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OZET

Yiizbasioglu, Y. Son Donem Bobrek Yetmezligi Hastalarinda Olas1 Genotoksik
Hasarin degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Farmasotik Toksikoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2024. Kronik bobrek
hastaligi, fonksiyonel nefronlarin kalici kaybiyla karakterize, yaygin, ilerleyici bir
hastaliktir. Son donem bobrek yetmezliginin (SDBY) geri doniisii olmayan bir hastalik
oldugu bilinmektedir. Diizenli diyalize baglamanin genel olarak oksidatif stresi artirip
artirmadigi konusunda bazi tartismalar vardir. Artan oksidatif stres diyaliz hastalarinda
mortaliteyi artirir. SDBY'de kronik hastalik seyrinde inflamasyonda artis, oksidatif
stres ve buna eslik eden DNA hasarinin gelismesi beklenmektedir. Agir metaller de
dahil olmak tizere pek ¢ok faktor hasar1 daha da siddetlendirebilir. SDBY hastalarinda
bu faktorler arasindaki iliskinin ortaya konulmasi da 6nemlidir. Oksidatif strese bagl
genotoksik olaylarin SDBY hastalarini nasil etkiledigini bir arada gosteren ¢aligmalar
diinyada oldukg¢a smirli sayida olup iilkemizde de bulunmamaktadir. Bu calisma
kapsaminda hemodiyaliz tedavisi goren ve géormeyen SDBY hastalarinda genotoksik
hasar Comet yontemi ve 8-hidroksi-2 deoksiguanosin (8-OHdG) ol¢tiimi ile
degerlendirildi. Genotoksik degisiklikler arasindaki iliski, biyokimyasal degisiklikler,
kandaki agir metal seviyeleri (aliiminyum, arsenik, kadmiyum, kursun ve civa),
stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, malondialdehit (MDA) seviyeleri
gibi oksidatif biyobelirtegler Olciilerek degerlendirildi. Genotoksisite, oksidatif stres
ve agir metal diizeyleri tiim hastalarda anlamli derecede artti. Diyalize giren
hastalarda, diyalize girmeyenlere gére DNA hasari, 8-OHdG ve MDA anlamh
derecede artt1, glutatyon ise anlamli derecede azaldi. Hastalik siiresi, artan Al diizeyleri
ile gii¢lii pozitif korelasyona sahipken, artan DNA hasar1 ve kadmiyum seviyeleri ile
orta derecede pozitif korelasyona sahipti. Sonu¢ olarak, ileri ¢alismalar gerekli
olmakla birlikte SDBY hastalarinda oksidatif strese bagli DNA hasarinin ve agir metal
yiikiinii azaltilmasi1 yoniinde yaklagimlar onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Son donem bobrek yetmezligi, oksidatif stres, genotoksisite,

immiinotoksisite

Destekleyen Kurum: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri
Koordinasyon Birimi (Proje No: THD-2022-20254)
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ABSTRACT

Yiizbasioglu, Y. Evaluation of Possible Genotoxic Damage in Patients with End-
Stage Renal Failure, Hacettepe University Graduate School Health Sciences,
Doctor of Philosophy Thesis in Pharmacutical Toxicology, Ankara, 2024. Chronic
kidney disease is a common progressive disease characterized by the permanent loss
of functional nephrons. End-stage renal failure (ESRD) is known to be an irreversible
disease. There is some debate as whether the initiation of regular dialysis in general
increases oxidative stress. Increased oxidative stress increases mortality in dialysis
patients. Inflammation increased oxidative stress and concomitant DNA damage are
expected to develop in the course of chronic disease in ESRD. Many factors, including
heavy metals, can further exacerbate the damage. It is also important to reveal the
relationship between these factors in ESRD patients. Studies showing how oxidative
stress-related genotoxic events affect ESRD patients do not exist in our country and
are very limited in the world. Within the scope of this study, genotoxic damage was
determined by the Comet method and 8-hydroxy-2 deoxyguanosine (8-OHdG) levels
in patients with ESRD who were undergoing hemodialysis or not. The relationship
between genotoxic changes were evaluated by measuring the biochemical changes, the
levels of heavy metals (aluminum, arsenic, cadmium, lead, and mercury) in the blood,
the oxidative biomarkers including superoxide dismutase, catalase, glutathione
peroxidase, malondialdehyde (MDA) levels. Genotoxicity, oxidative stress, and heavy
metal levels increased significantly in all patients. DNA damage, 80HdG and MDA
significantly increased, whereas Glutathione significantly decreased in the patients
undergoing dialysis compared to those not undergoing dialysis. The duration of disease
was strong positively correlated with increased Al levels and moderate positively
correlated with increased DNA damage and cadmium levels. In conclusion, although
further studies are needed, the approaches to reduce oxidative stress-related DNA

