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I-GIRIS VE AMAC

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), nefron sayist ve nefron fonksiyonlarinda
azalma ile sonuglanan, siklikla renal fonksiyonun irreversbl kaybi ve hayati tehdit
eden iiremi ile karakterize son donem bdbrek yetmezligine (SDBY) gotiiren pek

cok etyolojik sebebi olan patofizyolojik bir stirectir (1).

Uremik sendrom, SDBY’de, iremik serumda biriken ve protein ile
aminoasitlerin metabolik {rlinleri olarak kabul edilen "iiremik toksinler"in
etkilerinin bir sonucu olarak meydana gelen semptom ve bulgularin bir
toplamidir. Dolayisiyla viicuttan atilmayan bir¢ok metabolitin kombine toksik

etkileri sonucu olusan bir otointoksikasyondur (1,2,3).

Apoptozis, organizmanin genetik sifrelerinde bulunan ‘hiicre intihart’
programlarinin gelismesi ve/veya ¢evresel uyarimlarla etkinlesmesi sonucu ortaya
cikan, gelisim ve farklilasma sirasinda organ yapist ve islevlerinin aktif
degisimini saglayan fizyolojik 6limdiir ve programli hiicre 6liimi olarak da
tanimlanir. Normal eriskin dokularda hiicre biiylimesi bir denge halindedir. Bu
dengenin biri lehine bozulmasi cesitli patolojilere yol agmaktadir. Apoptotik
hiicre 6limiiniin eksik veya asirt uygulanmasi, ¢esitli karsinom, otoimmiin

hastaliklar ve viral enfeksiyonlar gibi hastaliklarin patogenezinde rol alir (4).

Epitel hiicre iskeletini olusturan ara flamentlerden olan sitokeratinlerden
(CK), sitokeratin 18 (CK18)’in apoptozis sirasinda asp396’dan kaspazla kirilmasi
sonucu ortaya c¢ikan bir neoepitop olan M30’un, serum ve/veya plazmada

Olciimiiyle apoptotik hiicre 6liimii belirlenebilmektedir (5).

SDBY’de apoptozisin arttigini1 ve iiremik toksinlerle apoptozisin iligkisini
gosteren caligmalar mevcuttur. Bu ¢alismalardan birinde, serumda ve peritoneal
stvida biriken ve iiremik toksin olarak nitelendirilen, ileri glikolizasyon son
iriinleri (=AGE)’nin polimorfoniikleer 16kositlerin (pmn) apoptozisini arttirdigi

ve immiindisfonksiyona katkida bulundugu gosterilmistir (6)



Bir diger ¢aligmada ise, hiperfosfateminin endotelyal hiicrelerde apoptozisi
arttirdiglr bulunmustur. Bunun da tiremik hastalardaki vaskiiler komplikasyonlari
baslatan etken olabilecegi, bu prosesin tamiri ile endotelyal biitiinliigiin tekrar

saglanabilecegi ileri stiriilmiistiir (7).

Biz bu c¢aligmamizda KBY’de artan apoptozisde, tiremik toksinlerin
ve/veya hemodiyaliz tedavi siiresinin roliiniin olabilecegi diislincesiyle, bes
tiremik toksinin; {ire, kreatinin, irik asit, fosfor ve kalsiyumun, serum
konsantrasyonlar1 ile apoptozisin bir gostergesi olan M30’un plazma diizeyleri
arasindaki iliskiyi ve hemodiyaliz hastalarini tedavi siirelerine gore gruplandirip,
gruplar arasinda plazma M30 diizeylerini karsilagtirarak hemodiyaliz tedavi

sliresinin apoptozise etkisini arastirmay1 planladik.



II-GENEL BiLGILER

2.1. KRONIiK BOBREK YETMEZLIiGi

Kronik bobrek hastaligi, nefron sayisi ve nefron fonksiyonlarinda azalma
ile sonuglanan ve siklikla son donem bobrek yetmezligine gotiiren pek cok

etyolojik sebebi olan patofizyolojik bir siiregtir.

SBDY ise, renal fonksiyonun irreversbl kaybi ile karakterize olup hayati
tehdit eden iiremi ile seyreden, devamli diyaliz veya transplantasyon gibi renal

replasman tedavilerinin uygulandigi klinik bir tablodur (1).

Fonksiyon kayb1 reversbl ozellikte ise akut, irreversibl ve progresif

ozellikteyse kronik bobrek yetmezliginden soz edilir.

Bobrekte hastalik, asemptomatik hematiiri ve/veya proteiniiriden diyaliz
gerektirecek diizeyde bobrek yetmezligine kadar degisebilen farkli klinik
tablolarla karsimiza cikabilir. Ilk olay1 takiben olgularmn bir kismu sekelsiz veya
minimal bir hasarla tam bir iyilesme gosterirken bir kisminda hastalik sessiz veya
ataklar halinde devam eder. Bazi olgularda ise hasar onemli diizeyde nefron
kaybina neden olursa hastalik etkeni tamamen ortadan kaldirilmis olsa bile nefron

kaybiyla karakterize patolojik siire¢ varligini siirdiiriir (8).

KBY’nin patofizyolojisi altta yatan etyolojik etkene spesifik baslatici
mekanizmalar ile renal kitlenin azalmasi ile ortaya ¢ikan ilerleyici mekanizmalari
icerir. Renal kitledeki azalmaya paralel olarak geriye kalan nefronlarin
fonksiyonlarinda artma ve hipertrofiye sebep olur, baslangigta gelisen adaptif bu
evre hiperfiltrasyon evresidir. Sonrasinda kisa stireli bu degisiklikler kalan nefron
kitlesinde skleroza zemin hazirlar ve etyolojik neden ortadan kalkmis olsa bile

kalan nefronlarin fonksiyonlarinda ilerleyici bozukluk meydana gelir (1).



[rreversibl, progresif nefron kaybiyla karakterize KBY’li bir hastada
GFR’deki azalma baslangic evrelerinde genellikle klinik bir belirtiye neden
olmazken GFR kaybi arttik¢a voliim yiiklenmesi, hiperkalemi, metabolik asidoz,
hipertansiyon, anemi, kemik hastalig1 gibi ciddi belirtilere sebep olur (1,8).
KBY’li olgularin, klinik seyir ve yetmezlik diizeyini belirlemek amaciyla GFR
diizeylerine gore evrelemesi su sekilde yapilmaktadir;

Evre 1; GFR’nin 1yi korundugu ancak proteiniirisi/albuminiirisi olan hasta
veya bobrek goriintiillemesinde degisikliklerin bulundugu durumlardir.

Evre II; Kronik bobrek hastaligi, bobrek hasari ile birlikte azalmis GFR’nin
bulunmas (60-89 mL/dk/1,73 m®) durumudur,

Evre III; GFR’1nda orta derecede azalma (59-30 mL/dk/1,73 m? "),

Evre IV; Ciddi GFH azalmasi (29-15 mL/dk/1,73 m?) séz konusudur.

Evre V; Bobrek yetmezligi asamasi olup GFH 15 mL/dk/1,73 m” nin altina

indigi renal replasman tedavisinin gerekli oldugu evredir (9).

Hastaligin klinik olarak asikar hale gelmesi icin gecen siire, nedene bagl
olarak degisir. GFR diizeyini temel alarak yapilan evrelere gore klinik ve
laboratuar veriler ile hastalifin yetmezlik diizeyine gore bakim, takip, tedavi

yaklagimlar1 da degisir.

GFR’nin diistiigiiniin gostergesi olarak serum fiire ve kreatinin diizeyleri
yiikselse bile GFR normalin %30’una kadar diismedik¢e hastalar asemptomatik
kalabilir. Orta derece bobrek yetmezligine tekabiil eden evrede; niktiiri, hafif
anemi, hafif giic kaybi, istah azalmasi ve erken beslenme bozukluklar1 ve
laboratuar olarak kalsiyum ve fosfor anormallikleri goriilebilir GFR %30’un
altina diistiigii agir bobrek yetmezliginde tiremik klinik belirtiler artar, klinik tablo
agirlagir ve biyokimyasal anormallikler birden gelisir. Hafif ve orta dereceli
bobrek yetmezligi esnasinda araya giren, iiriner, respiratuar ve gastrointestinal
enfeksiyonlar, iyi kontrol edilmemis hipertansiyon, hiper veya hipovolemi,
nefrotoksik ila¢ kullanimi ve radyokontrast ajanlarin nefropatisi vb. klinik
hastaliklar renal fonksiyonu bozarak asikar lireminin klinik belirtilerini ortaya

cikartir ki, GFR normalin %5’ine veya %10’una diismiistiir ve SDBY gelismistir.



SDYB’deki pek ¢ok bulgu iiremi olarak tanimlanir ki {iremide 6n plandaki
belirtiler; istahsizlik, bulanti kusma, halsizlik, kilo kaybi, biling diizeyindeki
degisiklikler, kasinti, nefes darligi, bacaklardaki huzursuzluk hissi, perikardit
kanama gibi c¢esitli doku ve organ sisteminin {liremik toksinlerin katkida
bulundugu tiremik havuzdan etkilenmesiyle olugsan bulgulardir. Bu belirtiler ile
serum iire, kreatinin diizeyleri arasinda direkt bir korelasyon yoktur. Ozellikle
yaslt olgular diisiik iire diizeylerinde (100-120 mg/dl) belirgin semptomatik
olmalarina karsin, bazi olgular yiiksek iire diizeylerinde (200-250 mg/dl) bile
asemptomatik kalabilirler (1,8).

2.2. UREMiK SENDROM

Uremik sendrom, degisik sebeplere bagl olarak nefronlarin progressif ve
irreversibl kayb1 sonucu olusan bobrek yetersizliginin, direkt veya indirekt olarak
sebep oldugu semptom ve bulgularin bir toplamidir. Dolayisiyla viicuttan
atilmayan birgok metabolitin kombine toksik etkisi sonucu olusan bir

otointoksikasyondur (1,3).

Bu toksik etkilerden herbiri hastalarin bazisinda daha az, bazisinda ise daha
belirgin olabilir. Ayrica, bunlar, birbirlerini de etkileyerek, spesifik ve nonspesifik

cesitli kombinasyonlar olusturabilirler.

[rreversibl bobrek yetmezligi, fonksiyon géren nefron sayisinin cesitli
hastaliklar nedeniyle giderek azalmasi sonucu, bobrek fonksiyonunun % 30'un
altina inmesi ile ortaya ¢ikar ve % 10'un altina indigi zaman ise iiremik sendrom

yerlesir (2).

2.2.1. UREMIK SENDROMUN FiZYOPATOLOJISi

Uremik sendromda bébrek fonksiyonlarinda ortaya gikan degisiklikler, su
sekilde 6zetlenebilir.

a; Idrarla normalde atilan metabolizma artiklarmnm, iremik toksinlerin

retansiyonu,



b. Elektrolit metabolizmasindaki degisiklikler,

c. Konsantrasyon mekanizmasi bozukluklari,

d. Asit-baz dengesi bozukluklari,

e. Bobregin hormonal fonksiyonlarindaki degisiklikler,

f. Protein, lipid ve karbohidrat metabolizmasindaki degisiklikler (2).

2.2.2. UREMIK TOKSINLER

Uremide tesbit edilen bozukluklarin iiremik serumda biriken ve protein ile
aminoasitlerin metabolik {irlinleri olarak kabul edilen "iiremik toksinler"in
etkilerinin bir sonucu olduguna inamilmaktadir. Uremide saptanan bu
bozukluklarin bazilari, diizenli hemodiyaliz tedavisine ragmen sebat eder.
Bununla beraber, yogun diyaliz ve basarili bobrek transplantasyonundan sonra, bu
bozukluklarin giderek diizelmesi, toksik molekiil retansiyonunun roliiniin
oldugunu diisiindiirmektedir. Uremik plazmada tespit edilen azot artiklar
tizerinde 50 yildan daha fazladir calisilmasina ragmen, iiremik toksinlerin
kimyasal hiiviyeti tam olarak agikliga kavugmamustir. Spesifik organik
bilesiklerin ve bunlarin siifinin tayin ve 6lciilmesini saglayan analitik kimyanin
gelismesi ve mevcut metodlar sayesinde, bu tiir maddelerin konsantrasyonu,
viicud s1v1 ve dokularinda tayin edilmistir. Boylece tiremik toksinlerden sorumlu
oldugu kabul edilen metabolitlerin sayisi, gegen 40 y1l esnasinda 6nemli derecede

artmistir (2).

Halen tanimlanabilen 90 tane iiremik toksin mevcuttur.

