reaktif 1'den 200 ul almip 5 ul numune iizerine
eklenir daha sonra 10ul reaktif 2 eklendi ve spektrofotometrik olarak 444 nm'de Ol¢iim
yapildi. Sonucglar pmol Trolox Equivalent/L olarak, idrar TAS/Kr (idrar TAS/kreatinin orani)
ise pmol Trolox Equivalent/g olarak ifade edildi.

3.1.3. Oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmasi

Oksidatif Stresin bir gostergesi olarak gosterilen Oksidatif Stres Indeksi (OSI), TOS
diizeylerinin TAS diizeylerine orammnin yiizde derecesi olarak ifade edilir. Orneklerin
Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplanirken TAS diizeyleri pmol birimine cevrilir. Sonuglar
“Arbitrary Unit” (AU) olarak ifade edilir.

OSI = [(TOS, umol H202 Equiv./L)/ (TAS, (umol Trolox Equiv./L) x 100].

Hem kanda hem de idrardaki TAS, TOS ve OSI degerleri benzer sekillerde
hesaplanarak ifade edildi.

3.1.4. DNA hasan ol¢iimii

Mononiikleer 16kosit DNA hasari, Sigh ve ark.’min (34), alkali tek hiicre
elektroforezi (Comet Assay) yontemi modifiye edilerek calisildi. Yontemin prensibi, alkali
pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiikiine sahip DNA molekiillerinin
elektriksel alanda farkli gé¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Tek hiicreler veya ¢ekirdek¢ikler

agaroza yerlestirilir ve lizisten sonra zarar géormemis DNA'lar tasinma sirasinda comet
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(kuyruk) olusturmazlar. Oysa DNA zincirinde herhangi bir nedenle kirilmalar olugsmussa
farkli molekiiler agirliklara ve farkli elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan, elektriksel alanda
farkl hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar. Elektroforezden sonra
DNA molekiilleri, DNA spesifik floresan boyalar ile boyanip floresan mikroskopla
incelendiginde boyanmis DNA’lar gozle veya kinetik okuma programlart ile

degerlendirilebilir (40,47,48,49).
Lizis asamasi

Hazirlanan slaytlar yaklagik bir saat siire ile yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan
iceren soguk lizis soliisyonunda bekletildi. Lizis soliisyonunun igerigi 100 mM EDTA, 2,5 M
Sodyum klorid, 10 mM trizma base ve %1 oraninda triton X-100'den olugmaktadir. Bu
soliisyonun pH 's1 10'a ayarlandi. Lizis tamponu ile hiicre ve c¢ekirdek zari lizise ugratildi

(40,47,48,49).
Elektroforez tamponu

Elektroforezde yiiriitiilmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmast icin slaytlar alkali
elektroforez tamponunda 20-30 dakika inkiibasyona birakildi. Alkali ¢ozeltisi ImM EDTA ve
300 mM sodyum hidroksit (pH <13) .

Elektroforezde yiiriitme

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu
tampon ¢ozeltisi icerisinde 300 mA, 14 volt’luk elektriksel alanda ve 5-25 °C’de 30 dakika

yiiriitildi.
Notralizasyon

Elektoroforezde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon cozeltisini
ortamdan uzaklastirmak i¢in slaytlar 3 dakika siire ile 3 kez noétralizasyon tamponu ile (0.4 M
Tris-HCL, pH 7.5) yikandi (40,47,48,49).
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Boyama

Notralizasyon tamamlandiktan sonra boyama yapilarak cometler sayilir veya jel oda
sicakliginda kurutularak slaytlar nemli ortamda en fazla bir hafta depolanabilir. Boyama
islemi icin floresan boya olan etidyum bromit boyasi (5 pg/ml) kullanildi. Her bir slayt icin
80uL boya slayt iizerine damlatildiktan sonra lamel ile iizeri kapatilarak 20 biiyiitmeli
floresan mikroskop ile (Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 580 nm) 100 adet DNA

goriintiisii degerlendirildi.

Resim 1: DNA hasar1 Floresan Mikroskopta (Olympus) gozle degerlendirilmesi

Bu yontemde DNA hasar1 Floresan Mikroskopta (Olympus) gozle degerlendirildi.
DNA da olusan hasarin derecesi kuyruk olusumuna goére her bir okumada 100 hiicre DNA’s1
incelenerek bes kategoride siniflandirildi. Hi¢ hasar bulunmayan DNA’lar 0 maksimum hasar
olan DNA’ lar 4 olarak degerlendirildi. Migrasyonun uzunlugu fragmentlerin miktarina, DNA
zincir kirilmalarma ve alkali-labil bolgelerin  seviyelerine bagh olarak degisiklik

gostermekteydi. Hasar birimi olarak “Arbitrary Unit” (AU) kullanildi (40,47,48,49).