damage and heavy metal load in ESRD patients are recommended.

Key Words: End-stage renal failure, oxidaitve stess, genotoxicity, immunotoxicity

Supported by: Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination Unit
(Project no: THD-2022-20254)
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1. GIRIS

Kronik Bobrek Hastaligi (KBH), diinya ¢apinda genel niifusun %10'undan
fazlasini, yani 800 milyondan fazla kisiyi etkileyen; 21. ylizyun en 6nemli 6lim
nedenlerinden biri olarak sayilmaktadir. KBH bobregin yapisini ve fonksiyonunu
etkileyen heterojen hastaliklar i¢in kullanilan genel bir terimdir. KBH'nin tanimu,
smiflandirilmasi ve degerlendirilmesi, 2012'den bu yana Bébrek Hastaligini Iyilestiren
Kiiresel Sonuglar (Kidney Disease Improving Global Outcomes: KDIGO)
kilavuzlarina dayanmaktadir. KBH tanisi, ¢ogunlukla bir filtrasyon belirtecinden
glomeriiler filtrasyon hizinin (Glmerular Filtration Rate: GFR) tahmin edilmesiyle
laboratuvar testleriyle konur. KDIGO raporunda KBH tanimi, klinik tani olmaksizin 3
ay veya daha uzun siire boyunca bobrek hasarinin (albiiminiiri) veya bobrek
fonksiyonunda azalmanin (GFR < 60 mL/dak/1,73 m?) varhig1 olarak verilmektedir
(1,2). KBH ilerledik¢e GFR diiger ve geri kalan nefronlar metabolik atiklari ve ¢evresel
toksik maddeleri etkili bir sekilde viicuttan uzaklastiramaz. Sonug olarak, renal tiibiiler
epitel hiicrelerinin luminal ve bazolateral ylizeyleri potansiyel olarak daha yiiksek
seviyelerde ksenobiyotiklere, metabolik atiklara ve nefrotoksik maddelere maruz kalir.
Son donem bobrek yetmezliginde (SDBY) inflamasyona ve kronik hastaliga sekonder
deoksiriboniikleik asit (DNA) hasariin gelismesi beklenmektedir (3,4).

Oksidatif stres, asir1 oksidan bilesik {iretimi ile yetersiz antioksidan savunma
mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir ve bu da doku hasarina yol
acar. Hiicresel diizeyde etkili olan ve viicudun antioksidan savunmasini olusturan en
onemli bilesenler; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz
(CAT) enzimleri ve glutatyondur (GSH). Artan oksidan aktiviteye katkida bulunan
faktorler arasinda ileri yas ve Ornegin diyabet ve iliremi gibi bobrek hastaligindan
muzdarip hastalarin 6zellikleri yer alir. Hemodiyaliz (HD), Oncelikle membran
biyouyumsuzlugu ve endotoksin tehdidi yoluyla oksidatif streste tekrarlayan artiglara
neden olabilir. Prooksidan ve antioksidan kapasitedeki degisiklikler bobrek hasarinin
erken evrelerinde baslar ve diyaliz hastalarinda ¢ok belirgindir (5-7). Akut veya kronik
bobrek hasari sirasinda iiretilen serbest radikaller ve pro-oksidanlar, hastaligin seyrini
daha da kotiilestirebilir ve daha sonraki komplikasyonlarin patogenezinde rol
oynayabilir. SOD gibi antioksidan enzimler, bu serbest radikali oksijene (O2) ve