Uremik toksinler 3 majér grupta tanimlannmuglardir;

1: Kiiciik suda ¢oziiniir soliitler; Molekiiler agirliklar1 500 D’un altindadir.
(Tablo-1.A ve Tablo-1.B)

2: Proteine bagli bilesikler; Molekiiler agirliklart 500 D’nun altindadir,
intradiyalitik hareketleri proteine bagli olmalar ile kisitlandigi i¢in daha cok, orta
molekiiler soliitlere benzerler (Tablo-II). Bu tabloda, 25 tane proteine bagl
oldugu bilinen toksin verilmistir fakat bunlardan leptin ve retinol-binding protein

molekiiler agirliklar agisindan orta molekiiler soliitlere dahildirler.



3: Orta molekiiler bilesikler; molekiiler agirliklar1 500 D’un iizerindedir

(Tablo-IIT) (3).

Tablo-1.A. Kiiciik, suda ¢oziiniir bilesikler (molekiiler agirliklari<500 D) (3).

Uremik toksinler Molekiiler Gruplar
agirliklart (D)
1-methyladenosine pg/L 281 Ribonucleosid
1-methylguanosine pg/L 297 Ribonucleosid
I-methylinosine pg/L 282 Ribonucleosid
ADMA mg/L 202 Guanidin
a-keto-guanidinovaleric acid pg/L 151 Guanidin
a-N-acetylarginine pg/L 216 Guanidin
Arab(in)itol mg/L 152 Polyols
Argininic acid pg/L 175 Guanidin
Benzylalcohol mg/L 108
B-guanidinopropionic acid pg/L 131 Guanidin
B-lipotropin ng/L 461 Peptid
Creatine mg/L 131 Guanidin
Creatinine mg/L 113 Guanidin
Cytidine pg/L 204 Purin
Dimethylglycine pg/L 103
Erythritol mg/L 122 Polyol
y-guanidinobutyric acid pg/L 145 Guanidin
Guanidine pg/L 59 Guanidin
Guanidinoacetic acid pg/L 117 Guanidin
Guanidonosuccinic acid mg/L 175 Guanidin
Hypoxanthine mg/L 136 Purin
Malondialdehyde pg/L 71
Mannitol mg/L 182 Polyol
Methylguanidine pg/L 73 Guanidin
Myoinositol mg/L 180 Polyol
N2,N2-dimethylguanosine pg/L 311 Ribonucleosid
N4-acetyleytidine pg/L 285 Ribonucleosid
N6-methyladenosinep g/L 281 Ribonucleosid
No6-threonylcarbamoyladenosine pg/L 378 Ribonucleosid
Orotic acid mg/L 174 Pyrimidin




Tablo-1.B. Kii¢iik, suda ¢oziiniir bilesikler (molekiiler agirliklari<500 D) (3).

Uremik toksinler Molekiiler Gruplar
Agirliklar1 (D)

Orotidine mg/L 288 Pyrimidin

Oxalate mg/L 90

Phenylacetylglutamine mg/L 264

Pseudouridine mg/L 244 Ribonucleosid

SDMA ng/L 202 Guanidin

Sorbitol mg/L 182 Polyol

Taurocyamine pg/L 174 Guanidin

Threitol pg/L 122 Polyol

Thymine mg/L 126 Pyrimidin

Uracilp g/ 112 Purin

Urea g/L 60

Uric acid mg/L 168 Purin

Uridine mg/L 244 Pyrimidin

Xanthine mg/L 152 Purin

Xanthosine pg/L 284 Ribonucleosid

Tablo-II. Proteine bagh bilesikler (molekiiler agirliklari<500 D) (3).

Uremik toksinler Molekiiler Gruplar
Agirliklar1 (D)
2-methoxyresorcinol pg/L 140 Phenol
3-deoxyglucosone mg/L 162 AGE
CMPF mg/L 240
Fructoselysine mg/L 308 AGE
Glyoxal ng/L 58 AGE
Hippuric acid mg/L 179 Hippurat
Homocysteine mg/L 135
Hydroquinone pg/L 110 Phenol
Indole-3-acetic acid pg/L 175 Indol
Indoxyl sulfate mg/L 251 Indol
Kinurenine pg/L 208 Indol
Kynurenic acid mg/L 189 Indol
Leptin pg/L 16000 Peptid
Melatonin ng/L 126 Indol
Methylglyoxal ng/L 72 AGE
Ne—(carboxymethyl)lysine mg/L 204 AGE
p-cresol mg/L 108 Phenol
Pentosidine pg/L 342 AGE
Phenol mg/L 94 Phenol
P-OHhippuric axid mg/L 195 Hippurat
Putrescine pg/L 88 Polyamin
Quinolinic acid mg/L 167 Indol
Retinol-binding protein mg/L 21200 Peptid
Spermidine pg/L 145 Polyamin
Spermine pg/L 202 Polyamin




Tablo III. Orta molekiiler bilesikler (molekiiler agirliklari>500 D) (3).

Uremik toksinler Molekiiler Gruplar
Agirliklart (D)

Adrenomedullin ng/L 5729 Peptides
Atrial natriuretic peptide ng/L 3080 Peptides
B,-microglobulin mg/L 11818 Peptides
B-endorphin ng/L 3465 Peptides
Cholecystokinin ng/L 3866 Peptides
Clara cell protein (CC16) mg/L 15800 Peptides
Complement factor D mg/L 23750

Cystatin C mg/L 13300 Peptides
Degranulation inhibiting protein Ic pg/L 14100 Peptides
Delta-sleep inducing peptide pg/L 848 Peptides
Endothelin ng/L 4283 Peptides
Hyaluronic acid pg/L 25000 Peptides
Interleukin-1 ng/L 32000 Cytokines
Interleukin-6 ng/L 24500 Cytokines
k-Ig light chain mg/L 25000 Peptides
A-Ig light chain mg/L 25000 Peptides
Leptin pg/L 16000 Peptides
Methionine-enkephalin ng/L 555 Peptides
Neuropeptide Y ng/L 4272 Peptides
Parathyroid hormone pg/L 9225 Peptides
Retinol-binding protein mg/L 21200 Peptides
Tumor necrosis factor-a ng/L 26000 Cytokines

ADMA; Asimetrik dimetil arginin
SDMA; Simetrik dimetil arginin
CMPF; 3-Karboksi-4-metil-5propil-2-furopropionik asit

2.2.3. UREMIK TOKSINLERIN PATOFiZYOLOJIK ETKIiLERI

Uremik toksinlerin gesitli biyolojik sistemler iizerine in vivo ve invitro

toksik etkileri vardir. Uremik toksinlerin in vitro toksik etkileri su sekilde

Ozetlenebilir.
Uremik Toksinlerin In Vitro Etkileri;
1. Trombosit Faktor-3 aktivasyonunun inhibisyonu
2. Eritrositlerin otohemolizi
3. Eritrositlerin glukoz utilizasyonunun bozulmast
4. Lokositlerin glukoz oksidasyonunun bozulmasi
5. Laktik dehidrogenazin inhibisyonu

6. Rasitik kikirdagin kalsifikasyonunun bozulmasi

7. Bobrek korteksinde para-aminohippurik asit (=PAH) transportunun

inhibisyonu




8. Serebral korteksde oksijen almanin inhibisyonu

9. Hiicresel ve hiimoral immiinitenin baski altina alinmasi (2).

2.2.3.1. Ure;

Yakin zamanda yapilan caligmalar iirenin patofizlojik etkilerinin 6nemine
isaret etmektedir. Lim ve ark. {irenin insan eritrositlerinde NaK,ClI kotransportunu
ve bazi hiicre hacmine duyarli transport yolaklarini inhibe ettigini gostermistir
(10). NaK,Cl kotransportunun, en Onemlileri, hiicre hacmi ve ekstra renal
potasyum regiilasyonu olmak lizere ¢ok dnemli vital fonksiyonlar1 vardir. Klinik
tiremide, extraselliiler iire, cAMP yapimini inhibe eder. Kandaki iire 2.3
difosfogliseratt baglayarak hemoglobinin oksijene afinitesini azaltir. Makrofajin
indiikledigi nitrik oksit (NO) sentezini, postranskripsiyonel seviyede inhibe eder.
Direk toksisitesi disinda iire, guanidinlerin, 6zellikle de biyokimyasal degisklileri

direk uyarabilen guanidinosiiksinikasidin prekiirsoriidiir (11).

2.2.3.2. Guanidinler ve kreatinin

Guanidinler, argininin yapisal metabolitlerinin biiyiik bir kismin1 olusturur.
Bunlarin arasinda ¢ok iyi bilinen, liremik retansiyon maddesi olan, kreatinin ve
metilguanidin bulunur. Bazi guanidino bilesikleri biyolojik fonksiyonlarda
anahtar rol oynar. Kreatinin; klor kanalinin blokaji, miyokardial hiicre

kiiltiirlerinin kasilmasini azaltmaktan sorumlu tutulmustur.

Guanidinosiiksinik asit ve guanidinopropiyonik asit ndtrofil siiperoksit
tretimini  engeller.  Guanidinosiiksinik  asit, gamaguadinobiitirik  asit,
metilguanidin, homoarginin ve kreatinin hayvanlarda serebrovaskiiler ya da
sistemik uygulamada inmeyi azaltir. Guanidino bilesiklerinin karigimi naturel

killer hiicrelerinin, interlokin-2’ye cevabini baskilar.

Bir guanidino bilesigi olan arginin, NO’nun iiretimini 6nemli 6l¢iide artirir.
Arginin analoglar1 gibi diger bazi guanidinler, nitrikoksit sentezinin kuvvetli bir

kompetetif inhibitoriidiir. NO sentezinin inhibisyonu saphen ve mezenterik
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vazokonstriiksiyon, hipertansiyon, iskemik glomeriiler zedelenme, immiin
disfonksiyon ve norolojik degisikliklerle sonuglanir. Asimetrik dimetilarginin
(ADMA), NO sentezi iizerinde inhibitdr etkisi olan en spesifik endojen bilesiktir.
ADMA, beyinde vasokonsriiksiyona ve asetilkolin baglantili vazorelaksasyonun
inhibe olmasina neden olur. Bu bulgular, metilargininin beyindeki relatif
yiikseligiyle alakali olabilir. ADMA konsantrasyonlarit SDBY’ de énemli 6l¢iide
yikselmistir ve hipertansiyon gelisimiyle iligskilendirilmigtir. ~ Simetrik
dimetilarginin’deki yiikselme daha ¢ok giindeme getirilmistir, fakat bu bilesik
biyolojik olarak daha az aktiftir. Diger endojen guanidin olan metilguanidinin,
NG-monometil-L-arginin gibi sentetik bilesiklerle kiyaslaninca, sitokin ve
endotoksinle indiiklenebilir NO sentezi {izerine inhibitor aktivitesi (%1-5) oldukca

azdir (11).

Uremide NO sentezinin inhibe oldugu hipotezine zit olarak, Noris ve ark.

tiremiyle iligkili kanamasi olan, bazi iiremik hastalarda, NO iiretiminde artis

olduguna dikkat ¢cekmislerdir (12).

Proksimal sarmal tubulde argininden sentez edilen, guanidinoasetikasit ve
kreatinin gibi, guanidinlerin tiretimi, SDBY’ de baskilanir. Diger taraftan
guanidinosiiksinik asit, guanidin ve metilguanidin sentezi dnemli dl¢iide artar ki,

bu, {ire geri doniisiimiine dayandirilabilir (11).

2.2.3.3. Fosfor

Organik fosforun yiiksek seviyeleri kasmnti ve hiperparatiroidizm ile
iligkilidir. Fosfor fazlaligi, alfal hidroksilazi ve buna bagli olarak aktif vitamin D
metaboliti, kalsitriol {iretimini inhibe eder. Fosfor retansiyonu bir de
spermidin/spermin N’-accetyl-transferaz enziminin (poliaminlerin
par¢alanmasindan sorumlu) azalmasi nedeniyle poliamin metabolizmasinda
bozukluklara neden olur ve intestinal villuslarda proliferasyon ile intestinal

disfonksiyona yol agar (11).
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2.3. APOPTOZIS

Her hiicre, dogar, cogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon) ve dliir
(apoptozis). Biitiin bu olaylar dogal bir denge halinde siirer gider. Doku
homeostazisi yani yeniden yapim ve yilkimin bir diizen i¢inde olusu,
apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine baglidir.
Son yillarda, bu dengenin bozulmasinin bir¢ok Snemli hastaligin patogenezinde
rol aldigi gosterilmistir. Ornegin; artmis proliferasyon ve azalmis apoptozisin

karsinogenezisde rol oynadig diigiiniilmektedir.