19



3.1.4. idrarda NAG (N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase) olciimii

Idrarda NAG (N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase) 6l¢iimii kolorimetrik dlgiim yontemi
ile 6l¢iildii. Bunun i¢in Roche firmasina ait NAG (N-Acetyl-3-D-Glucosaminidase) kiti (kat.
No. 10 875 406 001) kullanildi. Kit prospektiisiinde yazildig: lizere; oncelikle alman idrar
ornekleri 10.000 rpm’de 5 dk. boyunca santrifiij edilip iist faz almip saklandi. Substrat
soliisyonundan 100ul almip Ornek sayist kadar olacak sekilde 96’lik kuyucuklu plate’e
eklendi 5 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Blank olacak olan kuyucuga Sul su ve
Olciilecek olan ornekleri de diger kuyucuklara Sul olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi.
Orneklerin eklenmesinden sonra 15 dakika 37°C’de beklendi. 15 dakika sonunda hemen Stop
soliisyonu 200ul olarak tiim kuyucuklara eklendi. Stop soliisyonu eklendikten sonra 20 dakika
beklendi 580nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iim yapildi. Olgiim sonunda elde edilen

absorbans degerleri asagidaki formiille hesaplandi:

1000xV
40,67x1xvxt

xA =U/N

V: Toplam hacim, v: Numune miktari, t: Inkiibasyon siiresi, A: 580 nm’de 6lgiilen absorbans

3.1.5. idrarda kreatinin 6l¢iimii

Idrar kreatinin diizeyinin 6lciimii; ‘Abbott Architect C 8000’ marka ve model
otoanalizoriinde, ‘Creatinine 49-0988/R1 B3L8BT’ ticari kitiyle immunotiirbidimetrik
yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Idrar NAG/Kr (idrar NAG/kreatinin oram) ise U/g
olarak ifade edildi.

Anlik idrarda bakilan NAG, TAS ve TOS degerleri diliisyon ve konsantrasyondan

etkilenmemek i¢in idrar kreatinin degerlerine oranlandi.

NAG: NAG/Kr (U/g kreatinin),
TAS: TAS/Kr (umol Trolox Equivalent/g),
TOS: TOS/Kr (umol H,O, Trolox Equivalent/g) olarak ifade edildi.
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3.2. istatistiksel analiz:

Toplanan verilerin istatiksel analizi icin SPSS20.0 programu kullanildi. Kategorik
Olciimler say1 ve yiizde olarak, sayisal Olciimlerse ortalama ve standart sapma olarak
belirlendi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlarin (ortalama,
standart sapma, frekans) yanisira Varyans Analizi ve T testi (Student’s T test) kullanildi.

Sonuglar % 95’lik giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu calisma Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde 01/04/2015
ile 01/09/2015 tarihleri arasinda yiiriitiilmiistiir. Calismaya dahil edilen 27 hastanin 22’s1 kiz
(%81), 5’1 erkek (%19) olup yas ortalamalar1 6,9 + 3,6 yil idi.

Tablo 2: DMSA cekimi Oncesinde, cekimden hemen sonrasinda ve 1 hafta sonrasinda

(kontrol) serum DNA hasar1 diizeyleri ile TAS, TOS ve OSI degerlerinin karsilastiriimasi

1.grup 2.grup 3. grup *p degeri
(DMSA cekimi | (DMSA ¢ekiminden | (DMSA ¢ekiminden
oncesi) 1 saat sonra) 77 giin sonra)
**0rt = SS Ort +SS Ort +SS
Serum TAS (***n=18) | 1,202 + 0,098 1,22 +0,07 1,367 £ 0,429 0,105
(pmol Trolox
Equivalent/L)
Serum TOS (n=15) 21,63+10,677 21,112 £ 9,771 20,320 + 5,81 0,913
(pmol H,O,
Equivalent/ L)
Serum OSI (n=15) | 17,433 £8,542 17,443 + 8,333 15,844+ 3,787 0,721
(AU)
DNA Hasar1 (n=24) | 2,125+ 0,328 4,222 + 0,374 1,884 + 0,338 *H8%0,01
(AU)