hidrojen peroksite (H202) doniistiirerek siiperoksit anyonunu temizler, bdylece



peroksinitrit tiretimini ve daha fazla hasar1 onler; CAT, H202'nin su ve oksijene
ayristirildigi reaksiyonu katalize eder ve GPX, indirgenmis GSH'nin disiilfid formuna
(GSSG) oksidasyonu yoluyla ¢esitli hidroperoksitlerin (6rn., H202) H.O'ya
indirgenmesini katalize eder (8).

Agir metallere maruz kalma, kalan islevsel nefronlarin islevini olumsuz yonde
degistirebilir. Yiiksek maruz kalma diizeylerinde, arsenik (As), kadmiyum (Cd),
kursun (Pb) ve civa (Hg) gibi ¢evresel agir metaller nefrotoksisiteyi artirir. Deneysel
kanitlar, agir metallere maruz kalmanin organlarda oksidatif strese, inflamasyona ve
lipid peroksidasyonuna neden olabilecegini gostermektedir. Cd, Pb ve Hg'ye diisiik
diizeyde kronik maruz kalma, hem renal proksimal tiibliler hasara hem de GFR'de
azalmaya neden olabilir (9-12). As, Cd, Pb ve Hg gibi agir metaller hiicrelerin baglica
antioksidanlarini, ozellikle de tiyol iceren antioksidanlari ve enzimleri tiiketerek
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminde artisa neden olabilir. Sonug olarak, agir
metallerin bobrek hastaligindaki toksik etkilerinden metal kaynakli oksidatif stresin
kismen sorumlu olabilecegi one siiriilmektedir (13,14).

Tedavi sirasinda, HD hastalar tipik olarak haftada iki veya ii¢ kez ¢ok biiyiik
miktarda suya, yani seans basina 90 ila 192 L'den fazla suya maruz kalirlar. Bu nedenle
diyaliz stvisinin hazirlanmasinda kullanilan suyun kalitesi, kirleticilerin hastanin kan
dolasimina yayilmasini 6nlemek agisindan ¢ok 6nemlidir (15). Diyaliz sivisi ve kan
orneklerinde Cu, Zn ve Al arasinda Onemsiz korelasyonlar bulunurken, Pb
konsantrasyonu yalnizca erkeklerden alinan kan 6rneklerinde anlamli bir korelasyon
gostermistir (16). Hemodiyaliz hastalarinda goriilen serum/kan kursun seviyelerindeki
artis, kismen bobrek fonksiyonunun neredeyse tamamen kaybolmasina ve HD
sirasinda kursunun uzaklastirilmasindaki zorluga bagl olabilir. Bu nedenle ¢evresel
kursun maruziyeti, diisiik seviyelerde bile, HD hastalarinda kan kursun diizeylerini
artirabilir. Kronik bobrek diyalizi alan hastalarda kan kursun seviyeleri yiikselmistir
(17, 18).

Pek cok calisma, diisiik maruziyet diizeylerinde bile kadmiyum (Cd) kaynakl
akut ve kronik bobrek hastaligini rapor etmektedir. Cd toksisitesinin ana molekiiler
mekanizmalar1 oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugudur. Cd 6zellikle
bobrek sorunu olan kisilerde birikebilir. Diyaliz bazi maddelerin kandan

uzaklastirilmasina yardimei olsa da Cd'yi ortadan kaldirmadaki etkinligi sinirhidir. Cd