Apoptozis, hiicrenin yasam c¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin
siirdiiriilmesini saglar. Ornegin kemik iliginden siirekli olarak hiicre {iretimi
devam ederken, giinde yaklasik 5x10'" kan hiicresi apoptozis yolu ile yok
edilmektedir. Barsak epitel hiicrelerinin devamli yenilenmesi, menstruasyon
esnasinda uterusun i¢ yiizlindeki hiicrelerin oldiiriilerek uzaklastirilmasi apoptozis
yoluyla gerceklesir. Apoptozis, organizmada hasar gérmiis veya organizma ig¢in
tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Ornegin viriisle
enfekte hiicreler bu yolla ortadan kaldirilir. Hasarli DNA da apoptozis yolu ile
ortadan kaldirilir. Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar kanser
gelisimine neden olabilecekleri i¢in bu hasarli hiicrelerin apoptozis yolu ile

oldiiriilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (13).

2.3.1. APOPTOZISIN TANIMI VE TARIHCESI

Canlinin  kendi otonom mekanizmas: tarafindan ayarlanan zararls,
yaslanmig, bakteri ve otoreaktif viriislerle infekte veya istenmeyen kendi
hiicrelerinin bir diizen icerisinde enerji (ATP) kullanilarak ve zaman endeksli
olarak iz birakmadan 6ldiiriilmesi siireci apoptozis olarak tanimlanir. Baska bir
anlatimla apoptozis, yasam boyu devam eden programli , bir hiicrenin genetik

olarak diizenlenen sistematik yok olus fenomenidir (14).
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Apoptozis bircok gen ile iligkili aktif bir sistem olup, Yunancada apo (=
ayr1) ve ptozis (= diisen) kelimelerinin birlestirilmesi ile olusmus sonbaharda

yaprak dokiimiinii tanimlayan bir kelimedir (13).

Hiicre o6lumiiyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskopunun ve yeni
boya yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk olarak nekroz tanimlanmigtir. 1972
yilinda, iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozdan daha farkli hiicre
Olimii gosterilmis ve buna, aga¢ yapraklarinin gévdeden ayrilmasi anlamina gelen

‘apoptozis’ ad1 verilmistir (15).

2.3.2. APOPTOZISIN TEMEL iSLEVi VE AMACLARI
Amagc; komsu hiicrelere hasar vermeden ve onlar1 kotii yonde etkilemeden

ve iz birakmadan hedeflenen hiicrelerin yok edilmesidir (14).

Programli hiicre 6liimiiniin, biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda, gelismede
ve homeostazin siirdiiriilmesinde vazgecilmez bir rolii vardir:

A; Apoptozisin homeostazis i¢indeki yeri:

1. Metamorfoza ugramis veya yaslanmis ve bu nedenle fonksiyonlarini
kaybetmis hiicrelerin ortadan kaldirilmasi

2. Hormona bagimli involiisyon (6rn; prostat, endometrium ve meme
dokusu hiicrelerinde)

3. Siirekli ¢ogalan hiicre gruplarinin azaltilmasi (6rn. gastrointestinal sistem
hiicreleri, deri v.b.)

4. Immiin hiicrelerin se¢imi (&rn. sitokin deplesyonundan sonra B ve T
lenfositlerin ve timusta otoreaktif hiicrelerin ortadan kaldirilmasi)

B; Organizmanin sekillenmesi; Embriyo gelisimi, bagkalasim (metamorfoz)
ve doku atrofisi sirasinda oldugu gibi. Insan embriyosunda el ve ayak
ekstremitelerinin  gelisimi esnasinda, parmakaras1 bolgelerdeki hiicrelerin,
parmaklarin sekillenmesi icin masif apoptozise gitmeleri, apoptozise ve onun
viicuttaki fizyolojik roliine 6rnek verilebilir.

C; Timor hiicreleri, viriisle kontamine olmus hiicreler, kendi basina buyruk

hale gelen ve kendine zarar veren immiin hiicreler (ki bunlar otoimmiin
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hastaliklara yol agabilirler) gibi istenmeyen ve tehlikeli hiicreler ortadan kaldirilir

ve bunlara kars1 savunma olusturulur.

Her giin insanda mitozla artan on milyar hiicreyi dengelemek i¢in her giin
on milyar hiicre dlmelidir. Bu rakam organizmadaki hiicrelerin %5’ini olusturur.

Hiicreler apoptozis ile 15-120 dakika i¢inde oliirler.

Hiicrenin yasam siiresi tipine gore degismektedir. Ornegin; bagirsak
hiicreleri 3—5 giinliilk bir yasam siiresini takiben Oliirken, derinin epidermal
hiicreleri 20-25 giinliik bir siire sonunda o6lmektedir. Kalp kasi hiicreleri veya
noronlar ise Omiir boyu yasarlar. Tiim bu O6liimler fizyolojik sartlarda meydana

geldigi icin, fizyolojik hiicre 6liimii olarak da adlandirilir (13,14,15).

2.3.3. APOPTOZIS ILE NEKROZ ARASINDAKI FARKLAR

Dokularda hiicre dogumu ve oOliimii ¢ok dikkatli ve hassas bir denge
icindedir. Morfolojik olarak 2 tip hiicre 6liim sekli bilinmektedir.

Nekroz (Patolojik hiicre 6liimii)

Apoptozis (Fizyolojik hiicre 6liimii)

Diger bir hiicre 6liim sekli olan nekroz ise hipoksi, fiziksel hasar,
hipertermi, kompleman aktivasyonu, UV 151k gibi zararli hiicre dis1 uyaranlar
sonucu olusan istenmeyen bir stirectir. Hiicre plazma membran lipidlerinin
peroksidasyonu sonucu hiicre igerigi ortama dokiiliir, inflamatuar yanit olusur
ve komsu hiicreler de etkilenir. Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar Tablo

IV’de gosterilmistir (15).
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Tablo-IV. Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar (15).

Ozellik Nekroz Apoptozis

Dagilim Komgu hiicre gruplari Dokuda tek tek hiicreler

Nedenler Her zaman patolojik Fizyolojik/patolojik

Eksudatif yangi  Genellikle var Yok ,+ hiicresel immiinite

Isik mikroskobi  Bazofili, piknoz, karyoreksis, karyolizis Kresentik  gOriiniim, eozinofilik
patikiil

Elektron Hiicrede sisme, membranda yirtilma, Voliim kaybi, apoptotik cisimcikler

mikroskobi kromatinde erime, kayip

Fagositoz Mononiikleer hiicreler Fagositik ve komsu hiicreler

Mekanizma Kimyasal yada yapisal par¢alanma Makromolekiil sentezini gerektiren

aktif hiicresel yikim

2.3.4. APOPTOZIiS MORFOLOJIiSi

Apoptozis asamalari su sekilde 6zetlenebilir;

A; Oliim sinyali,

B; kromatinde sikisma,

C;hiicrede pargalanma,

D; fagositoz

Biraz daha ayrintili incelendiginde sunlar 6zet olarak sdylenebilir;

A; Eksternal olarak

a; Hiicreler hacim kaybeder ve biiziistir.

b; Hiicre ylizeylerinde kiiresel kabarciklar olusur (blebbing).

c; Phosphatidylserin isimli fasfolipid hiicreden disar ¢ikar.

B; Internal olarak

a; Stoplazma yogunlasir (kondanse olur)

b; Mitokondriyum,

sitokrom-C  gibi

apoptozisi uyaran faktorleri

serbestlestirerek biitlinliigiinii kaybeder ve parcalanir.

c; Kaspazlar (Cysteinyl aspartate-specific proteases) aktive olur.
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d; Kromozomal DNA’lar kendi icinde 180-200 bp’lik interniikleozomal
fragmanlara ayrilarak parcalanir.

e; Hiicre sagkalimi ve metabolizmasinda ¢ok 6nemli oldugu diisiiniilen ve
molekiiler agirligi 100 daltonun iizerinde olan bir ¢ok protein de benzer sekilde

pargalanir (14).

Apoptozisde ana morfolojik olay, nukleusun yogunlagmasi ve daha sonra
pargalara ayrilmasidir. Immun elektroforez yapildiginda ‘ladder pattern’ olarak
isimlendirilen merdiven seklinde bir goriiniim olugur. Normalde bir hiicrede
birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik 300000 kirilma

meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz.

Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bdlgelerinden ayrilir,
Ozellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziliir, bir kag
dakikada hacimlerinin 1/3’linli kaybederler. Bu goriinim muhtemelen plazma
membraninda bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasina
baglidir. Apoptotik hiicrelerin bulundugu dokulardan elde edilen kesitler 1s1k
mikroskobunda incelendiginde, hiicreler etrafinda acik bir parlama seklinde

goriilmektedir.

Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre,
stoplazma ile g¢evrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik cisimciklere
pargalanir. Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ile makrofajlar tarafindan taninir
ve fagosite edilir. Apoptotik hiicrelerin taninmasi, plazma membranindaki
degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil
serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina go¢ eder.
Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfotidilserin ile

baglanir ve fagositozu uyarir.
Apoptozis, tek bir hiicrede, biiziisme ve cevre hiicrelerle olan temasin

kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicresel biiziismenin nedeni Na, K, CI tastyici

sistemin durmast nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi hareketinin
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olmamasidir. Apoptotik uyarimi alan hiicre, hacminin yarisina diiser, ¢evre ile
olan baglantilarin1 keser ve mikrovilluslar1 kaybolur. Elektron mikroskobunda
gozlenen degisikliklerde, oOncelikle plazma membraninin sekli bozulur ve
kabarciklanmalar olusur ki bu yap1 ‘zeiozis’ olarak tanimlanir. Zardaki
tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili

olmaktadir.

Fosfolipitler, yani i¢  tabakada  bulunan fosfatidilserin  ve
fosfatidiletanolamin ile dis tabakada bulunan fosfatidilkolin asimetrik olarak
dagilmiglardir. Normal hiicrelerde bu asimetri ATP’ye bagl translokaz ile aktif
olarak korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da
diger enzim sisteminin aktivasyonu sonucu fosfotidilserin dis yiizey tabakaya
yerlesir. Bu durum apoptotik cisimcigin fagositozu i¢in bir uyaridir. Apoptotik
cisimcikler, sitokin salgilanmasini ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin,
makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler. Apoptoz 30-60
dakika gibi bir siirede tamamlanir. Hiicre iskeleti apoptozda onemli bir role
sahiptir. Elektron mikroskobunda apoptozis esnasinda, kromatinin yogunlagmasi,
stoplazmanin biiziilmesi, plazma membraninin kabarmasi, mitokondri dis
membraninda sisme, mitokondrial membran araliginda sitokrom c¢ ve bir
oksidorediiktaz ile iliskili flavoprotein olan Apoptozis Indiikleyici Faktor
salinimi, oldugu bildirilen morfolojik degisikliklerdendir (13).

2.3.5. APOPTOZiS MEKANIZMALARI
Hiicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya cevreden

gelen sinyallerle apoptozis baslamaktadir.

Iki apoptotik yol tanimlanmustur;
a; extrinsik yol; hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorleri ile gerceklestirilir
b; intrinsik yol; biiylime faktor sinyallerinin kaybina veya hiicre i¢indeki

6lim situmuluslarina cevaben olugsan mitokondri aracili yoldur (16).
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Apoptozis onceden hazir olan hiicrelerde primer baslatilabilir ya da bir

uyaran sonucu sekonder olarak gelisir.

Hiicre dis1 uyaranlar arasinda; Tiimor nekroz faktorii (TNF) , koloni uyarict
faktorler, noéron biiylime faktorii, insiilin benzeri biiyiime faktori, interlokin-2
gibi maddelerin ortamda azalmas1 ve glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, ¢esitli
antijenler onemli yere sahiptir. Otoimmun hastalik gelisiminde rolii oldugu
belirtilen Fas/FasL, sFas proteinleri, viriisler (HIV gpl120 proteini, influenza
viriisi TNF reseptorii {lizerinden; adenoviriis hiicre genetik yapisini bozarak)

hiicreyi apoptozise gotiirmektedir.

Apoptozisi etkileyen hiicre i¢i uyaranlar arasinda; Sitokinler, hiicre ici
kalsiyum miktarinda artig, timor nekroz faktor, DNA hasar1 nedeniyle bir timor
slipressor gen olan p53°in aktive olmasi, viral,bakteriyel enfeksiyonlar,
glukokortikoidler, onkojenler (cmyc gibi) yer alir. Ayrica, sitotoksik antikanser
ilaglari, hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler hafif dozlarda apoptoz

meydana getirirler.

Apoptozda hiicre 6liimii ¢evreye rahatsizlik vermeksizin gelisse de bazen
apoptozis dolayli olarak ¢evre dokuda nekrozu baslatabilir ya da tam tersi nekroz

apoptozis gelismesine yol agabilir .

Apoptozis siireci;

1; DNA hasarina genlerin yaniti,

2; hiicre membrani tarafindan 6liim sinyallerinin alinmasi (Fas ligand1),

3, hiicreye dogrudan proteolitik enzim girisi olmak iizere 3 farkli sekilde

isleyebilir.

