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OZET

Giiniimiizde kronik bobrek yetmezligi (KBY) hastaliginin goriilme sikhg hizh
bir sekilde artmaktadir. Kronik bobrek yetmezligi olan Kisilerde kansere
yakalanma sikhginin genel populasyona gore yiiksek oldugu bulunmustur. Bu
durumun mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Diyaliz tedavisinin
genom hasarma yol acmasi tartismali bir konudur. Ayrica, diyabet kronik
bobrek hastaliklarinda, kronik bobrek yetmezligine yol acan en onemli
nedendir. Yapilan literatiir arastirmalarina gore, diyabeti olan kronik bébrek
yetmezligi hastalarinin genom hasariyla ilgili, insan lenfositlerinde yapilmis bir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu calismada, hemodiyalize giren
diyabeti olan ve olmayan kronik bobrek yetmezlikli hastalarindaki olasi genetik
hasarin, kromozomal anormallikler (KA), kardes kromatid degisimi (KKD),
mikroniikleus (MN) ve Comet testleriyle belirlenmesi amaglannmstir. Bu
calismada KBY’li hastalarin kromozomal anormallik (KA), kardes kromatit
degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) frekanslar1 kontrole gore istatistiksel
olarak anlamh oranda artmustir. Ayrica, kronik bobrek yetmezlikli hastalarin
comet kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentinde kontrole gore onemli diizeyde
artis belirlenmistir. Ancak diyabetik ve diyabetik olmayan KBY’li hastalar
arasinda genotoksisite test sonuclar1 bakimindan bir fark belirlenmemistir.

KBY’li hastalarin mitotik indeks (MI), replikasyon indeksi (RI) ve niikleer



béliinme indekslerinde (NBI) kontrole gore istatistiksel olarak anlamh oranda
diisiis tespit edilmistir. Bununla birlikte, diyabetik KBY’li hastalarda,
replikasyon indeksi (RI) ve niikleer boliinme indeksi (NBI) diyabetik olmayan
KBY’li hastalara gore onemli diizeyde diismiistiir. Ferritin degeri 500
ng/ml’den biiyiik olan KBY’li hastalarda mitotik indeks (MI) 6nemli diizeyde
diismiistiir. Yas1 50’den kiiciik olan KBY hastalarinin KKD frekansi, yasi
50°den biiyiik olan hastalara gore anlamh oranda artmistir. Yasi1 50’nin iistiinde
olan hastalarda niikleer béliinme indeksi (NBI) 6nemli oranda azalmstir. Viicut
kitle indeksi (VKI) 25 (kg/m?)’den biiyiik olan KBY’li hastalarda, comet kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti; VKi’i 25 (kg/m?)’den kiiciik KBY’li hastalara
gore istatistiksel olarak anlamh oranda artmustir. Ayrica parathormon (PTH)
degeri 300 pg/ml’den biiyiikk olan KBY’li hastalarda, PTH’1 300 pg/ml’den
kiiciik olan KBY’li hastalara gore comet kuyruk uzunlugunda 6nemli diizeyde
artis gozlenmistir. PTH ve comet kuyruk uzunlugu arasinda anlamh ve pozitif
korelasyon oldugu belirlenmistir. Hemodiyaliz tedavi siiresi ile KA, KKD, MN
ve DNA hasar1 arasinda iliski olmadig1 gozlenmistir. Elde edilen bulgular,
hemodiyalize giren KBY’li hastalarda kontrol grubuna gore klastojenik ve
mutajenik etkilerin arttigim ve diyabetin ise daha c¢ok hiicre cogalmasi iizerinde

etkili oldugunu gostermistir.
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ABSTRACT

Today, the incidence of chronic kidney failure (CKF) is a disease that is
increasing rapidly. The incidence of cancer in chronic kidney disease found to
be higher when compared to the general population. The mechanism of this
situation has not been totally known yet. The role played by dialysis in genome
damage is a controversial issue. In addition, diabetes is an important cause that
leads to chronic kidney failure in chronic kidney disease. According to the
literature researches, no studies have been conducted to investigate genome
damage in chronic kidney failure patients with diabetes in human lymphocytes.
For this reason, we aimed to determine genetic damage in chronic kidney
disease in hemodialysis patients with and without diabetes by using
chromosomal aberrations (CAs), sister chromatid exchanges (SCES),
micronucleus (MN) and Comet tests. According to this study, in CKF patients
the frequency of chromosome aberrations, sister chromatid exchanges and
micronuclei statistically increased compared to controls. In addition, comet tail
length and tail moment were significantly higher in chronic kidney failure
patients than the control group. But, there was no difference between diabetic
and non-diabetic CKF patients in terms of genotoxicity test results. In CKF
patients, mitotic (Ml), replication (RI) and nuclear division indices (NDI) were

significantly decreased compared to controls. In addition, replication (RI) and



vii

nuclear division indices (NDI) were significantly decreased in diabetic CKF
patients than the non-diabetic CKF patients. Mitotic index significantly
decreased in CKF patients with ferritin levels higher than 500 ng/ml. In CKF
patients with ageing levels less than 50 was statistically increased the frequency
of sister chromatid exchanges compared to ageing levels higher than 50. Nuclear
division index was significantly decreased in CKF patients with ageing levels
higher than 50. The comet tail intensity and tail moment in CKF patients with
body mass index (BMI) levels higher than 25 (kg/m?) significantly increased
compared the body mass index (BMI) levels less than 25 (kg/m?). Morever, the
comet tail length in CKF patients with parathyroid hormone (PTH) levels
higher than 300 pg/ml significantly increased compared to the parathyroid
hormone (PTH) levels less than 300 pg/ml. There was a positive and significant
correlation between the Comet tail length and PTH. There was no relation
between the CA, SCE, MN, DNA damage and duration of hemodialysis
treatment. The results of experiments showed that clastogenic and mutagenic
effects were increased in patients with chronic kidney failure undergoing
hemodialysis compared to the controls and diabetes mellitus also affected the
cell proliferation.

Science Code : 203.1.048

Key Words : Cronic kidney failure (CKF), hemodialysis (HD), diabetes,
genetic damage, chromosomal aberrations (CAs), sister
chromatid exchange (SCEs), micronucleus (MN), comet
assay (SCGE), mitotic index (M), replication index (RI),
nuclear divison index (NDI).
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilan bazi1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklama

% Yiizde

°C Santigrat derece
kg/m? Kilogram/metrekare
ng/ml Nanogram/ mililitre
ug/mi Mikrogram/ mililitre
mg/kg Miligram/kilogram
pL Mikrolitre

mL Mililitre

pg/ml Pikogram/ Mililitre
rpm Devir sayist

\Y/ Volt

mA Miliamper

mm Milimetre
Kisaltmalar Aciklama

BMI Body mass index
BrdU Bromodeoksiiiridin
CAs Chromosomal aberretions
Cyt-B Sitokalasin-B

CKF Chronic kidney failure
DNA Deoksiriboniikleikasit
DM Diabetes mellitus
DMSO Dimetil stilfoksit

EDTA Etilendiaminotetra asetik asit



Kisaltmalar

FER
GFH
GSH-Px
GSSG-Red
HB
HD
HOCI
HT
H20;
KA
KBY
KKD
MDA
MMC
MN
Mi
MPO
NaCl
NaOH
NBI
NOS
PBS
PD
PMNL
PTH
Ri
ROT
RRT
RT
SCE

Aciklama

Ferritin

Glomeriiler filtrasyon hizi
Glutatyon peroksidaz
Glutatyon rediiktaz
Hemoglobin

Hemodiyaliz

Hipoklorik asit
Hipertansiyon

Hidrojen peroksit
Kromozomal anormallik
Kronik bobrek yetmezligi
Kardes kromatid degisimi
Malon dialdehit
Mitomisin-C
Mikroniikleus

Mitotik Indeks
Miyeloperoksidaz
Sodyum kloriir

Sodyum hidroksit
Niikleer boliinme indeksi
Nitrik oksit sentaz

Fosfat tamponu

Periton diyalizi
Polimorfo niikleer l16kosit
Parathormon

Replikasyon indeksi
Reaktif oksijen tiirleri
Renal replasman tedavisi
Renal transplantasyon

Sister chromatid exchange

XVi



Kisaltmalar

SCGE
SDBY
SOD
SsC
80hdG
VKi

XVii

Aciklama

Single cell gel electroforezis
Son donem bobrek yetmezligi
Stiperoksit dismutaz

Salin sitrat tamponu
8-hidroksi-2-O-deoksiguanozin
Viicut kitle indeksi



1. GIRIS

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) hastaligi, diinyada ve iilkemizde epidemi halini
almig 6nemli bir halk sagligi sorunudur [Tatar ve ark., 2013]. Tiirk Nefroloji Dernegi
2011 yilt sonuglarina gore; Tiirkiye’deki genel yetiskin populasyondaki KBY orani
%15,7 olarak bulunmustur. Diger bir deyisle yaklasik alt1 yetigkin kisiden birisinde
KBY vardir. Ulkemizde bugiin KBY’nin ileri evresinde olup diyaliz tedavisi
uygulanan hasta sayis1 60.000°ne ulagsmistir. Kronik bobrek hastaliklarinin pek ¢ogu
ilerleyici bir sekilde seyreder ve zamanla nefron sayis1 giderek azalir. Bobreklerin
viicudun gereksinimini hicbir sekilde karsilayamadigi doneme kronik bobrek
yetmezligi veya son donem bdbrek yetersizligi denir [Sonmez, 2008]. Giderek artan
siklig1, yol actig1 yliksek morbidite ve mortalite oranlari, yasam kalitesini ciddi
sekilde etkilemesi ve tedavisi icin gereken renal replasman tedavilerinin yiiksek

maliyeti nedeniyle toplumsal yiikii biiyiik olan bir hastaliktir.

Kronik bobrek yetmezligi hastaligi diyabeti olan hastalarda yaygin olarak
goriilmektedir [Bakris, 2011; Tiirk Nefroloji Dernegi, 2012]. Diyabetik hasta grubu
degisik iilkelerde, renal replasman tedavisi altindaki hastalarin ve yeni tani alan
kronik bobrek yetmezlikli hastalarin %20-40’1m1 olusturmaktadir. Bu oranlarin yillar
icinde giderek artan bir egilim gostermesindeki en onemli neden, diyabet sikliginin
artmasidir. Yapilan calismalar diyabeti olan hastalardaki oliim riskinin, diyabeti
olmayanlara gore 2 kat daha arttigini gostermistir. Ayrica, Tip 1 diyabeti olan
hastalarin dortte {iglinde 6liimlerin kronik bobrek yetmezligi ile iliskili oldugu tespit
edilmigtir [Satman ve ark., 2009]. Bu nedenle diyabetik kronik bobrek yetmezlikli
hastalarindaki  olas1  genotoksik  etkinin  belirlenmesi, komplikasyonlarin

agiklanabilmesi agisindan 6nemli olabilir.

In vitro test yontemleri ve insan lenfosit kiiltlirleri, bir faktdriin mutajenik,
klastojenik ve aneugenik etkilerinin belirlenmesinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Periferik kandaki beyaz kan hiicrelerinden lenfositler kullanilarak;

cesitli ajanlarin genotoksik etkili olup olmadiklari, kromozomal anormallik, kardes



kromatit degisimi ve mikroniikleus testleri kullanilarak degerlendirilebilmektedir.

Ayrica comet testiyle primer DNA hasar1 belirlenmektedir.

Bu calismanin amaci, hemodiyaliz tedavisi uygulanan diyabetik ve diyabetik
olmayan kronik bobrek yetmezlikli hastalarindaki olasi genetik hasari, kiiltiire
alinmig insan periferal lenfositlerinde kromozom anormalligi (KA), kardes kromatid
degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) testleri ile ve izole edilmis insan lenfositlerinde
ise comet testi (SCGE) kullanarak in vitro yontemlerle belirlemektir. Mevcut
bilgilere gore, hemodiyalize giren diyabeti olan kronik bobrek yetmezlikli hastalarda
insan lenfositlerinde dort farkli genotoksisite testiyle daha once yapilmis ¢aligma
bulunmamaktadir. Diyabet hastalifina sahip bireyler kronik bobrek yetmezligine
yakalanma acisindan daha fazla risk altinda olabilirler. Bu nedenle bu iki hastaligin
birlikte degerlendirilmesinin ve eger bir risk varsa onceden belirlenmesinin saglik

acisindan énemli oldugu diisiiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kronik Bobrek Yetmezligi (KBY)

Gliniimiizde kronik bobrek yetmezligi (KBY) hastaliginin goriilme sikligi hizli bir
sekilde artmaktadir [S6nmez, 2008]. Tiirkiye’de KBY orani yetigkinler arasinda %
15,7°dir [Tiirk Nefroloji Dernegi, 2011]. Bu hastalik, nefronlarin fonksiyonlarinda
geri doniissiiz kayip ile beraber, bobrek fonksiyonlarinda kalict hasarin ortaya
¢ikmast seklinde tanmimlanmaktadir [Aykose, 2006]. KBY’de sivi elektrolit
dengesinin ayarlanamamasi, metabolik ve endokrin fonksiyonlarin yerine
getirilememesi viicuttaki tiim sistemleri etkileyerek bir dizi klinik sonuglara yol
acmaktadir. Yorgunluk, uyku bozuklugu, depresyon, mide barsak rahatsizliklari,
noropati, g6z, kardiyovaskiiler, hematolojik ve norolojik  bozukluklar

goriilebilmektedir [Akoglu ve Siileymanlar, 1996].

Kronik bobrek yetmezligine yol acan nedenler arasinda; iilkeden iilkeye, irk ve
cinsiyete gore farklilik gosteren bircok potansiyel etken vardir [Siileymanlar, 2009].
Etyolojide bircok hastalik bulunsa da son zamanlarda elde edilen verilere gore
diabetes mellitus (%36,55), hipertansiyon (%27,45) ve glomerulonefritler (%7,32)
altta yatan temel nedenleri olusturmaktadir [Tirk Nefroloji Dernegi, 2012].
Gecgmiste, KBY’ye gotiiren en 6nemli neden glomerulonefritler iken, giiniimiizde
diabetes mellitus ve hipertansiyondur. Diyabetik nefropati de tim 1k ve etnik
kokenlerde KBY’ye gotiiren nedenler arasinda genellikle ilk sirada yer almaktadir
[Nissenson ve Fine, 2009]. Ulkemizde KBY sikligmin kadinlarda, yashlarda,
diabetes mellitus ve hipertansiyona sahip bireylerde daha sik oldugu belirlenmistir

[Tiirk Nefroloji Dernegi, 2011].
2.1.1. KBY tanimu ve evreleri
Kronik bobrek yetmezligi (KBY), glomeriiler filtrasyon hizinda (GFH) ilerleyici ve

genellikle geri doniisiimsliz azalmayla karakterize fonksiyonel bir tanidir

[Siileymanlar, 2007]. KBY; glomeriiler filtrasyon hizinda (GFH) ii¢ aydan fazla



stiren azalma (GFH<60ml/dak/1,73 m? olmasi) veya kan, idrar, gorintileme
yontemleri ile ortaya konabilen yapisal ve fonksiyonel bozukluk olarak
tanimlanmaktadir [Crowe ve ark., 2008]. Bu hastalik, glomeriil filtrasyon hizina gére
bes evreye ayrilmaktadir. GFH’1 15 ml/dak /1,73/m? altina diistiigiinde Evre V kronik
bobrek yetmezligi (KBY) veya son donem bdbrek yetmezligi (SDBY) olarak kabul
edilmektedir [Siileymanlar, 2009]. GFH, genellikle yillar i¢cinde giderek azalir ve bu
azalma, altta yatan nedene gore blyiik degisiklik gosterir. Aslinda bobrek
yetmezliginin evreleri birbirinin i¢ine girmis olup kesin sinirlarla ayirmak miimkiin
degildir. Ancak, fonksiyonel degisiklik derecesine gore evreleme klinik ve tedavi
planlanmasi agisindan faydalidir [Aykdse, 2006]. Kronik bobrek hastaligr evreleri
Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Kronik bobrek hastaligi evreleri [Siileymanlar, 2009].

Evreler Tanim GFH, ml/ dk /1,73 m? | Prevalans
(%)

Evrel | Normal veya vyiksek GFH ile >90 3,3
birlikte bobrek hasari

Evre 2 | Hafif GFH azalmas: ile birlikteki 60-89 3
bobrek hasari

Evre 3 | Orta derecede GFH azalmasi 30-59 4,3

Evre 4 | Agir derecede GFH azalmasi 15-29 0,2

Evre 5 | Bobrek yetmezIligi <15 (veya diyaliz) 0,1

GFH: Glomeriiler filtrasyon hizi.

Kronik bobrek yetmezliginin erken evresinde sadece bobregin fonksiyonel
rezervinde azalma vardir. Bdobregin ekskresyon, biosentetik ve regiilatuvar
fonksiyonlar1 genellikle iy1 oldugu icin klinik belirti veya bulgu yoktur. Orta
evrelerde, yani bobrek yetersizliginde azotemi olusur ve anemi gibi bazi klinik
belirtiler ortaya ¢iksa da hastalar genellikle asemptomatiktir. Ancak, enfeksiyon veya
nefrotoksik ila¢ kullanim1 gibi araya giren akut stresler hastay1 hizla liremik tabloya
sokar. Ileri evreye ulasmis bobrek yetmezliginde (Evre V) ise; bobregin ekskresyon,
biyosentez ve regiilasyon fonksiyonlar1 biiyiik 6l¢iide bozulur. Azotemi giderek artar
ve hemen hemen her organ sistemi ile ilgili belirti ve bulgular ortaya ¢ikar. Bu klinik

sendrom, iiremi olarak tanimlanir [Akoglu ve Siileymanlar, 1996]. Uremi, kronik



bobrek yetersizliginin neden oldugu tiim klinik ve biyokimyasal anormallikleri iceren

tibbi bir tablodur [S6nmez, 2008].

2.1.2. insidansi ve epidemiyolojisi

Ulkemizde yilda ortalama 17594 hastaya son donem bobrek hastalign tanist
konmaktadir. Tiirk Nefroloji Dernegi 2012 yili kayitlarina gore bu hastalardan %
81,60’line hemodiyaliz, % 12,77’sma periton diyaliz tedavisi ve % 5,63’una
transplantasyon tedavisi uygulanmistir. Hemodiyaliz tedavisi uygulanan hastalardaki
en sik rastlanan 6lim nedeni, kardiyovaskiiler hastaliklardir (%54,02). Bu durum
kardiyovaskiiler ve renal patolojiler arasindaki iliskinin bir sonucu olarak kabul
edilebilir. Bunu malignite (%12,16), serebrovaskiiler hastaliklar (%10,33) ve
enfeksiyonlar (%8,64) izlemektedir [ Tiirk Nefroloji Dernegi, 2012].

2.1.3. KBY’ligi ile ilgili baza temel kavramlar

Hemoglobin Alc (HbAlc) (Glisemik kontrol diizeyi): Diyabetik hastalarda glisemik
kontroliin takibinde hemoglobin Alc (HbAlc) testi kullanilmaktadir. HbA1c kandaki
ana glikozile hemoglobin (Hb)’dir ve HbA1’in yaklasik %80’ni olusturur [Miedema,
2003]. Glikolize hemoglobin, HbAlc/total Hb orant % olarak gosterilir. HbAlc’nin
normal degeri 3,9-6,0 arasindadir. Glisemik kontroliin saglanmasi diyabetik diyaliz
hastalarinda tedavinin Oncelikli hedeflerindendir. %6-7 diizeyindeki HbAlc iyi
glisemik kontrolii gosterir. Uremik metabolitler, 6zellikle HbAlc’nin %7,5’in
isttinde oldugu durumlarda sonuclarin etkilenmesine yol acar. Ag¢lik serum glukozu
130 mg/dI’nin, tokluk serum glukozu 180 mg/dI’nin altinda tutulmalidir. Hedeflenen
bu degerler hemodiyaliz hastalarinda ciddi komplikasyonlardan biri olan hipoglisemi

riskini azaltmaktadir [Y1lmaz ve Altun, 2009].

Diyalizin etkinligini dlcen indeks (Kt/V): Hemodiyaliz hastalarinda hemodiyaliz
yeterliligini gdsteren en onemli belirteg¢ Kt/V oramdir [Hornberger, 1993]. Ure
uzaklagtirma hizi Kt/V ile gosterilir [(K; mL/dk) belli kan akim hizi, (t; dakika)

hemodiyaliz tedavi siiresi ve (V) iire dagilim voliimiidiir]. Hemodiyaliz hastalar1 i¢in



Onerilen standart degeri Kt/V 1.2°nin istiidiir [SOylemezoglu ve Fidan, 2009].
Kt/V’nin iire klirensinden bagimsiz olarak dogrudan hasta sonuglarini degistirdigi
ileri stirtilmustiir. Yiiksek Kt/V olan bazi hastalarin malniitrisyona (kotii beslenme)
bagli mortaliteleri artmistir. Yapilan bir ¢calismada Kt/V 0.8'in altinda oldugunda
morbidite oran1 yliksek iken, Kt/V orant 1.0-1.2 arasinda oldugunda morbidite
oraninin diistiigiinii belirlemislerdir [Hakim ve ark., 1994]. 2012 yil1 Tiirk Nefroloji
Dernegi’nden elde edilen verilere gore; KBY hastalarinin % 87’sinde Kt/V iire
degeri 1.2’nin dstiindedir. Bu durum diyalizin yeterli dozda yapildigini

gostermektedir.

Ure azalma orant (Urr): Uygulanan diyalizin en basit dlgiisiidiir. Diyaliz yeterliligi
icin Urr en az %70 ve istiinde olmalidir. Bu da yaklasik 1.3 Kt/V’ye esittir. Urr;
diyaliz siiresini, ultrafiltrasyonun etkisini, V (iire dagilim voliimii)’'nii hesaba katmaz.
Urr degeri, Kt/V degeri ile orantilidir. Asagidaki fomiile gore hesaplanir [Yavuz ve

Sezer, 2009].

Urr=[Prediyaliz BUN-Postdiyaliz BUN] X 100 / Prediyaliz BUN

BUN (iire): Prediyaliz BUN seviyesi, lire yapimi ve uzaklastirilmas: arasindaki
dengeyi gosterir. Istenilen BUN seviyesi 50-80 mg/dl’dir. Prediyaliz BUN seviyesini
etkileyen baslica faktorler diyetle alinan protein miktari, rezidiiel renal fonsiyon ve
diyaliz tedavisinin etkinligidir. Hastaya fazla hemodiyaliz uygulanmadig1 ve rezidiiel
glomeriiler filtrasyon hiz1 2-3 ml/dak.’nin {izerinde olmadigi siirece, prediyaliz BUN
degerinin 50-80 mg/dI’nin altinda olmasi yetersiz protein alimmin bir gostergesidir.
Bununla birlikte, yetersiz diyaliz uygulanan hastalarda, yetersiz protein alimi olsa
bile prediyaliz BUN seviyesinin istenilen simirlarda olabilecegi unutulmamalidir

[Altiparmak, 2009].

2.1.4. KBY tedavisi

Kronik bobrek yetmezligi olan hastalara diizenli olarak hemodiyaliz, periton diyalizi

veya bobrek transplantasyonu gibi renal replasman tedavilerinden (RRT) biri



uygulanir [Tirk Nefroloji Dernegi, 2011]. Hastalar her ii¢ tedavi yonteminden de

zaman icerisinde yararlanmak durumunda kalabilmektedirler.

Hemodiyaliz, yar1 gecirgen bir membran araciligi ile hastanin kan1 ve uygun diyaliz
sollisyonu arasinda, sivi-solid degisimini esas alan bir tedavi seklidir. Diffiizyon ve
ultrafiltrasyon olmak {iizere iki temel prensibi vardir. Difflizyon, konsantrasyon
farkina bagli olarak soliitlerin yer degistirmesi; ultrafiltrasyon ise, hidrostatik basing
ile birlikte suyun ve suyu takiben soliitlerin membranin diger tarafina hareketidir

[Camsar1 ve Cavdar, 2009].

Periton diyaliz, bobrek yetmezlikli hastalarda bobrek fonksiyonlarinin kesintisiz
olarak, dogal bir membranla herhangi bir kuvvete veya alete gerek duyulmadan
yerine koyma islemidir. Periton boslugundaki soliit ve su absorbsiyonu periton
zarindaki kapiller dolasim ve lenfatikler yardimiyla olur. Periton zar1 toksik

maddeleri filtre eden yar1 gecirgen zar vazifesi goriir [Daugirdas ve ark., 2003].

Renal replasman tedavileri arasinda transplantasyon; hastalara en iyi yasam kalitesini
sunmast nedeniyle en seckin tedavi yontemidir. Transplantasyonda, diyaliz
tedavilerinde oldugu gibi bobrek fonksiyonlarindan bazilari degil tamami yerine
getirilir [Bas¢1, 2009].

Hemodiyaliz (HD)

Hemodiyaliz tilkemizde en sik uygulanan RRT tipidir [Tiirk Nefroloji Dernegi, 2012;
Tatar ve ark., 2013]. Ilk olarak 1946 yilinda Willem Koff tarafindan akut bobrek
yetmezliginin tedavisinde, 1960’lardan itibaren de giderek kronik bobrek yetmezligi
bulunan hastalarin tedavisinde uygulanmaya baslanmistir [Aykdse, 2006].
Hemodiyaliz, uygun bir damar yolu (A-V fistiil, greft veya kateter) araciligiyla
hastadan alman kanin (300-450ml/dk) antikoagiilasyon ile viicut disinda cihaz
yardimiyla yar1 gegirgen bir membrandan (diyalizér) gecirilerek sivi ve soliit
iceriginin yeniden diizenlenerek hastaya geri verilmesi esasina dayanan bir bobrek

yerine koyma tedavisidir [Aykdse, 2006; Camsar1 ve Cavdar, 2009]. HD isleminde,



iki igne yardimi ile kan makinaya gider, bir filtreden geger, temizlenir ve tekrar
damara geri doner (Sekil 2.1) [Aykdse, 2006]. Bu yontemde hastanin kani viicut
disinda yapay bobrek denilen diyaliz aygitinin iginde dolastirilir. Aygitin i¢i yari
gecirgen bir maddeden yapilmis zarla ikiye ayrilmistir. Zarin bir tarafinda hastanin
kan1 diger tarafinda da diyaliz s1vis1 bulunur. Kan ve diyaliz sivis1 arasinda diflizyon
ve osmoz olaylarina bagl olarak madde ve su aligverisi olur. Kanda iire, iirik asit,
kreatinin, potasyum, fosfor ve diyaliz olabilecek toksik maddeler diyaliz sivisina

gecerek hasta kanindan uzaklastirilir [Koksal ve Gokmen, 2000].

Hemodiyaliz isleminin ii¢ ana birleseni vardir:

- Diyalizér (membran=filtre)
- Pompa yardimiyla kan diyalizat dolagimini saglayan sistem

- Soliit klirensi i¢in belirli bir kimyasal kompozisyonda siv1 (diyalizat).

Diyalizat, diyaliz makinas1 i¢inde islenmis su ile karisan konsantre diyalizattan
olusur [Camsar1 ve Cavdar, 2009]. Diyalizin etkinligini arttirmak amaci ile diyalizat
ve kan akimlar1 ters yonliidiir. Diyalizorler Hallow fiber (i¢i bos kapiller) veya
paralel tabakalar yapisinda olabilir. Diyaliz membranlarin kimyasal icerigi selliiloz
veya sentetik olabilir. Diyaliz membraninda (diyalizor) kapiller i¢inde hastanin kan,
kapiller arasinda ise makine tarafindan hazirlanmis diyalizat bulunur. Kan akimi 300
ml/dk’da tutmak icin yeterli olan gecici ya da kalici damar girisiminden alinan kan
yar1 sentetik membrandaki ¢ok sayida kapillere pompalanir. Kan akimina ters yonde
sodyum Kkloriir, asetat veya bikarbonat ve degisken konsantrasyondaki potasyum
igeren bir diyalizat diyalizore verilir [Arik, 2001; Akpolat ve ark., 2002]. Diyalizat,
diyalizérden sonra bir kanal i¢ine akar ve uzaklastirilir [Camsar1 ve Cavdar, 2009].
Membrandaki difflizyon, tire gibi kiiciik molekiil agirlikli maddelerin konsantrasyon
gradiyentine bagli olarak kan tarafim birakip diyalizat tarafina hareket etmesini
saglar. Benzer sekilde genelde konsantrasyonu 35 mEg/L olan bikarbonat kan
tarafina diffiize olur. Su ve sodyum Kkloriir fazlaliginin uzaklagtirilmasi, membran

boyunca olan hidrostatik basinca bagli olarak ultrafiltrasyonla olur. Hemodiyaliz



hastasinin ortalama haftada {li¢ kez, dort saat diyalize girmesi gerekir [Arik, 2001;
Akpolat ve ark., 2002].

Arter basinci Heparin
monitoru
Hastadan !
/N i
Arter w—

Kan pompasi

Diyalizér

-« Diyalizat

| dedektdri ve hava
tuzag

Ven

—
Hastaya

Sekil 2.1. Basit hemodiyaliz devresi [Levy ve ark., 2002].

Hemodivalizin Avantajlari

- Tedavi siiresi kisadir.

- Atik maddeler viicuttan hizli bir sekilde uzaklastirilir.

- Diyaliz ortam1 hastanin diger hastalar ile iligki kurmasini saglar.

- Her giin degil, haftada iki veya li¢ kez uygulanir.