birikimi diyalize giren kisiler i¢in bir endise kaynagidir ¢linkii bobrekler, kemikler ve
diger organlarin hasar gormesi de dahil olmak tizere ¢esitli saglik riskleriyle iligkilidir
(19,20). Uygulanabilirlik, hizlilik, hassasiyet ve ekonomik verimlilik avantajlariyla iyi
bilinen bir teknik olan tek hiicre jel elektroforez (Comet) yontemi, DNA hasarini
Olgmek icin siklikla kullanilir ve insan biyoizleme caligmalarinda erken biyolojik
etkileri gosteren en giivenilir biyobelirteclerden biridir; bu nedenle gesitli resmi
diizenleyici kurumlar tarafindan kabul edilmektedir (21). ROS’larin neden oldugu
20'den fazla oksidatif baz hasar1 tiriiniinden biri olan 8-Hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-
OHAG), hidroksil radikalinin sekizinci karbon atomuna saldirisi sonucu olusur. Bu
baz, oksidatif DNA hasarimin dogrudan bir 6l¢iisii olarak kabul edilmektedir (22,23).

Oksidatif strese bagli genotoksik olaylarin SDBY hastalarini nasil etkiledigini
bir arada gosteren g¢alismalar diinyada oldukg¢a sinirli sayida olup iilkemizde de
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu c¢aligma kapsaminda HD alan ve almayan SDBY
hastalarinda genotoksisite ve oksidatif stres parametrelerindeki degisiklikler ayrintili
olarak degerlendirilerek saglikli kontrollerle karsilastirildi. Deneklerin periferik
lenfositlerindeki DNA hasar1 Comet yontemi ile belirlendi. ELISA kitleri kullanilarak
plazma orneklerinde SOD, CAT, GPx, malondialdehit (MDA) seviyeleri ve 8-OHdG
(oksidatif strese baglt DNA hasarini gosterir) gibi oksidatif stres parametreleri 6l¢iildii.
Aliiminyum (Al), As, Cd, Pb ve Hg gibi agir metallerin seviyeleri de indiiktif eslesmis
plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS) kullanilarak belirlendi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kronik Bobrek Hastahigi
2.1.1.Kronik Bobrek Hastaligi Tam Kriterleri ve Evreleri

Kronik Bobrek Hastaligi (KBH) diinyada ve iilkemizde en onemli saglik
sorunlarindan biridir. Hastaligin ilerlemesi erken tani ile geciktirilebilir fakat erken
tan1 oraninin diisiik olmasi birgok olguda buna olanak vermemektedir. KBH’de
glomertiler filtrasyonun azalmasinin sonucu bébregin soliit yiikiiniin ayarlanmasinda,
metabolik ve endokrin fonksiyonlarinda kronik ve ilerleyici bozulma hali olarak
tanimlanabilir (24,25).

Kronik bobrek hastalig ile ilgili 2002 ile ilgili tanimlamalar 2012 yilllarinda
Ulusal Bobrek Vakfi (National Kidney Foundation: NKF), Bobrek Hastaligi
Sonuglari Kalite Giriimi (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative: KDOQI) ve
KDIGO tarafindan yayinlanmis iki rehber ile biiyiik oranda standart hale getirilmistir.
KBH nedene bakilmaksizin {i¢ veya daha fazla ay boyunca bobrek hasarinin veya
azalmig GFR varlig ile tanimlanir. KBH tani ve siniflama kriterleri Tablo 2.1 de
Ozetlenmistir (2).

Glomeriiler filtrasyon hizi nefronlardan birim zamanda filtre edilen sivi
miktarin1 gostermektedir. KBH’nin hem tanimlama hem de smiflamasinda
kullanilmaktadir. GFR’nin belirlenmesi i¢in giincel rehberlerde ilk asamada kreatinin
temelli formiilden yararlanilmas1 Onerilmektedir ancak kas atrofisi /hipertrofisi,
vejetaryen diyet gibi bazi durumlarda bu 0Ongorii formiillerinin gilivenilirligi
azalmaktadir, bu durumlarda Sistatin C ol¢iimii veya klirens c¢aligmasi yapilmasi
onerilir (2).