*Varyans Analizi yapildi, p> 0,05: istatiksel fark yok, p< 0,05: istatiksel fark var, **Ortalama + standart sapma

*#% n= hasta sayisi, **** 1. grupla 2. grup arasinda ve 2. grupla 3. grup arasinda

Calismaya alinan hastalarda DMSA ¢ekimi dncesinde, ¢ekimden hemen sonrasinda
ve cekimden 1 hafta sonrasinda (kontrol) alinan serum Orneklerinde ¢alisilan TAS, TOS ve

OSI degerlerinde istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi (p>0,05).

22




Calisilan DNA hasar1 diizeylerinde ise hem 1. grupla 2. grup arasinda hem de 2.

grupla 3. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken, 1. grupla 3. grup arasinda

anlamli farklilik bulunmadi. 1. grubun DNA hasar1 diizeyleri ortalamasi 2,125 Arbitrary Unit

(AU) iken, 2. grubun serum DNA hasar1 diizeylerinin ortalamasi 4,222 AU olarak saptandi.
Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 2, p<0,05).

Ikinci grubun DNA hasar1 diizeyleri ortalamasi 4,222 AU iken, 3. grubun DNA hasar1

diizeyleri ortalamasi 1,885 AU olarak saptandi. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (Tablo 2, p<0,05). DNA hasar1 diizeyleri ortalamasi 2,125 AU olan 1. grup ile 1,885

AU olan 3. grup karsilastirildiginda istatiksel anlamli faklilik bulunmadi.

Tablo 3: DMSA c¢ekimi Oncesinde ve ¢ekimden sonraki 3 giin i¢inde elde edilen idrarda
TAS/Kr, TOS/Kr, OSI ve NAG/Kr degerlerinin karsilastirilmasi

1.grup 2. grup *p degeri

(DMSA ¢ekimi 6ncesi) (DMSA cekimden

**0rt £ SS sonraki 3. giinde)

Ort +£SS

Idrar TAS/Kr (¥#¥n=27) 0,749 £ 0,042 0,066 + 0,033 0,081
(umol Trolox Equivalent/g)
Idrar TOS/Kr (n=27) 0,273 £0,2 0,219 £ 0,342 0,543
(pmol H,O, Trolox
Equivalent/g)
Idrar OSI (n=27) (AU) 3,576 £ 1,826 2,66 £2,043 0,08
Idrar  NAG/Kr  (n=27) | 0,144 +0,113 0,105 +0,114 0,129

(U/g kreatinin)

Idrar TAS/Kr : idrarda TAS/kreatinin orani, Idrar TOS/Kr: : idrarda TOS/kreatinin orani, Idrar NAG/Kr : idrarda

NAG/kreatinin orani

*T testi (Student’s T test) yapildi, p<0,05: anlamli fark var, p<0,05: anlaml fark yok
**QOrtalama * standart sapma, *** n= hasta sayisi
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DMSA cekimi Oncesinde alinan idrar 6rneklerinde TAS/Kr ortalamasi 0,749 pmol
Trolox Equivalent/g iken c¢ekimden sonraki 3 giin igcinde elde edilen kontrol idrar
orneklerindeki  TAS/Kr ortalamasi 0,066 pmol Trolox Equivalent/g olarak saptandi.
Istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmad1 (Tablo 3, p=0,081). Yine cekim Oncesi idrar
orneklerinde TOS/Kr ortalamas1 0,273 pmol Trolox Equivalent/g iken, kontrol idrar
orneklerindeki TOS/Kr ortalamas1 0,22 pmol Trolox Equivalent/g olarak saptandi. Aradaki
fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 3, p=0,543). Cekim Oncesi idrar orneklerinde
OSI ortalamasi 3,576 AU iken kontrol idrar 6rneklerindeki OSI ortalamasi 2,669 AU olup
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 3, p=0,08). Idrar NAG/Kr oranlarina
bakildiginda ¢cekim oncesi 0,144 U/g, ¢ekim sonras1 0,105 U/g idi, bu fark istatistiksel olarak
anlaml degildi (Tablo 3, p=0,129).
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S. TARTISMA

Son yillarda ROT’lar, oksidatif stres ve DNA hasariyla ilgili caligmalar giderek artan
bir siklikta literatiirde yer almaktadir. Bunun nedeni ROT larin bir¢ok hiicre komponentine
etki etmelerinin yanisira oksidatif stres ve DNA hasarma yol agcarak mutajenik ve karsinojenik
etki gosterdiklerinin saptanmasidir (17). Biz de bu calismamizda Tc-99m DMSA sintigrafisi
cekilen cocuk hastalarda, serum DNA hasar1 diizeylerini, idrarda akut tiibiiler hasar

belirteclerini ve hem idrarda hem de serumda ROT’lar1 incelemeyi amacgladik.