Apoptoz siirecinde belli bashi ii¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar;
1; Bcl-2 ailesi proteinleri,
2; kaspazlar

3; Apaf-1 (Apoptotik aktive edici faktor-1) proteinidir.
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Bu bilesenlerin  biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda go6zlenen
mitokondriyal hasar, ¢ekirdek zar1 kirilmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin
yogunlasmast ve apoptotik cisimlerin  sekillenmesi gibi  morfolojik

degisikliklerden sorumludur (13).
2.3.6. APOPTOZiSI KONTROL EDEN GENLER
Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen

bulunmaktadir. Bunlar Tablo-V’de verilmistir (15).

Tablo-V. Apoptozis ve genler (15).

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler

Bcl-2 grubundan; BHRL-1, bel-xI, Bcl-2 grubundan; Bad, Bax,

bel-w, bfl-1, brag-1, mel-1,A-1 Bad, Bcl-xS, bid, bik, hrk-1
c-abl geni Cmyc

Ras onkogeni p53, p21

Coziinebilir fas Fas (CD95/APO1),

FADD/MORT, RIP, FAST
p53 Interlokin doniistiiriicii enzim
benzeri proteinler (ICE)
A20 LOH (MTS1/CDK41)

2.3.7. APOPTOZiS REGULASYONU

Regiilasyon; Bcl-2 / Bax gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin 20 {iyesi
tanimlanmistir; bunlardan bazilar1 apoptozis inhibitoriidiir (antiapoptotik), bazilar
ise apoptozisi uyarir ve proapoptotik genler olarak tanimlanir. Apoptotik sinyalin
alinmasindan sonra Bax (proapoptotik) proteinleri, mitokondri zarmnin iyon
gecirgenligini (permeabilitesini) azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle
sitokrom ¢ ve AIF (Apoptozis Inducing Factor) gibi mitokondri zar1 i¢inde yer
alan faktorler sitoplazmaya gegerler. AIF dogrudan yogunlasan kromatine ve
parcalanan c¢ekirdege yonelirken, sitoplazmaki sitokrom c¢ apoptozun en son
basamaginda gorev alir. Sitokorm c¢ bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’e

baglanarak prokaspaz-9’u aktive eder ve olusan bu kompleks ‘apoptosom’ olarak
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isimlendirilir. Prokaspaz-9’un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu baslatir.
Apoptozom aracilifiyla prokaspaz-9’un aktiflesmesiyle olusan aktif kaspaz-9
efektor kaspazlardan prokaspaz-3’li aktive eder ve aktif kaspaz-3 meydana gelir.
Aktif kaspaz-3, normalde kaspazla aktiflesen deoksiksiriboniikleaz ile kompleks
halde bulunan, kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitorii’nli inaktive eder
ve kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz’1 serbestlestirir. Serbestlesen kaspazla
aktiflesen deoksiriboniikleaz da DNA’y1 oligoniikleamaz fragmanlara ayirir (14).
Hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyaller ile baslayip kaspaz aktivasyonuyla devam eden

ve DNA fragmantasyonuyla sonuglanan apoptozis siireci sekil.1’de verilmistir

(14).

2.3.8. APOPTOZISIN INDUKSIYONU

Apoptozis hiicre 6lim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle
APO-1, CD95) ve tiimor nekroz faktor reseptorii—1 (TNFR—1)’in ilgili ligandlar
ile etkilesime girmesi (uyarilmalari) sonucu indiiklenir. Bu hiicre yiizey
reseptorleri, hiicre membraninda bulunur ve tiimor nekroz faktor resptorii (TNFR)
ailesinin {yesidirler. Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi timor
hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta miyokardda bulunurlar. Oncelikle kendilerine
dogal olarak bagli bulunan ve oliim bolgeleri adi1 verilen TRADD (TNFR-1
associated death domain) ve FADD (Fas associated death domain) ile
interaksiyona girerler. Bu o6liim boélgeleri ise prokaspaz 8’1 aktiflestirerek

kaspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarini baslatirlar (13).
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Sekil.1. Oliim reseptdrleri ve mitokondriyal yollarla kaspaz-3 aktivasyonunun
baslamasiyla niikleusta olusan DNA fragmantasyonu

Cyt-c; sitokrom-c

ICAD; Inactive caspase activated DNase

CAD: caspase activated DNase ad1 verilir.
FADD: Fas associated death domain

Apaf-1: Apoptatik proteaz aktive edici faktor-1 (14).
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2.3.9.APOPTOZIS VE HASTALIKLAR

Apoptozis;

1. Tiimorlerde, hem biiyiime hem de regresyonda hiicre 6limii
(kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisiyle ve spontan regresyonda),

2. Hormona bagimli dokularda patolojik atrofi,

3. Parenkimatdz organlarda duktus tikanmasina bagl patolojik atrofi (6rn.
karaciger),

4. Sitotoksik T lenfositleri ile olusturulan hiicre 6liimii,

5. Bazi viral hastaliklarda hiicre o6liimii (6rn. HIV-1, HCV, Adenoviriis
infeksiyonlarinda),

6. Cesitli zedeleyici etkenlerle olusan hiicre 6liimii (hipertermi, radyasyon,
sitotoksik kemoterapi, hipoksi gibi nekroz olusturan etkenler) gibi patolojik
stireclerde rol alirken (15), etiyopatogenezinde apoptozisin roliiniin gdsterildigi
hastaliklara,

1. Otoimmiin hastaliklar; Apoptozisle, yasli T lenfositler, timusun
kontrolundan ve denetiminden kacan otoreaktif T lenfositler oldiiriiliir. Timustaki
bu negatif seleksiyon ile organizmanin self toleransi korunur (17). Otoimmiin
hastaliklarda T lenfositlerinin negatif seleksiyonu olmamaktadir. Ornegin,
otoimmiin linfoproliferatif sendrom’da mutasyonlar nedeniyle yetersiz apoptozise
ugrayan lenfosit sayis1 artar ve bir ¢ok otoimmdiin hastalik ortaya ¢ikar (14).

2. Astim,

3. Amiyotrofik lateral skleroz; Spinal motor ndéronlar asir1 apoptozis
nedeniyle kaybolarak azalir,

4. Alzheimer hastaligi,

5. Huntington hastaligi,

6. Miyokard iskemisi,

7. Serebral iskemi (14),

8. Sepsis ornek olarak verilebilir (18).
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2.3.10.TEDAVIDE APOPTOZIS

Bugiin birgok hastaligin hiicre oliimii ya da yasami ile ilgili oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle apoptotik siirece miidahale ederek yeniden
diizenlenmesi, onemli tedavi yontemlerini giindeme getirmektedir. Potansiyel
tedavi yontemleri li¢ kategoride toplanmaktadir ki bunlar; gen tedavisi (p53’iin
yedeklenmesi vb.), apoptoz molekiillerinin diizenleyicilerini hedefleyen
molekiillerin enjeksiyonu (Growth faktorler ve ¢oziilebilir FasL vb.), apoptozla
iligkin genlerin ifadesini (ekspresyonunu) diizenleyen farmakolojik kiiciik
molekiiller (Bcl-2 vb.). Bugiine kadar non-steroidal antiinflamatuvarlar gibi
apoptoz diizeyini degistirdigi bilinen bir¢ok ila¢ vardir. Aslinda biitiin sitotoksik
ilaglar ve radyoterapi programlar1 timor hiicrelerinde apoptozu baslatir ve
apoptoza olan direng tedavideki basarisizhig1 getirir. Ustelik bu tedaviler, normal
hiicrelerde de apoptozu baslatir ve kemik iligi ilizerinde olumsuz yan etkileri

vardir.

Ayrica apoptoz inhibisyonu yapan baska proteinler ve sentetik 6zgiil kaspaz

inhibitorleri de tiretilmektedir.

Tedavide kaspaz ailesi iiyeleri ve Bcl-2/Bax ailesindeki genlerin

ekspresyonlar1 da 6nemli yer tutmaktadir (13).

2.4. SITOKERATINLER

Tiim memeli hiicrelerinde bulunan sitoskeleton (hiicre iskeleti) proteinlerle
birlesik bulunan baslica ii¢ striiktiirel {initeden olusur.

a; aktin iceren mikroflament,

b; tiibiilin iceren mikrotiibiiller,

c; intermediate flamentler (IF)

Uc flament sistemin entegrasyonu ile kurulmus sitoskeletal ag mekanik
biitiinliikten sorumludur ve motilite, hiicre-hiicre etkilesimi gibi birka¢ hiicresel
islevin kritik ortagidir. Intermediate flament protein ailesi flamentdz yapinin en

komplexi olup farkli birka¢ yiiz liyeden olusmaktadir. Sekans benzerligi ve
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ekspresyon gibi karakteristik Ozelliklerine dayanarak birka¢ gruba boliimlenerek

siiflandirilmiglardir (19).

Intermediate flament proteinleri 5 grupta siniflandirilirlar:

Tip 1: asidik sitokeratinler (CK 9-20)

Tip2: bazik sitokeratin (CK 1-8)

Tip3: vimentin,desmin,glial fibriler asidik protein ve periferin
Tip4: noroflamentler; nestin ve internexin

Tip5: laminler

Tip6: filensin,fakinin (19,20).

Intermediate flamentlerin fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekle beraber;
striiktiirel yapiyr kurmak, hiicresel biitlinliigli korumak, sekil ve organellerinin
pozisyonlarini korumak gibi fonksiyonlarinin yaninda yapilan c¢alismalarda
[F’lerin statik olmaktan ziyade son derece dinamik olduklar1t ve hiicre
motilitesinde diizenleyici fonksiyon gorerek, hiicresel ve hiicre i¢i hareketlerin
diizenlenmesinde rol aldigini ortaya konmustur. flaveten hiicre sinyalizasyonunda,
strese direngte gorev alip, apoptozise katkida bulunmak gibi fonksiyonlar da

gostermektedir (5,21).

Sitokeratin flamentleri epitel hiicrelerinde, vimentin flamentleri mezensimal
hiicrelerde, desmin flamentleri kas hiicrelerinde, néroflamentler sinir hiicrelerinde

ve glial fibriler asidik protein flamentleri de astrositlerde bulunur (21).

Sitokeratin flamentleri diger flamentlerle karsilastirildiginda en kompleks
yapida olan flamentlerdir. Cesitli epitelyal dokular iizerinde iki-boyutlu
elektroforez ile yapilan caligmalarda molekiiler agirligi 40-70 kDa arasinda
degisen 20 farkli sitokeratin tanimlanmistir. Molekiiler agirliklarina gore diisiik
molekiiler agirlikli ve yliksek molekiiler agirlikli olarak iki gruba ayrilabilir,
izoelektrik noktalarina gore ise bazik ve asidik olmak iizere iki grupta

siiflandirilabilirler (22).
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Sekans homolojileri gozetilerek sitokeratinler;

Tip1 sitokeratinler; CK 9-20 ( 40-50 kDa, asidik proteinler)

Tip2 sitokeratinler; CK 1-8 (53-68 kDa, nétralden bazik protein
komponentlerine kadar) seklinde siiflandirilmiglardir. Sitokeratinler 50 farkl

tiyesi olan genis bir multigen ailesi tarafindan kodlanmaktadir (19).

Genelde diisiik molekiiler agirlikli keratinler yliksek molekiiler agirlikli
keratinlerle ciftler halindedir ve cogu bazik keratinler asidik keratinlerle cift
halinde eksprese olur. Homopolimerik vimentin ve desmine karsin keratin
flamentleri heterodimer yapidadir ve bu iiyelerin her biri antijenik 6zellik tasir

(22).

Sitokeratinlerin tipl ve tip2 c¢iftlerinden olusan heterodimer yapisi
fonksiyonel agidan 6nemli olup, bu heteropolimer yapiya en yaygin ornek
sitokeratin 8/18 ¢iftidir. Heterodimerler yan yan dizilerek tetramer forma, ug¢ uca
eklenerek daha yiiksek sitokeratin polimerlerine (sarmal dimerik yapiyla beraber)
doniiserek flamentéz yapi i¢inde organize olurlar. Diger tiim IF proteinlerle
birlikte sitokeratinler 3 major bolge icerirler; nonhelikal N-terminal bolge, helikal
santral rod ve nonhelikal C-terminal segment. Helikal rod bolge cogunlukla a-
helikal yapidan olusmustur, 300-320 aminoasit rezidiisiinden olusan korunmus bir
sekans1 meydana getirir ve 4 farkli bolgeye ayrilabilir; 1A,1B, 2A, 2B halkalar
seklinde. Helikal segmentler L1, L2 ve L-2 adi verilen daha az korunmus olan

kisa baglayic1 bolgelerden ayrilmistir (19).