Literatiirde 2012 yilinda yayinlanan KDIGO rehberinde KBH evrelemesi
GFR ve albuminiiriye gore 5 evreye, albuminiiriye gore 3 evreye ayrilmistir (Tablo
2.2)) (2).



Tablo 2. 1. KBH tani kriterleri.

Kriterler Yorum
Siire >3 ay, Kronik bobrek hastaliklarint akut bobrek hastaliklarindan ayirmak igin siire gereklidir.
belgelere veya e Klinik degerlendirme siklikla siireyi dnerebilir

cikarima dayah e Epidemiyolojik calismalarda siirenin belgelenmesi genellikle mevcut degildir.

GFR <60 GFR, saglik ve hastalikta bobrek fonksiyonunun en iyi genel indeksidir.

mL/dak/1,73 m? e Geng yetiskinlerde normal GFR yaklasik 125 mL/dak/1,73 m?dir ; GFR <15
mL/dak/1,73 m 2 bobrek yetmezligi olarak tanimlanir

e Azalan GFR, serum kreatininine (tahmini GFR) dayal: GFR i¢in mevcut tahmin
denklemleriyle tespit edilebilir, ancak tek basina serum kreatinin ile tespit edilemez.

Azalan tahmini GFR, dl¢iilen GFR, 6lgiilen kreatinin klirensi veya sustain C kullanilarak

tahmin edilen GFR ile dogrulanabilir.

GFR azalmasi disindaki yapisal anormallikler veya fonksiyonel anormallikler ile tanimlanan bébrek
hasari

Patolojik anormallikler nedeni altta yatan hastalik ve patolojiye dayanmaktadir. Bobrek hasarinin belirtegleri
patolojiyi yansitabilir.

e  Glomeriiler hastaliklar (diyabet, otoimmiin hastaliklar, sistemik enfeksiyonlar, ilaglar, neoplazi)

e  Damar hastaliklar (ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi, vaskiilit, trombotik mikroanjiyopati)

e  Tubulointerstisyel hastaliklar (idrar yolu enfeksiyonlari, taslar, tikanikliklar, ilag toksisitesi)
Kistik hastalik (polikistik bobrek hastaligi)

e  Transplant gecmisi var ise; Bobreklerde gézlenen dogal patolojik anormalliklere ek olarak yaygin
patolojik anormallikler sunlar1 igerir:

e  Kronik allograft nefropatisi (tiibiiler atrofi, interstisyel fibroz, vaskiiler ve glomeriiler sklerozun
spesifik olmayan bulgularr)

e  Rejeksiyon

e Ilag toksisitesi (kalsindrin inhibitorleri)

e  BK Polyoma viriisii nefropatisi

o  Tekrarlayan hastalik (glomeriiler hastalik, oksaloz, Fabry hastalig1)

Bobrek hasarinin bir belirteci olarak albiiminiiri (glomeriiler gegirgenligin artmasi, idrar albiimin-kreatinin
orani [AKO] >30 mg/g).*
e  Geng yetiskinlerde normal idrar AKO'si <10 mg/g'dr. idrar AKO kategorileri 10-29, 30-300 ve
>300 mg sirasiyla "hafif artis, orta diizeyde artis ve ciddi diizeyde artis" olarak adlandirilir. idrar
AKO'si >2200 mg/g oldugunda nefrotik sendromun belirti ve semptomlar: (diisiik serum
albiimini, 6dem ve yiiksek serum kolesterolii) eslik eder.
e  Esik degeri, idrar konsantrasyonuna bagli olarak yaklasik olarak eser veya 1+ idrar 6l¢iim gubugu
degerlerine karsilik gelir
Yiiksek idrar AKO'si, zamanli idrar toplama igleminde idrar alblimin atilimi ile dogrulanabilir