Radyofarmasétiklerden Tc-99m DMSA’nin ¢ocuklar iizerindeki olasi etkileriyle ilgili
caligma yoktur. Fakat literatiirde diger radyofarmasotiklerin DNA hasariyla iliskisi hakkinda
cesitli raporlar yer almaktadir. Baz1 hayvan deneylerinde radyofarmasotiklerin oksidatif hasari
veya DNA hasarint artirdigr gosterilmistir (50, 51). 30 MBq dozda Tc-99m DMSA verilen
ratlarla kontrol grubunun karsilastirildigr bir calismada radyofarmasotik verilen grupta
enjeksiyondan 2 saat sonra bakilan serum ve bobrek dokusu orneklerinde kontrol grubuna
gore TOS ve OSI yiiksek bulunurken TAS diisiik bulunmustur (52). Hayvanlar iizerinde
yapilan bir baska ¢alismada ise Tc-99m Sestamibi verilen grup ile verilmeyen grup arasinda
TAS ve TOS diizeyleri incelenmis, iki grup arasinda anlamh fark saptanmamustir (53). Ayrica
insanlar iizerindeki calismalarla; diisiik doz Iyot 131 (I-131) ile kromozomal hasarlarin
gelisebildigini gosteren sonuglar bulunmustur (54,55). Dantas ve arkadaslar1 (56) Tc-99m
isaretli radyofarmasotiklerin kullanildigi bireylerde DNA hasar1 artisini comet assay
yontemiyle gostermislerdir. Ancak bu caligmalar yetigkin hasta grubunda yapilmis olup

pediatrik yas grubunda yeterli calisma bulunmamaktadir.

Dobrzynska ve arkadaslar1 (57) yetigkinler lizerinde yaptiklar1 bir calismada iyonize
radyasyona maruz kalan niikleer tip personelinde DN A hasarini arastirmiglardir. 46 niikleer tip
personeliyle 40 kisilik kontrol grubunun karsilastirildigi c¢alismanin sonucunda iyonize
radyasyona karst mesleki maruziyete ugrayan niikleer tip calisanlarinda comet assay
yontemiyle bakilan DNA hasar1 kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Ancak bu calismada ROT’lar ve renal tiibiiler etkiler incelenmemistir.
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Cicek ve arkadaslar1 (58); Tc-99m perteknetat ile tiroid sintigrafisi cekilen 15
yetiskin hastada yaptiklar1 calismada hastalarin radyofarmasotik enjeksiyonundan hemen
once, enjeksiyondan 1 ve 3 saat sonra birer kez daha olmak {izere serum Orneklerini almislar,
bu Orneklerden oksidatif hasar1 tespit etmek amaciyla siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve malondialdehid (MDA) diizeylerini incelemislerdir.
Calisma sonucunda GSH-Px ve SOD degerlerinde anlamli degisiklik olmazken, CAT
seviyesinin 1. ve 3. saatlerde azaldigini, MDA diizeylerinin ise 1. saatin sonunda azalirken 3.
saatin sonunda anlamli olarak yiikseldigini gormiislerdir. Caligmacilar bu sonucu; etkileri iyi
bilinmemekle beraber iyonizan radyasyonun radyoaktivite miktarina bagli olarak oksidatif
hasara yol acabilecek sekilde antioksidan enzim seviyelerini etkileyebilecegi seklinde

yorumlamiglardir.

Cicek ve arkadaglar1 (59) yaptiklar: benzer bir calismada bu kez 201 T1 (Talyum 201)
miyokard perfiizyon sintigrafisi cekilen 20 hastada aynmi enzimleri ayni zaman araliklarinda
incelemisler ve calisma sonucunda GSH-Px degerlerinde anlamli degisiklik olmazken
SOD’da 1. ve 3. saatin sonunda, CAT’da 3. saatin sonunda anlamli bir azalma oldugunu,
MDA seviyelerinde ise 1. ve 3. saatte yiikselme oldugunu gostererek Onceki ¢alismayla

benzer yorumda bulunmuslardir.