Keratinlerin hepsi bir hiicreden ayni anda sentezlenmezler, farkl
epitellerden farkli sitokeratin saliniminda oldugu gibi, gelisim tamamlanincaya
kadar farkli evrelerde ayri keratin alttiirleri eksprese edilir. Boylece, tiim epiteller
(basit ve kompleks) CK eskpresyonuna gore siniflandirilabilirler. Keratinlerin
ekspresyonunun oldukca siki regiilasyonu vardir. Keratin c¢iftleri epitelyal
hiicrelerin farkl tiplerinde devamli salinir ve basit epitelde sadece basit epitelyal
keratinler (tipl; CK 18,19 ve tip2; CK8), ¢ok katli epitelde ise ¢ok katli epitelyal
sitokeratinler (tipl; CK14 ve tip2; CK4) eksprese edilir (22).
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Genellikle basit epitelyal hiicreler CK8/18 ¢iftini diger ¢iftlerle kombine
olarak igerirler. Hepatositlerde sadece IF’nin CK8/18’1 bulunur. CK8/18 cifti
baliktan memeliye kadar pek ¢ok tiir i¢in koruyucu fonksiyon goriirler bu nedenle
gelisim esnasinda erken donemde bile CK8/18 ¢ifti bulunmalidir. CK8 eksikligi
farelerde embriyo 6limiine neden olurken CK18 eksikliginde ise fareler normal
yasam siiresisine sahip olup fertil de olabilirler. CK18 olmayan farelerde CK19 ve
CK20, CKI18 yerine fonksiyon gostermis bdylece normal keratin flamentleri
gozlenmistir. CK18/19’un her ikisinin de yoklugu erken embriyonik Oliimle
sonuclanirken sadece CK19’un yoklugu spesifik fenotipik sonuglar olusturmaz.
CK18’in yoklugunda yasla ortaya ¢ikan CKS8-pozitif agregatlar (mallory body)
patolojik bir 6zellik olarak olusur (5).

2.4.1. SITOKERATIN EKSPRESYONU

Sitokeratin expresyonu normal dokularda gelisim evresine gore degisirken,
normal hiicrelerin kansere doniisiimii esnasinda sitokeratin profili degismeden
kalir. Santral rodlike bolgenin posttranslasyonel modifikasyonu daha nadirken, N
ve C terminal bolgelerinde fosforilasyon, glikasyon ve transglutamasyon gibi bir
takim modifikasyonlar goriilir. Bu modifikasyonlar flamentlerin biyolojik
aktivitelerini etkiler, ¢oziiniirlilkleri ve reorganizasyonlar: artar. Sitoskeleton
icinde sitokeratinlerin ¢dziiniirliikleri ¢cok diislik iken dolasima gegince kiiciik
kompleksler veya genis polimerik protein kompleksleri gibi basit protein
fragmentlerine parcalandiklart gosterilmistir. Heniiz dolasimda intakt sitokeratin
molekiilleri saptanmamistir. Dolasimdaki sitokeratin fragmantlerinin yar1

Omiirleri biiyiikliiklerine bagli olup yaklasik 10-15 saattir.

Dolagima solubl CK fragmentlerinin salinimina neden olan prosesler tam
aciklanamamustir fakat oOlen hiicrelerde, anormal mitozda, prolifere olan
hiicrelerde monomerik CK polimerlerinin asir1 iiretiminde, apoptozisde ve/veya
neovaskiilarizasyonda solubl fragmentlerin salininmi i¢in protein par¢alanmasini

iceren pek ¢cok metabolik yolun gerekli oldugu goriilmektedir.
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Tuimor hiicrelerinden salinmalar1 lizerine sitokeratinler kan, idrar, kist
stvisi, asit, plevral efiizyon ve beyin omurilik sivist gibi ¢esitli viicut sivilarinda

da saptanmustir.

Saglikli insanlarda dolasimda sitokeratin diizeyleri oldukca diistiktiir.
Epitelyal hiicre iliskili karsinomlarda ise diizeylerinde artig goriiliir. Basit

epitelyal hiicreli karsinomlarda CK8,18,19 diizeyleri oldukca artar (19).

2.4.2. SITOKERATIN VE APOPTOZIS

Son zamanlarda apoptozis esnasinda CK’lerin 6nemli fonksiyonlarinin
oldugu bulunmustur (19). Graniiler striiktiir i¢inde apoptotik proges basladiktan
sonra sitokeratin flamentleri tekrar organize olurlar. Sitoskeletonun tekrar
organize olmasinin epitelyal hiicrelerinin apoptozisi i¢in gerekli oldugu
diisiiniilityor. Apoptozis sirasinda kaspazlarin aktivasyonundan sonra bazi

sitokeratinler sindirilir (Sekil.2).

CK18, nonhelikal L1-2 baglayici bolgede VEVDA/A sekansindan kirilir
(asp238 sonrasi). Kaspaz 6, VEVDA/A sekansinin kirilmasinda en etkin enzim
olarak goriilmektedir. VEVDA/A sekansinin CK19 da da oldugu ve apoptozis
sirasinda kirilldigi bulundu. CK14 de VEVDA/A sekansindan kirilir ayrica CK12,
17 de de bu sekans bulunur. Bu nedenle kuraldisi olan CK9 ve CK10 disindaki
tim tipl sitokeatinler kaspazlarin potansiyel substratidirlar. VEVDss3g
sekansindaki kirilmaya 1ilaveten CKI18, C-terminalinde DALD;os (asp396)
sekansinda kaspazlarca kirilir. Bu sekans diger tipl sitokretainlerde bulunmaz.
Erken apoptozis sirasinda sitozolik 6liim efektdér domaini iceren DNA baglayici
protein ile CK8/18 flamentleri ve pro- kaspaz -3 ve kaspaz-9 beraber lokalize
olmuslardir ve bu pozisyonda kirilma gergeklesir. Dahasi erken apoptozis
esnasinda katalitik aktif kaspaz-9, CK flamentleri iizerinde bulunmustur. CK
flamentlerinin ~ kaspaz-9 i¢in platform gorevi goriip pro-kaspaz-3’iin
aktivasyonunu hizlandirdig1 fikri 6ne siiriilmiistiir. Apoptozis sirasinda CK18

direk olarak DALD396 da kaspaz-9 tarafindan kirilir (20).
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CK18, hiicrede hem insolbl flament hem de solubl protein olarak bulunur. Apoptozis sirasinda
CK18, iki ayr1 bolgeden farkli kaspazlar ile parcalanir. Sonugta, CK fragmentleri ve daha diisiik

molekiiler agirlikli polipeptidlerin her ikisinin salinimi meydana gelir (20).

Apoptozis sirasinda  kaspazla  kirikmis  sitokeratinlerin  apoptotik
cisimciklerin olusumunu hizlandirdigr ve apoptotik sinyallerin giiglenmesini
sagladig1 diisiiniilmektedier. Invitro denemeler CK18 ve CK19 fragmentlerinin
apoptozisin orta asamalarinda kaspazla pargcalanmasindan sonra hiicreden

ekstraselliiler alana salinimini gostermistir (19).

2.4.3. APOPTOZIS VE NEKROZ SONUCUNDA CK18’IN SERUMA
SALINMASI

Apoptozis esnasinda CK18’in C-terminalinde kaspazla kirilmasi ile 387-
396. aminoasitleri igeren bir neoepitop olusur; M30. M30’a kars1 antikor
kullanilarak gelistirilen M30 ELISA yontemi ile CK18’in kaspazla kirilmis formu

degerlendirilir.
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Nekrotik hiicrelerin plazma membraninin biitiinliigliniin  bozulmasiyla
sitokeratinler hiicre dismna salinabilir. Nekrozla ortaya ¢ikan CK18 kaspazla
kirilmayan formdur. Gelistirilen M65 ELISA yontemi ile M65 dlgiilerek total
CK18 (hem kaspazla kirilmis form hem de kaspazla kirilmamis formlarin biitiinii)

degerlendirilmektedir.

Kaspazla kirilmig CK18/totalCK18 oran1 ile yaklasik olarak hiicre

6liimiiniin apoptozis ile olup olmadigini belirlenir (5,20).

2.44. SITOKERATINLERIN TUMOR MARKIRI OLARAK
KULLANIMI
Sitokeratinler epitelyal hiicrelerden exprese edildigi icin, epitelden kdken

alan malignensilerin takibinde kullanighdirlar (5).

En ¢ok kullanilan 3 sitokeratin markir; doku polipeptit antijen (TPA), doku
polipeptit spesifik antijen (TPS), CYFRA21-1"dir.

TPA; CK8, CKI18, CK19’u serumda olger. Meme kanseri, kolorektal
kanser, akciger kanseri, bas boyun kanseri gibi cesitli epitelyal karsinomlarda

seolojik markir olarak kullanilmaktadir.

CYFRA21-1; CK19 fragmentleri olgiiliir. Akciger kanseri ve bas boyun

kanserinde kullanilmaktadir.

TPS; M3 monoklonal antikor kullanilarak CK18 ol¢iiliir. Over kanseri,
prostat kanseri, gastrointestinal kanser gibi ¢esitli epitelyal hiicreli karsinomlarda

timor markart olarak kullanilmaktadir (19).

Cesitli  arastirmalarda, kemoterapotik  ilaglarla  hiicre  6liimiiniin
indiiklenmesi sonucunda olusan kaspazla kirilmig CK18 {irtini M30’un ve total
CK18’in belirlenmesinde kullanilan M65’in hasta serumunda arttig1 gosterilmis

ve kanser tedavisinin takibinde kullanisli olduklari belirtilmistir.
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Sadece kanserli hastalarda degil karaciger hastaliklari, septik sok ve siddetli
enfeksiyonlarda da kaspazla kirilmis CK18 artis1 saptanmistir (20).

2.5. APOPTOZIiSiN BELIRLENMESINDE KULLANILAN
YONTEMLER

2.5.1. HEMATOKSILEN-EOZIN BOYAMA

Hematoksilen-eozin ~ boyamada,  hematoksilen = boyast  kromatini
boyadigindan apoptotik hiicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirilir.
Gozlenebilen degisiklikler sunlardir: hiicre kiigiilmesi veya sitoplazmik kiiciilme,
kromatinin kondanse olmas1 ve nukleus zarinin periferinde toplanmasi, nukleusun

kiigiilmesi veya pargalara boliinmesi (23).

2.5.2. GIEMSA BOYAMA
Giemsa ile boyamada, hematoksilen-eozin ile boyamada oldugu gibi

nukleus morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler taninir (23).

2.5.3. FLORESAN MiKROSKOPi

Floresan mikroskopi, floresan maddelerin kullanilmasiyla yapilan bir
boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin
kromatini dolayisiyla nukleusu goriiniir hale gelebilir. Canli ve 6l hiicre ayrimini
yapabilmek i¢in, canli veya 6l tiim hiicreleri boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst
boyasi) ile sadece Olii hiicreleri boyayabilen bir baska boya (6rn. Propidium
iyodiir) beraber kullanilir. Membrani saglam olan (canli) hiicreler, propidium
iyodiir gibi sadece membran biitiinliigii bozulmus (6li) hiicreleri boyayan bir
madde ile boyanmazlarken, 6lii veya canli tiim hiicrelere girebilen Hoechst boyasi
ile boyanirlar. Kuskusuz, bu yontemle hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu
anlasilabilir ama 6li hiicrelerin apoptozla veya nekroz ile dliip 6lmediklerinin
ayrimi, hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisine bakilarak

yapilir (23).
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2.5.4. ELEKTRONMIKROSKOPI

Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi bir yontemdir.
Sitoplazmik kii¢lilme, kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu izlenebilirken,
mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da nukleus membraninin biitiinliigliniin

bozulup bozulmadig: gibi subselliiler detaylar da incelenebilir (23).

2.5.5. FAZ KONTRAST MIKROSKOPi

Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, hiicreyi veya hiicre
toplulugunu incelemek amaciyla kullamlir. Olen hiicrelerin  yapistiklart
alttabakadan ayrilarak besiyerinde yilizmeleri, apoptotik hiicreler iizerinde gelisen
cepcikler, hiicreler heniiz alttabakaya yayilmis halde iseler stoplazmalarindaki

vakuoller izlenebilir (23).

2.5.6. ANNEKSIN-V YONTEMI

Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde membran
lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza
giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine
transloke olurlar. Bu yer degistirme hiicre membran biitiinligiiniin bozulmadig:
apoptotik hiicre Oliimiiniin erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin- V,
hiicrenin dis yiizeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein
oldugu i¢in, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre
goriiniir hale getirilebilir. FITC-Anneksin-V komplesinin hiicre yiizeyindeki
fosfatidilserine baglanma orani flow sitometri ile Ol¢iilebilmektedir. Nekrotik
hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in ikinci boya

olarak propidyum iyodiir eklenmektedir (23).