- Hastaneye yatma gereksinimi daha az olur [Aykdse, 2006; Serdengecti ve Seyati,
2009].

Hemodivalizin Dezavantajlari

- Tedavi seanslari arasinda sivi-elektrolit ve metabolik degisime bagli olarak
diyaliz sonras1 hastanin kendini iyi hissetmesi, ancak sonraki seansa kadar yavas

yavas tekrar kdtiilesmesi sonucu olusan rahatsizlik hissedilmektedir.
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- Tedavi sirasinda igneler kullanilmaktadir.

- Heparin ihtiyac1 gerekmektedir.

- Siv1 gekilmesi ile hipotansiyon gelisebilir.

- Cesitli s1v1 ve gidalarin alinmasinda kisitlanmalar vardir.

- Fistiil i¢in mindr cerrahi bir girisim gerekmektedir [ Aykose, 2006].

- Hemodiyalizde kas kramplari, bulanti, kusma, bas agrisi, gogiis ve sirt agrisi,
kasinti, titreme, ates ve anafilaktik reaksiyonlar gibi komplikasyonlar goriilebilir

[Akpolat ve ark., 2002; Daugirdas ve ark., 2003; Serdengegti ve Seyati, 2009].

2.2. KBY ve Oksidatif Stres

Kronik bobrek yetmezliginde (KBY) ilerleyici fonksiyon kaybini agiklamak iizere
oOne siirlilen mekanizma oksidatif strestir. Organizmada, serbest oksijen radikallerinin
asir1 miktarda Tdretildigi ya da antioksidan mekanizmalarin yetersiz kaldig
durumlarda; oksidan-antioksidan sistemler arasindaki dengenin bozulmasi, oksidatif
stres olarak adlandirilir [Birben ve ark., 2013]. Oksidatif stresteki artiglar ve
antioksidan mekanizmada degisiklikler hiicre sinyalinde degisiklik meydana
getirebilir [Himmelfarb, 2009]. Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin {irettigi
reaktif oksijen tiirleri (ROT); siiperoksit anyonu (207, hidroksil radikali (HO),
peroksil radikali (ROO"), nitrik oksit (NO") ve hidrojen peroksit (H,0,)’tir. ROT’lar
en Onemli oksidatif stres kaynaklaridir [Babior, 2000]. Bircok reaktif oksijen
tiirevleri belli amino asit atiklarini ve lipid pargalarin1 hedeflemektedir [Himmelfarb,
2009]. Reaktif oksijen tiirleri hiicre membranindaki lipidleri etkileyerek, membranin
akigkanliginda ve gecirgenliginde degisiklikler yaparlar. Ayni zamanda, hiicrenin
normal fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan niikleik asit ve protein gibi yapilarinda
kimyasal degisiklikler olusturarak yapisal ve fonksiyonel hiicre hasaria yol agarlar
[Shimizu ve ark., 2004]. DNA’daki hafif hasarlar tamir edilebilmektedir fakat asiri
oksidatif stres hiicre 6liimiiyle sonug¢lanmaktadir [Nicco ve ark., 2005; Ott ve ark.,
2007].

Kronik bobrek yetmezligi; oksidatif stresi artirmakla birlikte, antioksidant savunmayi

da azaltarak, prooksidan faktorlerin sayisini artirmaktadir [Vecchio ve ark., 2011].
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Bu hastalarda, serbest radikallerin asir1 iiretimi ya da yetersiz antioksidan savunma
sistemi nedeniyle, oksidatif dengenin bozulduguna dair goriis birligi vardir [Mayer
ve ark., 2003; Dursun ve ark., 2005; Kao ve ark., 2010]. Antioksidant sistemdeki
bozukluklar kronik bobrek yetmezliginin erken evrelerde baslamasina yol agmaktadir
[Bagatini ve ark., 2008]. KBY’de serbest oksijen radikalleri {ireten baslica oksidatif
yollar yillardir arastirilmaktadir. Arastirmacilar bobrekte; glomeriiler hiicreler
(endotel, mezangial, epitel), notrofiller, monosit/makrofajlar ve trombositler
tarafindan serbest oksijen radikalleri olusturuldugunu gézlemislerdir [Heinzelmann
ve ark., 1999]. Oksidatif stres, kanseri de igeren birgok kronik hastaligin
gelismesinde 6nemli bir faktordiir [Behrend ve ark., 2003; Kryston ve ark., 2011].

Oksidatif stresi, kronik bobrek yetmezliginin kendisi artirdigi gibi, hemodiyaliz
tedavisinin de bu duruma katkida bulundugu tespit edilmistir [Stopper ve ark., 2001;
Giray ve ark., 2003; Antolini ve ark., 2005]. Bu iki faktoriin bir araya gelmesiyle,
reaktif oksijen tiirlerinin sayisinda artis ve antioksidant savunma sisteminde azalma
sonucu oksidatif stres meydana gelir [Gonzalez Rico ve ark., 2006; Palleschi ve ark.,
2007].

Diyaliz tedavisi uygulanan kronik bobrek yetmezlikli hastalardaki oksidatif stresin

cesitli sebepleri vardir. Bunlar;

a) Diyaliz prosediiriiniin kendisi oksidatif strese yol agar. Diyaliz membrani
stiptiriicii molekiilleri yok ederek, inflamatuar hiicreleri tarafindan atilan ROT un

olugsmasina sebep olur [Jackson ve ark., 1995; Spittle ve ark., 2001].

b) Bu hastalarda glutatyon bazli siiplirme sisteminde azalma goriilmiistiir. Ayrica,
stiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerin azalmasinin yaninda C ve E

vitamini eksikligi de goriilmektedir [Locatelli ve ark., 2003; Kao ve ark., 2010].

c) Kronik bobrek yetmezlikli hastalarda gerekli olan besinlerin kisitlanmasi, taze
sebze ve meyvelerin diisiik alimi vitamin eksikligi ile sonuglanir [Schupp ve ark.,

2010].
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d) Bu hastalarda, koti beslenme ve kronik durumun birlikte goriilmesi
mikroinflamasyona yol acar. Mikroinflamasyon, noétrofiller tarafindan aktive

edilen ROT olusumunu artirir [Cachofeiro ve ark., 2008].

KBY’de miyeloperoksidaz (MPO) ile katalizlenen oksidatif olaylarin ve iireminin de,
oksidatif stresi artirdigi belirtilmistir [Witko-Sarsat ve ark., 1996; Himmelfarb ve
Monagle, 2001; Sarpkaya, 2003]. Bu oksidatif reaksiyonlar, dogrudan inflamasyonla
iligkili gortinmektedir [Mimic-Oka ve ark., 2001; Yazict ve Kdose, 2004]. Kronik
inflamasyon, KBY hastalarinda ve 6zellikle diyaliz tedavisi uygulananlarda yaygin
bir durumdur [Amore ve Coppo, 2002]. HD’ye giren KBY hastalarinda, dolagimdaki
notrofillerde oksidatif metabolizmanin arttig1r belirtilmistir [Paul, 1991]. HD
hastalarinda, plazma miyeloperoksidaz aktivitesinin yiikseldigi tespit edilmistir

[Himmelfarb ve ark., 2001; Sarpkaya, 2003].

2.3. Diabetes Mellitus

Kronik bobrek yetmezligi bircok nedenle gelisebilir. Bununla birlikte, diinyanin her
yerinde diyabete bagli olarak gelisen KBY’nin sayis1 giderek artmaktadir
[Stileymanlar, 2009]. Diyabet, kronik bobrek yetmezliginin (KBY) tek basina en

onemli nedenidir [Deray ve ark., 2004].

Diyabet, ya insiilin salgilanmasindaki yetersizlik ya da insiilinin etkisindeki bir
bozukluk sonucunda ortaya ¢ikan yiiksek kan sekerinin yol actigi kronik bir
metabolizma hastaligidir [Satman ve ark., 2009]. Tiirk Nefroloji Dernegi’nden elde
edilen verilere gore Tiirkiye’de son donem bdobrek yetmezligine gotiiren ilk neden

diabetes mellitus’tur [Tiirk Nefroloji Dernegi, 2012].

Diyabetikler insiiline-bagli diabetes mellitus (Tip 1) ve insiilinden bagimsiz diabetes

mellitus (Tip 2) olmak iizere iki gruba ayrilir [Champe ve Harvey, 1997].
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Insiiline Bagimli Diabetes Mellitus (Tip 1)

Tip 1 diyabet, pankreasin beta hiicrelerinin {irettigi insiilinin ortadan kalkmasi ile
ortaya ¢ikan ve sonugta tam insiilin yetersizliginin olusmasi ile karakterize bir
hastaliktir [Rother, 2007]. Bu hastalikta, pankreasin B hiicreleri agir bir otoimmiin
atak nedeniyle hasarlanmistir ve insulin tamamen eksiktir [Champe ve Harvey,
1997]. B-hiicrelerinin yaklasik % 80’1 tahrip oldugunda klinik bulgulariyla diyabet
ortaya ¢ikar. Fonksiyonel B-hiicrelerinin olmasina ragmen, normal glukoz toleransini
sirdiirmek i¢in miktar yeterli degildir [Cinkir, 2011]. Bu hasarin olugmasi igin
cevresel bir uyar1 ve B hiicrelerinin yabanci olarak taninmasini saglayan genetik bir
belirlenmeye gerek vardir. Tip 1 diyabette insulin tedavisi her zaman zorunludur ve

deri altina uygulanmalidir [Champe ve Harvey, 1997].

Insiiline Bagimli Olmayan Diabetes Mellitus (Tip 2)

Diyabet hastalarinin % 90’dan daha fazla bir kismmi Tip 2 diyabetik hastalar
olusturur [Champe ve Harvey, 1997; Giivener, 2006]. Bu hastalik siklikla tarama
testleri sirasinda saptanir. Tip 2 diyabet hastalarinin [ hiicreleri fonksiyon
gormektedir ve yasam destegi i¢in insulin gerektirmezler. Buna ragmen bazi
hastalarda hipergliseminin kontrolii i¢in insulin gerekebilir [Champe ve Harvey,
1997]. Tam siklikla hipergliseminin bulunusuyla konur. Hastaliin bulunmasi
neredeyse tamamen genetik faktorler tarafindan belirlenir. Bu hastaligin olusumunda
viriislerin ve otoimmiin antikorlarin rolii yoktur. B hiicrelerinde fonksiyon bozuklugu
oldugundan, hipergliseminin Onlenmesi i¢in yeterli miktarda insulin sekresyonu
yapilmamaktadir. Ayrica bu tip diyabette dokular insuline normal yanit
vermediginde insulin direncinden s6z edilir [Champe ve Harvey, 1997]. Hastalarda
hipergliseminin belirlenmesiyle; hem yetersiz insiilin sekresyonu, hem de insiilin
direnci gozlenir. Bu durum iki faktdrden hangisinin kisir dongilide hastaliktan esas

olarak sorumlu oldugunu saptamayi zorlastirir [Giivener, 2006].
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2.3.1. Diyabetik hastalarda hemodiyaliz uygulamasi

Diyaliz hastalarinda, diabetes mellitus gibi eslik eden hastaliklarin olmas1 6nemli
sorunlardan biridir [Mailloux ve ark., 1991]. Diyalize giren diyabetik hastalarda,
KBY insidansinda azalma heniiz gosterilmis degildir. Diyabetik tanis1 konmus olan
hastalarin %90-95’ini Tip 2 diyabeti olan, %5-10"unu Tip 1 diyabeti olan hastalar
olusturmaktadir. Her iki diyabet tipinde KBY siklig1 benzer oranlarda goriilmektedir.
Bununla birlikte, diyalize giren diyabetik hastalarin biiylik ¢ogunlugunu Tip 2
diyabet hastalar1 olusturmaktadir [Y1lmaz ve Altun, 2009].

Diyabetik hastalarin diyabetik olmayanlara gore, glomeriiler filtrasyon hizlarinda
(GFH) azalma daha yiiksektir ve iiremik semptomlar1 fazladir. Bu nedenle bu
hastalarin daha erken diyalize baslamas1 6nerilir [Y1lmaz ve Altun, 2009]. Diyabetin
kontrol edilememesi sonucu olusan hiperglisemi, hastalarda akut ve kronik
komplikasyonlara yol agarak, onlarin yasam kalitesini bozabilir [Satman ve ark.,
2009]. Hastalarda goriilen baslica komplikasyonlar; retinopati, ndropati, nefropati,
koroner kalp hastalig1 ve diyabetik ayaktir [Yilmaz ve Altun, 2009; Satman ve ark.,
2009]. Diyabetik nefropati diinyada ve iilkemizde son dénem bdbrek yetmezliginin
major nedenlerindendir [Cinkir, 2011]. Diyabetik nefropati siireci diyaliz asamasina
ulagtiginda, diyabetin tedavisinde yeni sorunlar ortaya c¢ikmaktadir. Diyabetik
hastalarda HD’ye baslanmasindan sonra kan glukozu kontrolii siklikla koétiilesir
[Nissenson ve Fine, 2009]. Diyabetik nefropatili hastalarda insiilin ihtiyaci azalir,
retinopati ilerler, hipertansiyon gelisir. Tip 1 diyabetli hastalarda iyi glisemik ve
hipertansif kontroliin saglanmasinin diyabetik nefropati insidansimi diislirdiigii
belirlenmigstir  [Steffes ve ark., 1989; Ark, 2001]. Hastalarin yarisinda
komplikasyonlar siddetlidir. Diyabetik hastalarda glomeriiler filtrasyon hizindaki
azalmaya bagli olarak gelisen iiremi, diyabetin bobrek disi komplikasyonlar: ile
abartili hale gelir [Yilmaz ve Altun, 2009]. Bununla birlikte, Al-Khoury ve
arkadaslar1 (2006), onemli komplikasyonlardan biri olan aneminin diyabeti olan
olgularda olmayanlara gore daha erken evrelerde ortaya ciktigini ve daha ciddi
diizeyde oldugunu saptamiglardir. Diyabeti olan KBY hastalarindaki yiiksek 6liim
riski, artmig komplikasyonlar sebebi ile olmaktadir [Yilmaz ve Altun, 2009].



15

Diyabetik hastalarin mortalite oranlari, diyabeti olmayan benzer yastaki hastalardan
anlamli derecede daha yiiksektir [Mailloux ve ark., 1991; Merkus ve ark., 2000].
Ayrica diyabetin varligi koroner hastaliklar i¢in major risk faktoriidiir [Nas, 2011].

Diyabetli hastalarda fakir glisemik kontrol; diyabetik nefropatinin artmasi ve kronik
bobrek yetmezliginin hizli ilerlemesi ile iligkilendirilmektedir [Arik, 2001]. Reheem
ve Fattah (2013); diyabetik retinopatili hastalarda, D vitamininin aktif hormonal
yapist olan kalsitriol [1,25(OH)2D3]’lin serum konsantrasyonlarinin énemli diizeyde
distigiinii  belirtmislerdir. Ayrica, diisiik D vitamini ve yiikksek parathormon
seviyelerinin diyabetik retinopatinin patogenezinde bir markir olabilecegini tespit
etmislerdir [Reheem ve Fattah, 2013]. Asir1 parathormon seviyesi inflamatuar
sitokinlere neden olabilir ve bu da, diyabetik retinopatinin patogenezinin artmasinda
rol oynar [Mitnick ve ark., 2001; Taverna ve ark., 2005]. Klinik c¢aligmalar, siki
glisemik kontroliin genel populasyonda retinopati, nefropati ve noropati gelisme
riskini azalttigin1 gostermistir [Yilmaz ve Altun, 2009]. Ayrica glisemik kontroliin,
hemoglobin Alc (HbAlc) ile 6l¢iilmesinin kardiovaskiiler komplikasyonlar i¢in bir
belirte¢ oldugu tespit edilmistir [Chaturvedi ve Fuller, 1995; Gaede ve ark., 2003].
Periton diyaliz hastalarinda fakir glisemik kontrol yiiksek mortalite oranlar ile

iliskilendirilmektedir [Duong ve ark., 2011].

Diyabetik komplikasyonlarin ilerlemesi artmis oksidatif stres yiiziindendir [Rdsen ve
ark., 2001; Miyazaki ve ark., 2007]. Diyabetik nefropatide, hiperglisemi
mikroinflamasyona sebep olur ve oksidatif stresin artmasina yol agar [Kalousova ve
ark., 2003]. Dolayisiyla, hemodiyalize giren diyabetik hastalarda oksidatif stresin
daha ytiksek oldugu belirlenmistir [Dursun ve ark., 2005]. Kontrolsiiz diyabet sonucu
olusan hiperglisemi, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine yol agarak, ROT seviyesini
artirmakta ve hiicrelerde antioksidan savunmayi etkilemektedir [Miyazaki ve ark.,
2007; Farghaly ve ark., 2012]. Dursun ve arkadaglari (2005); sadece diyabetik
hastalarda (n=20), hemodiyalize giren diyabetik bobrek yetmezlikli hastalarda
(n=20), hemodiyalize giren diyabetik olmayan bobrek yetmezlikli hastalarda (n=20),
lipid peroksidasyonu yiiziinden oksidatif stres seviyelerinde kontrol grubuna (n=20)

gore artis oldugunu ve siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi
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antioksidant enzimlerde ise azalma oldugunu belirtmislerdir [Dursun ve ark., 2005].
Bu hastalarda, serbest radikallerin asir1 iiretimi; hiicresel proteinler, membran
lipidleri ve niikleik asitler iizerinde hasara yol acarak, sonunda hiicre 6liimiine sebep

olmaktadir [Kato ve ark., 1999; Rosen ve ark., 2001].

Yapilan arastirmalar 1s1¢inda, diyabet hastaligina sahip bireyler kronik bobrek
yetmezligine yakalanma acisindan daha fazla risk altinda olabilirler. Diyabetli
hastalarda bir¢cok kanserin goriilme sikligi artmistir. Bu durum; her iki hastaligin
yanlis beslenme, fiziksel hareketsizlik ve obezite gibi risk faktorlerinin ortak
olmasindan kaynaklaniyor olabilir [Cannata ve ark., 2010]. Diyabeti olan hastalarda,
kansere bagli olim riski % 40 civarindadir. Diyabette kanser ve mortalite
risklerindeki artista hipergliseminin ve obezitenin rolil oldugu sanilmaktadir. Diyabet
tedavisinde kullanilan yiiksek dozda insiilinin kanserin artisina yol actigi
disiiniilmektedir. Bu konuda daha fazla ve genis kapsamli caligmalara ihtiyag

duyulmaktadir [Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2011].

2.4. Genotoksisite Testleri

Son yillarda genetik hasarlarin, genetik hastaliklarin ve kanser vakalarinin sayisi
onemli bir artig gostermektedir. Her ne kadar bu tip hasarlar ve hastaliklarin
nedenleri spontan mutasyonlara baglansa da, ¢evremizde siirekli maruz kaldigimiz
dis kaynakli etkenler de goz ardi edilemeyecek kadar biiyliktiir [Atli-Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011]. Bu nedenle molekiiler epidemiyoloji ve toksisite alanindaki
gelismelerle, hastalik ve toksik bir durumun erken teshisi i¢in degerli yontemlerin
ortaya c¢ikmasi saglanmistir. Cevresel ve mesleksel maruziyetlerde bu yontemler
bliylik 6nem tasimaktadir [ Aykanat ve ark., 2010]. Bunun i¢in 1970 yillardan itibaren
genotoksisite testleri yaygin olarak kullanilmaktadir [Bedir ve ark., 2004]. Bu testler;
cesitli mekanizmalarla genetik hasara yol acabilecek pek ¢ok etkenin, mutasyonlara,
kromozom anormalliklerine veya DNA hasarlarina neden olup olmadiklarim

belirlememizi saglar [Zeiger, 2004; Vural, 2005].
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Genetik hasarlar; dogum defektleri, kanser, yaglanma, infertilite ve bazi genetik ve
multifaktoriyel hastaliklara yol acabildigi i¢in, mutajen ve Kkarsinojenlerin
tanimlanmast ve risklerinin en diisiik seviyeye indirilebilmesi halk sagliginin

korunmasi i¢in dnemlidir [Athi-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011].

DNA biitiinliigliniin ti¢ farkli tehdit altinda bulundugu bilinmektedir. Birincisi,
DNA’nin kimyasal yapisinda abazik bdlgelere ve deaminasyona neden olan spontan
reaksiyonlardir (cogunlukla hidroliz) [Lindahl, 1993; Sander ve ark., 2005]. ikincisi
kendi metabolizmamiz sonucu olusan reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, lipit
peroksidasyon {irlinleri, endojen alkilleyici ajanlar, Ostrojen ve kolesterol
metabolitleri ve reaktif karbonil tiirleridir [Bont ve Larebeke, 2004]. Ugiinciisii ise,
ekzojen fiziksel ve kimyasal ajanlardir. Tiim bu etkenler nedeniyle DNA da hasarlar
olusmaktadir [Hoeijmakers, 2009]. Niikleer DNA’daki tek zincir kiriklar: ve spontan
baz kayiplarmi tahmini sayisi giinde hiicre basina 10*den fazladir [Lindahl, 1993;
Sander ve ark., 2005]. Diger tip spontan hasarlar1 da dahil ettigimizde bu say1 giinde
hiicre basina 10°’e ulagmaktadir [Lindahl, 1993]. DNA hasar1 hiicre 6liimii, yaslanma
ya da kansere neden olabilecek mutasyonlara yol acgabilir. DNA lezyonlari
mutajenik, sitostatik veya sitotoksik etki olusturabilir [Hoeijmakers, 2009].



Ekzojen kaynaklar
uv,

Diger radyasyon
kaynaklari,
Kimyasallar

Endojen kaynaklar
Reaktif oksijen tiirevleri
(ROS),

Alkilasyon,

Hidroliz

Tek zincir kirigi

DNA Hasarn

DNA Tamir Sistemi

v

Yanhs replikasyon,

Anormal kromozomal

segregasyonu

|

Mutasyon,
Kromozomal anormallik

|

Kanser

Engellenmis replikasyon

Engellenmis transkripsiyon,

l

Hiicre siklusunda gecikme,

Hiicre Oliimii

|

Yaslanma

Sekil 2.3. DNA hasarinin kaynaklar1 ve sonuglar1 [Hoeijmakers, 2009].

18

Genotoksisite testlerinde hem farkli tipte organizmalar ve hem de farkli tipte test

metodlart kullanilmaktadir. Bu testlerden birisi Ames testi olarak adlandirilir ve

Salmonella typhimurium’un iki farkli susunda calisilir. TA98 susu, ¢erceve kaymasi
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mutasyonlart i¢in, TA100 susu ise baz ¢ifti degisimleri i¢in kullanilir. Bu test ile,
kullanilan kimyasalin DNA molekiiliinde nokta mutasyonlarina neden olup olmadigi
belirlenir [Cavallo ve ark., 2005]. Sik¢a kullanilan testlerden bir digeri, Drosophila
melanogaster’de eseye bagli resesif letalite testidir. Bu teknikte, hem nokta
mutasyonlart hem de kiiciik delesyonlar belirlenmektedir. Mayalarda ise,
Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces pompe genotoksisite ¢alismalarinda en
fazla kullanilan tiirlerdir. pH ve sicaklik degisimlerini tolere edebilecek fizyolojik
yapilar1 ve yiiksek yapili organizmalarin hiicre yapilarina benzemeleri nedeniyle
Okaryotlar iginde en ¢ok calisilan gruptur. Saccharomyces cerevisiae’nin hem
diploid hem haploid soylarinda, Saccharomyces pompe’nin ise sadece haploid
soylarinda gen mutasyonlar1 i¢in genotoksisite calismalar1 yapilmaktadir [Celik,

2003; Oztiirk ve ark., 2005].

Genotoksik, mutajenik, kanserojenik ve sitotoksik potansiyelin belirlenmesi igin in
vivo testlerle beraber in vitro testler de uygulanmaktadir. Giiniimiizde yaygin olarak
kullanilan in vitro genotoksisite testleri; kromozomal anormallik (KA), kardes

kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve comet (SCGE) testleridir.

2.4.1. Kromozomal anormallik (KA) testi

Kromozomal anormallik testi (KA), Perry ve Evans (1975)’in bilinen mutajen ve
kanserojenlerin KA’yr uyardigini saptamalarindan sonra siklikla kullanilmaya
baslanmigtir [Perry ve Evans, 1975]. Teknik, kiiltiire alinmis periferal kan
lenfositlerinde kromozomal anormallik sikliklarmin degerlendirilmesi ile genotoksik
hasarin boyutunun belirlenmesini saglar [Cakmak, 2000]. Kromozomal anormallikler
DNA diizeyindeki hasarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kromozom kiriklari
DNA’daki onarilmamis ¢ift zincir kiriklarindan, yeni yapiya sahip kromozomlar ise
DNA’daki zincir kiriklarinin yanlis onarilmasindan kaynaklanmaktadir [Atli-
Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011]. Insan populasyonlar1 iizerinde yapilan ¢alismalar,
periferal lenfositlerdeki kromozomal anormallik frekanslar1 ile kanser olusumu
arasinda pozitif korelasyon oldugunu ortaya koymaktadir [Parra-Delgado ve ark.,
2005; Doak ve ark., 2012].
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Kromozomal degisimler mitotik metafaz kromozomlarinda degerlendirilir [Cakmak,
2000]. Kromozom kirigi, kromatid kirigi, fragment, disentrik kromozom, kardes
kromatidlerde birlesme (sister union), halka kromozom, kromatid degisimi (triradial,
quadriradial sekiller), gap, translokasyon, inversiyon gibi yapisal; poliploidi ve
endoreduplikasyon gibi sayisal kromozom aberasyonlari meydana gelebilir [Mateuca
ve ark., 2006; Doak ve ark., 2012]. Primer olarak olusan hasarlar DNA sarmal
kirilmalan veya baz degisiklikleridir. DNA kirilmalar1 ya DNA tek sarmalini ya da
birbirini tamamlayan iki sarmali ayn1 anda etkileyebilir. Buna gore bir ¢ift sarmal
kirg iki tek sarmal kirigindan olusur. Degisim tipi anormallikler (disentrik
kromozom, translokasyon, halka kromozom) c¢ift sarmal kiriklarimin etkisiyle
sekonder olusan hasarlardir [Bender ve ark., 1988]. Yapilan ¢alismalarda, hiicredeki
toksisitenin artmasiyla birlikte kromozomal aberasyonlarinda arttigi belirtilmistir

[Speit ve Henderson, 2005; Zeiger, 2010].

2.4.2. Kardes kromatid degisimi (KKD) testi

Insan lenfositlerinde yaygin olarak kullamilan in vitro genotoksisite testlerinden bir
digeri de kardes kromatid degisimi (KKD) testidir [Wilson III ve Thompson, 2007].
Klastojenlerin ve klastojenik aktivitenin belirlenmesinde KKD testi hassas bir metot
olarak kullanilmaktadir [Montoro ve ark., 2012]. Kardes kromatid degisimi, DNA
sentezi esnasinda kardes kromatidlerde kiriklarin olusmasini, sentezlenen DNA
iplikleri arasindaki fiziksel degisimleri ve bu kiriklarin tekrar kardes kromatidler ile

birlesmesini igerir [Wilson 111 ve Thompson, 2007].

Ik defa 1957 yilinda Taylor tarafindan tanimlanmustir. Kromozomlarin radyoaktif
timidin (T°) varliginda bir defa kendilerini eslemelerine ve sonraki replikasyonda da
izotopun yoklugunda kendilerini eslemelerine izin verilmistir. Otoradyografide
DNA’nin semikonservatif eslenmesi sonucunda, her bir kromozomun sadece bir
kromatidinin isaretlendigi goriilmiistiir. Bu isaretleme sonucunda kardes kromatidler
arasinda simetrik degisimler gozlenmis ve Taylor bunlar1 “kardes kromatid degisimi”
olarak adlandirmistir [Perry ve Thomson, 1984]. Latt tarafindan 1973’te uygulanan

yeni yontemde, timidin analogu olan BrdU iki replikasyon dongiisiinde bulunacak
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sekilde kiiltiir ortamia eklenmistir. BrdU varliginda devam eden DNA sentezi
sirasinda yeni olusan DNA’da timin yerine BrdU girer. Bdylece her bir kromatid, bir
timinli ve bir de BrdU’li DNA zinciri igerir. Mitoz sonrasinda her bir kromatid farkl
bir kardes hiicreye gider. BrdU nin hiicre dongiisli sirasinda Timin bazinin yerine
girmesinin ardindan, florasan 151k altinda 1smlanip Giemsa ile boyanarak kardes
kromatidlerdeki kiriklar goriiniir hale getirilmistir [Natarajan, 2002]. Boyama sonrasi
yapilan incelemede, bir kromatid iki tane BrdU igeren zincir tasidigi i¢in agik renkli,
digeri bir timinli bir de BrdU’li zincir tasidig1 i¢in koyu renkli gozlenir [Perry ve
Wolff, 1974]. Bu sekilde kardes kromatidlerdeki degisimler tespit edilmektedir.

Kardes kromatid degisiminin kesin molekiiler mekanizmasi bilinmemesine ragmen,
DNA hasarinin ve yanlis DNA tamirinin KKD’ye neden oldugu diisiiniilmektedir
[Bozkurt ve ark., 2004]. KKD’nin tek basimna genotoksik riski belirlemede yetersiz
oldugu diisiinilmektedir. Bugiline kadar artmig KKD frekansi ile olumsuz saglik
etkisi arasinda bir iligki gosterilmemistir [Preston ve ark., 2010]. Fakat, KKD
genotoksik bir kimyasala maruz kalmanin biyolojik bir gostergesi olarak kabul
edilmistir. Bu nedenle deneysel c¢aligmalarda, insanlarda genotoksik etkileri
gostermede indikator bir test olarak kullanilmaya devam edilmektedir [Norppa ve
ark., 2006; Preston ve ark., 2010].