Cicek ve arkadaslarmin (60) diger bir calismast da Tc-99m DTPA ile bobrek
sitigrafisi ¢ekilen 15 hasta ve Tc-99m MDP (Teknesyum-99-m-metilendifosfonat) ile kemik
sintigrafisi ¢ekilen 15 hastada CAT, SOD, GSH-Px ve MDA diizeylerinin arastirilmasi
tizerinedir. Calismacilar bu ¢calismanin sonucunda her iki grupta 3. saatin sonunda MDA’da
anlaml yiikseligin yanisira 1. ve 3. saatlerde CAT’da anlaml1 azalma oldugunu, ayrica Tc-99m
MDP kemik sintigrafisi ¢ekilen grupta SOD diizeyinin 1. saatte azaldigimi gostermislerdir.
Her iki grupta da GSH-Px diizeyinde anlamli degisiklik saptanmamistir. Cicek ve
arkadaslarinim yaptig1 iic calismada da radyofarmasotiklerin antioksidan enzim diizeylerini
azaltici, MDA diizeylerini ise artirict etkileri oldugunu gosterilmistir. Fakat Cicek ve
arkadaslarinin yetigkin hasta grubunda yaptiklar1 bu son ii¢ calismada da renal tiibiiler hasar
incelenmemis, DNA hasar1 da dogrudan 6l¢iilmemis olup sadece antioksidan enzimlerdeki
degisikliklerden yola ¢ikarak radyofarmasotiklerin oksidatif hasara yol acabilecegi ileri

stiriilmiistiir.
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Radyofarmasoétiklerin etkileri konusunda yapilan c¢alismalarda bu etkiler; ya
antioksidan enzimlerdeki degisikliklerin incelenmesi seklinde ve/veya sadece DNA hasarmin
Olciimiiyle arastirilmigtir. Literatiirde sintigrafik tetkikler yapilan pediatrik yas grubunda hem
DNA hasarmin hem de oksidatif stresin (TAS, TOS, OSI araciligiyla) birlikte degerlendirildigi

ve renal tiibiiler hasarim incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamustur.

DNA iyonize radyasyonun direkt ve indirekt etkileri i¢in primer hedef olarak kabul
edilmektedir. DNA hasarinmn biiyliik ¢cogunlugu indiiksiyon sonrasi dakikalar veya saatler
icerisinde tamir edilmektedir. Ancak bazen bu tamir gerceklesememekte ya da yanlis onarim
olabilmektedir. Her iki durum da karsinojenez icin 6nemli bir risk olarak kabul edilmektedir
(57). Bu nedenlerden dolay1 iyonize radyasyonun kullanildigi niikleer goriintiileme

tekniklerinin etkileri incelenirken olast DNA hasarinin arastirilmasinin dnemli oldugu agiktir.

Yaptigimiz ¢aligmanin bircok yonden onemi vardir. Bunlari; calismanin ¢ocuk yas
grubunda yapilmasi, klinikte siklikla kullanilan DMSA sintigrafisi sonras1 yapilmasi, serum
DNA hasar1 ile hem serumda hem de idrarda oksidatif hasar1 6lgmesi ve ayrica renal tiibiiler
hasarin Olciilmesi amaciyla iiriner NAG ekskresyonunun degerlendirilmesine olanak
saglamas1 seklinde siralayabiliriz. Calismamizin sonucunda; DNA hasarinin ¢cekim Oncesine
gore ¢ekimden hemen sonra anlamli olarak arttig1 , cekimden 1 hafta sonra ise anlamli olarak
azalarak normale dondiigi saptanmistir. Calisma sonucunda oksidatif hasar gostergeleri
olarak kullanilan TAS, TOS ve OSI parametrelerinde ise anlamli degisiklik saptanmamistr.
DNA hasarmin ¢ekimden hemen sonra artmasi ve 1 hafta sonraki kontrolde gerilemesi bize
radyofarmasotiklerin DNA hasarma yol agtiklarini ancak olusan bu hasarm zaman icerisinde
tamir mekanizmalariyla geriledigini gostermektedir. Dantas ve arkadaslar1 (56) da bizim
calismamizin sonucuna benzer sekilde radyofarmasotik enjeksiyonundan 2 saat sonra artan
DNA hasarmin, enjeksiyondan 24 saat sonra sifira diistiigiinii gostermislerdir. Caligmacilar bu
durumu DNA tamir mekanizmalarinm etkisi olarak yorumlamislardir. Calismamizin
sonucunda TAS, TOS ve OSI parametrelerinde anlamli degisiklik saptanmadigi igin,
radyofarmasotiklerin DNA iizerindeki bu olumsuz etkilerini oksidatif hasar tizerinden degil
iyonize radyasyonun direkt etkisi aracilifiyla gosterdiklerini diisiinmekteyiz. Oksidatif hasar
olusmamasinin nedeni DMSA sintigrafisi ¢cekimi sirasinda maruz kalinan radyasyon dozunun