Bobrek hasarinin belirtecleri olarak idrar sedimenti anormallikleri, 6rnegin:

e  Proliferatif glomeriilonefritte RBC dokiimleri

e  Piyelonefrit veya interstisyel nefritte WBC dokiintiileri

e  Proteiniiri ile seyreden hastaliklarda oval yag cisimcikleri veya yagl silindirler
Bir¢ok parankimal hastalikta graniiler silindirler ve renal tiibiiler epitel hiicreleri (spesifik olmayan)

Bobrek hasarmin belirtecleri olarak anormalliklerin goriintiilenmesi (ultrasonografi, bilgisayarli tomografi ve
kontrastl1 veya kontrastsiz manyetik rezonans goriintiileme, izotop taramalari, anjiyografi).

e  Polikistik bobrekler

e  Tikanikliga baglh hidronefroz

e  Enfarktiis, piyelonefrit veya vezikoiireteral reflii nedeniyle kortikal skar olusumu

e infiltratif hastaliklara bagh bébrek kitleleri veya genislemis bobrekler

e Renal arter stenozu
Kiigiik ve ekojenik bobrekler (birgok parankimal hastalik nedeniyle KBH'nin sonraki asamalarinda yaygindir)

Tamm: KBH, nedene bakilmaksizin ii¢ veya daha fazla ay boyunca bdbrek hasarinin veya bobrek
fonksiyonunda azalmanin varligima gore tanimlanir.




Tablo 2.2. Kronik bobrek hastaliginda GFR ve albiiminiiri kriterleri.

GFR evreleri GFR Kategori
(ml/dk/1.73 m?)
Gl >90 Normal veya yiiksek
G2 60-89 Hafif azalmig
G3a 45-59 Hafif ile orta derece azalmis
G3b 30-44 Orta ila ¢ok azalmis
G4 15-29 Siddetli azalmis
G5 <15 Bobrek  yetmezligi veya

diyaliz ile tedavi

Albuminiiri evreleri AAQO (mg/giin)

Al <30 Normal/ytiksek normal
A2 30-300 Yiksek
A3 >300 Cok yiiksek

AAO: Albiimin Atilim Orani, GFR: Glomerular Filtration Rate

2.1.2. Kronik Bobrek Hastaliginin Epidemiyolojisi

Kronik Bobrek Hastaliginin erken evrelerinin sessiz seyretmesi prevalans ve
insidansinin  belirlenmesini zorlastirmaktadir. KBH 2017 yilinda Cin ve
Hindistan’da, sirasiyla 132,3 (121,8 ila 143,7) ve 115,1 (106,8 ila 124,1) milyon
vakayla kiiresel KBH yiikiinlin iigte birini olusturmustur. Banglades, Brezilya,
Endonezya, Japonya, Meksika, Nijerya, Pakistan, Rusya, Amerika Birlesik
Devletleri ve Vietnam'da 10 milyondan fazla KBH vakas1 vardi. Global Hastalik
Yiikii caligmasina dahil edilen 195 {ilkenin 79'unda 1 milyondan fazla yaygin KBH
vakasi vardi (26).

Literatiirde 2016 yilinda yapilan 13 Avrupa iilkesini kapsayan Avrupa KBH
Yiki Konsorsiyumu, yetiskin popiilasyonda KBH prevalansinda (Gl ila GS5)
Norveg'te % 3,31 oraninda (Trondelag Saglik Calismast [HUNT] calismasi)
Almanya'da ise %17,3 oraninda (Pomeranya'da Saglik Calismasi [SHIP]) 6nemli
cografi farkliliklar bildirmistir. Diyabetli hastalar arasinda bu tahminler Hollanda'da
%14,1°e;  (LifeLines calismasi) ve Almanya'da % 39,7'ye (SHIP ¢alismasi)



yiikselmistir. Ayrica, 45 ila 74 yas aras1 genel niifusta G1 ila G5 fazindaki KBH'nin
diizeltilmis yayginligi Norveg'te % 6,3'ten Almanya'da % 25,6'va kadar
degismektedir. Genel popiilasyonda diyabet, hipertansiyon ve obezite
prevalansindaki farkliliklar, farkli tlkeler arasindaki KBH prevalansindaki bu
degiskenligi tam olarak agiklamamaktadir (27-29).