2.4.3. Mikroniikleus (MN) testi

Mikroniikleus teknigi (MN); (Cytokinesis-Blocked Micronucleus Assay=CBMN
Assay); ¢esitli kimyasal maddelerin ve fiziksel ajanlarin, memelilerde klastojenik ve
andjenik aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin kullanilan bir test teknigidir [Kirsch-
Volders ve ark., 2011]. Mikroniikleus (MN) yontemi ilk olarak 1886 yilinda anemik
kedilerin kirmiz1 kan hiicrelerinde Howell’in gézlemleriyle ortaya ¢ikmistir. 1907°de
Jolly, mikroniikleuslarin varligin1i dogrulamistir. Bu yiizden mikroniikleuslar,
hematolojide Howell-Jolly cisimleri olarak bilinirler [Cakmak, 2000]. Sitokinezin
durduruldugu mikroniikleus yonteminde kullanilan sitokalasin-B (Cyt B), aktin
polimeraz inhibitorii olup niikleer boliinmeyi durdurmadan, mitotik sitokinezi yani

sitoplazmanin boliinmesini durdurur. Cyt B etkisiyle, hiicre ¢ekirdegi boliiniirken,
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sitoplazma boliinmesi (sitokinez) durur ve iki niikleuslu (biniikleat) hiicreler ortaya

cikar [Kirkland, 2010; Kirsch-Volders ve ark., 2011].

Mikroniikleuslar, spontan olarak ya da genotoksik ajanlara maruziyet sonucunda,
asentrik kromozomal fragmentlerin ya da tim kromozomlarin hiicre bdliinmesi
sirasinda, ana cekirdek disinda yavru c¢ekirdek seklinde kalmasindan olusmaktadir
[Fenech, 2007; Kirsch-Volders ve ark., 2011]. Eger MN olusuma kromozomlardan
kopan asentrik bir kromozom parcast neden olmussa, bu klastojenik bir olaymn
sonucu iken; eger olusuma neden olan olgu anafazda geri kalma ya da ig ipliklerinin
hasarindan dolay1 tiim bir kromozomsa bu duruma andjenik bir ajanin neden oldugu
belirtilmektedir [Fenech ve ark., 2003; Terradas ve ark., 2010; Cervantes-Rios ve
ark., 2012].

Gliniimiizde mikroniikleus metodu; genotoksisite ve sitotoksisite ¢alismalarinda;
kromozom kirig, kromozom kaybi, kromozom ayrilmamasi (nondisjunction),
kromozomlarin farkli sekillenmesi (niikleoplasmik kopriiler), hiicre boliinmesinin
inhibe edilmesi, gen amplifikasyonu, nekrosis ve apoptozisin basit morfolojik
olgiitler kullanilarak degerlendirilmesine yardimei olmaktadir [Fenech, 2007]. MN,
hiicre siklusu kontrol noktalar1 bozulmus hiicrelerde, DNA tamir mekanizmasi zarar
gérmiis hiicrelerde ve tiimor hiicrelerinde yiiksek bulunmustur [Terrades ve ark.,
2010]. Yapilan ¢alismalarda; insan periferal lenfositlerdeki artmig MN frekansinin,
kanser riskini dnceden bildiren bir biyogosterge olarak kabul edildigi belirtilmistir

[Bonassi ve ark., 2007; Parry ve Kirsch-Volders, 2010; Preston ve ark., 2010].

2.4.4. Comet (SCGE: Single cell gel electrophoresis) testi

Son yillarda gelistirilen comet testi [tek hiicre jel elektroforezi (SCGE)] primer DNA
hasarmi ve tamirini belirlemede kullanilan hassas, gilivenilir ve hizli bir metoddur
[Kumaravel ve ark., 2009; Ghazalla ve ark., 2010]. Bu testin, ¢ok diisiik diizeydeki
DNA hasarlarint bile ayirt edebilmesi, degisik hiicre ve dokulara uygulanabilir
olmasi, her uygulama grubu i¢in az sayida hiicreye ihtiya¢ gdstermesi, hizl1 sonug

elde edilebilmesi ve hiicrelerdeki DNA kiriklarinin gorsel olarak belirlenebilmesi
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gibi avantajlar1 vardir [Tice ve ark., 2000; Piperakis, 2009; McArt ve ark., 2010]. Bu
nedenle insanlarda kanserli hiicrelerdeki DNA hasarini belirlemek i¢in comet teknigi

kullanilabilmektedir [Kryston ve ark., 2011].

Comet testinde hiicreler agar igine yerlestirilir ve DNA’lart lizis edilir. DNA’y1
gevsetmek ve denatiire etmek icin alkali elektroforez yapilir [Speit ve Hartmann,
2006]. Bu testte cometin bas kismi hasarsiz DNA, kuyruk kismi ise hasarli kirik
DNA pargalarini igermektedir. DNA’nin negatif yiikli kirik uglar1 pozitif yiikli uca
yani anoda dogru hareket ederler [Moller, 2006b]. Lenfosit hiicresindeki DNA
zincirlerinin kiritlmi kuyruklu yildiz goriiniimiinde oldugu i¢in yontem “comet”

ismiyle adlandirilmistir [Fairbairn ve ark., 1995; Liao ve ark., 2009].

Ik olarak 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan tek tek hiicrelerde DNA
hasarinin direkt olarak gosterilmesinde uygulanmistir [Fairbairn ve ark., 1995]. Daha
sonra Singh ve ark. (1988) tarafindan gelistirilen yontem, ¢esitli modifikasyonlarla
genotoksisite ve apoptoz arastirmalarinda siklikla kullanilir hale gelmistir [Speit ve
ark., 2004]. Notral sartlarda gerceklesen bu teknik ile DNA ¢ift sarmal kirilmalar
tespit edilirken, tek sarmal kirilmalar tespit edilememistir. Oysaki DNA hasarina
sebep olan ¢ogu ajan DNA c¢ift sarmalindan ziyade DNA tek zincirinde daha ¢ok
hasar meydana getirmektedir. Ustelik nétral kosullar altinda calisilan bu teknikle
proteinler tam olarak uzaklastirilmamaktadir [Ostling ve Johanson, 1984; Gokge,
2012]. Singh ve arkadaglarinin (1984) gelistirdikleri teknik ile uygulanan daha giiclii
lizis sartlar1 sayesinde proteinlerin % 95’inden fazlasi1 yok edelebilmektedir. Alkali
elektroforez uygulamasi ile ¢ift zincir kiriklarinin yani sira tek zincir kiriklarinin,
onarimi tamamlanmamis DNA bdlgelerinin basit ve hassas bir sekilde belirlenmesi

saglanmistir [Valverde ve Rojas, 2009; Ersson ve Moller, 2011].

Laboratuvarlarda; comet tekniginin sonug¢larinin degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilan parametrelerde farkliliklar gozlenmektedir [Fairbairn ve ark., 1996;
Bocker ve ark., 1997; Olive, 1999]. Sing ve arkadaslar1 (1988) hasarli gb¢ eden
DNA’y1 kuyruk uzunlugu ile degerlendirmektedir. Fakat Moller (2006a), kuyruk
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uzunlugun tek basimna comet goriintiisiinii bir ¢izgi olarak yansitamayacagini
belirtmistir. Kuyruk yogunlugunun, gevseyen ya da kirilan pargalarin sayisini
yansittigr  disiiniilirken; kuyruk momentinin ise kuyruk uzunlugunun ve
yogunlugunun bir arada ifadesi oldugu belirtilmistir [Fairbairn ve ark., 1995]. Olive
ve ark, (1990) DNA gociinli kuyruk momenti parametresiyle ifade etmislerdir. Buna
gore, kuyruk momenti go¢ eden DNA’nin kuyruktaki DNA kiriklarindan ortalama

uzakligini belirtir.

2.5. KBY’li Hastalarda Yapilan Genotoksisite Calismalari

Kronik bobrek yetmezlikli hastalara uygulanan hemodiyaliz (HD) tedavisinin genom
hasarina yol agmasi tartismali bir konudur. Yapilan bir ¢caligmanin sonuglarina gore,
giinliik HD tedavisi goren hastalarin, periyodik olarak HD tedavisi goren hastalara
gore genomik hasar seviyelerinin daha diisiik oldugu belirlenmistir [Pernice ve ark.,
2006]. Rangel-Lopez ve arkadaslar1 (2013); hemodiyaliz tedavisi uygulanan
hastalarda (n=35), mikroniikleus ve comet testi ile genetik hasar seviyelerinde
kontrole (n=61) gore Onemli bir fark olmadigini tespit etmislerdir. Fink ve
arkadaslar1 (2007); tiremik bir toksin olan homosisteinin genotoksik etkisini L5178Y
ve HL60 hiicre hatlarinda mikroniikleus ve comet testi ile arastirmislardir. Buna
gore; diisiik konsantrasyondaki (3 mM) homosisteinin ¢alisilan her iki hiicre hattinda
da mikrontikleus frekansini artirdigini; ancak DNA hasarina yol agmadigin tespit

etmislerdir [Fink ve ark., 2007].

Kobras ve arkadaslar1 (2006); hemodiyaliz hastalarini; hemodiyalizin baslangicinda
olan hastalar ve hemodiyalizin ileriki safhalarinda olan hastalar ve hemodiyalizden
hemodiafiltrasyona gecen hastalar olmak tizere li¢ grupta degerlendirmislerdir. Buna
gore; hemodiyalizin  baslangicinda olan hastalarda ve hemodiyalizden
hemodiafiltrasyona gecen hastalarda, kontrole goére mikroniikleus frekansinda
(p<0.05) ve comet DNA hasarinda (hemodiyaliz, p<0.001; hemodiafiltrasyon,
p<0.0001) artis oldugunu belirtmislerdir. Fakat, hemodiyalizin baglangicinda olan
hastalar, hemodiyalizin ileriki safhalarinda olan hastalar ve hemodiyalizden

hemodiafiltrasyona gecen hastalar birbiri ile karsilagtirildiginda; bu hastalar arasinda
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MN frekansinda 6nemli diizeyde bir degisiklik olmadigini tespit etmislerdir. Comet
testinde ise; hemodiyalizden hemodiafiltrasyona gecen hastalar arasinda DNA hasar

yiizdesinde onemli diizeyde diisiis oldugu gozlenmistir.

Schupp ve arkadaglar1 (2006); hemodiyalizin baslangicinda olan hastalarda, standart
hemodiyalizden hemodiafiltrasyona gegen hastalarda ve giinlilk hemodiyalize giren
hastalardaki genetik hasar1 periferal lenfositlerde mikroniikleus ve comet testleri ile
arastirmiglardir. Buna gore; standart hemodiyalize giren hastalarda MN ve comet
testleri ile genetik hasarda anlamli bir degisiklik gdzlenmemis ancak standart
hemodiyalizden hemodiafiltrasyona gecen hastalarda comet kuyruk DNA ylizdesinde
diisiis belirlenmistir. Ayrica, giinliik hemodiyalize giren hastalarin MN frekansinin,
standart hemodiyalize giren hastalara gore anlamli oranda diisiik oldugu tespit

edilmistir.

Roth ve arkadaslar1 (2008) ise peritonal diyaliz tedavisi uygulanan KBYli hastalarda
yaptiklar1 caligmada; yanak epiteli MN sikliginin kontrole gore degismedigini

belirlemiglerdir.

Buna karsin, yapilan diger ¢aligmalarda hemodiyaliz tedavisi uygulanan KBY’li
hastalarda genom hasarinda artis belirtilmistir. Ancak bu ¢aligmalarin hemen hemen
hepsinde genotoksisite testi olarak MN ve Comet testleri kullanilmigtir. KKD
oranlarinin incelendigi KBY hastalariyla yapilmis bir calismaya rastlanmamistir. KA
testinin yapildig1 tek bir ¢alisma vardir. Goh ve Cestero 1979 yilinda hemodiyaliz
hastalarinda kromozomal anormallik oraninin arttigini tespit etmislerdir. Sandoval ve
arkadaslar1 (2010); kronik bobrek yetmezlikli hastalarda mikroniikleus frekansinda
kontrole gore artis oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, hastalarda bobrek
fonksiyonlarmin azalmasiyla birlikte genetik hasarin arttigi tespit edilmistir. Uzun
stireli hemodiyaliz tedavisi uygulanan KBY’li hastalarin MN frekansinda (hasta
n=16; 44.3+13.7, kontrol n=23; 15.3+4.7) [Stopper ve ark., 1999] ve ortalama DNA
hasarinda (kuyruk bolgesindeki DNA yiizdesi) (hasta n=23, 14.7%+3.5%; kontrol
n=21, 10.5%=+0.8%) kontrole gore artig oldugu belirtilmistir [Stopper ve ark., 2001].

Ayrica hemodiyaliz tedavisi uygulanmamis ilerlemis bobrek yetmezligi olan
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hastalarda (n=19; 28.2+9.4) MN frekansinin kontrole gore (n=23; 15.34+4.7) anlaml
oranda arttig1 tespit edilmistir [Stopper ve ark., 1999].

Kan ve arkadaslar1 (2002) comet testiyle, HD tedavisi uygulanan KBY hastalarinda
DNA sarmal kiriklarinda artis tespit etmislerdir. Yapilan E vitamini takviyesinden
sonra ise vitamin E’nin koruyucu etki gostererek DNA hasarin1 kontrole gore

azalttig1 belirlenmistir.

Hemodiyalize giren hastalarin yanak epiteli hiicrelerinde mikroniikleus testi ile
yapilan bir ¢alismaya gore; hastalarin (n=20, MNC; 5.60+5.31) MN frekansinin
kontrole (n=40, 1.50£2.01, p<0.01) gore anlamli oranda artmis oldugu belirtilmistir.
Ayrica hemodiyaliz tedavi siiresinin de MN frekansini artirdigini belirlemislerdir.
Yedi ve yedi yildan fazla siireyle hemodiyaliz tedavisi uygulanan hastalarda
(8.89+5.96, alt1 yildan daha az siireyle hemodiyaliz tedavisi uygulanan hastalara
(2.91£2.74) gore, mikroniikleus miktarininin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(P<0.05) [Roth ve ark., 2008].

Aykanat ve arkadaslar1 (2011) kronik bobrek yetmezligi olan ¢ocuklarda (n=49,
5.22+1.57), tedavinin baslangicinda olan hastalarda (n=17, 4.92+1.23), diizenli
hemodiyalize giren hastalarda (n=15, 4.91+1.35) ve bobrek transplantasyonlu
hastalarda (n=17, 5.79+1.94), DNA hasarinin saglikli bireylerden (n=20, 2.74+2.91)
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (p<0.001). Ayrica
tedavinin baslangicinda olan hastalarda ve rutin hemodiyalize giren hastalarda,
enzim modifiyeli comet testiyle oksidatif DNA hasarinda kontrol grubuna gore artis
oldugu belirtilmistir (p<0.05). Stoyanova ve arkadaslar1 da (2010) hemodiyaliz
tedavisi alan ve almayan 253 kronik bobrek yetmezlikli hastada oksidatif DNA
hasarini1 modifiye comet testiyle arastirmislar ve bobrek yetmezliginin ilerlemesiyle
genetik hasarin arttifini ve hemodiyalize giren hastalarda ise hasarin en yiiksek

seviyede oldugunu tespit etmislerdir.

Yapilan bir diger ¢alismada; hemodiyalizin baslangi¢ asamasinda olan KBYli hasta
cocuklarin (PreD), diizenli hemodiyalize giren KBY’li hasta ¢ocuklarin (HD) ve
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transplant KBY’li hasta cocuklarin (Tx) periferal lenfositlerinde, MN sikliginin
kontrol grubuna gore arttig1 tespit edilmistir [(PreD) 9.19+£2.61 (16); (HD) 9.07+4.86
(15); (Tx) 6.12+5.33 (17) ve (kontrol grubu) 1.60+£0.99 (20) (P<0.001)] [Demircigil
ve ark., 2011]. Fragedaki ve arkadaslar1 (2005); standart hemodiyaliz tedavisi
uygulanan hastalarda (n=12, 29.1£5.9), giinlik hemodiyaliz tedavisi uygulanan
hastalara (n= 13, 14.844.0) ve kontrole (n=12, 13.243.04) goére mikroniikleus

frekansinin 6nemli diizeyde arttigin1 belirtmislerdir (P<0.01).

Periton diyaliz tedavisi goren hastalarda comet test teknigini kullanilarak yapilan
calismada; DNA hasarinda anlamli oranda artig gdzlenmistir. Ayrica periton diyaliz
tedavisi alan KBY’li hastalarda diyabetin olmasinin, comet kuyruk uzunlugunu

artirdig1 belirtilmistir [Nas, 2011].

Rangel-Lopez ve arkadaslart (2013) ise; periton diyaliz hastalarindaki olasi genetik
hasar1 mikroniikleus ve comet testi ile degerlendirmislerdir. Periton diyaliz tedavisi
uygulanan hastalarin mikroniikleus frekansinda (n=33, 41.9+14%.) (P<0.05) ve
comet kuyruk uzunlugunda (14.8+7%) kontrole gore (n=61) anlamli oranda artig

belirlenmistir (P<0.001).

Diyabetin eslik ettigi KBY hastalarinda genom hasar1 iizerine yapilan ¢aligmalarin
sonuglari geliskilidir. Ersson ve arkadaslar1 (2012), hemodiyalize giren diyabetik ve
diyabetik olmayan KBY’li hastalarda DNA hasar1 frekanslar1 bakimindan énemli bir
fark belirlememislerdir. Buna karsin bazi g¢alismalarda diyabetin genetik hasari
artirdig tespit edilmistir. Bagatini ve arkadaslar1 (2008), Tip 2 diyabetli KBY’li
hastalardaki genetik hasar1 hemodiyaliz uygulamasindan 6nce ve sonra comet testi
ile aragtirmiglardir. Tip 2 diyabetli hastalarda kontrole gére DNA hasarinda artis
oldugu gozlenmistir (n=25 hasta, 12.36+8.04; n=20 kontrol 7.35+7.41, p=0.014).
Hastalara hemodiyaliz uygulamasindan sonra, DNA hasar seviyesinin daha da arttig1

belirlenmistir (19.76+12.40, p=0.04).

Dursun ve arkadaglar1 (2005), sadece diyabetik hastalarda (n=20), hemodiyalize
giren diyabetik (n=20) ve diyabetik olmayan bobrek yetmezlikli hastalarda (n=20) ve
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kontrol grubunda (n=20) oksidatif stres seviyelerini incelemislerdir. Buna gore tiim
hasta gruplarinda kontrole goére oksidatif stres seviyelerinde artis oldugunu ve
stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidant enzimlerde ise
azalma oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica diyabet hastalifi da, hemodiyaliz
tedavisinin kendisi de ayr1 ayr1 oksidatif stresi artirdiklart gibi, ikisi birlikteyken
oksidatif stres diizeyinin en yiiksek seviyeye ulastigini belirtmislerdir [Dursun ve

ark., 2005].

Kronik bobrek yetmezligi olmayan fakat bu hastaliga yakalanma agisindan birinci
risk grubunda yer alan diyabetik hastalarda, genom hasarinin belirlenmesine yonelik
yapilan g¢aligmalarda anlamli bir fark tespit edilmemistir. Cinkilic ve arkadaslari
(2009); kromozomal anormallik testiyle, Tip 1 diyabetli hastalarla kontrol grubu
arasinda onemli bir fark belirlememislerdir. Yapilan bir diger ¢alismada; Tip 2
diyabetli hastalarda 8-hidroksi-2-deoksiguanin (8-OhdG) 6lgiimii ile oksidatif DNA
hasar diizeyinde kontrole gore anlamli bir fark olmadig: belirtilmistir [Tabak ve ark.,

2011].

Buna karsin, bazi calismalarda KBY’den bagimsiz diyabetik hastalarda genetik
hasarin artirdigi belirtilmistir. Sheth ve arkadaslari (2006), Tip 2 diyabetli hastalarin
kardes kromatid degisimi frekansinda kontrol grubuna kiyasla artis oldugunu
belirlemiglerdir (n=20 hasta, 7.81+0.63, n=15 kontrol, 6.18+0.32, sirasiyla,
P<0.001). Cinkili¢ ve arkadaslar1 (2009); Tip 1 diyabetli hastalarda serbest radikal
olusumuna bagli olarak kardes kromatid degisimi frekansinin saglikli bireylerden
yiksek oldugunu belirtmislerdir (n=35, 5.44+1.47; n=15, 2.54+0.82 sirasiyla,
p<0.001).

Sardas ve arkadaslar1 (2001), diyabetli hastalarda reaktif oksijen tiirevlerinin
varliginin periferal lenfositlerde DNA hasarimi artirdiini  comet testi ile
belirlemislerdir. Bunun i¢in, 15’1 Tip 1 diyabetli, 48’1 Tip 2 diyabetli 63 hastada ve
30 saghkli kontrolde comet testini uygulamislardir. Hastalarda DNA hasar
seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttigi belirlenmistir (P<0.05).

Insiiline bagimli diyabetik hasta grubunda (29.3£16.7); insiilinden bagimsiz
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diyabetik hastalara gore (41.4+19.7) hasarli hiicre frekansinda 6nemli diizeyde diisiis
oldugu tespit edilmistir (P<0.05).

Kato ve arkadaglar1 (2003), diyabetik hastalarda serumdaki 8-oxodG’nin seviyesinde
diyabetik olmayan hastalara goére artis oldugunu goézlemlemislerdir. Pan ve
arkadaglar1 (2007) ise, comet testi ve 8-hidroksi-2-deoksiguanin (8-OHdG) testi ile
diyabetik nefropatili hastalarin periferal lenfositlerinde oksidatif DNA hasarinda,

diyabetik hastalara ve kontrole gore artis tespit etmislerdir.

Tabak ve arkadaglar1 (2011), Tip 2 diyabetli 69 hastada (20 hasta komplikasyonlu, 49
hasta komplikasyonsuz) ve 19 saglikli kontrolde 8-hidroksi-2-deoksiguanin (8-
OhdG) olgtimii ile oksidatif DNA hasarmi arastirmiglardir. Komplikasyonlu
diyabetik hastalarda oksidatif DNA hasar diizeyinin komplikasyonsuz hasta
grubundan daha yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0.001).

Al-Aubaidy ve arkadaslar1 (2011), Tip 2 diyabeti olan obez hastalarda oksidatif DNA
hasarmi 8-hidroksi-2-deoksiguanin (8-OhdG) olgiimii ile arastirmiglardir. Hastalarda
oksidatif DNA hasarinin kontrole gore arttigi belirtilmistir (hasta 1979.6+£1209
pg/ml, kontrol 210.4+£166 pg/ml; P<0.001). Ayrica, diyabetik hastalarda viicut kitle
indeksi (VKI) ile 8-hidroksi-2-deoksiguanin (8-OhdG) miktar1 arasinda pozitif
korelasyon oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar, obezitenin (VKI>30.0 kg/m?),
kan glukoz seviyesini artirarak oksidatif DNA hasarina yol actigin tespit etmislerdir.
Ayrica, diyabetli hastalarda 8-hidroksi-2-deoksiguanin (8-OhdG) miktari ile glisemik
diizeyi Olcen hemoglobin Alc (HbAlc) degeri arasinda pozitif korelasyon tespit
etmislerdir. Bu durum; hiperglisemi ve oksidatif DNA hasar1 arasindaki artis ile

iliskilendirilmektedir.

Kronik bobrek yetmezlikli hastalarda Onemli mortalite nedenleri arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklar [Tirk Nefroloji Dernegi, 2012], kanser ve immiin
yetmezlik sayilabilir [Descamps-Latscha ve ark., 1994; Maisonneuve ve ark., 1999].
Bu mortalite nedenlerinin altinda yatan faktorler liremi, mikroinflamasyon ve

oksidatif strestir [Tepel ve ark., 2000; Miyata ve ark., 2000]. Bu faktorler proteinlere,
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membran lipidlerine, karbonhidratlara ve DNA’ya etki ederek oksidatif DNA
hasarina sebep olurlar [Imlay ve Linn, 1988; Floccari ve ark., 2005; Pernice ve ark.,
2006]. Kronik bobrek yetmezliginde tiremik durum ve diyaliz tedavisi, antioksidan
dengenin bozulmasina sebep olur ve bu durumda reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine
yol acan oksidatif stresle sonuglanir [Tarng ve ark., 2001; Giray ve ark., 2003; Koken
ve ark., 2004; Antolini ve ark., 2005]. Erken yaslanma, norodejeneratif hastaliklar,
diabetes mellitus, aterosklerozis, mutagenez ve Kkarsinogenez oksidatif DNA
hasarimin genetik sonuglaridir [Imlay ve Linn, 1988; Loft ve Poulsen, 1996; Martinet
ve ark., 2002]. Oksidatif DNA hasar1 kromozomlarin yapisinda ve fonksiyonunda
degismelere sebep olmaktadir [Loft ve Paulson, 1996]. DNA’daki bu degisim
kansere ve diger kronik hastaliklara yol agabilir. KBY li hastalarin, kardiyovaskiiler
hastaliklara [Sandoval ve ark., 2010; Giingor ve ark., 2013] ve kansere yakalanma
sikliginda artis oldugu belirlenmistir [Stopper ve ark., 2001; Roth ve ark., 2008;
Sandoval ve ark., 2010; Zachara ve ark., 2011]. Bu da artmis genetik hasar ile
iligkilendirilmektedir [Stoyanova ve ark., 2010]. Genomik hasar 6zellikle artmis
reaktif oksijen tiirevlerinin tiretimi yoluyla, toksik faktorlerin ve mutajenlerin etkisini

artirabilir [Stopper ve ark., 2005].

Literatlire gore; genotoksik etkileri incelenen hemodiyalize giren diyabeti olan ve
olmayan kronik bobrek yetmezlikli hastalarla ilgili insan lenfositlerinde yapilmisg
siirli sayida ¢alisma vardir. Bu nedenle ¢alismamizda, hem diyabeti olan hem de
diyabeti olmayan KBY’li hastalar kontrol grubu ve birbirleri ile karsilastirilarak
laboratuvar ve demografik bilgileri de goz onilinde bulundurularak incelenmistir.
Ayrica, KBY’li hastalardaki genetik hasarin diyabet gibi ilave bir risk faktorii
varliginda daha da artmis olup olmadiginin tespiti amaglanmistir. Bu hastalar ile
yapilan dort farkli genotoksisite testi ile gergeklestirilen baska bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Hemodiyalize giren diyabetik KBY’li hastalardaki genetik hasari
belirlemek; bu hastalarin daha fazla risk altinda olup olmadiklarinin tespiti ve

uygulanan tedavi yontemlerinin gozden gegirilmesi bakimindan 6nemli olabilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hasta ve Kontrol Grubu

Bu c¢alisma; hemodiyalize giren 25 diyabetik, 35 diyabetik olmayan olmak {izere 60
KBY’li hastada ve 26 saglikli bireyde (kontrol grubu), toplam 86 olguda
gerceklestirilmistir. Arastirmada hastalara ait kan ornekleri, Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Nefroloji kliniginde takip edilen hemodiyaliz hastalarindan alinmistir.
Saglikli kontrol grubu, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Poliklinigine
basvuran muayene ve rutin tetkiklerinde patolojik bulguya rastlanmamis bireylerden

olusturulmustur.

Hastalarin dosyalar1 Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali arsivinden
elde edilmistir. Caligmaya alinan hastalarin demografik, klinik ve laboratuar
ozellikleri hasta dosyalarindaki kayitlardan temin edilmistir. Bu hastalara haftada 3
kez, dort saat silireyle hemodiyaliz tedavisi uygulanmaktadir. Calismaya alinan tim
hastalara ve kontrol grubuna, ¢aligmanin amaci ve uygulanacak genetik test hakkinda
bilgi verilmistir. Calismaya baslamadan once Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel

Etik Kurulu’ndan onay alinmistir (Tarih: 25.06.2010, Karar no: 072).

Calismada, heparinli tiiplere alinan hasta kan Orneklerinden lenfosit kiiltiiri
yapilarak, genom hasar1 degerlendirmelerinde yaygin olarak kullanilan genotoksisite
test teknikleri olan kromozomal anormallik testi (KA), kardes kromatid degisimi testi
(KKD), mikroniikleus testi (MN) ve Comet testleri uygulanmistir. Hastanedeki hasta
gruplarinin  farkli dagilmalar1 nedeniyle uygulanan dort genotoksisite testinde

calisilan birey sayilarinda farkliliklar bulunmaktadir.

Saglikli kontroller ve hasta gruplar asagidaki klinik, laboratuvar ve demografik

Ozelliklerine gore incelenerek karsilastirilmistir.