diisiikliigii ile ilgili olabilir.
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Literatiirde son yillarda sik¢a tartisilan diger bir konu da NAG ve benzeri
proteinlerdir. Yapilan bir¢ok calismada bu proteinlerin akut bobrek hasarinin erken tanisi i¢in

birer biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (61-68).

Oktem ve arkadaslari (69), ratlar iizerinde yaptiklar1 bir calismada lityum tedavisi ile
olusan renal tiibiiler hasarda artmus iiriner NAG ekskresyonunu gostermislerdir. Oktem ve
arkadaslarinmm (70) ratlar iizerinde yaptigi baska bir calismada ise; elektromanyetik
radyasyona maruziyet ile iiriner NAG ekskresyonunun artisi saptanmustir. Goknar ve
arkadaslar1 da (71) iirolitiyazis ile oksidatif stres gostergeleri ve iiriner NAG ekskresyonu
arasindaki iliskiyi inceledikleri ¢aligmalarinda {irolitiyazisi olan cocuk hastalarda yiiksek

TOS degerleriyle korele olarak artmis iiriner NAG ekskresyonunu gostermislerdir.

Fede ve arkadaslarimin (72) 14’ii steroide duyarli, 5’1 ise streoide direncli olmak
izere toplam 21 idiyopatik nefrotik sendromlu hasta ile 30 kisilik saglikli kontrol grubunu
karsilastirdig1 bir calismada steroide direngli grubun hem atak doneminde hem de remisyon
doneminde, steroide duyarli grubun ise sadece atak doneminde iiriner NAG atiliminin kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmustir. Bu sonuclardan yola cikarak
triner NAG’m nefrotik sendromda tiibiiler disfonksiyon acismmdan yararli bir belirte¢
olabilecegi belirtilmigtir. Literatiirde Ozellikle steroide direncli nefrotik sendromda iiriner
NAG atilimmin anlamli oranda yiiksekligini gdsteren baska ¢alismalar da yer almaktadir (73,
74).

Goknar ve arkadaslar1 (75) obez cocuklar iizerinde yaptiklar1 bir ¢caligmada iiriner
NAG diizeylerinin hastalarda heniiz diyabet gelismeden yiikseldigini gostererek, bu
proteinlerin renal hasarm tespiti i¢in birer tarama metodu olarak kullanilabilecegini ileri
stirmiislerdir. Ancak bu molekiillerin tam anlamiyla klinik kullanima girmeleri i¢in genis capli

caligmalara ihtiya¢ oldugu konusunda fikir birligi vardir (76, 77).

NAG molekiilii ile ilgili caligmalarmm geneline bakildiginda triner NAG
ekskresyonunun renal tiibiiler hasarm belirlenmesinde oldukca hassas oldugu goriilmektedir.
Akut tiibiiler hasar belirteglerinden biri olan iiriner NAG diizeyi, bobreklerin hipoksik
olaylara, toksik ve radyoaktif maddelere maruziyetine bagl olarak etkilenebilir. Artmug ROT
diizeylerinin yiiksek iiriner NAG ekskresyonu ve renal tiibiiler hasarla iliskili oldugu farkl

caligmalarda gosterilmistir (78, 79). Biz de bu amagla ¢calisgmamizda erken donemde oksidatif