2.5.7. TUNEL YONTEMI

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar. Konvansiyonel parafin
kesitleri, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) ve nonizotopik isaretli
niikleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in situ isaretleme

ardindan floresan veya enzimatik goriintiileme, apoptotik hiicreleri digerlerinden

31



ayirmada yeterli olmaktadir. Bu yontem yaygin olarak “TdT-dUTP nick-end-
labelling” sozciiklerinin kisaltilmasi olan “TUNEL” yontemi adiyla anilmaktadir

(23).

2.5.8. M30 YONTEM
M30 yonteminde apoptotik hiicreler, sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle
kirilmasi sonucu agiga c¢ikan yeni antijenik bdlgenin immunohistokimyasal

yontemle boyanmasi prensibine gore belirlenirler (23).

2.5.9. KASPAZ-3 YONTEMI
Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3

immunohistokimyasal boyama metoduyla belirlenebilir (23).

2.5.10. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZi

Agaroz orta biiyiiklikte ve biiyik DNA molekiillerini elektroforezle
ayirmak i¢in en yaygin destek ortamidir. Agaroz jeller genellikle floresan bir boya
olan ethidium bromide ile boyanir ve UV 15181 altinda DNA parcalar
goriintlilenir.  Apoptotik hiicrelerdeki endoniikleaz aktivasyonu kromatinin
oligoniikleozomal parcaciklara ayrilmasina neden olur. Bu enzim kalsiyum ve
magnezyum bagimli olup, DNA’da tipik olarak 180-200 baz cifti ve katlar
biciminde bir parcalanmaya yol agar. Bu pargalanma paterni, agoroz jel
elektroforezinde merdiven bi¢iminde “ladder pattern” izlenir ve apopotoz igin
tipiktir. Agaroz jel elektroforez gilivenilir sonuglar veren kalitatif bir analiz

yontemidir (23).

2.5.11.WESTERN BLOTTING

Western blotlama ya da immunoblotlama denilen yontem, bir protein
karisimi igindeki belirli bir proteini ve biiyiikliiglinii saptamak i¢in kullanilan
nicel bir yontemdir. Bu metot istenilen bir proteine karsi yonlendirilen yiliksek
kalitede bir antikor kullanimina baglidir. Bu antikor prob olarak kullanilarak ilgili

protein bir karisimin i¢inden saptanabilir. Western blot hiicrede ne kadar protein
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biriktigini gosterir. Bu metot yardimiyla apoptoza 6zgii baz1 proteinlerin eksprese
olup olmadiklarmin (6rn. bel-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rn. kaspaz-3)

saptanmast miimkiindiir. Sitokrom c’nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigi da bu

metodla belirlenebilir (23).

2.5.12.FLOW SITOMETRI

Flow sitometri yardimiyla, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptozda eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre yiizey
proteininin saptanmasi miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir.
Kolay uygulanabilir olmasi, asir1 uzun zaman almamasi ve kantitatif sonug
verebilmesi acgisindan klinikte apoptozun belirlenmesi acisindan kullanighdir.
Apoptoz flow sitometri uygulamasinda iki sekilde belirlenir.

a. Floresan bir madde olan propidium iyodiir kullanilarak,

b. Anneksin V kullanilarak (23).

2.5.13. ELISA (ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

ELISA yonteminde, antijen-antikor kompleksine bir enzimle isaretli
antiglobulinin ilave edilmesi ve sonra substratin eklenmesi ile eger antijen veya
antikor var ise renk olusumunun gdzlenmesi esasina dayanmaktadir. Duyarli
spesifik ve cabuk sonu¢ veren bir testtir. Apoptozda goriilen ilk olay, sitoplazma
i¢ine niikkleozomlarin salinmasini takip eden DNA fragmentasyonudur. ELISA ile
gerek kiiltlirti yapilmis hiicre populasyonlarinda, gerekse insan plazmasinda DNA
fragmentasyonunu tespit etmek miimkiindiir. Ayni sekilde M30 diizeylerinin
Olciimii de miimkiindiir. ELISA analizinde, ELISA pleytlerindeki sitoplazmik
niikleozomlar1 belirlemek ve yakalamak i¢in iki niiklozomal epitopa spesifik bir
¢ift monoklonal antikor kullanilir. Bu analiz yontemi agaroz jel elektroforez ile
apoptotik DNA merdiveninin belirlenmesinden yaklasik 500 kat daha fazla

duyarli ve ¢ok sayida 6rnegin test edilmesi acisindan daha uygundur (23).
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III-GEREC VE YONTEM

Calismaya Afyonkarahisar il merkezinde bulunan iki 06zel diyaliz
merkezinde, hihgflux polisulfan sentetik membran kullanilan diyalizerlerle tedavi
edilen 70 hemodiyaliz hastas1 ve 20 goniilli saglikli hastane personeli dahil
edilmistir. Bu calisma icin Afyon Kocatepe Universitesi Tibbi Etik Kurulunun

19.03.2009 tarih ve 2009/5-27 sayili onay1 alinmustir.

Calismamiz 4 gruptan olusmustur.

1. Grupl (n=20): (Kontrol grubu) saglikli grup
2. Grup 2 (n=23): 6 ay-3 yildir diyalize girenler
3. Grup 3 (n=24): 4-7 yildir diyalize girenler

4. Grup 4 (n=23): 8-10 yildir diyalize girenler

Kontrol grubunun (grup 1) yas ortalamasi; 45 + 4,2 olup 9 erkek ve 11
kadindan olusturuldu. Grup 2’de hastalarin yas ortalamasi 55,4 £1 4,6 olup 12
erkek, 11 kadin hastadan olusturuldu. Grup 3, 14 erkek, 10 kadin hastadan
olusturuldu ve yas ortalamalar1 54,6 + 15,3 idi. Grup 4’{in yas ortalamas1 55,4 +
14,1 olup 10 erkek, 13 kadindan olusturuldu.

Kontrol grubunun katilimcilarinda herhangi bir kronik inflamatuar hastalik

mevcut degildi.

Kontrol grubundan M30 icin EDTA’ll tiiplere vendéz kan alindi
Hemodiyaliz hastalarindan, M30 calismak i¢in hemodiyalize girmeden Once
EDTA’L tiipe ve iire, kreatinin, iirik asit, fosfor, kalsiyum parametreleri icin es
zamanlt olarak antikoagiilansiz tiipe vendz kan alindi. Her iki tiipe alinan

numuneler 4000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. EDTA’l tiiplerdeki
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numunelerden ayristirilan plazmalar ¢alisma yapilincaya kadar -20 °C’de
saklandi. Antikoagiilansiz tiipteki numunelerden ayristirilan serum Ornekleri

hemen calisild1.

Gruplar arasinda, M30 diizeyleri karsilastirildi. 2., 3. ve 4. gruplarda, her bir
grubun kendi icinde, iire, kreatinin, kalsiyum, fosfor ve iirik asit diizeyleri ile M30
seviyelerinin iligkisi belirlendi. Ayrica tim hemodiyaliz hastalarinin (gruplara
boliinmeden) {ire, kreatinin, kalsiyum, fosfor ve iirik asit diizeyleri ile M30

seviyelerinin iligkisi saptandi.

3.1. Biyokimyasal Analiz

M30, Peviva (Lausen,Switzerland) firmasina ait M30-Apoptosense ELISA
kiti ile ¢alisildi. Olgiimler Trinity (Biotech Captia Reader, USA) marka yikayici
ve okuyucu ile yapildi.

Ure, kreatinin, kalsiyum, iirik asit, fosfor Cobas 400 otoanalizérde Roche

(Mannheim, Germany) firmasina ait spektrofotometrik kitlerle 6l¢iildii.

3.2. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS paket programi kullanilarak degerlendirildi.
Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. Kontrol grubu ve diger
gruplarin M30 degerlerinin ikili karsilagtirlmasinda Mann-Whitney U testi ve

degiskenler arasindaki iliskinin belirlenmesinde korelasyon analizi kullanildi.
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IV-BULGULAR

4.1. SONUCLAR
Hemodiyaliz hastalarmin iire, irik asit, kreatinin, kalsiyum ve fosfor

diizeyleri tablo-VII. de verilmistir.

Tablo-VII. Hemodiyaliz hastalarinin iire, iirik asit, kreatinin, kalsiyum, fosfor

diizeyleri.
Grup Ure Urik asit Kreatinin Kalsiyum | Fosfor
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
6ay-3y1l 132+£296 | 6.67+1,46 | 8.63+£2,54 | 9.24+0,69 | 5.39+ 1,40
4-7y1l 126 £330 | 6.52+1,48 | 849+2,08 | 9.38 +0,84 | 5.36 + 1,31
8-10y1l 132+£380 | 6.71+£0,96 | 929+231 | 9.13+1,27 | 5.78 £+ 1,75
4.2. M30 Diizeyleri

Serum M30 diizeyleri Sekil 3’de ve tablo VI’da verilmistir. Bu bulgulara
gore plazma M30 diizeyleri tiim diyaliz gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli
yiksek bulunmustur (p<0.01). 4.grubun (8-10 yil) M30 diizeyleri diger

gruplardan yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildir.

Tablo-VI. Kontrol grubu ve hemodiyaliz hastalarinin M30 diizeyleri.

Grup M30 (U/L)
1.grup (Kontrol) 122 £20,9
2. grup (6ay-3yil) 189 £ 71,7
3.grup (4-8y1l) 182 + 65,2
4.grup (8-10y1l) 288 +255,7
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Plazma M30 diizeyleri
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Sekil. 3. Plazma M30 diizeyleri (* p<0,01 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda)

4.3. Hemodiyaliz gruplan icinde M30 diizeyleri ile iiremik toksinler
arasindaki korelasyonlar
Her hemodiyaliz hasta grubunda, M30 ile iire, kreatinin, kalsiyum, fire,

fosfor arasinda korelasyon analizi yapilmistir, sonuglar soyledir;

2.grup (6ay-3yil); M30 ile iire (r;0,380), keatinin (r;0,132), kalsiyum
(r;0,378), fosfor (r;0,245) arasinda korelasyon bulunmazken iirik asit ile M30
arasinda pozitif korelasyon (r: 0,449, p<0,05) bulunmustur. 2. Grubun M30’u ile

tirik asit arasindaki korelasyon sekil 4’de gosterilmistir.

3. grup (4-7y1l); M30 ile iirik asit (r; -0,077), kreatinin (r;-0,241), kalsiyum
(r;-0,252), fosfor (r;-0,361) arasinda korelasyon bulunmazken, M30 ile iire
arasinda negatif korelasyon (r; -0,521, p<0,01) bulunmustur. 3. Grubun M30’u ile

iire arasindaki negatif korelasyon sekil 5’de gdsterilmistir.

4. grup (8-10y1l); M30 ile iire (r; 0,283), kreatinin (r; 0,261), kalsiyum (r; -
0,352), fosfor (r; 0,399) arasinda korelasyon bulunmazken M30 ile iirik asit
arasinda pozitif korelasyon (r:0,590, p<0,01) bulunmustur. 4. Grubun M30’u ile

tirik asit arasindaki korelasyon sekil 6’de gosterilmistir.
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Sekil 6. 4.grupta M30 ile iirik asit arasindaki korelasyon

4.4. Tim hemodiyaliz hastalarinda M30 ile iiremik toksinler
arasindaki korelasyon
Hemodiyaliz hastalariin biitiiniiniinde, M30 ile iire, kreatinin, kalsiyum,

tirik asit, fosfor arasinda korelasyon analizi yapilmistir, sonuglar soyledir;

M30 ile iire (r;0,157), kreatinin (r;0,168) arasinda korelasyon bulunmazken,
M30 diizeyi ile iirik asit arasinda pozitif korelasyon (r: 0,291, p<0,05) bulunmus

ve sekil 7°da gosterilmistir.

Fosfor ile M30 arasindaki pozitif korelasyon (r: 0,265, p<0,05) gosterilmis

ve Sekil 8’de verilmistir.

Kalsiyum ile M30 arasinda negatif korelasyon (r: -0,253, p<0,05) bulunmusg

ve Sekil 9°de gosterilmistir
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V-TARTISMA

Apoptozis, organizmanin genetik sifrelerinde bulunan ‘hiicre intihart’
programlarinin gelismesi ve/veya cevresel uyarimlarla etkinlesmesi sonucu ortaya
cikan, gelisim ve farklilasma sirasinda organ yapist ve islevlerinin aktif
degisimini saglayan fizyolojik 6liimdiir ve programli hiicre o6liimi olarak da
tanimlanir. Normal eriskin dokularda hiicre biiylimesi bir denge halindedir. Bu
dengenin biri lehine bozulmasi cesitli patolojilere yol agmaktadir. Apoptotik
hiicre oliimi, eksik veya asir1 uygulanmasi ile ¢esitli karsinom, otoimmiin

hastaliklar ve viral enfeksiyonlar gibi hastaliklarin patogenezinde rol alir (17).