- Tim KBY’li hastalar / Kontrol grubu
- Diyabeti olan KBY hastalar / Diyabeti olmayan KBY hastalar
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- Hipertansiyonu olan KBY hastalar /Hipertansiyon olmayan KBY hastalar

- Hemodiyaliz tedavi siiresi 5 ve 5 yilin ve altinda olan KBY hastalar / Tedavi
stiresi 5 yilin listiinde olan KBY hastalar

- Yas1 50’1 altinda olan KBY hastalar / Yas1 50’1n iistiinde olan KBY hastalar

- Kadin KBY hastalar / Erkek KBY hastalar

- Viicut kitle ineksi (VKI) 25 kg/m® nin altinda olan KBY hastalar / Viicut kitle
ineksi (VKI) 25 kg/m? nin iistiinde olan KBY hastalar

- Hemoglobin degeri 12 g/dL’nin altinda olan KBY hastalar / Hemoglobin degeri
12 g/dL’nin iistiinde olan KBY hastalar

- Parathormon (Pth) degeri 300 pg/ml’nin altinda olan KBY hastalar / 300
pg/ml’nin iistiinde olan KBY hastalar

- Ferritin (Fer) degeri 500 ng/ml’nin altinda olan KBY hastalar / 500 ng/ml’nin
tistlinde olan KBY hastalar

Calismada kullanilan kimyasallar; Bromodeoksiiiridin (Katalog No: 59-14-3),
Mitomisin-C (Katalog No: 200-008-6), Kolkisin (Katalog No: 64-86-8), Sitokalasin-
B (Katalog No: 14930-96-2), NaCl (Katalog No: 7647-14-5), KH,PO, (Katalog No:
A585477452), CgHsNazO7.2H,0 (Katalog No: K17645732), HNa,O4P [12 H,0]
(Katalog No: A992379845), Nitrik Asit [HNO3] (Katalog No: 7697-37-2)
Sigma’dan, EDTA (Katalog No: 6381-92-6), Tris (Katalog No: 77-86-1), NaOH
(Katalog No: 1310-73-2), Triton X-100 (Katalog No: 9002-93-1), DMSO (Katalog
No: 67-68-5), Diisiik erime 1s1l1 agar (LMA) (Katalog No: 9012-36-6), Yiiksek erime
isilt agar (NMA) (Katalog No: 9012-36-6), EtBr (Katalog No: 1239-45-8), KCI
(Katalog No: 7447-40-7) Applichem’den, Etil alkol-absolut (Katalog No:
SZBA2560), Metil alkol (Katalog No: 1624608208), HCI (Katalog No: K26702514),
Glasial asetik asit (Katalog No: K41799956049), Giemsa (Katalog No: HX947066)
Merck’den, Chromosome Medium B (Katalog No: F 5023), PBS (Katalog No: L
1825), Trypan Blue (Katalog No: L 6323), Biocoll (Katalog No: L 6115), PBS-Ca*
Mg*? free (Katalog No: L1825), RPMI 1640 Besi Yeri PAA Laboratories gmbH
(Katalog No: E15-039), Fetal Bovine Serum (Katalog No: S0113) ve
Fitohemoglutinin (Katalog No: M5030) Biochrom 'dan temin edilmistir.
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3.1.1. Calismaya alinma ve dislama Kriterleri

Alinma kriterleri:

1) 18 yas istii Evre 5 kronik bobrek yetmezligi olup en az 6 aydir hemodiyaliz
tedavisi uygulanan hastalar ve 18 yas ustii saglikli bireyler (kontrol grubu).

2) Calismaya katilmaya goniillii olan ve ¢alisma onam formunu imzalayan hastalar.

Dislanma kriterleri:

1) Hemodiyaliz tedavisine diizenli uyum gostermeyen hastalar.
2) Malignite, kemoterapi veya immiinsupresif tedavi alma 6ykiisii olan hastalar.

3) Calismaya katilmaya goniillii olmayan ve onam formunu imzalamayan hastalar.

3.2. Metod

3.2.1. Kromozomal anormallik (KA) ve kardes kromatid degisimi (KKD)
testleri

Insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik (KA) testi Evans ve
arkadaglarinin (1984) metoduna gore bazi degisikliklerle [Yiizbasioglu ve ark.,
2006], kardes kromatid degisimi (KKD) testi ise Perry ve Wolff'un (1974)
yontemine gore bazi modifikasyonlarla [Speit ve Haupter, 1985] uygulanmistir. Buna
gore hemodiyaliz tedavisi uygulanan diyabetik ve diyabetik olmayan kronik bobrek
yetmezlikli hastalardan ve saglikli kontrollerden alinan 1/10 oraninda heparinize
edilmis periferik kan Chromosome Medium B besi ortamina ekilmistir. Kanlar ile es
zamanl olarak kiiltiir tiiplerine 50 pl fitohemoglutinin ve 10 pg/ml BrdU (5-Bromo-
2-deoksiuridin=Bromodeoksiiiridin) soliisyonundan ilave edilmis ve 37°C’deki
inkiibatdrde 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 70. saatinde her bir
tiipe kolkisin (0.06pug/ml) soliisyonundan eklenmistir. Siire sonunda tiipler 1200
rpm’de 10 dakika santrifiij edilip listte kalan siv1 (siipernatant) atilmistir. Sonra bu

tiiplere, 0.075 M KCI (Potasyum kloriir) hipotonik soliisyonundan ilave edilmistir.
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Daha sonra tiipler 10 dk. 1200 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant atilmis ve 3:1
metanol: asetik asitten olusan fiksatif ile yikama gerceklestirilmistir. Bu islem toplam
lic kez tekrarlanmistir. Son fiksatif isleminin sonunda tiipiin dibinde kalan hiicre
toplulugu (0,5 -0,7 ml) homojen hale getirilerek preparatlar hazirlanmistir.

Hazirlanan bu preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

3.2.2. Mikroniikleus (MN) testi

Mikronukleus (MN) testinde Fenech (2000)’nin metodu baz1 degisikliklerle [Kirsch-
Volders ve ark., 2003] uygulanmigtir. Buna gore diyabetik ve diyabetik olmayan
hemodiyaliz tedavisi uygulanan kronik bobrek yetmezlikli hastalardan ve saglikli
kontrollerden alinan ve 1/10 oraninda heparinize edilmis periferik kan steril sartlarda
Chromosome Medium B besi ortamina ekilmistir. Bu ortama 50 pl fitohemoglutinin
solisyonundan ilave edilmis ve kiiltiir tiipleri 37°C’deki inkiibatérde 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 44. saatinde sitokalasin-B ilave edilerek,
hiicrelerin sitokinezde durmasi saglanmistir. Kiiltlir siiresi bitiminde tiipler 1000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve istte kalan sivi (slipernatant) atilmigtir. Tiipiin
dibinde kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 mL’lik ¢okelti homojenize edilerek,
tizerlerine 0.075 M KCI (Potasyum klortir) hipotonik soliisyonundan ilave edilmistir.
Daha sonra tiiplere 3:1 metanol:asetik asitten olusan fiksatif ¢ozeltisinden ilave
edilmistir. Fiksatifle yikama islemi toplam 3 kez yapilmistir. Bu islemler sonunda
tiiptin dibinde kalan 0,5-0,7 ml’lik hiicre toplulugu homojen hale getirilmis ve
Onceden temizlenmis lamlar iizerine 10-15 cm yiikseklikten damlatilmistir.

Hazirlanan preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Preparatlarin boyanmasi

Hazirlanan preparatlar, kromozomal anormalliklerin, mikroniikleuslarin ve mitotik
indeksin belirlenmesi amaciyla, % 5’lik Giemsa’da (pH=6,8) 20-25 dakika
boyanmistir. Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini1 gézlemek
icin ise Speit ve Haupter’in (1985) gelistirdikleri metod bazi modifikasyonlarla

uygulanmistir. Bu uygulamaya gore kurutulan preparatlar diiz bir tepsiye konarak,
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tizeri ince bir tabaka halinde olacak sekilde 1ginlama soliisyonu (Sorensen tamponu,
pH=6,8) ile kaplanmistir. Bu preparatlar, 254 nm (nanometre) dalga boyunda 151k
yayabilen UV lambasi ile 10-13 dakika 1ginlanmistir. Siire sonunda preparatlar 60°C
sicakliktaki 1xSSC (Sodyum kloriir + Tri-Sodyum sitrat) soliisyonunda 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Sonra, Sorensen tamponu ile hazirlanan % 5°’lik Giemsa
ile (pH= 6,8) boyanmistir. Giemsa boyasindan ¢ikarilan preparatlar, saf sudan
gecirilerek fazla boyanin akmasi saglanmis ve kurumaya birakilmistir. Oda
sicakliginda kurutulan preparatlar, DPX ile daimi hale getirilmis ve mikroskobik

incelemeye alinmustir.

Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin saptanmasi

Hazirlanan preparatlardan her bir birey i¢in; 100 hiicrede kromozomal anormallikler
ve 1000 hiicrede mitotik indeks belirlenmistir. Kromozom anormalliklerinin (KA)
saptanmasinda, incelenen toplam hiicre i¢indeki anormal hiicrelerin yiizdesi ve hiicre
basma diisen kromozom anormalligi sayis1 belirlenmistir. Mitotik indeksin (MI)
saptanmasinda ise; boliinen hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina orani yiizde

cinsinden hesaplanmustir.

Kardes kromatid degisiminin ve replikasyon indeksinin saptanmasi

Kardes kromatid degisimi (KKD) i¢in ise; hazirlanan preparatlardan her birey igin,
kromozomlar1 iyi dagilmais, ikinci mitoz boliinme geciren 25 metafaz incelenmistir.
Kardes kromatid degisiminin saptanabilmesi icin Kkiiltiir ortamina, DNA’nin
yapisinda bulunan timin bazlarinin analogu olan BrdU ilave edilmistir. KKD sayisi,
bir kromozomun ag¢ik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya
koyu boyanmis kromatidindeki acik boyanmis pargalarin sayilmasiyla, olusan

kirilma sayisina gore birli, ikili ve ticlii degisimler olarak degerlendirilmistir.

Replikasyon indeksinin (RI) degerlendirilmesinde ise; hazirlanan preparatlardan her

bir birey i¢in 100 hiicre incelenmis ve birinci, ikinci ve ti¢lincii metafaz evresindeki
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hiicreler sayilmistir. Replikasyon indeksinin hesaplanmasinda asagidaki formiil

kullanilmistir.

Ri= [1x(M1)+ 2x(My)+ 3x(Ms)]/n
M; :1. Mitozdaki hiicre sayist

M, : 2. Mitozdaki hiicre sayisi

M3 : 3. Mitozdaki hiicre sayisi

n = Incelenen toplam hiicre sayisi

Mikroniikleus frekansinin ve niikleer boliinme indeksinin saptanmasi

Mikroniikleus sayisini saptamak i¢in Fenech [2000] ve Kirsch-Volders ve arkadaslari
[2003] tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek kullanilmistir. Bunun i¢in
¢ekirdek  boliinmesini tamamlamus, ancak sitoplazmik  bdliinmesini
gerceklestirememis c¢ift cekirdekli biniikleat hiicreler degerlendirilmistir. Hazirlanan
preparatlardan her birey icin 1000 tane iki niikleuslu (biniikleat) hiicreler
incelenmigstir. Hiicreler 1 mikroniiklueslu, 2 mikroniikleuslu, 3 mikroniikleuslu
olmak tizere sayillmis ve asagidaki formiil ile hiicre basina diisen MN sayisi

(MN/hiicre) belirlenmistir.

MN=[1x(LMN)+2x(2MN)+3x(3MN+4MN)]/n

1 MN: 1 Mikronukleuslu hiicre sayisi
2 MN: 2 Mikronukleuslu hiicre sayist
3 MN: 3 Mikronukleuslu hiicre sayisi
4 MN: 4 Mikronukleuslu hiicre sayis1

n: Incelenen toplam hiicre sayisi

Ayrica, her bir birey i¢in 500 tane hiicre sayilmig, bu hiicreler arasindan bir, iki, ¢
ve dort niikleuslu olanlarin sayilar saptanmig ve buna gore niikleer boliinme indeksi

asagidaki formiile ile hesaplanmugtir.
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NBI=[ (1xN1)+(2XN2)+(3XN3)+(4xNg)] / n

Ni: 1 niikleuslu hiicre sayis1

N,: 2 niikleuslu hiicre

N3: 3 niikleuslu hiicre sayisi1 sayisi
N4: 4 niikleuslu hiicre say1s1

n: Toplam hiicre sayisi

3.2.3. Comet (SCGE) testi

Insan periferal lenfositlerinde meydana gelen DNA hasarmin comet analizi ile
belirlenmesi i¢in Singh ve arkadaslarimin (1988) kullandiklar1 metod bazi
modifikasyonlarla izlenmistir. Bireylerden alinan ve 1/10 oraninda heparinize edilmis
periferik kanlar PBS (Fosfat Buffer Solution) ile siispanse edilmistir. Daha sonra
100’er pl lenfosit ayirici soliisyonu olan Biocoll ilave edilmistir. Ependrof tiipler 1060
rpm de 3 dakika santrifiij edilmistir. Siire sonunda lenfosit izolasyonu yapilmis ve
ornekler daha sonra ¢alisilmak iizere -80°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir
[Hininger ve ark., 2004; Chuang ve Hu, 2004]. Yeterli ornek sayisina ulasilinca
ornekler -80°C derin dondurucudan c¢ikarilarak santrifiij edilmistir. Daha sonra Low
Melting Agar (LMA) ile lenfositler karistirilarak onceden Normal Melting Agar
(NMA) ile kaplanan lamlar iizerine yayilmistir. Uzerleri 24X60 mm’lik lamelle
kapatilmistir. Lamlar bu sekilde 20-25 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Stire
sonunda lam iizerindeki lameller kaldirilarak igerisinde lizing soliisyonu (2,5 M NaCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tris, PH: 10’a ayarlanir) bulunan sale igerisine
yerlestirilmistir. Bu halde buzdolabinda en az 1 saat bekletilmistir. Lamlar saleden
cikarilip elektroforez tankinda bulunan tampon igerisine konularak burada 20 dakika
bekletilmistir. Stire sonunda 25 V 300 mA’de 20 dakika yiiriitilmiistiir. Elektroforez
sonrasinda lamlar nétralizasyon tamponunda bekletilmistir. Islemler sonunda lamlar
EtBr ile boyanarak fiizerleri lamelle kapatilmistir. Boyanan preparatlarda flérasan

mikroskopta her bir birey i¢in 100 hiicre 6l¢timii yapilmustir.
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Goriintli analizi ve comet sayimi

Goriintii analizinde, Olympus marka florasan mikroskopta 400X biiylitmede inceleme
yapilmistir. Calisilan her bir birey igin 100 hiicre “Comet Assay |V, Perceptive
Instruments Ltd., UK” analiz programi kullanilarak incelenmistir. Elde edilen
sonuclar kuyruk uzunlugu (um), % kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden

degerlendirilmistir.

3.3. istatistiksel Analiz

Bu calismada, verilerin analizi i¢in SPSS for Windows 16 programi kullanilmustir.
Normal dagilima uyanlar ortalama ve standart sapma seklinde verilmistir. Normal
dagilima uymayan veriler ise; medyan ve minimum-maksimum tanimlayicilari ile
verilmistir. Iki grup arasindaki farklilik tespitinde normal dagilim gosteren veriler
icin parametrik Students-t testi, normal dagilima uymayanlar i¢in non-parametrik
Mann Whitney U testi uygulanmistir. Normal dagilan parametreler arasindaki
korelasyon analizinde Pearson korelasyon analizi; normal dagilima uymayan
parametrelerin  korelasyon analizinde ise Spearman’s korelasyon katsayisi

kullanilmistir. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hastalarin Genel Karakteristikleri

Hemodiyalize giren kronik bobrek yetmezligi (KBY) hastalarindaki olasi genetik
hasar1 belirlemek amaci ile yaptigimiz ¢alismada, 25 diyabetik, 35 diyabetik olmayan
olmak iizere toplam 60 hemodiyaliz tedavisi géren kronik bobrek yetmezlikli (KBY)

hasta ve 26 saglikli birey degerlendirmeye alinmaistir.

Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri Cizelge 4.1’de sunulmustur. Buna
gdre; hasta ve kontrol grubu arasinda, yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi (VKI), NA
(sodyum), TKOL (total kolesterol), Hbsag ve Anti-Hbs dagilimi agisindan anlamli
bir fark belirlenmemistir. Bununla birlikte hemoglobin (HB), 16kosit (WBC),
trombosit (PLT), glukoz, alkalen transferaz (ALT), total protein (TPRO), albiimin
(ALB), kalsiyum (CA), kotii huylu kolesterol (LDL), iyi huylu (HDL) kolesterol ve
Anti-Hcv (n) degerlerinin hastalarda kontrole gore istatistiksel olarak Onemli
diizeyde diistiigii belirlenmistir. Buna karsin glukoz, alkalen fosfataz (ALP), iire
(BUN), kreatin (CRE), trik asit (UA), fosfor (P) ve potasyum (K) degerlerinin

hastalarda kontrole gore anlamli oranda azaldig: tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Hemodiyalize giren KBY’li hastalarda hemodiyaliz tedavi siiresi 6 ila 156 ay
arasinda degismektedir. Medyan degeri ise 48 olarak belirlenmistir. Hasta grubu altta
yatan primer hastaliklar agisindan da incelenmistir. 26 hastada diabetes mellitus, 9
hastada hipertansiyon, 7 hastada glomerulonefrit, 5 hastada primeri bilinmeyen ve 13
hastada diger sebepler seklinde bilgilere ulasilmistir (Cizelge 4.2). Hastalarin serum
demiri, demir baglama kapasitesi, ferritin, parathormon, glisemik diizeyi Olgen
hemoglobin Alc degeri, lire azalma oran1 (Urr) ve diyalizin etkinligini 6l¢en indeks
(Kt/V) gibi parametrelerinin degerleri de Cizelge 4.2°de goriilmektedir. Buna gore;
hastalarin serum demirinin (64.2 pg/dL) referans degerine (65-170 pg/dL) gore daha
diisiik ¢iktigr belirlenmistir. Serum demirinin diisiik ¢ikmasi demir eksikligi ve

bunun sonucunda olusan aneminin gostergesidir. KBY hastalarinda anemi yaygin
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goriilen bir komplikasyondur. Demir baglama kapasitesi degerinin (199 pg/dL) ise

referans degerler (70-240 pg/dL) araliginda oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri

Hemodiyaliz (n=60) Kontrol (n=26) P+
Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)
Yas 57 (18-81) 40 (25-81) 0.207
Cinsiyet (E/K) 43/17b 17/9 b 0.368
VKI (kg/m?) 243445 a 24.9+4.2 a 0.570
HB (g/dL) 11.4 (6.49-14) 14.9 (10-17) <0.001
WBC (K/mL) 5070 (4000-10990) 6230 (4480-8710) 0.014
PLT (K/mL) 140.650 (70.000-425.000) 229.000(48.000-4260000) <0.001
Glukoz (mg/dL) 96 (61-440) 83 (42-101) 0.004
ALT (U/L) 12 (6-42) 15.5 (8-103) 0.006
ALP (U/L) 86 (42-1558) 74.5 (42-127) 0.006
BUN (mg/dL) 59 (36-112) 12 (6-22) <0.001
CRE (mg/dL) 7.6 (2-14.6) 0.78 (0.50-0.98) <0.001
UA (mg/dL) 5.6 (2.9-9.5) 3.85(2.2-7.9) <0.001
TPRO (g/dL) 6.7 (5.8-8.4) 7.4 (6.6-8.1) <0.001
ALB (g/dL) 3.6 (2.9-4.4) 4.3(3.9-5.1) <0.001
CA (mmol/L) 8.6 (7.6-9.89) 9.2 (8.4-9.7) <0.001
P (mmol/L) 4.4 (1.8-8.5) 3.3(2.2-4.7) <0.001
NA (mmol/L) 137 (127-143) 138 (133-141) 0.165
K (mmol/L) 5.1 (3.6-7.6) 4.2 (3.7-4.6) <0.001
TKOL (mmol/L) 151 (82- 260) 166 (102- 274) 0.140
HDL (mmol/L) 32 (17-61) 46 (29-71) <0.001
LDL (mmol/L) 82 (32-171) 95 (67-186) 0.032
Hbsag(n) pozitif / negatif | 2/58 b 0/26b 0.484
Anti-Hbs(n) pozitif/negatif | 49/11 b 20/6b 0.407
Anti-Hcv(n) ozitif/negatif | 1/59b 0/26b <0.001

a=Mean=+Standart sapma,; Medyan (Min-Maks): Ortanca (Minumum-Maksimum),; b= birey sayisi;
VKI: viicut kitle indeksi; WBC: Iokosit; HB: hemoglobin, PLT: trombosit; ALT: alkalen transferaz;
ALP: alkalen fosfataz; BUN: iire; CRE: kreatin, UA: iirik asit, TPRO: total protein, ALB: albiimin,
CA: Kkalsiyum, P: fosfor, NA: sodyum; K: potasyum; TKOL: total kolesterol; HDL: kétii huylu
kolesterol; LDL: iyi huylu kolesterol; Hbsag: Hepatit B; Anti-Hbs: Anti-Hepatit B; Anti-Hcv: Anti-

Hepatit C.
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KBY’li hastalarin ferritin (481 pg/dL) ve parathormon (221 pg/ml) degerlerinin de
referans degerlerinden (ferritin; 80-310 pug/dL, parathormon; 11-67 pg/ml) oldukga
yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.2). Serum ferritinin yiiksek olmasinin sebebi,
hemodiyaliz hastalarinda goriilebilen kronik inflamasyon ya da enfeksiyonlardan
kaynaklanabilir. Parathormon degerinindeki artiglar ise KBY hastalarinda aktif D
vitamini eksikligi ile iliskilendirilebilir. Glisemik diizeyi 6lgen hemoglobin Alc
degerinin de (7.65) referans degerden (3.9-6.0) yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu
durum diyabetik KBY’li hastalarda hedeflenen HbAlc degerine ulasilamadigini
gostermektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, hedeflenen HbAlc degeri 7 ve
7’nin alt1 olarak belirlenmistir. KBY’li hastalarin ortalama Kt/V degeri 1.51 olarak
belirlenmigtir. Bu sonu¢ hastalarda hemodiyalizin yeterli oranda yapildiginm
gostermektedir (referans degeri 1.2 iistii). Hastalarin Urr degeri ise 72.4 olarak tespit
edilmistir. Urr degerinin en az %70 olmalidir. Bu sonug bize hastalara yeterli oranda

diyalizin yapildigini1 gostermektedir.

Cizelge 4.2. Hemodiyalize giren hastalarin klinik ve laboratuvar 6zellikleri

Ozellikler N=
Hemodiyaliz siiresi (ay) 48 (6-156) b
Primer hastalik

Diabetes mellitus 26 ( %43.3)
Hipertansiyon 9 (%15)
Glomerulonefrit 7 (%11.7)
Bilinmiyor 5 (%8.3)
Diger 13 (%21.7)
Serum demiri 64.2+273 a
Demir baglama kapasitesi 199+34a
Ferritin 481 £250 a
Parathormon 221 (3.2-3680) b
HbAlc (Diyabetik hastalarda) | 7.65+1.6 a
HCO; 20.4 (16-30) b
urr 72.4+6.1 a
Kt/vV 1.51+0.29 a

a=Mean=Standart sapma; b=Medyan (Minumum-Maksimum); HbAlc:Hemoglobin alc; HCOs;:
Bikarbonat; Urr: Ure azalma orani; Kt/V: Diyaliz etkinligini élgen indeks.
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4.2. Kromozomal Anormallik (KA) Testi Sonuclari

Kromozomal anormallik (KA) testi; 21 diyabetik ve 31 diyabetik olmayan olmak
lizere toplam 52 hemodiyalize (HD) giren kronik bobrek yetmezlikli (KBY') hastada
ve 24 saglikli bireyde (kontrol grubu) degerlendirilmistir.

Hastalarda bes tip yapisal ve iki tip sayisal olmak iizere toplam yedi tip kromozomal
anormallik belirlenmistir. KBY’li hastalarda g6zlenen yapisal anormallikler;
kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment, kardes kromatidlerde birlesme ve
disentrik kromozomdur. Ayrica, bu hastalarda sayisal anormallikler olan poliploidi
ve endoreduplikasyona da rastlanmistir. Lenfositlerde gozlenen kromozomal
anormallik tipleri, hiicre basina diisen kromozomal anormallik sayis1 ve anormal
hiicre frekanslart Cizelge 4.3’ te verilmistir. KBY’li hastalarin anormal hiicre orani
ve hiicre basmna diisen anormallik (KA/hiicre) frekanslarinda kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli oranda artis oldugu belirlenmistir (p=0,001). Fakat
diyabetik KBY hastalar1 ile diyabetik olmayan KBY hastalar1 arasinda; anormal
hiicre oran1 ve hiicre basina diisen anormallik (KA/hiicre) frekanslart bakimindan
anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir. Kronik bobrek yetmezligine gotiiren
etyolojik etkenlerden biri de hipertansiyondur. Hipertansiyonlu KBY’li hastalarla,
hipertansiyonu olmayan KBY’li hastalar arasinda da anormal hiicre orani ve hiicre
bagina diisen anormallik (KA/hiicre) frekanslarini bakimimdan anlamli bir fark
belirlenmemistir. Calismamizda hemodiyaliz tedavi siiresi arttikga anormal hiicre
oraninin ve hiicre basina diisen anormallik (KA/hticre) frekansinin arttigi, ancak bu
artisin anlamli olmadig1 gozlenmistir. Bununla birlikte, ferritin degeri 500 ng/ml’tin
tizerinde olan KBY’li hastalarda; anormal hiicre orani ve hiicre basina diisen
anormallik (KA/hiicre) frekanslarinda artis goézlenmis, fakat bu artisin anlamlh
olmadig1 belirlenmistir. Ayrica yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi, hemoglobin ve
parathormon degerlerine gore yapilan kiyaslamalarda da KA frekanst bakimindan
istatistiksel olarak dnemli oranda bir fark tespit edilmemistir (Cizelge 4.3; Sekil 4.1-

4.2; Resim 4.1).



Cizelge 4.3. Kromozomal anormallik (KA) testi sonuglari

Anormallikler KA/Hiicre Anormal Hiicre
(%)
ktk | kzk | f [kkb [ds| p [ e | MeansSD | P* Mean+SD | P*

KBY 239 | 25 | 22| 29 7121121 0,06+£0,03 6 (1-15) a

n=52 0,001 0,002

KG 730 2 | 1] 10 | 3|11 |- ]0,04+0,02 3(2-10)a

n=24

DM (+) 84 9 8 11 3 |12 | - | 0,06+0,03 5,95+3.30

n=21 0,372 0,554

DM (-) 155 | 16 (14| 18 | 4 | 9 | 2| 0,07+0,03 6,61+3.40

n=31

HT (+) 53 | 7 [ 1] 5 |-]1]-]0,08+0,03 7,50+3,50

n=9 0,276 0,281

HT (-) 186 | 18 21 | 24 7 |20 | 2] 0,06+0,03 6,00+3,30

n=43

YIL <5 139 | 8 17 | 19 3 |14 | - | 0,06+0,03 6,25+3,53

n=32 0,478 0,514

YIL>5 100 | 17 5 10 4 7 | 21]0,07+0,03 6,84+3,60

n=20

YAS<50 | 10013 [12 ]9 3 | 6 |1]0,07+0,03 7(2-15)a

n=19 0,152 0,225

YAS>50 | 139 | 12 | 10| 20 | 4 |15 | 1| 0,06+0,03 6 (1-12) a

n=33

KADIN 86 12 7 9 1| 7 |-1]0,08+0,04 8(1-15) a

n=16 0,081 0,110

ERKEK |153 | 13 | 15| 20 | 6 | 14 | 2 | 0,06+0,02 5(2-12) a

n=36

VKi<25 | 156 | 18 |14 | 19 | 6 | 13 | 2| 0,07+0,03 7 (2-15) a

n=33 0,241 0,254

VKi>25 | 75| 7 | 6] 9 | - | 8 |-]0,06+0,03 5(1-12) a

n=18

HB<12 186 | 18 | 15| 23 | 4 | 16 | 2 | 0,07+0,03 6,7 (1-15)a

n=38 0,205 0,258

HB>12 53 7 7 6 3|5 |-]0,05+0,02 54 (2-10) a

n=14

PTH<300 | 150 | 16 | 14 | 21 6 |16 | 2| 0,07+0,03 6 (2-15) a

n=33 0,660 0,767

PTH>300 | 89 9 8 8 1|5 |-]0,06+0,03 6 (1-14) a

n=19

FER<500 | 142 | 11 |17 | 13 3 118 | - ]0.06+0.03 5,94+3,20

n=33 0.363 0,311

FER>500 97 14 5 16 4 3 12]0.07+0.04 7,05+3,60

n=19

43

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kwrigi, f: fragment, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, ds:
disentrik kromozom, p: poliploidi, e: endoreduplikasyon, a= Medyan (Minumum-Maksimum); KBY:
Kronik bobrek yetmezlikli hasta; KG: Kontrol Grubu; DM (+): Diyabeti olan KBY hastasi, DM (-):
Diyabeti olmayan KBY hastasi; HT (+): Hipertansiyonu olan KBY hastasi; HT (-): Hipertansiyonu
olmayan KBY hastasti; VKI: Viicut kitle indeksi; HB: Hemoglobin;, PTH: Parathormon, FER: Ferritin.
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Sekil 4.1. KBY’li hastalarin ve kontrol grubunun hiicre basina diisen anormallik
(KA/Hiicre) degerlerinin dagilimi

Anormal Hiicre (%)

p=0,002

I KBY
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Sekil 4.2. KBYli hastalarin ve kontrol grubunun anormal hiicre yilizdesi degerlerinin
dagilimi
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Resim 4.1. Kronik bobrek yetmezlikli hastalarin  lenfositlerinde g6zlenen
kromozomal anormallikler a) kromatid kirig1, b) kromozom kirigi
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Resim 4.1. (Devami) Kronik bobrek yetmezlikli hastalarin lenfositlerinde gézlenen
kromozomal anormallikler ¢) fragment, d) kardes kromatidlerde
birlesme
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Resim 4.1. (Devami) Kronik bobrek yetmezlikli hastalarin lenfositlerinde gézlenen
kromozomal anormallikler e) disentrik kromozom, f) poliploidi
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Resim 4.1. (Devami) Kronik bobrek yetmezlikli hastalarin lenfositlerinde gozlenen
kromozomal anormallikler g) endoreduplikasyon

4.3. Mitotik indeks (MI) Sonuclari

Hasta ve kontrol gruplarinin mitotik indeks (Mi) degerleri de hesaplanmustir (Cizelge
4.4). Mitotik indeks i¢in; 21 diyabetik ve 31 diyabetik olmayan olmak {izere toplam
52 hemodiyalize (HD) giren kronik bobrek yetmezlikli (KBY) hasta ve 24 saglikli
birey (kontrol grubu) degerlendirilmeye alinmistir.