28



hasarin yaninda renal tiibiiler etkilenmenin olas1 varligini, 6nemli bir renal tiibiiler hasar
belirteci olan tiriner NAG ekskresyonunu degerlendirerek belirleyebilecegimizi diisiindiik. Bu
calismamizda hastalarin Tc-99m DMSA sintigrafisi ¢ekiminden once ve ¢ekimden sonraki 3
giin i¢inde anlik idrarlarini aldik. Bu alinan idrar orneklerinde TAS/Kr, TOS/K, OSI, ve
NAG/Kr degerleri incelendi ve anlamli fark saptanmadi. Uriner incelemede oksidatif hasar
olusmamast; iiriner NAG diizeylerinde artis olmamasi ile uyumlu bir bulgudur. Ayrica serum
incelemesinde oksidatif hasarin ortaya c¢ikmamasini da desteklemektedir. Bu sonuclara
bakarak ilk DMSA c¢ekiminden sonra kisa ve uzun donemde renal tiibiiler hasar ve
etkilenmenin olmadigini sdyleyebiliriz. Bu durumun; Tc-99m DMSA ile alinan radyasyonun

kisa etkili ve diisiik dozda olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Calismamizin  sonuglarmma bakildiginda; Tc-99m DMSA radyofarmasotiginin
enjeksiyonundan sonra serumda comet assay yontemiyle dl¢iilen DNA hasarinin arttigi ancak
1 hafta sonraki kontrolde sintigrafi ¢ekimi oncesindeki degerlerin elde edildigi goriilmektedir.
Ayrica idrarda NAG/Kr, TAS/Kr, TOS/Kr ve OSI degerlerinde degisiklik olmamustir. Serum
TAS, TOS ve OSI degerlerinde de anlamli farklilik bulunmamustir. Serumda ve idrarda
oksidatif stres parametrelerinin artmamasit ve iiriner NAG ekskresyonunda degisiklik
olmamas1 birbirleriyle uyumlu bulgulardir. Bu durum bize Tc-99m DMSA
radyofarmasotiginin etkisinin oksidatif hasar olugturmak i¢in yetersiz oldugunu ancak iyonize
radyasyonun direkt etkisiyle kisa siirede tekrar onarilabilen bir DNA hasar1 olusturdugunu
gostermektedir. Bunu; Tc-99m DMSA radyofarmasotiginin kisa yar1 Omiirlii olmasma ve

diisiik radyoaktiviteye sahip olmasina baglamaktayiz.

Olusan DNA hasarinin tekrar onarilmasma ragmen ozellikle tekrarlayan Tc-99m
DMSA veya diger sintigrafi cekimlerinin DNA {izerine ne gibi etkilerinin olabilecegini
bilmemekteyiz. Bu nedenle klinikte oldukca sik kullanilan bu niikleer sintigrafi tetkiklerinin

ozellikle cocuklarda kullaniminda c¢ok hassas davranilmasi gerektigini diislinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Iyonize radyasyonun zararl etkileri oldugu bilinmektedir. Giiniimiizde oldukga sik
klinik kullanima sahip niikleer sintigrafik goriintiilleme yOntemleri de radyofarmasotik
maddeler ile yapilmaktadir. Yaptigimiz bu prospektif c¢alismada Tc-99m DMSA
radyofarmasotiginin oksidatif hasar, DNA hasar1 ve akut bobrek hasari lizerine etkilerini

arastirmay1 amagladik. Calismamizin neticesinde asagida sonuglar elde edilmistir:

1) DMSA cekimi Oncesinde, ¢cekimden hemen sonrasinda ve 1 hafta sonrasinda
alman serum Orneklerinde ¢alisilan TAS, TOS ve OSi diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmadi (sirasiyla p=0,105, p=0,913, p=0,721).

2) Calismanin en Oonemli sonucu olarak; DMSA cekimi Oncesine gore cekimden
hemen sonra alinan serum Orneklerinde DNA hasarinin anlamli olarak arttig1 saptandi

(p=0,01).

3) DMSA c¢ekiminden hemen sonra alinan seruma gore kontrol serumunda DNA

hasarmin anlamli olarak azaldig1 ve normale dondiigii saptandi (p=0,01).

4) DMSA c¢ekimi Oncesine gore cekimden sonraki 3 giin i¢inde aliman idrar
orneklerinde TAS/Kr, TOS/Kr ve OSI diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (sirastyla p=0,081, p=0,543, p=0,08).

5) DMSA c¢ekimi Oncesinde ve c¢ekimden sonraki 3 giin i¢cinde almnan idrar
orneklerinde calisilan ve renal tiibiiler hasar belirteci olan NAG/Kr diizeylerinde istatistiksel

olarak anlaml fark saptanmadi (p=0,129).
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