KBY’de apoptozis ile iligkili ¢aligmalar daha ¢ok immiindisfonksiyonun
etiyopatogenezini anlamaya yoneliktir. Periferal kan hiicrelerinden 16kositler
(mononiikleer hiicreler, polimorfoniikleer hiicreler) {iizerinde yapilan cesitli
calismalarda tliremik serumun ve/veya diyaliz tedavi yontemlerinin etkisi

arastirilmistir.

Uremi, immiindisfonksiyon ile iliskili olup artmis enfeksiyon ve malignensi
orani ile karakterizedir. Biyolojik sistemin devamliligi i¢in gerekli bir proses olan
apoptozisin disregiilasyonu ile hemostazis bozulmustur. Literatiirde iiremik
hastalarda apoptozis artis1 rapor edilmistir. D’Intini ve arkadaslar1 (24), {i¢ iiremik
gruptan (hemodiyaliz grubu, periton diyalizi grubu, prediyaliz kronik bobrek
yetmezligi grubu) elde ettikleri monositler {izerinde, yaklasik 10 hafta boyunca
takip ederek bir invitro ¢alisma yapmislar ve apoptozisi, annexin V ve propidium
iyodiir kullanarak, flow sitometri yontemiyle belirlemislerdir. Kontrol grubu ve
periton diyalizi hastalarina nazaran, hemodiyaliz hastalarinda ve prediyaliz kronik
bobrek hastalarinda apoptozis oraninin daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.
Periton diyalizi hastalarinda apoptozis oraninin kontrol grubuna daha yakin
olmasini, iiremik toksinlerin hemodiyaliz yontemiyle belli aralarla dolasimdan
temizlenirken periton diyalizinde siirekli temizleniyor olmasina baglamislardir.

Hemodiyalizde goriilen apoptozis oraninin takip edilen 10 hafta boyunca

42



degismemesi hemodiyaliz tedavi yonteminden bagimsiz olarak {ireminin,

mononiikleer apoptozisi indiikledigi sonucunu ortaya ¢ikarmistir (24).

Sardenberg ve arkadaglar1 (25) 3 liremik gruptan ( hemodiyaliz hastalari,
periton diyalizi hastalari, prediyaliz kronik bobrek yetmezligi hastalar1) elde
edilen polimorfoniikleer l0kositlerde flow sitometri yontemi ile annexin V
baglanmasin1 gostererek apoptozisi Ol¢miisler, tam kanda, flow sitometri ile
pmn’deki fagositoz ve reaktif oksijen tiirlerini ¢calismislardir. Prediyaliz kronik
bobrek yetmezlikli hastalarda apoptozis oranini yiiksek bulurken, hemodiyaliz ve
periton diyalizi hastalarinda kontrol grubuna yakin bulmuslardir. Bunun
sonucunda, tiremik serumdaki iiremik toksinlerin, pmn’de apoptozisi arttirirken
diyaliz yoOntemlerinin apoptozisi yavaslattigini one siirmiislerdir. Pmn’deki
fagositozis oranini periton diyalizi hastalarinda kontrol grubuna daha yakin
bulurlarken hemodiyaliz grubunda pmn’lerin fagositoz yeteneklerinin azaldigini
saptamiglar ve azalmig fagositoz oranini muhtemelen pmn’deki artmis apoptozis
oranina baglamislardir. Pmn’deki fagositoz oraninin, periton diyalizi hastalarinda
nispeten daha iyi olmasini, periton diyalizinin hemodiyalize oranla iiremik

toksinleri dolasimdan daha sik temizliyor olmasi ile agiklamiglardir (25).

Martin-Malo ve arkadaslar1 (26) 5 ayr1 hemodiyaliz mebraninin (suprofan,
hemofan, seliiloz asetat, AN69, polisulfon) apoptozis oranina etkisini arastirmak
amaciyla iiremik hastalardan elde edilen mononiikleer hiicreler {izerinde invitro
bir calisma yapmislardir. Mononiikleer hiicrelerdeki apoptozis oranini, diyaliz
tedavisi almayan iliremik hasta grubunda, kontrol grubu ve periton diyalizi
grubuna nazaran daha yiiksek bulmuslar ayrica bes diyaliz membrani i¢inde en
yiikksek apoptozis oranlarini, hemofan ve suprofan memebranlarinin kullanildigi
hemodiyaliz hastalarinda saptanmislardir. Ureminin bizzat kendisinin apoptozisi
indiikledigi ve ayrica secilen tedavi sekli ile kullanilan membran cesitlerinin de

apoptozis oranini etkiledigi sonucuna ulagsmislardir (26).

Bu ii¢ caligmada tiremik kandan elde edilen lokositlerdeki apoptozis

oraninin artmis olmasi bizim g¢aligmamizdaki apoptozis oraninin hemodiyaliz
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hastalarinda kontrol grubuna nazaran daha yiiksek olmasi ile uyumluydu. Ancak
biz calismamizda bu li¢ ¢alismadan farkli olarak hemodiyaliz tedavisi géren
hastalari, hemodiyalize girdikleri siirelere gore gruplandirip, hemodiyaliz hasta
gruplar1 arasindaki M30 diizeylerini karsilastirarak, hemodiyaliz tedavi siiresinin
apoptozis orani iizerinde etkisinin olup olmadigini1 belirlemeyi amagladik.
Calismamiza dahil edilen 8-10yil siireyle hemodiyalize giren grupta diger
gruplara gore cok yliksek M30 diizeyleri bulmamiza ragmen, bu grupta ayni
zamanda diisiik M30 seviyelerinin de olmasi nedeniyle apoptozis orani agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulamadik ve hemodiyaliz tedavi

stiresinin tiremiden bagimsiz olarak apoptozis oranini arttirmadigini belirledik.

Fernandez-Fresnedo ve arkadaslar1 (27) tremik hastalarin lenfositlerinde
invitro olarak yaptiklar1 ¢alismada, apoptozisi flow sitometride propidium iyodiir
ile boyayarak dlgmiisler ve Fas ve Bcl-2’yi de flow sitometri ile belirlemislerdir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda prediyaliz tiremik hastalarda ve hemodiyaliz
hastalarinda B lenfositlerindeki apoptozis orani artarken B lenfosit sayilarinin da
azaldigmi  saptamiglardir. B lenfosit  apoptozisindeki artisa  Bcl-2
ekspresyonundaki azalmanin eslik ettigini gostermisler ve kronik bobrek
hastalarindaki B lenfositlerinin apoptozisinin artisina Bcl-2 ekspresyonundaki

azalmanin neden olabilecegi sonucuna ulagsmislardir (27).

Uremide total T lenfosit sayilarinda azalma ve T helper (Th) lenfosit
oranlarinda (Th1/Th2) dengesizlik oldugu gosterilmistir. Alvarez-Lara (28) ve
arkadaslar1 yaptiklar1 invitro calismada, liremik hastalarin Thl lenfositlerinde
apoptozis oraninin arttigin1 bulmuslar ve bunun da KBY’li hastalarda selliiler

immiinitede degisiklige neden olabilecegi sonucuna ulagsmislardir (28).

Sekonder hiperparatroidizm KBY de sik rastlanan bir komplikasyondur ve
paratroid hormonun asir1 sekresyonuyla beraber paratoid bezinde meydana gelen
hiperplazinin hiicre proliferasyonu ile apoptozis arasindaki dengenin bozuldugunu
gosterdigi ifade edilmektedir. Zhang ve ark. (29) primer ve sekonder

hiperparatroidizm olgularinda, paratroid bezinde apoptozis oranina bakmislar ve

44



her iki hiperplazi ¢esidinde de bezdeki asir1 proliferasyona paralel olarak

apoptozis oraninin da arttigini géstermislerdir (29).

Literatiirde, baz1 iiremik toksinlerin apoptozise etkisini gostermeyi
amaglayan cesitli ¢calismalar mevcuttur. Bunlardan bir tanesinde, Cohen ve ark.
(6) tremik serumda ve peritoneal sivida biriken, iiremik toksin olarak
nitelendirilen, glukoz modifiye proteinlerin pmn apoptozisini arttirdig1 ve boylece
immiindisfonksiyona katkida bulundugunu goézlemlemisler (6), yine Cohen ve
ark. (30) vyaptiklari bir diger calismada bir bagka tiremik toksin olan
immiinglobulin light zincirlerinin hemodiyaliz hastalarinda pmn’lerin apoptozisini

yavaslattigini bulmuslardir (30).

Uremik toksinlerin endotelyal hiicreler iizerindeki apoptozis oranina
etkisini gostermeyi amaglayan calismalardan birinde, Dou ve ark. (31) pek ¢ok
tiremik toksinin (guanidin bilesikleri, poliaminler, okzalat, miyoinozitol, iire, lirik
asit, kreatinin, indoksil siilfat, indolasetik asit, p-krezol, hippurik asit,
homosistein) endotelyal fonksiyon {izerine etkisini aragtirmiglardir. Bu
toksinlerden ikisinin, p-krezol ve indoksil siilfatin, endotelyal hiicrelerde
apoptozisi arttirmadigini fakat endotelyal hiicre proliferasyonu ve olusan hasarin
tamirini azalttigim goOstermisler ve bdylece bu iiremik toksinlerin, iiremik
hastalardaki endotelyal disfonksiyonda rol oynayabilecekleri goriislinii One

stirmuslerdir (31).

Bir diger calismada, Di Marco ve ark. (7) endotelyal hiicreler {izerinde
ekstraselliiller fosfat artisinin etkisini arastidiklart bir invitro calismada
hiperfosfateminin endotelyal hiicrelerin apoptozisini arttirdigini bulmuslar ve
bunun da tiremik hastalardaki vaskiiler komplikasyonlar1 baglatan etken
olabilecegi, bu prosesin tamiri ile endotelyal biitiinliiglin saglanabilecegi

sonucuna ulagmislardir (7).

Biz, apoptozis ile tiremik toksinlerin iligkisini gdstermek tizere hemodiyaliz

hastalarinda yaptigimiz bu ¢alismada, 5 tiremik toksinin (iire, kreatinin, {irik asit,
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kalsiyum, fosfat) apoptozis artis1 iizerine etkisini aragtirdik. Hemodiyaliz hasta
gruplarinda, bu tiremik toksinlerin plazma M30 diizeyi ile korelasyon profillerini
ortaya koyduk. M30 diizeyleri ile 2.grupta (6ay-3yildir hemodiyaliz tedavisi
gorenler) irik asit, ve 4.grupta (8-10yildir hemodiyaliz tedavisi gorenler) yine
tirik asit arasinda pozitif korelasyon, 3. grupta (4-7yildir hemodiyaliz tedavisi
gorenler) M30 ile lire arasinda negatif korelasyon saptadik. Tim hemodiyaliz
hastalar1 dikkate alindiginda M30 ile iirik asit ve fosfor arasinda pozitif
korelasyon, kalsiyum ile M30 arasinda ise negatif korelasyon bulduk. Bu
bulgularimiz bize irik asit, ve fosforun apoptozis oranimi arttirabilecegini

distindlirmstiir.

Hemodiyaliz tedavisi goren iiremik hastalarda yaptigimiz calismamizda
apoptotik hiicre 6liminii belirlemek i¢in plazma M30 diizeyini Slgtiik. Hiicre
Oliimiiniin dolagimdaki biyobelirteci olan M30 ayni1 zamanda kanser, otoimmiin
hastaliklar, karaciger hastaliklar1 ve vaskiiler hastaliklar gibi cesitli hastaliklarda,
hasta takibinde kullanilabilen yararli bir markirdir. Ozellikle yeni kanser
tedavilerinin denemelerinde bu biyobelirtecler seri tiimor biyopsilerine karsin
periferal kan orneklerinden calisildiklart i¢in ¢alisma orneklerinin elde edilmesi
acisindan cok daha avantajlidirlar. M30, CK18’in aspartat 396’da kaspazla
kirilmasi ile ortaya ¢ikan bir neoepitoptur, apoptotik hiicre 6liimiini belirler ve
M30 apoptosense ELISA gibi basit 6lciim yontemleri ile saptanabilir. M65
Olciimil ise, apoptozis ya da nonapoptotik hiicre oliimii sirasinda salinan total
CK18 (hem kaspazla kirtlmis hem de intakt CK18’in her iki formu) formunu
saptar. Bu biyobelirtecler hem serum hem plazmada calisilabilmektedirler.
Ozellikle epitelyal kanserlerde hiicre &liim biyobelirteci olarak M30 ve M65
kullanilmaktadir (32).

M30 ve M65 hiicre 6liimiiniin biyolojik markir1 olarak meme, akciger ve
endometrium kanserli hastalarda kemoterapiye cevabin degerlendirilmesi ve
prognozisin belirlenmesinde yararli oldugu gdsterilmistir. Oztiirk ve arkadaslari

(33), lokal bas-boyun kanserli hastalar iizerinde yaptiklari ¢aligmada, kontrol
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grubuna nazaran lokal bas-boyun kanserli hasta grubunda, serum M30 ve M65
diizeylerinin yiikseldigini saptamiglar ve bunun sonucunda M30 ve M65’in
serumdaki yliksek seviyelerinin, lokal bas-boyun kanseri i¢in prognostik anlam

tasidig1 sonucuna ulagmislardir (33).