KBY’li hastalarda MI’in kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda
azaldig1 belirlenmistir (p<0.001) (Sekil 4.3). Fakat diyabetik ve diyabetik olmayan
KBY hastalar1 birbiri ile karsilagtirildiginda; diyabetik hastalarin mitotik indeksinde
diisiis gozlenmis, bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edilmistir.
Ayrica mitotik indeks degerleri bakimindan hipertansiyonlu hastalar ile
hipertansiyonu olmayan KBY’li hastalar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.
Calismamizda hemodiyaliz tedavi siiresinin MI’i etkilemedigi gozlenmistir. Ferritin
degeri 500 ng/ml’lin tizerinde olan KBY’li hastalarda mitotik indeks 6nemli diizeyde
diismiistiir (Sekil 4.4). Fakat; yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi (VKI), hemoglobin ve
parathormon degerlerine gore yapilan kiyaslamalarda ise MI degerlerinin istatistiksel

olarak etkilenmedigi tespit edilmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Mitotik indeks (MI) sonuglari

Mi + SD p*
KBY 5,09+ 0,50
n=52 < 0,001
KG 6,83+0,35
n=24
DM (+) 4,86 + 0,50
n=21
DM (-) 5,00 + 0,48 0,345
n=31
HT (+) 4,99 + 0,43
n=9 0,738
HT (-) 4,93 +0,51
n=43
YIL<5 5,05 + 0,53
n=32
YIL>5 5,16 + 0,48 0,992
n=20
YAS <50 4,93 +0,52
n=19 0,861
YAS >50 5,23 + 0,47
n=33
KADIN 5,06 = 0,52
n=16 0,196
ERKEK 4,89 +0,47
n=36
VKi<25 4,91 + 0,49
n=33 0,642
VKi>25 5,01+ 0,51
n=18
HB<12 4,92 +0,48
n=38 0,562
HB>12 5,01 + 0,54
n=14
PTH<300 4,95 + 0,49
n=33 0,886
PTH>300 4,92 +0,49
n=19
FER<500 5.04 + 0.50
n=33 0.044
FER>500 4.70 £ 0.40
n=19

MI: Mitotik indeks; SD= Standart sapma, KBY: Kronik bébrek yetmezlikli hasta; KG: Kontrol
Grubu; DM (+): Diyabeti olan KBY hastasi, DM (-): Diyabeti olmayan KBY hastasi; HT (+):
Hipertansiyonu olan KBY hastasi; HT (-): Hipertansiyonu olmayan KBY hastasi; VKI: Viicut kitle
indeksi; HB: Hemoglobin; PTH: Parathormon, FER: Ferritin.
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Sekil 4.3. KBYli hastalarm ve kontrol grubunun mitotik indeks (MI) degerlerinin

dagilimi
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Sekil 4.4. KBY li hastalarin ferritine gore mitotik indeks (MI) degerlerinin dagilimi

KBY’li hastalarda anormal hiicre sayisi, hiicre basina diisen anormallik ve Mi
degerleri ile hemodiyaliz siiresi, yas, ferritin, lire azalma orani (Urr) ve diyaliz
etkinligini olgen indeks (Kt/V) parametreleri arasindaki iligki incelenmistir.
Korelasyon analizleri Cizelge 4.5’te verilmistir. Buna gore; diyaliz siiresi arttikca
anormal hiicre ylizdesi ve hiicre basina diisen anormallik frekansinin arttig1, ancak bu
artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir (r=0.044, p=0.756; r=0.037,
p=0.797, swrasiyla). Urr, Ktv degerleri arttikca anormal hiicre sayis1 (1=0.364,
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p=0.009; r=0.296, p=0.037 sirastyla) ve hiicre basina diisen anormallik frekanslarinin
(Urr, r=0.361, p=0.010; Ktv, r=0.301, p=0.034, swrastyla) artti§i ve bu artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Ancak bdyle bir iliskiye MI
degerleri bakimindan rastlanmamistir. Analizlerde yas ve mitotik indeks arasinda
negatif yonde iliski oldugu, fakat bu iligkinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
tespit edilmistir (r=-0,410, p=0,775) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Kronik bobrek yetmezlikli hastalarda kromozomal anormallik (KA) ve
mitotik indeks (MI) degerlerinin korelasyon analizleri

Korelasyonlar KA/Hiicre Anormal Hiicre (%) Mitotik indeks
R P R P R P
Diyaliz siiresi 0,037 0,797 0,044 0,756 0,063 0,659
Yas -0,163 0,248 -0,133 0,348 -0,410 0,775
Ferritin 0,128 0,365 0,122 0,391 -0,258 0,064
urr 0,361* 0,010 0,364** 0,009 -0,680 0,637
Kt/V 0,301* 0,034 0,296* 0,037 -0,101 0,993

Urr: Ure azalma orani; Kt/V: Diyaliz etkinligini dlcen indeks. *p<0,05’ e gore, **p<0,01° e gore

4.4. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testi Sonuclari

Kardes kromatid degisimi (KKD); 12 diyabetik ve 22 diyabetik olmayan olmak tizere
toplam 34 hemodiyalize (HD) giren kronik bobrek yetmezlikli (KBY) hastada ve 25
saglikli bireyde (kontrol grubu) degerlendirilmistir (Cizelge 4.6).

Yapilan kardes kromatid degisimi testine gore; hastalarda KKD frekansinda kontrole
gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artig belirlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.5).
Diyabetli KBY’li hastalarin, KKD frekanslarimin diyabetik olmayan KBY’li
hastalara gore arttig1, fakat bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlenmistir. Ayrica, hipertansiyonlu ve hipertansiyonu olmayan KBY’li hastalar
arasinda da KKD frekans1 bakimindan 6nemli bir fark olmadig: tespit edilmistir.
KBY’li hastalar hemodiyaliz tedavi siirelerine gore de karsilastirilmistir. Buna gore;

hemodiyaliz tedavi siiresi 5 yilin altinda olan KBY’li hastalar ile 5 yilin iizerinde
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olan KBY"li hastalar arasinda KKD frekansi bakimindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark gézlenmemistir. Yas1 50’den kiigiik olan KBY hastalarinin KKD frekanst,
yas1 50°den biiylik olan hastalara gore 6nemli diizeyde artmustir (Sekil 4.6). Fakat
cinsiyet, viicut kitle indeksi, hemoglobin ve parathormon degerlerine gore yapilan
kiyaslamalarda; KKD frekansinin istatistiksel olarak etkilenmedigi tespit edilmistir

(Cizelge 4.6; Resim 4.2).

KKD/Hicre
p< 0,001

M KBY
4 KONTROL

Ortalama

Sekil 4.5. KBY’li hastalarin ve kontrol grubunun kardes kromatid degisimi (KKD)
degerlerinin dagilimi
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Cizelge 4.6. Kardes kromatid degisimi (KKD) testi sonuglari

KKD+SD p*
KBY
n=34 9,75+ 1,77
KG <0,001
n=25 6,27 +1,21
DM (+)
n=12 9,25+ 1,98
DM (-) 0,261
n=22 10,03 + 1,63
HT (+)
n=7 9,81 +1,37 0,924
HT (-)
n=27 9,73 +1,88
YIL <5 9,52 +1,71
n=20 0,354
YIL>5 9,76 £1,52
n=14
YAS <50 10,43+ 1,80
n=15 0,050
YAS >50 8,94 £ 1,09
n=19
KADIN
n=12 9,90+2,10 0,845
ERKEK
n=22 9,60+1,57
VKIi<25
n=24 1,94+0,15
VKi>25 0,211
n=9 1,85+0,25
HB<12
n=25 9,41+1,60
HB>12 0,102
n=9 10,7+£1,97
PTH<300 9,5(7-14) a
n=20 0,359
PTH>300 9,72 (7-13) a
n=14
FER<500 9.76 + 1.69
n=25 0.939
FER>500 9.74+2.09
n=9

a=Medyan (Minumun-Maksimum); SD= Standart sapma;
hasta; KG: Kontrol Grubu; DM (+): Diyabeti olan KBY hastasi, DM (-): Diyabeti olmayan KBY
hastasi; HT (+): Hipertansiyonu olan KBY hastasi; HT(-): Hipertansiyonu olmayan KBY hastasi;
VKI: Viicut kitle indeksi; HB: Hemoglobin;, PTH: Parathormon, FER: Ferritin.

KBY: Kronik bobrek yetmezlikli
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Sekil 4.6. KBY’li hastalarin yaslarma gore kardes kromatid degisimi (KKD)
degerlerinin dagilimi

Resim 4.2. Kronik bdbrek yetmezlikli hastalarin lenfositlerinde gozlenen kardes
kromatid degisimleri
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4.5. Replikasyon Indeksi (RI) Sonuclar:

Replikasyon indeksi (Ri); 12 diyabetik ve 22 diyabetik olmayan olmak iizere toplam
34 hemodiyalize (HD) giren kronik bobrek yetmezlikli (KBY) hastada ve 25 saglikli
bireyde (kontrol grubu) degerlendirilmistir.

Cizelge 4.7°de replikasyon indeksi sonuglari dzetlenmistir. KBY’li hastalarm RI
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli oranda azaldigi belirlenmistir (p<0,001)
(Sekil 4.7). Diyabetik olmayan KBY’li hastalarda, diyabetik KBY’li hastalara gore
Ri’inde onemli diizeyde diisiis tespit edilmistir (p<0,001) (Sekil 4.8). Fakat
hipertansiyonlu ve hipertansiyonu olmayan KBY’li hastalar arasinda RI degerleri
bakimindan anlamli bir fark gézlenmemistir. Hastalarin hemodiyaliz tedavi siiresinin
de Ri’ni etkilemedigi belirlenmistir. Bununla birlikte; yas, cinsiyet, viicut kitle
indeksi, hemoglobin ve parathormon degerlerine gore yapilan kiyaslamalarda da

RI’inde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (Cizelge 4.7).

Ri

p< 0,001

MKBY
.4 KONTROL

Medvan

Sekil 4.7. KBY’li hastalarmm ve kontrol grubunun replikasyon indeksi (RI)
degerlerinin dagilimi
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Cizelge 4.7. Replikasyon indeksi (RI) sonuglar

M1 M2 M3 Ri+SD p*
KBY 39,26 32,33 28,41 1,9 (1,5-2,3) a
n=34
KG 24,00 26,00 50,00 2,3(2-25)a <0,001
n=25
DM (+) 44,21 33,87 21,92 1,76+0,13
n=12 < 0,001
DM (-) 34,31 30,79 34,90 2,01+0,16
n=22
HT (+) 33,33 27,66 39,01 2,05+0,20
n=7 0,033
HT (-) 39,24 32,76 28 1,88+0,17
n=27
YIL <5 40,55 314 28,05 1,87+0,18
n=20 0,141
YIL>5 34,28 32,65 33,07 2,00+0,18
n=14
YAS <50 35,93 29,74 34,33 1,98+0,17
n=15 0,094
YAS >50 39,57 33,65 26,78 1,87+0,21
n=19
KADIN 40,5 32,34 27,16 1,87+0,20
n=12 0,228
ERKEK 36,59 31,69 31,72 1,95+0,18
n=22
VKi<25 37 31,4 31,6 1,94+0,15
n=24 0,240
VKi>25 40,66 33,34 26 1,85+0,27
n=9
HB<12 39,44 30,12 30,44 1,91+0,20
n=25 0,668
HB>12 33,88 36,9 29,22 1,95+0,17
n=9
PTH<300 38,7 34,3 27 1,88+0,15
n=20 0,201
PTH>300 36,92 28,51 34,57 1,98+0,23
n=14
FER<500 38,24 31,16 30,6 1,92+0,20
n=25 0,917
FER>500 37,22 34,01 28,77 1,91+0,17
n=9

a=Medyan (Minumum-Maksimum), SD= Standart sapma; KBY: Kronik bobrek yetmezlikli hasta;
KG: Kontrol Grubu, DM (+): Diyabeti olan KBY hastasi, DM (-): Diyabeti olmayan KBY hastasi; HT
(+): Hipertansiyonu olan KBY hastasi; HT (-): Hipertansiyonu olmayan KBY hastasi; VKI: Viicut
kitle indeksi; HB: Hemoglobin; PTH: Parathormon, FER: Ferritin.
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e | .
2,05 - //—— o

1,95 -

1,9 -
1,85 -
1,8 -
1,75 -
1,7 -
1,65 -
1,6

[@DM KBY

Ortalama

.4NONDM KBY

Sekil 4.8. Diyabetik ve diyabetik olmayan KBY li hastalarin replikasyon indeksi (RI)
degerlerinin dagilimi

KBY’li hastalarda KKD ve Ri frekanslar1 ve hemodiyaliz siiresi, yas, ferritin, {ire
azalma oranmi (Urr) ve diyaliz etkinligini 6lgen indeks (Kt/V) diizeylerine gore
yapilan korelasyon analizleri sonuglari Cizelge 4.8’de verilmistir. Buna gore; diyaliz
siiresi arttikca KKD frekansmin ve RI degerinin arttii, fakat bu sonuglarin
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu belirlenmistir. Hastalarin yaslar1 arttikca KKD
frekansmin ve RI degerinin azaldig1 ve bu azalisin anlamli oldugu tespit edilmistir
(r=-0.356, p=0.039; r=-0.379, p=0.027 sirastyla). KKD ve Rl ile ilgili yapilan diger

korelasyon analizleri istatistiksel olarak anlamsizdir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Kronik bobrek yetmezlikli hastalarda kardes kromatid degisimi (KKD)
ve replikasyon indeksi (RI) degerlerinin korelasyon analizleri

Korelasyonlar KKD/hiicre Ri

R P R P
Diyaliz siiresi 0,284 0,104 0,266 0,128
Yas -0,356* 0,039 -0,379* 0,027
Ferritin -0,027 0,881 0,120 0,500
urr -0,025 0,890 -0,089 0,628
Kt/V -0,002 0,989 -0,067 0,715

Urr: Ure azalma oram; Kt/V: Diyaliz etkinligini ol¢en indeks. *p<0,05" e gore
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4.6. Mikroniikleus (MN) Testi Sonuclari

Mikrontikleus (MN) testi i¢in; 26 diyabetik ve 32 diyabetik olmayan olmak tlizere 58
hemodiyaliz (HD) tedavisi goren kronik bobrek yetmezlikli (KBY) hasta ve 24
saglikli birey (kontrol grubu) degerlendirilmistir.

Mikrontikleus testinin sonuglarina gore; KBY hastalarinda MN frekans1 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda artmistir (p<0,001). Bununla birlikte;
diyabetik ve diyabetik olmayan KBY’li hastalar arasinda ve hipertansiyonu olan ve
olmayan KBY’li hastalar arasinda MN frekansinda anlamli fark tespit edilmemistir.
Hemodiyaliz tedavi siiresinin de MN frekansini istatistiksel olarak etkilemedigi
belirlenmistir. Ayrica yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi, hemoglobin ve parathormon
degerlerinin de, MN frekansi iizerinde anlamli etkisinin olmadig1 tespit edilmistir

(Cizelge 4.9; Sekil 4.9; Resim 4.3).

MN (%)
p< 0,001
yd
0,5 -
0,4 -
m
£ /'/ mKBY
=2 03 - g _
s /1/ s KONTROL
© 0,2 +
yd
0,1 -
0

Sekil 4.9. KBY’li hastalarin ve kontrol grubunun mikroniikleus (MN) degerlerinin
dagilimi
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Cizelge 4.9. Mikroniikleus (MN) testi sonuglar1

BN’lerdeki mikroniikleus MN (%0) P*
sayis1 Med (Min-Maks)
1 2 3 4
KBY
n=58 226 | 14 4 - 0,46+ 0,34 a < 0,001
KG
n=24 21 1 - - 0,07 £ 0,145 a
DM (+)
n=26 95 4 3 - 0,40 (0—1) 0,981
DM (-)
n=32 131 ] 10 1 - 0,40 (0—1)
HT (+)
n=8 20 1 1 - 0,25 (0-1) 0,989
HT (-)
n=50 206 | 13 3 - 0,40 (0-1)
YIL<5
n=36 137 | 11 2 - 0,50+0,38 a 0,891
YIL>5
n=22 89 3 2 - 0,44+0,41 a
YAS <50
n=19 67 4 2 - 0,44+0,39 a 0,626
YAS >50
n=39 159 | 10 2 - 0,50+£0,41 a
KADIN
n=16 63 2 - - 0,35 (0-1) 0,400
ERKEK
n=42 163 | 12 4 - 0,45 (0-1)
VKIi>25
n=38 149 | 13 4 - 0,40 (0-1) 0,692
VKi>25
n=20 77 1 - - 0,45 (0-1)
HB<12
n=42 158 | 12 4 - 0,40 (0-1) 0,944
HB>12
n=16 68 2 - - 0,45 (0-1)
PTH<300 | 135 | 11 2 -
n=36 0,40 (0-1) 0,891
PTH>300 91 3 2 - 0,40 (0-1)
n=22
FER<500 138 | 12 3 - 0,40 (0-1)
n=38 0,967
FER>500 88 2 1 - 0,35 (0-1)
n=20

a=Mean=Standart sapma,; Med (Min-Maks): Medyan (Minumum-Maksimum), MN: Mikroniikleus;
BN:Biniikleat hiicre; KBY: Kronik bobrek yetmezlikli hasta;, KG: Kontrol Grubu; DM (+).: Diyabeti
olan KBY hastasi, DM (-): Diyabeti olmayan KBY hastasi; HT (+). Hipertansiyonu olan KBY hastasi;
HT (-): Hipertansiyonu olmayan KBY hastasi; VKI: Viicut kitle indeksi;HB: Hemoglobin; PTH:
Parathormon, FER: Ferritin.



60

Resim 4.3. Kronik boébrek yetmezlikli hastalarin lenfositlerinde gozlenen {ig
mikroniikleuslu biniikleat hiicreler a) bir mikroniikleus, b) iki
mikroniikleus
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Resim 4.3. (Devami) Kronik bobrek yetmezlikli hastalarin lenfositlerinde gozlenen
tic mikroniikleuslu biniikleat hiicreler ¢) li¢ mikroniikleus

4.7. Niikleer Béliinme Indeksi (NBI) Sonuclar

Niikleer boliinme indeksi (NBI); 26 diyabetik ve 32 diyabetik olmayan olmak iizere
58 hemodiyaliz (HD) tedavisi uygulanan kronik bobrek yetmezlikli (KBY)) hastada
ve 24 saglikli bireyde (kontrol grubu) degerlendirilmistir.

Yapilan niikleer boliinme indeksi analizlerinin sonuglar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.
Buna gore; KBY’li hastalarda niikleer boliinme indeksi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli oranda azalmistir (p<<0.001) (Sekil 4.10). Bununla birlikte,
diyabeti olan KBY li hastalarin niikleer boliinme indeksi diyabetik olmayan KBY’li
hastalara gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde diisiis gostermistir (p=0.047) (Sekil
4.11). Fakat hipertansiyonun niikleer boliinme indeksini etkilemedigi belirlenmistir.
Calismamizda hemodiyaliz tedavi siiresi 5 yilin altinda olan KBY’li hastalar ile 5
yilin iizerinde olan KBY li hastalar arasinda NBI frekanslar1 bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. Yasi 50 nin {istiinde olan KBY"li hastalarda;
yast 50’nin altinda olan KBY’li hastalara gore niikleer boliinme indeksi onemli

oranda azalmistir (p=0.003) (Sekil 4.12). Ayrica, cinsiyet, viicut kitle indeksi (VKI),
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hemoglobin ve parathormon degerlerine gére yapilan kiyaslamalarda NBI’inin

etkilenmedigi tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

NBIi
p< 0,001

|
1,72 - A—_—
1,7 - :
1,68 -
1,66 -

MKBY
s KONTROL

1,64 -

Ortalama

1,62 -
1,6 - i
1,58 - {BRERRRE

1,56

Sekil 4.10. KBYli hastalarin ve kontrol grubunun niikleer boliinme indeksi (NBI)
degerlerinin dagilimi

1,64 -
1:62 '/
16 -

1,58

MDMKBY

.4 NONDM KBY

Ortalama

1,56 -

1,54

1,52

Sekil 4.11. Diyabetik ve diyabetik olmayan KBY’li hastalarin niikleer bdliinme
indeksi (NBI) degerlerinin dagilimi



Cizelge 4.10. Niikleer boliinme indeksi (NBI) sonuglari

N1 N2 N3 NBIi+SD p*
KBY 15148 10218 3634 1,62+0,12
n=58 <0,001
KG 5963 5404 2133 1,71+0,09
n=24
DM (+) 7217 4311 1472 1,56+0,11
n=26 0,047
DM (-) 7931 5907 2162 1,64+0,11
n=32
HT (+) 2017 1493 490 1,63+0,11
n=8 0,951
HT (-) 13131 8725 3144 1,61+0,12
n=50
YIL<5 9501 6673 1826 1,64+0,12
n=36 0,374
YIL>5 5647 3545 1808 1,61+0,11
n=22
YAS <50 4589 3518 1393 1,68+0,11
n=19 0,003
YAS >50 10559 6700 2241 1,59+0,11
n=39
KADIN 4333 2715 952 1,59+0,09
n=16 0,431
ERKEK 10815 7503 2682 1,62+0,13
n=42
VKi<25 9617 6916 2467 1,63+0,11
n=37 0,048
VKi>25 5531 3302 1167 1,56+0,12
n=20
HB<12 11007 7449 2544 1,62+0,12
n=42 0,911
HB>12 4141 2769 1090 1,65+0,13
n=16
PTH<300 9587 6290 2123 1,61+0,11
n=36 0,456
PTH>300 5561 3928 1511 1,64+0,13
n=22
FER<500 9821 6707 2473 1,62+0,10
n=38 0,246
FER>500 5327 3511 1161 1,63+0,16
n=20
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a=Mean=+Standart sapma; Med (Min-Maks): Medyan (Minumum-Maksimum); NBI: Niikleer béliinme
indeksi; SD= Standart sapma,; NI: 1 nukleuslu hiicre sayisi; N2: 2 nukleuslu hiicre sayisi; N3: 3
nukleuslu hiicre sayisi, N4: 4 nukleuslu hiicre sayisi;, KBY: Kronik bobrek yetmezlikli hasta; KG:
Kontrol Grubu;, DM (+): Diyabeti olan KBY hastasi, DM (-): Diyabeti olmayan KBY hastasi; HT (+):
Hipertansiyonu olan KBY hastasi; HT (-): Hipertansiyonu olmayan KBY hastasi; VKI: Viicut kitle
indeksi; HB: Hemoglobin; PTH: Parathormon, FER: Ferritin.
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Sekil 4.12. KBY’li hastalarin yaslarma gore niikleer boliinme indeksi (NBI)
degerlerinin dagilimi

MN ve NBI degerlerinin korelasyon analizi sonuglar1 Cizelge 4.11°de verilmistir.

Buna gore; diyaliz siiresi arttikca MN frekansinin arttig1, NBI oranimin azaldig: fakat

bu sonuglarin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu belirlenmistir. Diyaliz etkinligini

Olgen indeks (Kt/V) arttikga MN frekansinin azaldigir ve bu azalmanin istatistiksel

olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (r=-0.284, p=0.034). Fakat ferritin, yas ve Urr

degerleri ile MN ve NBI degerleri arasinda bir iliski olmadig1 belirlenmistir (Cizelge

4.11).

Cizelge 4.11. Kronik bobrek yetmezlikli hastalarda mikroniikleus (MN) ve niikleer
béliinme indeksi (NBI) degerlerinin korelasyon analizleri

Korelasyonlar Mikroniikleus Niikleer boliinme indeksi
R P R P
Diyaliz siiresi 0,033 0,808 -0,065 0,629
Yas -0,011 0,936 -0,313 0,017
Ferritin -0,046 0,734 -0,096 0,472
Urr -0,267 0,047 0,152 0,264
Kt/vV -0,284* 0,034 0,119 0,382

Urr: Ure azalma ovani; Kt/V: Diyaliz etkinligini 6lgen indeks. *p<0,05" e gére
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4.8. Comet Testi Sonuglari

Diyabetik ve diyabetik olmayan kronik bdbrek yetmezlikli hastalarda DNA
seviyesinde hasar olusup olusmadigi comet testi ile degerlendirilmistir. Comet
analizinde 22 diyabetik, 31 diyabetik olmayan olmak iizere toplam 53 hemodiyaliz
(HD) tedavisi goren kronik bobrek yetmezlikli (KBY) hasta ve 24 saglikli birey

(kontrol grubu) degerlendirmeye alinmaistir.

Calismamizda comet analizi sonuglari Cizelge 4.12°de verilmistir. Primer DNA
hasar1 kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti olmak iizere toplam
ic parametreye gore degerlendirilmistir. Buna gore; KBY’li hastalarda comet kuyruk
uzunlugu (p<0.001) ve kuyruk momentinde (p=0.029) kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli oranda artis belirlenmistir (Sekil 4.13). Diyabetik ve diyabetik
olmayan KBY hastalar1 birbiri ile karsilastirildiginda; diyabetik hastalarin comet
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentinde artis oldugu fakat bu artisin anlamlh
olmadig1 tespit edilmistir. Hipertansiyonlu KBY’li hastalarla, hipertansiyonu
olmayan KBY’li hastalar arasinda; degerlendirilen her ii¢ parametre bakimindan da
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir. Calismamizda, viicut kitle
indeksi (VKI) 25 kg/ m?’den biiylik olan KBY"li hastalarda comet kuyruk yogunlugu
(p= 0,023) ve kuyruk momenti (p=0.046); VKI’i 25 kg/m®den kiigik KBY’li
hastalara gore istatistiksel olarak Onemli oranda artmistir (Sekil 4.14). Ayrica
parathormon (PTH) degeri 300 pg/ml’den biiylik olan KBY’li hastalarin comet
kuyruk uzunlugunda, PTH’1 300 pg/ml’den kiigiik olan KBY’li hastalara gore
istatistiksel olarak anlamli artis gozlenmistir (P=0,003) (Sekil 4.15). Fakat tedavi
siiresine, yasa, cinsiyete ve hemoglobin degerlerine gore yapilan kiyaslamalarda; bu
parametrelerin primer DNA hasar iizerinde istatistiksel olarak 6nemli bir etkisinin

olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.12; Resim 4.4).



Cizelge 4.12. Comet testi sonuglari

Kuyruk Uzunlugu (um) | Kuyruk Yogunlugu (%) Kuyruk Momenti
KU£SD P KY+£SD P KM=SD P
KBY
n=53 79,60+20,8 13,4+5,46 4,83+,3,07
KG <0,001 0,202 0,008
n=24 63,30+8,26 11,643,20 3,10+1,50
DM (+) 79,4+16,8 14,5 (6-33) a 5,563,90
n=22
DM (-) 79,7+23.,5 0,613 12,1 (7-24) a 0,493 | 4314220 | 0613
n=31
HT (+) 79,2+26.2 13,1+3,82 3,43 (2-6) a
n=9 0,808
HT () 79,7+19,7 0,949 13,5+5,81 0,827 [ 423(2-16)a
n=44
YILS 77,60+20,66 13,99+6,43 5,30+3,61
n=34 0,565 0,985 0,781
YIL>5 81,59+28.40 13,54+3,96 4,66+2,70
n=19
YAS <50 83,52+31,42 12,73+4,93 4,78+3,01
n=20 0,322 0,152 0,304
YAS>50 75,54+14,48 14,71+5,96 5,27+3,51
n=33
KADIN 82,3+18,3 13,1+4,50 4 (2-10) a
n=17 0,350 0,954 0,717
ERKEK 78,3+21,8 13,6+5,90 3,9 (2-16) a
n=36
VKi<25 77,2+18.9 11,8+3,50 3,7 (2-10) a
n=32 0,337 0,023 0,046
VKi>25 84+23,7 16,1£7,0 5(2-16) a
n=20
HB<12 79,8+20,4 13,7+5,80 5,01 (2-16) a
n=40 0,951 0,710 0,756
HB>12 79,1228 12,7+4,03 11,4 (9-22) a
n=13
PTH<300 72,7134 13,0+4,80 4,4 (2-13) a
n=33 0,003 0,557 0,219
PTH>300 | 91,03+25,7 14,2+6,40 4,38 (2-16)
n=20
FER<500 | 82,7+22,5 13,8+5,20 4,26 (2-13)
n=36 0,142 0,202 0,223
FE>500 73,1152 12,6+6,04 3,55 (2-16)
n=17

a= Medyan (Minumum-Maksimum); KY: Comet kuyruk yogunlugu; KU: Comet kuyruk uzunlugu;
KM: Kuyruk momenti; SD=Standart sapma; KBY: Kronik bobrek yetmezlikli hasta; KG: Kontrol
Grubu; DM (+): Diyabeti olan KBY hastasi, DM (-): Diyabeti olmayan KBY hastasi; HT (+):
Hipertansiyonu olan KBY hastasi;, HT (-): Hipertansiyonu olmayan KBY hastasi; VKI: Viicut kitle
indeksi; HB: Hemoglobin; PTH: Parathormon, FER: Ferritin.
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Sekil 4.13. KBYli hastalarin ve kontrol grubunun comet kuyruk uzunlugu (KU)
ve kuyruk momenti (KM) degerlerinin dagilimi
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Sekil 4.14. KBYli hastalarin viicut kitle indeks (VKI)’lerine gore comet kuyruk
yogunlugu (KY) ve kuyruk momenti (KM) degerlerinin dagilimi
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Kuyruk Uzunlugu (pm)
P=0,003
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Sekil 4.15. KBY’li hastalarin parathormon (PTH) degerine gore comet kuyruk
uzunlugu (KU) degerinin dagilimi

Resim 4.4. KBY’li hastalarin lenfositlerinde olusan DNA hasarinin comet testi ile
goriinlimii a) hasarsiz DNA, b) az hasarli DNA, c) orta hasarli DNA, d)
¢ok hasarlt DNA
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Resim 4.5. KBY’li hastalardaki hasarli hiicrenin  Comet Assay IV 0Olgim

programininda gorinimi

KBY’li hastalarda primer DNA hasari ile hemodiyaliz siiresi, yas, ferritin, Urr ve

Kt/V diizeylerine gbre yapilan korelasyon analizleri sonuglar1 Cizelge 4.13°de

verilmistir. Buna gore, ferritin miktar1 arttik¢a kuyruk uzunlugu (r=-0.310, p=0.024)

azalmis ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. Ayrica,

parathormon degeri ile kuyruk uzunlugu arasinda anlamli, pozitif ancak zayif bir

korelasyon oldugu belirlenmistir (r=0.437, p=0.001). Diyaliz siiresi, yas, Urr ve Kt/\V

degerleriyle primer DNA hasar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

olmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. KBY’li hastalarda DNA hasar1 degerlerinin korelasyon analizleri

Korelasyonlar

Kuyruk uzunlugu (um)

Kuyruk yogunlugu (%)

Kuyruk momenti

R P R P R P
Diyaliz siiresi -0,093 0,506 -0,069 0,622 -0,129 0,358
Yas 0,225 0,105 0,053 0,706 0,000 1,000
Ferritin -0,310% 0,024 -0,070 0,619 -0,075 0,594
urr -0,092 0,521 -0,228 0,108 -0,198 0,163
KtV -0,061 0,673 -0,177 0,213 -0,136 0,342
Parathormon 0,437%* 0,001 0,048 0,733 0,083 0,553

Urr: Ure azalma orani; Kt/V: Diyaliz etkinligini 6lgen indeks. *p<0,05" e gére, **p<0,01’ e gore
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Cizelge 4.14°de uygulanan tiim genotoksisite testlerinin sonuglar1 6zetlenmistir.

Cizelge 4.14. Genotoksisite test sonuglarinin 6zet karsilagtirmasi

DNA Hasan
KA Mi KKD Ri MN NBi KU KY KM
T ! T ! T ! T T

KBY K’e K’e K’e K’e K’e K’e K’e AD K’e

gore gore gore gore gore gore gore gore

I 1
DM (+) AD AD AD DM(-) AD DM () e AD AD AD
e gore gore
HT(+)/ AD AD AD AD AD AD AD AD AD
HT(-)
YIL<5/ AD AD AD AD AD AD AD AD AD
YIL>5
YAS<50/ AD AD 1 AD AD l AD AD AD
YAS>50 YAS>50° YAS<50°
e gore e gore

KADIN/ AD AD AD AD AD AD AD AD AD
ERKEK

AD AD AD AD AD l AD 1 1
VKi>25 VKi<25 vKi<2s | VKI<25®

>e gore ¢ gore e gore

HB<12/ AD AD AD AD AD AD AD AD AD
HB>12

AD AD AD AD AD AD 1 AD AD
PTH>300 PTH<300

‘e gore

FER>500

AD FER<500 AD AD AD AD AD AD AD

’e gore

AD: Anlaml degil, 1. p< 0.05 diizeyinde anlamli artis, |: p< 0.05 diizeyinde anlaml azalma
KBY: Kronik bobrek yetmezlikli hasta; K: Kontrol Grubu; DM (+): Diyabeti olan KBY hastast,
DM (-): Diyabeti olmayan KBY hastasi;, VKI: Viicut kitle indeksi; HB: Hemoglobin, PTH:

Parathormon, FER: Ferritin.
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5.SONUC VE ONERILER

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) diinyada siklig1 giderek artan yaygin bir hastaliktir
[James ve ark., 2010]. Kronik bobrek yetmezligi giderek azalan glomeriiler filtrasyon
hiz1 (GFH) ile yansitildig1 gibi, nefron kaybina bagl olarak bobrek fonksiyonlarinin
yillar igerisinde ilerleyici ve geri donilisiimsiiz olarak kaybedilmesidir [Akpolat ve
Utas, 2001]. Gelismis iilkelerde, diyabet, hipertansiyon, yas, artmis viicut kitle
indeksi, sigara [Haroun ve ark., 2003; Fox ve ark., 2004; Wang ve ark., 2008a] ve
kardiovaskiiler hastalik oykiisii [Bang ve ark., 2007] kronik bobrek yetmezligi ile
iligkilidir. Ayrica, bulasici hastaliklar da kronik bobrek yetmezliginin gelismesinde

bir etkendir [Barsoum, 2006].

Kronik bobrek yetmezlikli hastalara uygulanan hemodiyaliz tedavisi ile her ne kadar
viicuttan atiklar uzaklastirilmaya calisilsa da son yillarda yapilan calismalar bu
tedavinin genotoksik etkilerinin olabilecegini gostermektedir [Roth ve ark., 2008;
Aykanat ve ark., 2011; Demircigil ve ark., 2011; Rangel-Lopez ve ark., 2013]. Bizim
calismamizda KBY’li hastalardaki genetik hasar dort farklt parametre ile
degerlendirilmistir. Ayrica diyabetik KBY’li hastalarin da risk grubunda olup
olmadiklarinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu nedenle ¢alismamizda, hemodiyalize (HD)
giren diyabetik ve diyabetik olmayan kronik bobrek yetmezlikli (KBY) hastalardan
aliman kan ornekleri kiiltiire alinarak, lenfositlerde olusan kromozomal anormallik
(KA), kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikronukleus (MN) frekanslari
belirlenmistir. Bununla birlikte lenfositler izole edilerek Comet yontemi ile DNA
hasari tespit edilmistir. Elde edilen verilerin, hemodiyaliz siiresi, yas, cinsiyet, viicut
kitle indeksi, hemoglobin, parathormon ve ferritin gibi biyokimyasal degerlere gore

iliskisi de arastirilmistir.

Kromozomal anormallik (KA) testi kiiltiire alinmis periferal kan lenfositlerinde sikca
kullanilan testlerden biridir. Kromozomal anormalliklerin olusmasinda hiicre
siklusunun G, faz1 ¢ok 6nemlidir. DNA hasarinin biiyiik bir kismi, hiicre siklusunun
G, fazinda tamir edilir. Hiicre dongiisiiniin S ve G; evresinde olusan DNA c¢ift zincir

kiriklar1 homolog rekombinasyon ile hasar gérmemis kardes kromatit kullanilarak
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tamir edilir. Homolog rekombinasyon bu nedenle genomun devamliligini saglamak
icin sarttir. Kromozomal anormalliklerin artmasi tamir yapilmadigini, yanlis
yapildigin1 veya engellendigini gostermektedir [Celik, 2003; Moynahan ve Jasin,
2010]. Calismamizda KA analizinin sonuglarina gore, hastalarda bes tip yapisal ve
iki tip sayisal olmak {izere toplam yedi tip anormallik belirlenmistir. KBY’li
hastalarda gozlenen yapisal anormallikler; kromatid kirigi, kromozom kirigi, kardes
kromatidlerde birlesme, fragment ve disentrik kromozomdur. En sik rastlanan
anormallik tipi kromatid kirigidir. Kromatid kiriklari, DNA’da meydana gelen cift
zincir kiriklar1 sonucunda olusan ve tek bir kromatitte gozlenen kiriklardir
[Natarajan, 2002]. Bu calismada ikinci yaygin goriilen anormallik tipi ise kardes
kromatidlerde birlesmedir. Kromozom uglarinda meydana gelen terminal
delesyonlarla, bu kirik uglarin karsilikli birlesmesi sonucunda kardes kromatidlerde
birlesme meydana gelir [Murli, 2003]. Fragment, kromozom ya da kromatitlerde
meydana gelen kirilmalar ile genellikle terminal delesyonlar sonucunda olusur
[Anwar ve ark., 1994]. Disentrik kromozomlar, non-homolog kromozom kollari
arasindaki flizyon ile veya homolog kromozomlarin iki kisa yada iki uzun kolu
arasindaki fiizyon ile meydana gelirler [Satoh ve ark., 2002]. Ayrica, bu ¢alismada
sayisal anormallikler olan poliploidi ve endoreduplikasyona da rastlanmistir.
Poliploidi, haploid kromozom takiminin ikiden fazla katlarda goriilmesidir [ Topaktas
ve Speit, 1990]. Endoreduplikasyon, kromatid ayrilmasi olmaksizin ardarda iki DNA
replikasyonunun gerceklesmesi sonucu meydana gelir. Endoreduplikasyonun
olugmasinda; 1§ ipliklerinin bozulmas1 ve DNA’da meydana gelen hasarlar 6nemli
rol oynamakla birlikte, mitoz boliinmede anafazda kromatid ayrilmasinda 6nemli
gorev alan DNA topoizomerazlarda meydana gelebilecek bozukluklar da bu

anormalligin ortaya ¢ikmasinda etkilidir [Cortes ve Pastor, 2003; Yilmaz, 2008].

Kromozomal anormallik testi sonucunda; KBY’li hastalarin kromozomal anormallik
frekanslarinda kontrole gore onemli diizeyde artis belirlenmistir. Fakat diyabetik
KBY hastalar1 ile diyabetik olmayan KBY hastalar1 arasinda; kromozomal
anormallik frekanslar1 bakimindan anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir.
Epidemiyolojik ¢alismalara gore, kromozomal anormallik frekanslar1 ile kanser

olusumu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir [Hagmar ve ark.,
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1998; Cinkili¢ ve ark., 2009; Doak ve ark., 2012]. Genetik materyalde olusan
kromozomal anormallikler tamir edilemediginde ortaya ¢ikan yiiksek KA frekansinin
kanser riskini artirdigi belirtilmistir [Bolognesi, 2003]. Literatiirde, hemodiyaliz
tedavisi uygulanan kronik bdbrek yetmezligi hastalarinda genetik hasarin
kromozomal anormallik testiyle belirlendigi az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Goh
ve Cestero (1979); hemodiyaliz tedavisi uygulanan hastalarda kromozomal
anormallik frekansinin arttigini belirtmislerdir. Cengiz ve arkadaslar1 (1988) insan
lenfositlerinde yaptiklar1 ¢alismada, tiremili hastalarda (n=44), kontrole gore (n=24)
yapisal kromozomal anormalliklerin arttigin1  belirlemislerdir. Bu sitogenetik
degisimin hastalarda kanser riskini artirmada rol oynayabilecegini belirtmislerdir
[Cengiz ve ark., 1988]. Oztas ve arkadaslar1 (2001); iiremili hastalarda, 23 metafaz
plaginda gap veya izogap yapilar (% 6.4), 15 metafaz plaginda asentrik kromozom
yapist (% 4.2) ve 12 metafaz plaginda da kromozom kirigi (% 3.4) tespit etmislerdir.
Hastalarda herhangi bir sayisal kromozomal anormallige rastlanmamistir. Bizim bu
calismada elde ettigimiz veriler, Oztas ve ark. (2001)’nmn sonuglarryla uyumludur.
Calismamizda, kronik bdbrek yetmezlikli hastalarda kromozomal anormallik
frekansinda kontrole gore anlamli artis belirlenmistir. Fakat, hemodiyalize giren
diyabetik KBY’li hastalarda diyabetik olmayan KBY’li hastalara gore kromozomal
anormallik frekans1 bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir. Cinkilic ve
arkadaglar1 (2009) Tip 1 diyabeti olan hastalarin kromozomal anormallik frekansinda
kontrole gére onemli bir fark olmadigini belirtmislerdir [Cinkili¢ ve ark., 2009].
Bizim c¢alismamizin ve vyapilan diger c¢alismalarin sonucglarina dayanarak;
hemodiyalize giren KBY’li hastalarda kromozomal anormallik frekansininin arttig
sOylenebilir. Ancak diyabetik ve diyabetik olmayan KBY’li hastalarda KA frekans1

yoniinden anlamli fark olmadig: belirlenmistir.

Mitotik indeks, hiicre proliferasyonunun ve sitotoksisitenin belirlenmesinde
kullanilan 6nemli gostergelerden biri olup, sitogenetik bir test olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir [Eroglu ve ark., 2007]. Mitotik indeksteki degisiklikler
hiicre proliferasyonunun etkilendigini gostermektedir. Bu ¢alismada, KBY’li
hastalarda MI’in kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda azaldig

belirlenmistir. Mitotik indeksteki azalmanin nedenleri arasinda hiicrelerin mitoza
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girmesini saglayan G; sathasinin bloke edilmesi [Van’t Hof, 1968], DNA sentezinin
engellenmesi, DNA sentezi i¢in gerekli ve i§ olusumundan sorumlu olan enzimlerin
baskilanmasi ve G periyodunun uzamasi gosterilmektedir [Jain ve Andsorbhoy,
1988; Hidalgo ve ark., 1989]. Calismamizda, diyabetik KBY’li hastalarda mitotik
indeksin diistiigi, fakat bu diisiisiin anlamli olmadig tespit edilmistir. Ancak, ferritin
degeri 500 ng/ml’nin iizerinde olan hastalarda mitotik indeks frekansinda 6nemli
diizeyde diisiis belirlenmistir. Ferritin, depo demirinin iyi bir gostergesidir [Cavdar
ve Celik, 1998]. Kronik bobrek yetmezliginde goriilen 6nemli komplikasyonlardan
birisi olan anemi demir takviyesi ile tedavi edilmektedir [Delmas-Beauvieux ve ark.,
1995]. Tedavide, demir yiikii arttiginda, serbest demirin dokulara girisi hizlanir ve
demir iyonlar1 serbest radikal olusumuna sebep olur ve bu durum DNA’da hasar
meydana getirir [Aydinok, 2007; Gao ve ark., 2009; Pra ve ark., 2012]. Ayrica
demir, genotoksik hasardan bagka hiicrelerde deformasyonlara da neden olmaktadir
[Hartwig ve Schlepegrell, 1995]. Ferritin degeri yiiksekligi, dolayisiyla fazla demirin
meydana getirebilecegi DNA’daki hasar ve hiicrelerdeki deformasyon, hiicre
boliinmesini etkileyerek mitotik indeksi etkilemis olabilir. Literatiirde, hemodiyalize
giren kronik bdbrek yetmezlikli hastalarda mitotik indeks degerini gosteren ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada hastalarin ortalama Kt/V degeri 1.51 olarak belirlenmistir.
Hemodiyaliz hastalar1 igin Onerilen standart Kt/V degeri 1.2°nin {istiidiir. Hastalarda
belirlenen deger hemodiyalizin yeterli oranda yapildigim1 géstermektedir. Urr degeri
de en az %70 ve Ustii olmas1 gerekmektedir. Bu ¢aligmada hastalarin Urr degeri 72.4
olarak tespit edilmistir. Urr degeri diyaliz yeterliligini 6l¢gmektedir. Caligmamizda
Kt/V degerini destekler nitelikte Urr degeri de diyalizin yeterli oranda yapildigim
gostermektedir. Bununla birlikte yapilan korelasyon analizleri sonucunda; diyalizin
etkinligini belirleyen parametrelerden iire azalma orani (Urr) ve diyaliz etkinligini
Olgen indeks (Kt/V) degerleri arttikca kromozomal anormallik frekansinin
istatistiksel olarak anlamli oranda arttig1 belirlenmistir. Bu sonug¢ diyaliz etkinligi
artttkca KA oraninin da arttigin1 gostermektedir. Diyaliz sirasinda kullanilan
kimyasallarin, mekanik hasarin ve diger etkenlerin buna neden olabilecegi

disiiniilmektedir. Nitekim Bagatini ve arkadaslar1 (2008) KBY hastalarina
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hemodiyaliz uygulamasindan sonra DNA hasar seviyesinin daha da arttigini tespit

etmislerdir.

Insan lenfositlerinde, en yaygin kullanilan genotoksisite testlerinden bir digeri de
kardes kromatid degisimi (KKD) testidir. KKD, kromozom morfolojisinde bir
degisme olmadan, bir kromozoma ait iki kromatidin homolog boélgelerindeki kirilan
parcalarin karsilikli yer degistirdikten sonra tekrar birlesmesi ile olugsmaktadir [David
ve Thompson, 2007]. Kardes kromatid degisimlerinin frekansinda meydana gelen
artiglar, genotoksisitenin degerlendirilmesinde ve DNA hasarina neden olan ajanlarin
erken biyolojik etkilerinin  belirlenmesinde olduk¢a yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir [Bolognesi, 2003]. KKD’nin kesin molekiiler mekanizmasi
bilinmemesine ragmen DNA hasarinin ve yanlis DNA tamirinin KKD’ye neden

oldugu diistiniilmektedir [Bozkurt ve ark., 2004].

Kardes kromatid degisimi testine gore kronik bobrek yetmezlikli hastalarin periferal
lenfositlerinde KKD frekansinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
oranda artis gézlenmistir. Ancak diyabetik ve diyabetik olmayan KBY’li hastalarin
KKD frekansinda énemli bir fark belirlenmemistir. Yas1 50°den kiicliik olan KBY
hastalarmin KKD frekansi, yas1 50°den biiyiik olan hastalara gore 6nemli diizeyde
artmistir. Yas ve kardes kromatid degisimi arasindaki iliskiyi belirlemek icin yapilan
caligmalarin sonuglar1 ¢eliskilidir. Calismamizin sonuglar1 Park ve ark., (1992) ve
Carbonell ve ark., (1995)’min sonuglar1 ile uyumludur. Buna karsin, bazi
aragtirmacilar saglikli populasyonda yaptiklar1 caligmalarda, yas arttikca KKD
frekansininda arttigini tespit etmislerdir [Schmidt ve Sanger, 1981; Bender ve ark.,
1989; Lazutka ve ark., 1994; Kumar ve ark., 2012]. Calismamizda, yas arttikga KKD
goriilme sikliginin artmasi, bu gruptaki hastalarin diyalize erken baslamalarina ve

dolayisiyla hemodiyaliz tedavi siiresinin fazla olmasina bagli olabilir.

Bobrek yetmezligi olmayan diyabetik hastalarla yapilan calismalarda da periferal
lenfositlerde genetik hasarin arttig1 belirlenmistir. Cinkili¢ ve arkadaglar1 (2009), Tip
1 diyabetli hastalarda KKD frekansinin saglikli bireylerden yiiksek oldugunu
belirtmislerdir (n=35, 5.44+1.47 ve n=15, 2.54+0.82 sirasiyla, p < 0.001). Bir diger


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0047637481900336
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calismada, Tip 2 diyabetli 20 hastada ve 15 saglikli bireyde KKD orani incelenmis
ve hastalarin KKD frekansinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak arttig1 (7.81 £

0.63, 6.18 = 0.32, sirastyla, P < 0.001) bulunmustur [Sheth ve ark., 2006].

Cengiz ve arkadaglar1 (1988), tiremili hastalarda (n= 44) KKD frekansinda kontrol
grubuna (n=24) gore istatistiksel olarak artig tespit etmislerdir. Ayrica hemodiyaliz
tedavisi goren liremili hastalarda KKD frekansinin kontrole gore arttig1 belirlenmistir
(p<0.05) [Buemi ve ark., 2006]. Oztas ve ark., (2001); iiremili hastalarda kardes
kromati degisimi frekansinda (9.48+0.29) kontrole gore (6.51+£0.24) istatistiksel
olarak anlamli oranda artis tespit etmislerdir (p=0.000).

Genetik etkilerin saptanmasinda yararlanilan kriterlerden biri olan replikasyon
indeksi (RI), hiicre siklusu kinetiklerinin  &lgiilmesinde yaygin  olarak
kullanilmaktadir [Celik ve ark., 2004]. Bizim calismamizda, KBY’li hastalarda
replikasyon indeksinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda
azaldi1 gozlenmistir. Ayn1 zamanda, diyabetik KBY’li hastalarin RI’i diyabetik
olmayan KBY’li hastalara gore dnemli oranda diismiistiir. Replikasyon indeksindeki
diistisler, bu hastalarda, hiicre dongiisiinlin sentez sathasindan 6nce etkilendigini
gostermektedir [Soloneski ve ark., 2002; Celik ve ark., 2004]. Literatiirde,
hemodiyalize giren kronik bobrek yetmezlikli hastalarda s6z konusu indeksle ilgili
yapilan c¢alismaya rastlanmamistir. Ancak sadece diyabetik hastalarin replikasyon

indeksinin kontrole gore arttigi tespit edilmistir [Sheth ve ark., 2006].

Bu calismaya dahil olan tiim hastalar degerlendirildiginde, hastalarin yaslar1 arttikca
KKD frekanslar1 ve RI degerleri azalmistir ve bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir. Yas arttik¢a hiicrelerin boliinme yetenegi yavaslamis

olabilir.

Cesitli kimyasal maddelerin ve fiziksel ajanlarin, memelilerde klastojenik ve
angjenik aktivitelerinin belirlenmesinde mikroniikleus teknigi (MN); yaygin olarak
kullanilmaktadir [Kirsch-Volders ve ark., 2011]. Mikroniikleuslar, asentrik

kromozom materyalinden ya da ig ipliklerinden ayrilarak kutuplara gé¢ edemeyen
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kromozomlardan meydana gelirler. Telofazda ayr1 kalmis kromozomlar ve
fragmentlerin etrafinda ¢ekirdek zar tesekkiil eder ve boylece ana niikleusdan daha
kiiglik yapida olan mikroniikleuslar olusur [Fenech, 2000; Kirsch-Volders ve ark.,
2011]. In vitro mikroniikleus testi, kromozom kayiplariin tam olarak
belirlenebilmesi agisindan olduk¢a kullanigh, hizli ve gilivenilir bir test teknigidir
[Fenech, 2000]. MN, tiimor hiicrelerinde, DNA tamir mekanizmasi zarar gormiis
hiicrelerde ve hiicre siklusu kontrol noktalar1 bozulmus hiicrelerde yiiksek

bulunmustur [Terrades ve ark., 2010].

Mikroniikleus (MN) testi sonucglarina gore; KBY hastalarinda MN frekansi kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli oranda artmistir. Diyabeti olan ve olmayan KBY
hastalar1 arasinda MN frekansi bakimindan belirgin bir fark gézlenmemistir. Yapilan
baz1 calismalara gore; insan periferal lenfositlerinde artmis MN frekansi ile kanser
insidans1 arasinda 6nemli bir korelasyon vardir [Bonassi ve ark., 2007; Parry ve
Kirsch-Volders, 2010; Preston ve ark., 2010].

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) olan hastalardaki olast genom hasarmin varligi
farkli ¢aligmalarla da incelenmistir. Stopper ve arkadaslar1 (1999), hemodiyaliz
tedavisi uygulanmamis ve bdbrek yetmezliginin son asamasinda olan KBY
hastalarmin (n=19, 28.2+/-9.4 MN/1,000 BN) ve uzun siire hemodiyaliz tedavisi
uygulanmis KBY hastalarinin  (n=16, 44.3+/-13.7 MN/1,000 BN) periferal
lenfositlerinde mikroniikleus frekanslarinda kontrol grubuna (n=23, 15.3+/-4.7) gore
belirgin artis tespit etmislerdir [Stopper ve ark., 1999]. Arastirmacilar; uzun siireli
hemodiyaliz tedavisi uygulanan ve ilerlemis bobrek yetmezligi olan hastalardaki
yiiksek MN frekansinin, diisiik DNA tamirinden kaynaklanabilecegini ve dolayisiyla

bu hastalarda kanser sikliginin artmasina yol agabilecegini vurgulamislardir.

Roth ve arkadaslar1 (2008); 20 hemodiyaliz, 20 peritonal diyaliz tedavisi uygulanan
hastada ve 40 saglikli bireyde olast genom hasarim1 yanak epiteli hiicrelerinde
mikroniikleus testi ile arastirmiglardir. Calisma sonucunda hemodiyaliz tedavisi
goren hastalarin (n=20, MNC; 5.60 £ 5.31) mikroniikleus frekansinin kontrole (n=40,

1.50 £ 2.01, p<0.01) gore anlaml1 oranda artmis oldugunu belirlemislerdir. Peritonal
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diyaliz tedavisinin ise MN sikhigimi etkilemedigi belirtilmistir. Hemodiyaliz
hastalarinda uygulanan tedavinin siiresinin de mikroniikleus frekansini artirdig
belirtilmistir. Alt1 yildan daha az siire hemodiyaliz tedavisi uygulanan hastalarda
(2.91+2.74), yedi ve daha fazla siire hemodiyaliz tedavisi uygulanan hastalara
(8.89£5.96) gore, mikroniikleus miktarininin daha diisik oldugu belirlenmistir
(P<0.05). Roth ve arkadaslar1 (2008) yaptiklar1 c¢alismanin sonuglarina gore,

peritonal diyaliz tedavisinin daha giivenilir bir yontem olabilecegini belirtmislerdir.

Fragedaki ve arkadaglari (2005), giinliik hemodiyaliz ve standart hemodiyaliz
tedavisi uygulanan hastalarin periferal lenfositlerindeki olast genom hasarini
mikroniikleus testiyle arastirmiglardir. Standart hemodiyaliz tedavisi uygulanan
hastalarda (n= 12, 29.1+5.9), giinliik hemodiyaliz tedavisi uygulanan hastalara
(n=13, 14.8+4.0) ve kontrole (n=12, 13.243.04) gore mikroniikleus frekansinin
onemli diizeyde arttigin1 tespit etmislerdir (P<0.01). Arastirmacilar gilnliik
hemodiyalize giren hastalarin periferal lenfositlerindeki genetik hasarin, standart
hemodiyalize giren hastalara gore daha diisiik olmasinin, iiremik toksinlerin diisiik
konsantrasyonlar1 sebebiyle olabilecegini belirtmislerdir. Bu sonuglari dogrulamak

i¢in klinik denemelere ihtiyac oldugunu vurgulamislardir.

Schupp ve arkadaslar1 (2006); standart hemodiyalizin baslangicinda olan hastalarda,
standart hemodiyalizden hemodiafiltrasyona gecen hastalarda ve giinliik
hemodiyalize giren hastalardaki genetik hasar1 periferal lenfositlerde mikroniikleus
testi aragtirmislardir. Buna gore; hemodiyalizin baslangicinda olan hastalarda MN
frekansinda kontrole gore artis belirtmislerdir (P<0.05). Bununla birlikte; giinliik
hemodiyalize giren hastalarin, standart hemodiyalize giren hastalara goére MN
frekansinda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde diisiis belirlenmistir. Arastirmacilar
bu diislisti, glinlik hemodiyalize giren hastalarin, plazma konsantrasyonlarindaki

tirenin anlamli oranda azalmasi ile iliskilendirmislerdir.

Kobras ve arkadaglar1 (2006); hemodiyalizin baslangicindaki hastalarda ve
hemodiafiltrasyon uygulanan hastalarda, mikroniikleus frekansinda kontrole gore

artis oldugunu belirtmislerdir (p<0.05) Hemodiyalizin baslangicinda olan hastalarla
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(34.3£10.4), hemodiyalizin ileriki safhalarinda olan hastalar (30.3+8.1) arasinda MN
iceren biniikleat hiicre sayisinda belirgin bir fark olmadigi tespit edilmistir. Ayrica
hemodiyalizden (28.2+10.1) hemodiafiltrasyona (30.7+12.6) gecen hastalarin MN
frekansinda da Onemli oranda degisiklik olmadigi belirlenmistir. Buna gore;

uygulanan diyaliz modelinin hastalik faktorlerini etkilemedigini belirtmislerdir.

Sandoval ve arkadaslar1 (2010); kronik bobrek yetmezlikli hastalarin mikroniikleus
frekansinda kontrole gore artis oldugunu belirlemislerdir. Hastalarda bobrek

fonksiyonlarinin azalmasiyla birlikte genetik hasarin arttig1 tespit edilmistir.