Solubl CKI18 fragmentlerinin (M30, M65), metastaz siklig1 yiiksek
kolorektal kanserli hastalarda potansiyel bir biyobelirte¢ olarak yeri gdsterilmistir.
Ausch ve arkadaslar1 (34) 62 kolorektal kanserli hastada yaptiklar1 ¢alismada
preoperatif ve postoperatif serum Orneklerinde M30 ve M65 calismislar ve
M65’in beraberinde sistemik metastaz goriilme siklig1 yiiksek olan bu hastalarda

yararli bir markir olabilecegini 6ne siirmiiglerdir (34).

Hem plazma hem de serumda, ¢esitli kanser tiplerinde farkli kemoterapdtik
ilaclar kullanarak yapilan klinik denemeler ile kemoterapétik ilaclarin indiikedigi
hiicre Oliimiiniin farmakodinamik biyobelirteci olarak M30 ve M65’in genis
kapsamli kullanim1 g@sterilmistir. De Haas ve arkadaslar1 (35) epitelyal orjinli,
kemosensitif ve %80-90 oraninda kiir elde edilebilen bir kanser olan testikiiler
germ hiicreli kansere sahip ve bleomisin, etoposid, sisplatin tedavisi goren 34
hastada bir ¢alisma yapmuslardir. ilag tedavisi verilmeden 6nce ve verildikten
sonra MO ve M65 diizeylerini 6lgmiislerdir. Ilag tedavisinden once, testikiiler
germ hiicreli tiimér markir1 olarak kabul gormiis, laktat dehidrogenaz, alfa
fetoprotein, B-human koryonik gonodotropin markirlarinin diizeyleri ile M30 ve
M65 diizeylerinin korele oldugunu ve M30 ile M65’in tiimdriin biiytikliiglini
yansitabilecegini bulmuslardir. Ila¢ tedavisinden sonra ise prognozu kotii olan
hastalarda, M30 ve MO65 diizeylerindeki degisimin daha fazla oldugunu
gormiiglerdir. Bu sonuglar ile M30 ve M65’in bu hastalar i¢in prediktif degere
sahip oldugu ve kemoterapdtik ilaglarin timérde meydana getirdikleri

degisiklikleri yansitabildigini ileri siirmiislerdir (35).
Cummings ve arkadaglar1 (36) yaptiklar1 bir ¢aligmada SW620 insan kolon

ksenografti tagiyan ratlarda, auroro kinaz inhibitérii AZD1152 ile apoptotik hiicre

Olimiinli indiikkleyerek M30, M65 diizeylerindeki degisiklikleri Olgmiislerdir.
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M30’un ilagla indiiklenen apoptotik hiicre 6liimii i¢in bir biyomarkir oldugunu ve
M65’in ise tiimoriin biiylimesi ile korele olup, bu nedenle daha c¢ok tiimor

biiyiikliigiinii yansitan bir biyobelirte¢ oldugunu ifade etmislerdir (36).

Kronik karaciger hastaliklarinda ve sirozda karaciger hiicre apoptozisin
oldukca arttig1 bulunmustur. Kronik hepatit C hastalarinda, apoptoziste kaspazla
yikim sonucu ortaya ¢ikan iiriinlerin diizeyi ile karacigerdeki inflamasyona bagl
hasarin derecesinin korele oldugu biyopsilerde gosterilmistir. Yagmur ve
arkadaglar1 (37) M30 antijen serum konsantrasyonunun kronik karaciger
hastaliklarindaki klinik ve diagnostik degerini tespit etmek amaciyla 76 kronik
karaciger hastasi ilizerinde bir ¢aligma yapmiglar, M30 diizeylerinin, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda kronik karaciger hastalarinda arttigini ve kolanjit,

kolelitiazis gibi hepatik inflamasyonla korele oldugunu tespit etmislerdir (37).

Yilmaz ve arkadaslar1 (38), nonalkolik yagli karaciger hastaligi olanlarda
yaptiklar1 bir ¢alismada, basit yaglanma ile nonalkolik karaciger yaglanmasini
ayirt etmekte serum M30 ve M65 diizeylerinin kullanilip kullanilamayacigini
tespit etmeye calismiglardir. Kesin tanist biyopsi ile konmus nonalkolik karaciger
yaglanmasi olan hastalarda, M30 ve M65 diizeylerini yiiksek bulmuslar ve
nonalkolik karaciger yaglanmasini tanimlamada bu biyobelirteclerin yararh

olabilecegi sonucuna ulasmislardir (38).

Simopoulos ve arkadaslar1 (39) laporoskopik kolesistektomi ile tanisi
konmus, kronik tash kolesistiti olan 35 hastada hem serumda hem de safra
orneklerinde M30 ve M65 diizeylerini 6l¢miislerdir. Serumda ve safrada, M30 ve
M65 diizeylerinin arttigini ayrica her iki CK18 formunun serum diizeyleri ile
karsilastirildiginda safra 6rneklerinde daha yiiksek oldugunu bulmuslar fakat M30
ve M65 diizeylerinin artisinin aktif kolesistit ile inaktif kolesisiti ayriminda yararl

olmadig1 sonucuna ulagsmislardir (39).

Sentiirk ve arkadaslar1 (40) akut koroner sendromlu hastalarda, serum M30

ve M65 diizeylerinin seri Olgiimlerini (hastaneye giriste, 24 saat sonra, 48 saat
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sonra) yapmislar ve akurt miyokart infarktiislii hastalarda bu iki biyobelirtecin
diizeylerindeki artigin, 24 saat sonraki dl¢limlerde pik yaptigini1 boylece koroner

hastaligin boyutunu yansitabilecegini bulmuslardir (40).

Sonu¢ olarak hemodiyaliz tedavisi géoren SDBY olan hastalar iizerinde
yaptigimiz bu caligmada, saglikli kisilere oranla apoptozisin arttigini gosterdik.
Hemodiyaliz hastalarindaki serum fire, kreatinin, lirik asit, kalsiyum ve fosfat
diizeylerini plazma M30 diizeyleri ile karsilastirdigimizda iirik asit ve fosfor ile
M30 arasinda buldugumuz pozitif korelasyon ile bu iiremik toksinlerin
SDBY’deki hastalarda apoptozis oraninin artisinda rol oynayabileceklerini
gordiik. Hemodiyaliz tedavi siirelerine gore yaptigimiz gruplar arasinda apoptoziz
oranlar1 anlamli farklilik gostermedigi i¢in hemodiyaliz tedavi siiresinin apoptozis

artisina etki etmedigi sonucuna ulastik.
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VL. SONUCLAR

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar1 asagidaki sekilde Ozetlemek

mumkindiir.

I- Tim hemodiyaliz hastalarinda (tim hemodiyaliz gruplart) M30
diizeyleri, kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek

bulunmustur.

2- Hemodiyalize giris stirelerine gore smiflandirdigimiz Hemodiyaliz
gruplar1 arasinda yapilan karsilastirmada, M30 diizeylerinde anlaml1 bir

fark bulunmamastir.

3- Tiim hemodiyaliz hastalarinda M30 ile iirik asit ve fosfor arasinda pozitif

korelasyon, M30 ile kalsiyum arasinda ise negatif korelasyon bulunmustur.

4- Hemodiyaliz hastalarindan 2.grupta M30 ile {irik asit arasinda pozitif

korelasyon bulunmustur.

5- Hemodiyaliz hastalarindan 3.grupta M30 ile iire arasinda negatif

korelasyon bulunmustur.

6- Hemodiyaliz hastalarindan 4.grupta M30 ile iirik asit arasinda pozitif

korelasyon bulunmustur.

Bizim ¢aligmamizin sonuglarina gére hemodiyaliz hastalarinda apoptozisin
arttig1 ve bu artista iiremik toksinlerin katkisinin olabilecegi, fakat hemodiyaliz
tedavi siiresinin apoptozis iizerine etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar
bize SDBY hastalarinda en uygun tedavi yoOntemlerinin belirlenip tiremik
toksinlerin hasta dolagimindan etkin bigimde uzaklastirilmasinin, apoptozisin ve
apoptozis artiginin neden oldugu pek cok patolojik siirecin azaltilmasina katkida

bulunabilecegini diisiindiirmektedir.
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VII. OZET

Bu c¢alismanin amaci, KBY’de iiremik toksinlerin (iire, kreatinin, iirik asit,
kalsiyum, fosfor) ve hemodiyaliz tedavi sliresinin apoptozis lizerine etkisini,
sitokeratinlerin apoptosiz sirasinda kaspazlar tarafindan yikilmasi ile olusan M30

biyobelirtecinin plazma konsantrasyonunu 6l¢erek arastirmaktir.

Calismaya hemodiyaliz tedavisi alan yaslar1 ortalama 55 + 14 olan 34 kadin
ve 36 erkek toplam 70 hemodiyaliz hastasi ve yaslar1 ortalama 45 + 4 olan 11
kadin 9 erkek toplam 20 saglikli goniilli dahil edildi. Hemodiyaliz hastalar1 tedavi
stirelerine gore gruplandirilds; 1.grup; kontrol grubu, 2.grup; 6 ay-3 yil, 3.grup; 4-
8 yil, 4.grup; 8-10 yil siireyle hemodiyaliz tedavisi gorenler.

Hemodiyaliz 6ncesi alinan kanlardan M30 diizeyi ELISA yontemi ile iire,
kreatinin, iirik asit, fosfor ve kalsiyum diizeyleri spektrofotometrik yontem ile

olciildii.

Plazma M30 diizeyleri hemodiyaliz hasta gruplarinda (2.grup; 189 + 71,7
U/L, 3.grup; 182 + 65,2 U/L, 4.grup; 288 + 255,7 U/L) kontrol grubuna (122 +
20,9 U/L) gore anlamli oranda yiiksek bulundu. (p<0,01) 2.grupta iirik asit ile
M30 (p<0,05, r: 0,449), 3.grupta iire ile M30 (p<0,01, r: -0,521), 4.grupta {irik asit
ile M30 (p<0,01, r: 0,590) arasinda korelasyon vardi. Tim hemodiyaliz
hastalarinda ise M30 ile iirik asit (p<0,05, r:0,291), fosfor (p<0,05, r: 0,265) ve
kalsiyum (p<0,05, r: -0,253) arasinda korelasyon bulundu.

Sonu¢ olarak c¢alismamizin bulgulari KBY’li hastalarda apoptozisin

arttigin1 ve bu artigta fosfor ve tiirik asitin roliiniin bulunabilecegini, hemodiyaliz

tedavi siirelerinin apoptozis lizerine etkili olmadigini géstermistir.
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VIII- SUMMARY

The objective of this study is to investigate the impact of both the uremic
toxins (urea, creatinine, uric acid, calcium, phosphorus) and the hemodialysis
treatment duration onto apoptosis process by measuring the level of M30
biomarkers which are generated by the caspase’s cleave of cytokeratins during

this apoptosis process.

Seventy volunteer patients that were composed of 34 female and 36 male
patients who had undergone hemodialysis treatment with a mean age 55+14 and
twenty healthy volunteers that were composed of 11 female and 9 male with a
mean age 45 + 4 were included to this study. Hemodialysis patients were grouped
on the basis of their treatment duration; 1st group was taken as a control group,
2nd group was selected between the ranges of 6 months-3 years; 3rd group was
between the ranges of 4-8 years; 4th group was between the ranges 8-10 years of

hemodialysis treatment.

Whilst M30 levels were measured via ELISA methods, urea, creatinine,
uric acid, phosphorus and calcium were obtained via spectrophotometric methods

in blood samples which were taken prior to hemodialysis treatment.

As a result, M30 levels of plasma (2nd group: 189 £+ 71,7 U/L, 3rd group;
182 + 65,2 U/L, 4th group; 288 = 255,7 U/L ) were found significantly higher in
hemodialysis patient groups when compared to the control group. (p<0,01) The
correlations among M30 and uric acid in 2nd group (p<0,05, r: 0,449); M30 and
urea in 3rd group (p<0,01, r: -0,521); M30 and uric acid in 4th group (p<0,01, r:
0,590) were found statistically significant. Additionally, the correlations were
found statistically significant among M30 levels and uric acid (p<0,05, r: 0,291),
phosphorus (p<0,05, r:0,265), calcium (p<0.05, r: -0,253) in whole hemodialysis

patients.
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In conclusion, we suggest that apoptosis increases in hemodialysis patients
and is closely correlated with serum phosphorus and uric acid levels but total

duration of hemodialysis is not correlated with the apoptosis.
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