Demircigil ve arkadaslar1 (2011), diyalizin baslangic asamasinda olan KBY hastasi
cocuklarin (PreD), diizenli hemodiyalize giren KBY hastasi ¢ocuklarin (HD) ve
transplant KBY hastast ¢ocuklarin (Tx) periferal lenfositlerinde MN sikligiinin
kontrol grubuna gore arttigini tespit etmislerdir [(PreD) 9.19 + 2.61 (16); (HD) 9.07
+ 4.86 (15); (Tx) 6.12 = 5.33 (17) ve (kontrol grubu) 1.60 = 0.99 (20) (P<0.001)].
Arastirmacilar, KBY’li ¢ocuk hastalarda iyi bir yasam beklentisi i¢in, sitogenetik
etkileri azaltacak ya da elimine edebilecek yeni ¢alismalara gereksinim oldugunu

belirtmislerdir.

Yapilan baz1 c¢alismalar KBY’li hastalarda MN frekansinin kontrole gore
degismedigini gostermektedir. Ornegin, Rangel-Lopez ve arkadaslari (2013)
hemodiyalize giren hastalarda mikroniikleus frekansinda kontrole gore anlamli bir
fark olmadigini belirtmislerdir. Fakat, periton diyalize giren hastalarda (n=33) MN
frekansi kontrole gore (n=61) 6nemli diizeyde artmustir (41.9 + 14%0) (P<0.05).
Arastirmacilar KBY hastalarda oksidatif stresin, diyabetin, yasin ve diyaliz
modelinin DNA ve kromozom hasarini artirdigini belirtmislerdir [Rangel-Lopez ve

ark., 2013].

Calismamizda KBY’li hastalarda niikleer boliinme indeksi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli oranda azalmistir (p<0.001). Ayrica, diyabeti olan KBY’li
hastalarin niikleer boliinme indeksi diyabetik olmayan KBY’li hastalara gore

istatistiksel olarak onemli diizeyde azalmistir. Yas1 50’nin {istiinde olan KBY’li
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hastalarda; yas1 50’nin altinda olan KBY"’li hastalara gore niikleer boliinme indeksi
Oonemli oranda azalmistir. Bonassi ve arkadaslari (2001) mikroniikleus frekansinin
yas ile beraber arttigmi bildirmislerdir. Bu ¢alismada, KBY’li hastalarda yas ile
beraber NBI’nin azalmasi, artmis MN frekansina bagli olabilir. Yaslanmayla birlikte
viicudumuzdaki hiicrelerin tamir kapasiteleri azalir ve dolayisiyla genetik hasarda
artts meydana gelir [Wilson 11l ve ark., 2008]. Niikleer boliinme indeksi; mitojen
cevapta ve lenfositlerdeki bagisiklik sistemi fonksiyonlarinda biyomarkir olarak
kullanilmasiyla birlikte, ¢esitli kimyasallarin sitotoksik etkilerinin de belirlenmesini
saglar [Eastmond ve Tucker, 1989; Fenech, 2007]. Diger yandan, niikleer boliinme
indeksi c¢ekirdek boliinmesinin miktart hakkinda fikir vermektedir. Sitokinezi
bloklanmis hiicreler, boliinme gecirmezse tek cekirdekli (mononiikleat) hiicreler
olusur. Eger bu hiicreler bir kez bdliiniirse iki cekirdekli (biniikleat) hiicreler
meydana gelir. Cekirdek sayisi ikiden fazla olan hiicreler ise birden fazla boliinme
gecirmistir [Gomez-Arroyo ve ark., 2004, lonescu ve ark., 2011]. Bu bilgilerden yola
cikarak KBY’nin veya KBY’li hastalara uygulanan tedavinin ya da tedavide
kullanilan yo6ntemlerin hiicre ¢ogalmasin1 ve hiicre proliferasyon kinetiklerini

etkiledigi sOylenebilir.

Yapilan korelasyon analizleri sonucunda; hemodiyaliz tedavi siiresi arttikca MN
frekansinin arttig1 ancak bu artisin anlamli olmadigi belirlenmistir. Ayrica, diyaliz
etkinligini Glgen indeks olan Kt/V degeri arttikca MN frekansinin azaldigi ve bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir. Diyalizin etkin bir sekilde
yapilarak tliremik toksinlerin azalmasi MN frekansinin azalmasina sebep olmus
olabilir. Roth ve arkadaslar1 (2008), buccal hiicrelerde tedavi siiresi ile MN frekansi
arasinda pozitif iliski belirtmisglerdir. Kt/V degeri arttikga KA frekansinin anlaml
oranda artmasi, MN frekansinin ise onemli diizeyde azalmasi diyaliz nedeniyle
maruz kalman islemlerin andjenik degil klastojenik etkili olabilecegini

diistindiirmektedir.

Bu ¢alismada uygulanan bir diger genotoksisite testi de comet testidir. Comet testi
[tek hiicre jel elektroforezi (SCGE)] primer DNA hasarini1 ve tamirini belirlemede

kullanilan hassas, giivenilir ve hizli bir metoddur [Singh ve ark.,1988; Tice ve ark.,
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2000; Ghazalla ve ark., 2010]. DNA hasar1 yiiksek olan hiicrelerde, kromozomal
DNA, hiicre ¢ekirdeginden anoda dogru biiyiik gé¢ gostermektedir [Singh ve ark.,
1988]. Kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti comet analizinde
yaygin olarak kullanilan parametrelerdir [Tice ve ark., 2000; Hartmann ve ark., 2003;
Collins, 2004]. Arastirmacilar kuyruk uzunlugunun dogrudan fragment biiyiikliigii ile
iliskili oldugunu belirtmiglerdir [Olive, 1999; Tice ve ark., 2000; Collins, 2004].
Kuyruk yogunlugunun da yiiksek DNA hasarinda arttig1 ve kirik frekansiyla direkt
olarak iligkili oldugu belirlenmistir. Kuyruk momenti ise; kuyruk uzunlugu ve
kuyruk yogunlugunun arasindaki iligkiyi veya comet bas ve kuyruk merkezi
arasindaki mesafeyi gosteren bir parametredir ve go¢ eden DNA’nin saptanabilen en
kiigiik parcasini ve kirik sayisini dlger [Olive ve ark.,1990; Fairbain ve ark., 1995;
Collins, 2004]. Bu nedenle, ¢calismamizda primer DNA hasar1 belirlemek igin her {i¢

parametreye de ait sonuglar degerlendirilmistir.

KBY’li hastalarda comet kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentinde kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli oranda artis belirlenmistir. Diyabetik ve diyabetik
olmayan KBY hastalar1 birbiri ile karsilastirildiginda; diyabetik hastalarin comet
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentinde artis oldugu fakat bu artisin anlamh
olmadig: tespit edilmistir. Nguyen-Khoa ve arkadaslart (2001) hemodiyalize giren
hastalarda, diyabetin oksidatif DNA hasari lizerinde etkisi olmadigini belirtmislerdir.
Ersson ve arkadaglari (2012), hemodiyalize giren diyabetik KBY’li hastalarda,
diyabetik olmayan KBY’li hastalar arasinda DNA hasar1 frekanslar1 bakimindan
onemli bir fark olmadigimi tespit etmislerdir. Buna karsin, Nas (2011) KBY ve
periton diyaliz tedavisine ilave olarak diyabetin DNA hasarmi diyabetik olmayan

gruba gore artirdigini gézlemlemistir (p<0.001).

Bu ¢aligmada, yapilan diger caligmalarin sonuglariyla uyumlu olarak kronik bobrek
yetmezlikli hastalarin periferal lenfositlerinde, DNA kiriklarinda kontrole gore artis
oldugu belirlenmistir. Stoyanova ve arkadaglar1 (2010) bdbrek yetmezliginin
ilerlemesiyle genetik hasarin arttigin1 ve hemodiyalize giren hastalarda ise oksidatif
DNA hasarmin en yiiksek seviyeye ulastigini tespit etmislerdir. Ayrica, Ersson ve
arkadaslar1 (2012), hemodiyaliz hastalarinda oksidatif DNA hasarlarindaki artislarin
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kontrole gore daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Bagatini ve arkadaslar1 (2008),
Tip 2 diyabetli KBY’li hastalarda kontrole géore DNA hasarinda artis oldugunu
belirtmislerdir (n=25 hasta, 12.36+8.04; n=20 kontrol 7.35+7.41, p=0.014). Hastalara
hemodiyaliz uygulamasindan sonra ise; DNA hasar seviyesinin daha da arttig1 tespit
edilmistir (19.76£12.40, p=0.04) [Bagatini ve ark., 2008]. Kato ve arkadaslar1 (2003)
diyabetik hastalarda serumdaki 8-oxodG seviyesinin diyabetik olmayan hastalara
gore arttigimni gozlemlemislerdir. Fakat, hemodiyalize giren hastalarin tiikriikk bezi
dokusunda yapilan comet testiyle, kontrole gore DNA kiriklarinda azalma

belirtilmistir [Ersson ve ark., 2011].

Stopper ve arkadaslar1 (2001) ise, ciddi kronik bobrek yetmezligi olan kisilerde,
hastaligin uzun siireli hemodiyaliz tedavisiyle hafifletilmesi sonrasinda hastalarda
meydana gelebilecek genom hasarini comet teknigini kullanarak arastirmislardir.
Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda (n=23, 14.7% +/- 3.5%) ortalama DNA
hasarinda (kuyruk bolgesindeki DNA yiizdesi) kontrole gore (n=21, 10.5% +/- 0.8%)
artis belirlemislerdir [Stopper ve ark., 2001]. Arastirmacilar 1999 yilindaki
calismalarin sonuglartyla uyumlu olarak bu hastalarda artmis genetik hasarin,
azalmis DNA tamiri sonucu kanser sikligiin artabilecegini ve dolayisiyla genomik

hasar1 azaltabilecek giincel tedavilere ihtiya¢ oldugunu vurgulamiglardir.

Comet testiyle yapilan bir diger ¢alismada; hemodiyalizin baslangicindaki hastalarda
(p<0.001) ve hemodiyalizden hemodiafiltrasyona ge¢en hastalarda (p<0.0001) DNA
hasarinda kontrole goére artis oldugu belirlenmistir. Ayrica, hemodiyalizden
hemodiafiltrasyona gecen hastalarin DNA hasar ylizdesinde onemli diizeyde diisiis
oldugu gozlenmistir (hemodiyaliz, 13.8+0.6; hemodiafilrasyon, 12.4+ 1.0, p <0.05).
[Kobras ve ark., 2006]. Aykanat ve arkadaslari (2011) kronik bobrek yetmezligi olan
cocuklarda (n=49, 5.22+1.57), tedavinin baslangicinda olan hastalarda (n=17,
4.92+1.23), diizenli hemodiyalize giren hastalarda (n=15, 4.91+1.35) ve bdbrek
transplantasyonlu hastalarda (n=17, 5.79+1.94) DNA hasarinin saglikli bireylerden
(n=20, 2.74+£2.91) (p<0.001) istatistiksel olarak daha yiiksek oldugunu tespit
etmiglerdir. Ayrica oksidatif DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilan enzim

modifiyeli comet testiyle, tedavinin baslangicinda olan hastalarda ve rutin
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hemodiyalize giren hastalarda, kontrol grubuna gore oksidatif DNA hasarinda artig
oldugu goézlenmistir (p<0.05) [Aykanat ve ark., 2011]. Arastirmacilar, hem
hemodiyaliz tedavisi uygulanan hastalarda hem de transplantasyonlu hastalarda DNA
hasarinda artis oldugunu belirtmislerdir. Genetik hassasiyetin belirlenmesinde, DNA-
tamir enzim poliforfizm ¢aligmalarini da igeren daha genis populasyonlu ¢aligmalara

ihtiya¢ oldugunu vurgulamislardir.

Rangel-Lopez ve arkadaslari (2013) ise; hemodiyaliz ve periton diyaliz
hastalarindaki olasi genetik hasar1 comet testi ile arastirmislardir. Bunun igin; 33’1
periton diyalize giren, 35’1 hemodiyalize giren olmak iizere toplam 91 KBY’li hasta
ve 61 saglikli birey (kontrol) degerlendirmeye alinmistir. Yapilan comet analizi
sonucunda; periton diyaliz tedavisi uygulanan hastalarin comet kuyruk uzunlugunda
anlamli artis belirlenirken (14.8 + 7%) (P< 0.001); hemodiyalize giren hastalarda

onemli fark olmadig: tespit edilmistir.

Miiller ve arkadaslar1 (2004) ise; hemodiyalize giren liremik hastalarda comet testi
ile oksidatif DNA hasarinda kontrole gére artis oldugunu belirlemislerdir (p<10™?),
Hemodiyaliz tedavisi uygulanan iiremili hastalarda yapilan baska bir ¢alismada da;

DNA hasarinin kontrole gore arttig1 belirlenmistir (p<<0.05) [Buemi ve ark., 2006].

Periton diyaliz tedavisi goren hastalarda comet test teknigini kullanilarak yapilan
calismada; DNA hasarinda anlamli oranda artis gdzlenmistir. Ayrica periton diyaliz
tedavisi alan KBY’li hastalarda diabetes mellitus olmasinin, comet kuyruk
uzunlugunu artirdigr belirtilmistir [Nas, 2011]. Periton diyaliz uygulanan hastalarda
DNA hasarinin  kontrol grubuna gore yiiksek c¢ikmasinin; kronik bdbrek
yetmezligiyle, hastaligin progresyonuyla ve periton diyaliz tedavi yontemiyle iligkili
olabilecegi vurgulanmistir. Ayrica, serumda ferritin fazlaligimin olmasmin ve
hastalarda diyabetes mellitus varliginin bu durumu daha da artirabilecegi

belirtilmistir.

Calismamizda, viicut kitle indeksi (VKI) 25 kg/m?’den biiylik olan KBYli hastalarda
comet kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti, VKI’si 25 kg/m*den kiigik KBY’li
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hastalara gore istatistiksel olarak 6nemli oranda artmistir. Artmis viicut kitle indeksi
oksidatif stres kaynakli DNA hasar ile iliskilendirilmektedir [Hofer ve ark., 2006;
Al-Aubaidy ve ark., 2011]. Al-Aubaidy ve ark., (2011) diyabetik hastalarda (30.7+5
kg/m?) kontrole gore (27.3+ 4.4 kg/m?) viicut kitle indeksinde dnemli diizeyde arts
belirlemislerdir (P<0.001). Ayrica, diyabetli hastalarda obezitenin (VKIi>30.0
kg/mz), kan glukoz seviyesini artirarak oksidatif DNA hasarina yol actigini tespit
etmislerdir [World Health Organization, 2003; Al-Aubaidy ve ark., 2011]. Viicut
kitle indeksi 25 kg/m?‘den biiyiik olan bireylerde goriilen dliimlerin 6zellikle akciger
kanseri ile iligkili oldugu belirtilmistir [ Whitlock ve ark., 2009].

Bu ¢alismada, parathormon (PTH) degeri 300 pg/ml’den biiyikk olan KBY’li
hastalarin comet kuyruk uzunlugunda, PTH’s1 300 pg/ml’den kiigiik olan KBY’li
hastalara gore istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmistir. Bununla birlikte, PTH ile
kuyruk uzunlugu arasinda pozitif ve anlamli korelasyon oldugu tespit edilmistir.
Yiiksek parathormon seviyesi D vitamini eksikligiyle iliskilendirilmektedir [Pepe ve
ark., 2005; Reheem ve Fattah, 2013]. D vitamini ve parathormon konsantrasyonlari
kalsiyumun metabolizmas1 ile yakindan iligkilidir. Serum kalsiyum diizeyi
azaldiginda, parathormon ve D vitamini kalsiyum seviyesini degistirmeye c¢alisirlar.
Bu olay sirasinda, D vitaminin seviyesi diiserken, parathormon konsantrasyonunda
artty meydana gelir [Pepe ve ark., 2005]. Son zamanlarda yapilan g¢aligmalarda;
kardiovaskiiler hastaliklar ve mortalite acisindan yiiksek risklerin, yiiksek
parathormon ve D vitamininin aktif hormonal yapis1 olan diisiik kalsitriol (25-OHD)
seviyesiyle ilgili oldugu kanitlanmistir [Dobnig ve ark., 2008; Wang ve ark., 2008b;
Melamed ve ark., 2008; Deo ve ark., 2011]. Kronik bobrek yetmezlikli hastalarda
siklikla, kalsidol ve kalsitroliin eksik oldugu belirlenmistir [Jones, 2007]. Ayrica,
kalsitriol (1¢, 25-dihidroksi vitamin) [(1,25 (OH) 2D3] tiimor hiicre boliinmesi ve
farklilagsmasi iizerinde inhibe edici etkiye sahiptir [Shokravi ve ark., 1995; Fleet,
2008]. D vitamini eksikligi; otoimmiin hastaliklar, diyabet, hipertansiyon,
kardiovaskiiler hastaliklar ve kanser ile iliskilendirilmektedir [Holick, 2007; Pittas
ve ark., 2007; Forman ve ark., 2007; Pittas ve ark., 2010]. Arastirmacilar, kalsitriol
seviyesindeki bu azalmanin bir¢ok kanser tiirli i¢in risk olusturdugunu ve kanserli

hastalarda kalsitrioliin seviyesinin diigiik oldugunu belirtmislerdir [Tretli ve ark.,
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2009; Goodwin ve ark., 2009]. Yiiksek dozdaki vitamin D takviyesinin kronik
hastaliklardan, kardiyovaskiiler hastaliklardan, enfeksiyonlardan ve kanserden

korudugu gozlenmistir [Bassuk ve Manson, 2009; Tuohimaa, 2011].

Hemodiyaliz tedavisi uygulanan hastalar D vitamini eksikliginden kaynaklanan
saglik sorunlariyla kars1 karsiyadir [Wolf ve ark., 2007; Wang ve ark., 2008b; Holick
ve ark., 2011]. Bu nedenle bu hastalara D vitamini takviyesi yapilmalidir [Wang ve
ark., 2010]. D vitamininin antikanserojenik, antiinflamatuar, antiapoptotik ve
antianjiogenesis etkilerinin oldugu belirlenmistir [Bayer, 2011]. Shoben ve
arkadaslar1 (2008) D vitamini takviyesinin KBY’li hastalarda 6liim oranini azalttigini
tespit etmislerdir. Hemodiyalize giren hastalarda enfeksiyon kaynakli 6liimlerin D
vitamini eksikligi sebebiyle oldugu belirtilmistir [Liu ve ark., 2006; Liu ve ark.,
2007]. Arastirmacilar; D vitamini seviyesindeki azalmalarin kanser insidansi ve
kanser kaynakli 6liimleri artirdigini belirtmislerdir [Goodwin ve ark., 2009; Tretli ve
ark., 2009; Arends, 2011].

Comet testinin korelasyon analizi sonuglarinda ise; KBY’li hastalarda ferritin miktari
arttikca comet kuyruk uzunlugunda anlamli artis oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
parathormon degeri ile comet kuyruk uzunlugu arasinda anlamli, pozitif ancak zayif
bir korelasyon oldugu belirlenmistir. Ersson ve arkadaslar1 (2012)’nin sonuglariyla
uyumlu olarak bu calismada, Kt/V ile Urr degerleri ve DNA hasar1 arasinda anlamli
bir iliski belirlenmemistir. Ayrica, Miiller ve arkadaslar1 (2004)’nin sonuglariyla
uyumlu olarak c¢aligmamizda yas ile DNA hasar1 arasinda da iliski olmadigi
belirlenmistir. Buna karsin, bir baska calismada yas ve DNA kiriklar1 arasinda pozitif
korelasyon oldugu belirtilmistir [Ersson ve ark., 2012]. Kato ve arkadaslar1 (2003)
ise, yas ve serumdaki 8-oxodG’nin diizeyi arasinda pozitif korelasyon oldugunu
tespit etmislerdir. Genel populasyona bakildiginda, yaslanmayla birlikte DNA
hasarmin siklikla arttigi belirtilmistir [Humphreys ve ark., 2007].

Bu ¢alismada, hemodiyaliz (HD) tedavi siiresi ile primer DNA hasar1 arasinda
negatif korelasyon oldugu ancak bu iligskinin anlamli olmadig: belirlenmistir. Yapilan

diger calismalarda ise hemodiyaliz tedavi siiresinin etkileri tartismalidir. Bazi
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calismalarda HD tedavisinin siiresi ile DNA hasar1 arasinda bu iligki saptanmamis
[Kan ve ark., 2002; Ersson ve ark., 2008; Bagatini ve arkadaslar1 2008; Aykanat ve
ark., 2011] veya negatif korelasyon [Stoyanova ve ark.,, 2010] gosterdigi
belirtilmistir. Buna karsin yapilan bazi ¢calismalarda, HD tedavi siiresi ile DNA hasar1
arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir [Stopper ve ark., 1999, 2001; Groothoff,
2005; Zachara ve ark., 2011]. Diyaliz siiresi ile DNA hasar1 arasindaki ters iliskinin,
hastalara verilen vitamin ve antioksidan destegine bagl olabilecegi ifade edilmistir
[Stoyanova ve ark., 2010]. Ayrica bu durumun sebebi kisa siireli tedavi de olabilir.
Kan ve ark., (2002) 3.5 yil; Aykanat ve ark., (2011) ise yaklagik 2.5 y1l hemodiyaliz
tedavisi goren hastalarda ¢alismislardir. Stopper ve ark., (2001) ise; 10 yildan daha
fazla siire hemodiyaliz tedavisi goren hastalarda DNA hasarindaki artisin daha fazla
oldugunu tespit etmislerdir. Bu durum uygulanan tedavi siiresinin uzun siireli
olmasiyla agiklanabilir [Stopper ve ark., 2001]. HD tedavi siiresinin artigina paralel
olarak oksidan stresin arttigi, antioksidan kapasitenin ise azaldigi gosterilmistir
[Koken ve ark., 2002a]. Aynm1 zamanda bu hastalarda, DNA tamirinde azalma ve
kanser sikliginda artis meydana geldigini acgiklamislardir [Stopper ve ark., 1999,
2001; Teschner ve ark., 2002]. Bizim galismamizda ise anlamli sonug¢ ¢gitkmamasinin

sebebi; hemodiyaliz tedavi siiresinin 4 yildan (ortalama) kisa olmasina bagli olabilir.

Yapilan arastirmalar KBY’li hastalardaki genomik hasarin oksidatif stres kaynakli
oldugunu gostermektedir [Kitiyakara ve ark., 2000; Tepel ve ark., 2000; Stoyanova
ve ark., 2010]. Ayrica diabetes mellitus [Miyazaki ve ark., 2007; Al-Aubaidy ve
ark., 2011], hemodiyaliz tedavisi [Tarng ve ark., 2001; Ersson ve ark., 2012], iremik
toksinler [Fink ve ark., 2007; Schupp ve ark., 2010], anemi [Usberti ve ark., 2002;
Siileymanlar, 2009] ve diyalizde kullanilan membran tiirleri [Tarng ve ark., 2000a;
Dursun ve ark., 2005] gibi pek cok faktdr oksidatif stresin olusumuna sebep

olmaktadir.

Arastirmacilar, kronik bobrek yetmezliginde progresif fonksiyon kaybinin ve artmis
genetik hasarin oksidatif stres ile iliskili oldugunu agiklamislardir [Ward ve Leish,
1995; Canaud ve ark., 1999; Stoyanova ve ark., 2010]. Renal replasman tedavisi

alan/almayan tim KBY hastalari, artmis bir oksidatif stresle karsi karsiyadir
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[Kitiyakara ve ark., 2000; Descamps-Latscha ve Witko-Sarsat, 2001]. Fizyolojik
sartlarda insan viicudunda olusan reaktif oksijen trilinleri (ROT) ile antioksidan
savunma bir denge halindedir [Canaud ve ark., 1999]. Serbest radikallerin asir1
iiretimi ve antioksidan savunmanin azalmasi, biyomolekiillerde yap1 ve fonksiyonel
modifikasyonlara yol acarak oksidatif strese neden olur [Dean ve ark., 1997; Canaud
ve ark., 1999]. Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidratlar gibi
tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler ve de yapilarinin bozulmalarina neden olurlar
[Babior, 2000]. Bobreklerdeki glomeriiler  hiicrelerin,  noétrofillerin
monosit/makrofajlarin ve trombositlerin normal iglevleri esnasinda meydana gelen
reaktif oksijen tiirleri (ROT), renal hiicrelerin enerji iiretimi ve transport
fonksiyonlarinda hasara neden olurlar, ayrica morfolojik lezyonlarin olusumundan
sorumlu olduklar1 diisiiniilmektedir [Ward ve Leish, 1995]. Oksidatif stres 8-
hidroksi-2-deoksiguanin (8-OHdG) ile olgiildiigiinde; KBY hastalarinda kontrole
gore yiikksek oldugu belirtilmistir [Tarng ve ark., 2002]. 8-OhdG, oksidatif DNA
hasarinin ve sistemik oksidatif stresin belirlenmesinde hassas bir belirtectir [Tsuruya
ve ark., 2003]. Ayrica bu parametrenin kanser ve diyabet i¢in belirleyici bir risk
faktorii oldugu diistiniilmektedir [Wu ve ark., 2004]. Bobrek hastaligi olanlarda
oksidatif strese erken evrelerde de rastlanmistir ve ¢esitli belirtecler tarafindan arttig
belirlenmigtir [Oberg ve ark., 2004; Kao ve ark., 2010]. Bobrek fonksiyonlarindaki
azalmayla beraber oksidatif stresin seviyesinde de artiglar olmugtur [Terawaki ve
ark., 2004; Dounousi ve ark., 2006]. Tepel ve arkadaslar1 (2000), kronik bobrek
yetmezligi olan hastalarda (n=28) ROT seviyesinde kontrol grubuna (n=27) gore
artis belirlemiglerdir (p<0.01). Ayrica, siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz ve katalaz gibi enzimlerin akitivitesinde azalmanin da kronik bobrek

yetmezligine yol actig1 belirtilmistir [Dursun ve ark., 2005].

Tarng ve arkadaglar1 (2000b) calismalarinda, graniilositlerdeki intraselliiler ROT
iretiminin diyalize girmeyen KBY hastalarinda, saglikli kontrol grubuna gore artmis
oldugunu belirtmislerdir. KBY hastalarinda, artmis oksidatif metabolik aktiviteye
bagl olarak, 16kositlerde ROT diizeylerinde artig belirtilmistir [Rhee ve ark. 1986].
DNA'’daki oksidatif hasar zamanla yapisal ve fonksiyonel kromozom degisikliklerine

sebep olabilir [Loft ve Paulson, 1996]. DNA’daki bu degisimler kanser ve diger
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kronik hastalik sartlarinin olusmasina yol agabilir [Sheth ve ark., 2006]. Oksidatif
stresin KBYli hastalarda, kardiyovaskiiler hastaliklarin da artisindan sorumlu oldugu
distiniilmektedir [Andreassi, 2008; Sandoval ve ark., 2010]. Ayrica KBY
hastalarinda kansere yakalanma sikligimin genel populasyona gore yiiksek oldugu
belirtilmistir [Heidland ve ark., 2000; Stopper ve ark., 2001; Roth ve ark., 2008;
Sandoval ve ark.,, 2010; Zachara ve ark., 2011]. Bobrek yetmezliginin son
asamasinda olan hastalarda bu riskin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [Vamvakas
ve ark., 1998]. Bu artan siklik, bu hastalardaki yliksek seviyedeki genetik hasar ile
iligkilidir [Sebekova ve ark., 2007]. Genetik hasarda artis, genetik kararsizliga
yatkinlik ile sonuglanabilir ya da ortaya c¢ikan genotoksik bilesiklerin varlhigr ile

kronik bdbrek patolojisi meydana gelebilir [Stoyanova ve ark., 2010].

Kronik bobrek yetmezligine gétiiren en 6nemli nedenlerden biri diabetes mellitus’dur
[Stileymanlar, 2009; Tiirk Nefroloji Dernegi, 2012]. Diyabetin, reaktif oksijen
tiirlerinin tiretimini artirdig1 ve artmis oksidatif DNA hasar1 ile iligkisi oldugu ortaya
konmustur [Sardas ve ark., 2001; Dursun ve ark., 2005; Miyazaki ve ark., 2007; Al-
Aubaidy ve ark., 2011; Tabak ve ark., 2011]. Diyabetin mikro ve makrovaskiiler
komplikasyonlar1 ve hipergliseminin de etkileriyle ortaya ¢ikan reaktif oksijen
tirlerinin, DNA bazlarmin ve seker fosfat baglanma yerlerinin oksidasyonu
saglayarak DNA hasarma yol ag¢tig1 belirlenmis, ayrica bu durumun diyabetik
nefropati varliginda daha da arttigi agiklanmistir [Zhang ve ark., 2007; Simone ve
ark., 2008]. Buna karsin; Tabak ve arkadaslar1 (2011); Tip 2 diyabetli hastalarda (n:
69) 8-hidroksi-2-deoksiguanin (8-OHdG) o6l¢iimii ile oksidatif DNA hasari
seviyelerinde kontrole gore (n=19) anlamli bir fark olmadigin1 belirlemislerdir.
Fakat, komplikasyonlu diyabetik hastalarda (n=20) oksidatif DNA hasar diizeyinin
komplikasyonsuz hasta grubundan (n=49) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(P<0.001).

Sardas ve arkadaslar1 (2001); diyabetik hastalarla kontrol grubu arasinda oksidatif
DNA hasarinda anlamli oranda artis oldugunu belirlemislerdir (P<0.05). Ayrica,
insiiline bagimli diyabetik hasta grubunda; insiilinden bagimsiz diyabetik hastalara

gore hasarli hiicre frekansinda onemli diizeyde diislis oldugu tespit edilmistir
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(P<0.05). Arastirmacilar, serumda lipid peroksitlerin seviyesinde, kreatin
seviyesinde, ve glisemik kontrol diizeyi hemoglobin Alc (HbAlc) seviyesinde artis
tespit etmislerdir. Buna gore; diyabetin lipid peroksidasyonunu tetikleyerek serbest

radikallerin artmasina sebep oldugunu belirtmislerdir.

Al-Aubaidy ve arkadaslar1 (2011); Tip 2 diyabeti olan obez (VKI>30.0 kg/m2)
hastalarda 8-hidroksi-2-deoksiguanin (8-OHdG) 6lgiimii ile oksidatif DNA hasarinin
kontrole gore arttigini belirlemislerdir (P<0.001). Obezitenin, kan glukoz seviyesini
artirarak oksidatif DNA hasarina yol actigini tespit etmislerdir. Ayrica, diyabetik
hastalarda viicut kitle indeksi (VKI) ile 8-OHdG miktar1 arasinda pozitif korelasyon
oldugu tespit edilmistir.

Diyabetik hastalarda oksidan-antioksidan dengenin bozuldugu belirlenmistir [Tabak
ve ark., 2011]. Kato ve ark., (2003) diyabetik hemodiyaliz hastalarinda diyabetik
olmayan hemodiyaliz hastalarina gore, serumda 6nemli bir DNA lezyonu olan 7,8-
dihydro-8-oxo-guanine (8-oxodG) seviyesinde anlamli diizeyde artis belirlemislerdir.
Buna kargin Nguyen-Khoa ve arkadaslart (2001) hemodiyalize giren diyabetik

hastalarda oksidatif stress seviyesinde anlamli bir fark olmadigini tespit etmislerdir.

Son donem KBY hastalarinin kagiilmaz tedavilerinden birisi hemodiyaliz (HD) de
oksidatif stresi arttirict etki gdstermektedir [Miyata ve ark., 2000; Tepel ve ark.,
2000; Floccari ve ark., 2005; Roth ve ark., 2008]. Ancak oksidatif stresin neden HD
hastalarinda daha belirgin oldugu tartisilmakta ve hatta diyaliz ortami, oksidatif stres
i¢in bir model kabul edilmektedir [Kitiyakara ve ark., 2000; Descamps-Latscha ve
Witko-Sarsat, 2001]. Bu durum, iiremi [Roselaar ve ark., 1995], azalmis antioksidan
kapasitesi [Kitiyakara ve ark., 2000; Descamps-Latscha ve Witko-Sarsat, 2001] ve
hemodiyaliz membranlarinin ve intravendz demir inflizyonunun oksitleyici etkileri
gibi birgok faktor yiiziinden kaynaklaniyor olabilir [Miiller ve ark., 2004]. Herman
ve arkadaglar1 (2008); hemodiyaliz uygulamasinin DNA hasarina neden oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica, HD uygulamasindan sonra DNA tamirinde artis meydana

geldigini ve bu artisin artmis oksidatif stres kaynakli olabilecegini belirtmislerdir.
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Stoyanova ve arkadaglari (2010), genom hasarinin, 6zellikle bobrek hastaliginin
ilerlemesiyle ve hemodiyaliz tedavisinin de etkisiyle arttigini belirtmiglerdir. Mevcut
literatiirler degerlendirildiginde; aktif notrofillerden miyeloperoksidaz (MPO)
aktivitesi ile tiretilen siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve klorlu oksidanlar, tiremi
ve hemodiyalizle iliskilendirilmekte ve KBY hastalarinda gozlenen artmis oksidatif
stresin baslica kaynagi oldugu diisiiniilmektedir [Yazict ve Kdse, 2004]. Diyalizin
dolasimdaki nétrofilleri serbest oksijen radikalleri olusturmak iizere tetikledigi ve
antioksidan sistemin de zayiflamasina bagli olarak, diyaliz hastalarinda oksidatif
stresin olusabilecegi varsayillmaktadir [Nguyen-Khoa ve ark., 2001]. Hemodiyalizde
kan-membran etkilesimi nedeniyle, immiin hiicrelerin tekrarlayan aktivasyonuyla,
her seansta artan oksidatif stres, hastalardaki yiiksek morbidite/mortalite oraninin ve

kronik komplikasyonlarin sorumlusu olarak diisiiniilmektedir [Amore ve ark., 2002].

Ersson ve arkadaglar1 (2012), hemodiyaliz hastalarinda goézlenen oksidatif DNA
hasarlarindaki artiglarin kontrole gore daha yiiksek oldugunu ve bu sonucun diger
caligmalarla da uyumlu oldugunu belirtmislerdir [Stopper ve ark., 2001; Miiller ve
ark., 2004; Buemi ve ark., 2006]. Stoyanova ve arkadaslar1 (2010) hemodiyalize
giren hastalarda kronik bobrek yetmezliginin farkli bir evresinde olan hastalara gore;
Miiller ve arkadaslar1 (2004) ise, tiremili hastalarda kontrole gore oksidatif DNA

hasarinda artig tespit etmislerdir.

Nguyen-Khoa ve arkadaslar1 (2001) ise; oksidatif stresle iligkili en 6nemli faktoriin,
HD isleminden c¢ok, inflamasyonun derecesi ve tedavinin siiresi oldugunu One
stirmiislerdir. Uzun siireli hemodiyaliz tedavisi uygulanan hastalarda DNA tamir
kapasitesinin azaldig1 belirtilmistir [Vamvakas ve ark., 1996]. Onarilamayan DNA
lezyonlari, erken yaslanma [Herbert ve ark., 2008; Li ve ark., 2008], arterosklerosis
[Mercer ve ark., 2007] ve kansere yatkinlik [Loft ve ark., 1996] gibi ciddi sonuglar
dogurmaktadir. En 6nemli DNA lezyonu olan 7,8-dihydro-8-oxo-guanine (8-oxodG)
bobrek yetmezliginin son asamasinda olan hastalarda artmistir [Domenici ve ark.,
2005]. Bu lezyon olduk¢a yiiksek bir mutajenik potansiyele sahiptir ve
onarillamamasi ya da yanlis onarimi G:C eslesmesi yerine T:A eslesmesi yaparak

transversiyon tipi mutasyona sebep olur. Bu durum tiim6r olusumuna yol agar
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[Nakabeppu ve ark., 2006]. Bobrek hastaliginin son asamasinda olan hastalara
uygulanan hemodiyaliz tedavisinin  ozellikle bobrek kanserine yol agtigi
belirtilmektedir [Schupp ve ark., 2010]. Andres (2005), uzun siire diyalize giren
hastalarda olusabilen bobrek kistlerinin de yiiksek malignite riski tasidiklarimi
belirtmistir. Ayrica, HD tedavisi uygulanan hastalarda diyabet, hipertansiyon,
yaslanma ve sigara gibi etkenler de oksidatif stres kaynakli hasarin daha da artmasina

yol agmaktadir [Koken ve ark., 2002b].

Kronik bobrek yetmezlikli hastalara uygulanan diyaliz tedavisi ile birikmis olan
toksinlerin tamaminin uzaklastirilamamasinin, toksinlerin seviyesinde artisa ve
oksidatif strese sebep oldugu belirtilmistir [Fink ve ark., 2007; Schupp ve ark.,
2010].

HD tedavisi uygulanan KBY’li hastalarinda goriilen 6nemli komplikasyonlardan
birisi olan aneminin de oksidatif stresle iligkili oldugu diistiniilmektedir [Delmas-
Beauvieux ve ark., 1995; Usberti ve ark., 2002; Siileymanlar, 2009]. Bobrek
yetmezliginde aneminin eritropoietin yetersizligi, demir eksikligi, hemoliz gibi
bircok nedeni vardir; ancak en sik nedeni eritropoietin yetersizligine bagl azalmis
eritropoezdir [Akpolat ve Tokgoz, 2000]. Bdobrek tiibiil hiicreleri tarafindan
salinmakta olan eritropoietinin yetersiz yapimi ve salinimi anemiye neden olmaktadir
[Usberti ve ark., 2002; Siileymanlar, 2009]. Yapilan ¢alismalarda, oksidatif stresin
eritrosit yasam siiresini kisalttig1 ve eritropoietinin salimininda bozukluga yol actig
bildirilmistir [Usberti ve ark., 2002]. Normal kisilerde eritrosit yasam siiresi ortalama
120 giin olmasina ragmen, KBYli hastalarda bu siire 73 giindiir. Bu azalma normal
kisilerde ciddi bir anemiye neden olmadig: halde, KBY’de diger faktorlerin de etkisi
ile ciddi anemiler olusturmaktadir [Siilleymanlar, 2009]. Hemodiyaliz hastalarinda
demir eksikliginden kaynakli anemide ise; hastalar her diyalizde 20 ml’ye kadar kan
kaybedilebilir ve dolayisiyla demir kayb1 fazladir [Akpolat ve Tokgdz, 2000]. Bu
hastalara demir takviyesi yapilmalidir [Delmas-Beauvieux ve ark., 1995].
Hemodiyaliz hastalarinin viicut depo demiri yakindan takip edilmeli, herhangi bir
kontrendikasyon (serum ferritin diizeyi >1000 pg/litre olmadik¢a) yoksa rutin olarak

ve siirekli her glin agizdan demir tedavisi verilmelidir [Akpolat ve Tokgdz, 2000].
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Fakat, tedavide demir yiikii arttiginda, transferrinin demir tasima kapasitesi dolmakta
ve transferrine bagli olmayan demir (serbest demir) olusmaktadir. Serbest demirin
dokulara girisi hizlidir ve ¢ok kolaylikla elektron kazanabilir veya kaybedebilir.
DNA negatif yiiklii fosfat gruplari igerdiginden, Fe2*3 katyonlar1 rahatlikla DNA’ya
baglanabilmektedir. Bu baglanmayla; demir iyonlar1 ve HyO’inin reaksiyonu
sonucunda OH " radikalleri olusur (fenton reaksiyonu yolu) ve bu radikal oksidatif
DNA hasarina yol agar [Berg ve ark., 2001; Aydinok, 2007].

Hemodiyaliz tedavisinde kullanilan membranin biyouyumsuzlugu da, reaktif oksijen
tiirlerinin 6nemli bir kaynagi oldugu diistiniilmektedir [ Tarng ve ark., 2000a; Dursun
ve ark., 2005]. Tarng ve arkadaslar1 (2001), HD tedavisinin DNA hasar1 iizerine
etkisini diyalizde kullanilan seliiloz diasetat membran ile iligskilendirmektedir [Tarng
ve ark., 2001]. Lucchi ve arkadaslari (2005); kuprofan membranin hidrojen peroksit
tiretiminde artisa yol actifini; buna karsin polisiilfan ve polyamid membranlarin
boyle bir etkiye yol agmadiklarini belirtmislerdir. Hemodiyaliz tedavisi goéren
hastalar, tedavide kullanilan membranlarin kan ile etkilesimi sonucu oksidatif strese
kronik olarak maruz kalmislardir. Tedavi selilloz membranli diyaliz makinasinda
yapildiginda, 8-hidroksi-2-deoksiguanin  (8-OHdG) miktarinda artis oldugu
gozlenmistir [Tarng ve ark., 2000a]. Bu membran, yiiksek derecede biyouyumsuz
olup, aktive edilmis graniilositlerdeki oksijen metabolizmasini artirir ve bu da ROT
tretiminde artis ile sonuglanir [Miiller ve ark., 2004]. Seliloz membran
kullaniminda, diyalizin ilk 30 dakikasinda H,O, tiretiminde anlamli diizeyinde artig
meydana geldigi belirtilmistir [Himmelfarb ve ark., 1993; Gastaldello ve ark., 2000].
Miiler ve ark., (2004) selilloz membranli makinada hemodiyalize giren hastalarda
kontrol grubuna gore yiiksek seviyede DNA hasar1 belirlemislerdir [Miiler ve ark.,
2004]. Hemodiyaliz, aktive edilen fagositlerin oksidatif metabolizmasi yoluyla ROT
tiretimini artirmaktadir. Bu durum membran lipidlerinde, proteinlerde ve DNA’da

hasar ile sonuglanmaktadir [Tarng ve ark., 2001].

Aragtirmacilar, HD tedavisinde membranin biyouyumunun iyi olmasinin ve diyette
antioksidan aliminin hastalarda oksidatif stresle basa c¢ikmada etkili olabilecegini

bildirmislerdir [Grooteman ve ark., 1996; Tarng ve ark., 2002; Miiller ve ark., 2004;
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Domenici ve ark., 2005]. Bu hastalarda E vitamini kapli membranlar kullanildiginda
oksidatif DNA hasarmin azaldig1 belirtilmistir [Tarng ve ark., 2000a; Kan ve ark.,
2002; Miiller ve ark., 2004; Nakabeppu ve ark., 2006]. Bu membranlarin,
notrofillerden salinan siiperoksit radikallerini ve serum MDA diizeyini azalttigi
[Tsuruoka ve ark., 2002], serum okside-LDL [Islam ve ark., 2000] ve 8-hidroksi-2-
deoksiguanin (8-OHdG) diizeylerini diisiirdiigii gozlenmistir [Satoh ve ark., 2001].
Usberti ve ark., (2002) E vitamini kapli membranlar ile diyaliz yapildiginda eritrosit
miktarinin  arttigin1  tespit etmislerdir. Grooteman ve arkadaglar1 (1996);
hemodiyalizde biyouyumlu membran kullaniminin ROT iretiminde artisa sebep
olmadigint belirtmislerdir. Yapilan bazi caligmalarda; oksidatif stresin artisinda
diyalizde kullanilan mebrandan c¢ok, bakteriyel kontaminasyonun etkili oldugu
sonucuna vartmistir [Schiffl ve ark., 2001]. Diyaliz sirasinda olusabilecek
bakteriyal iiretimin diyaliz membranina gegebilecegi ve direkt veya indirekt olarak
notrofiller tarafindan ROT’larin agiga ¢ikmasini uyarabilecegi belirtilmistir [Ward ve
Leish, 2003]. Diyalizde ultra saf su kullanildiginda inflamasyonda azalma meydana
gelmistir [Schiffl ve ark., 2001; Gonzalez Rico ve ark., 2006].

Hemodiyaliz (HD) tedavisi uygulanan hastalarda antioksidan sistemde bozukluk
oksidanlarin miktarinin artmasina sebep olmaktadir [Kéken ve ark., 2004; Dursun ve
ark., 2005; Ben-Zvi ve ark., 2007]. Kan membran etkilesimi siiperoksit anyonu,
hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve hipoklordz asiti igeren sayisiz miktarda reaktif
oksijen tiirlerinin liretimini tetikler. Bu durumda glutatyon seviyelerinde ve vitamin
C ve E seviyelerinde azalma meydana gelir [Peuchant ve ark., 1994; Ceballos-Picot
ve ark., 1996]. Kronik bobrek yetmezlikli hastalarda E vitaminin seviyesinin
diismesiyle birlikte lipid peroksidasyonunda artis oldugu belirtilmistir [Konopacka
ve ark., 1998]. Bununla birlikte, bu hastalar esansiyel eser elementlerden
yoksundurlar [Tonelli ve ark., 2009; Rucker ve ark., 2010]. Selenyum, ¢inko, bakir
gibi eser elementler, baz1 proteinlerin aktif yerlerine baglanarak oksidasyona karsi
savunma saglarlar ve kanser gelisiminden sorumlu olan serbest radikallerin

detoksifikasyonundan sorumlu olduklar diisiintilmektedir [Valko ve ark., 2006].
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Arastirmacilar bircok antioksidan maddenin, organizmada ROT’lara karsi savunma
sagladigini belirtmislerdir. Vitamin A [Slupphaug ve ark., 2003], vitamin C [Moller
ve Loft, 2002; Yu ve Paetau-Robinson, 2006; Sardas ve ark., 2006], vitamin E
[Tarng ve ark., 2000a; Kan ve ark., 2002; Domenici ve ark., 2005], B-karoten
[Moller ve Loft, 2002; Yu ve Paetau-Robinson, 2006] ve diger antioksidanlarin
[Ferguson ve ark., 2004, Stopper ve ark., 2008; Cho ve ark., 2009] yapilan ¢esitli
metodlarla oksidatif strese karst koruyucu etki gosterdikleri tespit edilmistir.
Hemodiyalize giren hastalara yapilan rutin antioksidan vitamin takviyesinin bir
toksin olan homosiyenin seviyesini azalttig1 ve bu grupta kardiovaskiiler hastaliklar

minimize ettigi belirtilmistir [Chiarello ve arkadaslari, 2003].

Antioksidan takviyesinin serbest radikalleri siipiiriicli etki gostererek hiicresel DNA
ile etkilesimlerini engelledigi ve boylece DNA hasarimi azalttigi [Zachara ve ark.,
2006; Yu ve Paetau-Robinson, 2006; Stopper ve ark., 2008; Schupp ve ark., 2008] ve
boylece kanser gelisimini Onledigi belirtilmistir [Ferguson ve ar., 2004, Stopper ve
ark., 2008; Schupp ve ark., 2008]. Diisiik antioksidan seviyesine sahip bireylerin
kansere daha yatkin olduklari belirlenmistir [Zachara ve ark., 2011].

Diyabet, bobrek yetmezligi ve hemodiyaliz tedavisi tek baslarina oksidatif strese yol
actig1 gibi, bu li¢ faktor bir aradayken oksidatif stresin ¢ok yiiksek seviyelere ulastig
belirtilmistir [Ben-Zvi ve ark., 2007]. Kronik bobrek yetmezligi icin diyabet,
hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklara sahip bireyler, multidisipliner bir risk
faktoriidiir [Foster ve ark., 2007]. Oksidatif stres iizerindeki bu kiimiilatif etki
protein, lipid ve niikleik asitler gibi 6nemli biyomolekiiller {izerinde hasara yol
acabilir [Hwang ve Kim, 2007]. Ayrica, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
patogenezinde ve yaslanmanin ilerlemesinde etkilidir [Kan, 2002; Trzeciak ve ark.,
2012]. Glomeruler filtrasyon hizindaki hafif azalma kardiovaskiiler risk ile iliskilidir
[Go ve ark., 2004; Gansevoort ve ark., 2013]. Kronik bobrek hastaliginin erken
tanisinin konmasi arzu edilen bir durumdur. Cilinkii erken tanida glomeriil filtrasyon
hizinda azalmayi belirlemek, kronik bobrek yetmezligiyle iliskili olan kardiovaskiiler
riskin azalmasia, bobrek yetmezliginin gelisimini Onlemede ve hatta Oliime

miidahelede Onemlidir [James ve ark., 2010]. Stopper ve arkadaslar1 (2001),



95

KBY’likli hastalarda DNA tamirinin azaldigini tespit etmislerdir [Stopper ve ark.,
2001]. Ayrica bu hastalarda kanser insidansinda artis gozlenmistir [Stopper ve ark.,
2008; Sandoval ve ark., 2010; Zachara ve ark., 2011]. DNA hasarinin kanser gelisimi
tizerine etkili olduguna dair ¢alismalar vardir [Hwang ve Kim, 2007; Hoeijmakers,
2009].

Oksidatif stres hiicre donglislinii etkileyerek, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasimna ve
sonugta tiimor olusumuna neden olabilir [Van der Vliet ve Bast, 1992; Sun ve
Oberley, 1996]. Kronik bobrek yetmezliginde oksidatif stresin yan triinleri, bobregin
fonksiyonu azaldig1 i¢in viicuttan atilamaz. Bu nedenle viicut devamli olarak
oksidatif strese maruz kalir [Galli ve ark., 1999; Kan, 2002]. Oksidatif stres iyon
dengesini ve hiicre i¢i haberlesmeyi de etkiler [Suzuki ve ark., 1997]. Sonugcta
oksidatif stres hiicre dongiisilinii etkileyerek, hiicre 6liimiine sebep olur. Hiicrede iki
sekilde 6lim meydana gelir [Dypbukt ve ark., 1994]. Kural olarak diisiik siddette ve
uzun siireli oksidatif stres, apoptozise neden olurken; ani ve yogun miktarda
oksidatif stres, hiicrede nekroza sebep olur [Gardner ve ark., 1997]. Apoptoziste
hiicre 6liimii programli oldugu i¢in hiicre programlandigi sekilde sorun yaratmadan
fagosite edilerek ortamdan alinir. Nekrozda hiicre parcalanir ve hiicre i¢i igerik
ortama verilir. Bu maddeler o bdlgede inflamasyona ve yeni reaktif oksijen tiirlerinin
olusmasina sebep olur [Fernandes ve Cotter, 1994; Gardner ve ark., 1997]. Bu
olaylar bagigiklik sisteminin siirekli uyarilmasina sebep olur ve deneneratif
hastaliklar (ateroskleroz) ve bazi kanserlerde oksidatif stresin rolii bu sekilde
aciklanmistir [Kan, 2002]. Bir¢ok kanser dokusunda oksidasyonla degisiklige
ugratilmig DNA hasarimin varligi belirtilmistir [Valko ve ark., 2001]. Kronik bobrek
yetmezIlikli hastalarda yogun bir sekilde oksidatif strese maruz kaldiklar1 i¢in bu

hastalarda kansere yakalanmaninin ve artan 6liimlerin sebebi bu sekilde agiklanabilir.
Bu ¢alismada hemodiyalize giren kronik bobrek yetmezlikli hastalarda genetik
hasarin varlig1 tespit edilmistir. Ancak; diyabetik ve diyabetik olmayan KBY’li

hastalar arasinda belirgin bir fark olmadig1 gézlenmistir.

Bu caligmada elde edilen sonuglar1 6zetleyecek olursak;
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- Bu calismada hastalarda ve saglikli bireylerde yapilan analizler sonucunda,
hemodiyaliz tedavisi uygulanan kronik bobrek yetmezlikli hastalarda genetik
hasarin arttig1 tespit edilmistir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalar ile birlikte bizim
calismamizda ortaya ¢ikan bulgular 1s5181inda, KBY hastalarinda, genetik hasarinin
nedenleri olarak; hemodiyaliz tedavisinin kendisi, tiremi, artmis ROS iiretimi ve

antioksidan eksikligi sayilabilir.

- Yapilan calismalarda celiskili sonuclar gozlensede, genel olarak; bu ¢alismanin
sonuglar1 Onceki c¢alismalarin sonuglar1 ile uyumludur. Fakat tedavideki
degisiklikler, hastaligin mekanizmasindaki degisiklikler, calisilan
populasyonlarda birey sayilarindaki degisiklikler, kullanilan testlerin ve hastalarin
diyaliz siirelerinin farkli olmasi, hastalarin ikincil bir hastalia sahip olmalari,
calisilan yas araligi ve yasam stillerindeki farkliliklar v.b. faktorler ¢aligmalarda
farkli sonucglarin meydana gelmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Calismamizda,
uygulanan dort farkli genotoksisite testiyle de KBY’li hastalarin lenfositlerinde

genotoksik hasarin saglikli bireylere gore artmis oldugu tespit edilmistir.

- Kronik bobrek yetmezligine gotiiren en 6nemli etken olan diyabetin ise; ¢alisilan
dort farkli genotoksisite testinde de genetik hasar1 KBY’den bagimsiz olarak

onemli diizeyde etkilemedigi belirlenmistir.

- Fakat diyabetik hastalarda, replikasyon (RI) ve niikleer boliinme indekslerinde
(NBI) diyabetik olmayan hastalara gére énemli diizeyde diisiis gdzlenmistir. Bu
durum diyabetin hiicre proliferasyonunu etkiledigini gostermektedir. Bununla
birlikte, yas1 50’ nin {izerinde olan KBY hastalarinin niikleer béliinme indeksinde
onemli diizeyde diisiis belirlenmistir. Buna gore; ileri yasin hastaligin seyrini
olumsuz etkileyerek hiicre boliinmesi tizerinde etkili oldugu sdylenebilir. Kanserli
hastalarda niikleer boliinme indeksinde diisiis belirlemislerdir [El-Zein ve ark.,
2008; lonescu ve ark., 2011]. Kanserli hastalarda mononiikleat hiicre frekansi
kontrole gore yiiksektir. Fakat biniikleat ve triniikleat frekansinin ise kontrol
grubunda daha yiiksek oldugu belirlenmistir [El-Zein ve ark., 2008]. Bu ¢alismada

ise; hastalarda kontrole goére NBI’nin diistiigli, dolayistyla mononiikleat hiicre
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frekansinin  kontrole gore daha yiliksek; bintlikleat ve triniikleat hiicre
frekanslarinin ise daha diigsik oldugu belirlenmistir. Farelerde yapilan bir
caligmada, tiimorlii hiicrelerde replikasyon indeksinin normal hiicrelere gore
onemli oranda azaldigi belirtilmistir. Ikinci ve {iciincii boliinmelerin sayist
azalirken, birinci boliinmelerin sayisinin arttigi tespit edilmistir [Schneider ve

ark., 1981].

Ayrica diyabetik hastalarin mitotik indekslerinde de diisiis gbézlenmis, fakat bu
diisiisiin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir. Insan embriyo
hiicreleri yaklagik 60-80 kez boliinebilmektedir. Yasam siiresi uzun canlilarin
hiicrelerinin bolinme sayis1 da oldukga yiiksektir [Hayflick, 1991]. Bu durum
gostermektedir ki, hastalarda yas ile beraber mitotik indeks diismektedir [Gokee,
2012].

Calismamizda, viicut kitle indeksi (VKI) 25 kg/m®den biiyiik olan hastalarin
comet kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentinde, VKI’si 25 kg/m*den kiigiik
hastalara gore istatistiksel olarak Onemli oranda artmis oldugu belirlenmistir.
Arastirmacilar, diyabetik hastalarda artmis viicut kitle indeksinin kan glukoz
seviyesini artirarak oksidatif DNA hasarina yol agtigini belirtmislerdir [Al-
Aubaidy ve ark., 2011]. Artmis viicut kitle indeksinin oksidatif stresi artirmasi

genetik hasara yol acabilir.

Ayrica, parathormon (PTH) degeri 300 pg/ml’den bilyiikk olan hastalarin comet
kuyruk uzunlugu, PTH’s1 300 pg/ml’den kiigiik olan hastalara gore istatistiksel
olarak anlamli artmistir. Bununla birlikte, PTH ile comet kuyruk uzunlugu
arasinda pozitif ve anlamli korelasyon oldugu tespit edilmistir. Yiiksek
parathormon seviyesi D vitamini eksikligiyle iliskilendirilmektedir [Pepe ve ark.,
2005; Reheem ve Fattah, 2013]. D vitamini seviyesindeki azalma, kanser
insidansin1 artirmistir [Tretli ve ark., 2009; Arends, 2011]. Son zamanlarda
yapilan caligmalarda; kardiovaskiiler hastaliklar ve mortalite agisindan yiiksek
risklerin, yiiksek parathormon ve diisiik D vitamininin seviyesiyle ilgili oldugu

kanitlanmistir [Dobnig ve ark., 2008; Wang ve ark., 2008b; Melamed ve ark.,
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2008; Deo ve ark., 2011]. Comet testi sonucumuz DNA hasari ile PTH degeri

arasindaki iligkiyi ortaya koymaktadir.

- Ferritin degeri 500 ng/ml’den biiyiik olan KBY hastalarda mitotik indeks 6nemli
diizeyde diismiistiir. Depo demirinin gostergesi olan ferritinin miktarinin
artmasiyla, serbest demirin dokulara girisi hizlanir ve serbest radikal olugumu
artar [Delmas-Beauvieux ve ark., 1995; Aydmok, 2007]. Ayrica, Hartwig ve
Schlepegrell (1995), demirin hiicrelerde deformasyonlara neden oldugunu
belirtmislerdir. Serbest radikallerin artmasiyla olusan genetik hasar ve hiicrelerde
meydana gelebilecek deformasyonlar, hiicre boliinmesini engelleyerek mitotik

indeksi azaltmis olabilir.

Diyabetik ve diyabetik olmayan kronik bobrek yetmezlikli hastalarinin genotoksik
etkileri hakkinda in vitro insan periferal lenfositlerinde yapilmis pek fazla galisma
bulunmamaktadir. KBY hastalarda genotoksik hasarin degerlendirildigi bu c¢aligma
sonuclarina gore; hastalar hemodiyalize girmelerine ragmen kontrol grubuna gore
daha fazla risk altindadirlar. Calismamizda, diyabetin ise daha ¢ok hiicre ¢cogalmasi
tizerinde bir etkisi oldugu sonucuna varilmistir. Hastalarda goriilen genetik hasar;
kronik bobrek yetmezligine, hastaligin progresyonuna ve hemodiyaliz tedavi
yontemine ve tedavide kullanilan kimyasalllara bagli olabilir. Bu hasar1 dnlemek
icin, bu hastalarin daha fazla gozetim altinda tutulmalarinin, erken tani icin risk
grubundaki kisilerin sik araliklarla kontrole gitmelerinin ve tedavilerinin diizenli
takip edilmesinin uygun olacag disiiniilmektedir. Hemodiyaliz hastalarinda
mortalite oralarinin azaltilmasinda oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin
korunmasinin yani sira; oksidatif stress kaynaklari en aza indirgenmeye ¢alisilmali

ve antioksidan kapasiteyi arttirmak icin ¢caligmalar yapilmalidir.

Genotoksisite testleri kanserin erken gostergesi olarak degerlendirildiklerinden
yaptigimiz ¢aligmanin; ister diyabetik olsun ister olmasin KBY hastalarinda kanserin

normal populasyona gore yaygin goriilme nedenine de 151k tutacagi diistiniilmektedir.
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