Ulkemizde ise Tiirk Nefroloji Dernegi tarafindan yapilan Tiirkiye Kronik
Bobrek Hastaligr Prevalans Calismasina (CREDIT) gore Tiirkiye’de genel eriskin
poplilasyonda KBH prevalanst %15.7 bulunmus ve %5.43 evre 1, %5.15 evre 2,
%4.67 evre 3, %0.27 evre 4 ve %0.15 evre 5 KBH olarak tespit edilmistir (26). Bu
oranlara gére KBH’nin 2018-2023 verilerine gore iilkemizde 9.2 milyon erigkini
etkiledigi ve 60 ml/dk/1.73m? nin altinda GFR’a (evre 3- 5) sahip yaklagik 3 milyon
kiginin oldugu tahmin edilmektedir (30,31).

Tiirkiye’de 2018 yilinda Renal Replasman Tedavisi (RRT) gerektiren son
donem bobrek hastaligi insidansi milyon niifus basina 149, nokta prevalansi milyon

niifus basina 988 olarak hesaplanmustir (32).

2.1.3. Kronik Bobrek Hastahigi Etyolojisi

Kronik Bobrek Hastaliginin etyolojisi (nedenleri) karmasik ve genellikle
birden fazla faktoriin birlesimi sonucunda ortaya ¢ikar. Bobrek hastaliginin
nedeninin (6rn. diyabet, ila¢ toksisitesi, otoimmiin hastaliklar, idrar yolu tikanikligi,
bobrek nakli vb.) belirlenmesi, daha fazla hasar1 6nlemeye yonelik spesifik tedaviye
olanak saglar. Ayrica bobrek hastaliginin nedenlerinin, ilerleme hizi ve
komplikasyon riski iizerinde etkileri vardir. KBH c¢ok ¢esitli etyolojik nedene bagh
ortaya ¢ikmakla birlikte gelismis iilkelerde en sik diabetes mellitus (DM), 2.en sik
neden ise hipertansiyondur. Diger nedenler arasinda ileri yas, kardiyovaskiiler
hastaliklar, Genetik Faktorler, Otoimmiin Hastaliklar, Enfeksiyonlar, Uriner Sistem

Tikaniklig1, Uzun Siireli [lag Kullanimi sayillabilir (2,33).

2.14. Kronik Bobrek Hastaliginin Belirtileri

Kronik bobrek hastaligi, bobrek fonksiyonlarinin zamanla azalmasiyla

karakterize edilen bir durumdur. KBH’nin progresyonu altta yatan hastaligin



aktivitesi ve dogal ilerleme mekanizmalar1 ile olusmaktadir. Dogal ilerleme
mekanizmalar1 genellikle nefron kayb1 %50°yi gegtikten sonra ortaya ¢ikar ve KBH
duyarliligini arttiran faktorlerin varliginda ilerleme goriilebilir. KBH’de ilerlemenin
takibi GFR veya proteiniiri gibi fonksiyonel degisikliklerin izlenmesi ve bobrek
biyopsisi ve ultrasonografi gibi yapisal degisikliklerin gosterilmesi ile yapilabilir
(34).

Glomeriiler Filtrasyon Hizindaki azalmanin en giiclii ve tek 6n gordiiriiclisii
proteiniiridir, GFR ne kadar diisiikse proteiniiri miktar1 ve ilerleme riski iligkisi o
kadar gii¢liidiir. Degerlendirmede idrar alblimin ve total proteiniiri miktart kullanilir.
Normal bir yetigkinde idrarla toplam protein atilimi 150 mg/giin'den az olmalidir.
Albiimin atiliminin normal hizi1 20 mg/giinden (15 mcg/dak) azdir. Saglikli geng
yetigkinlerde bu oran yaklasik 4 ila 7 mg/giin (3 ila 5 mcg/dak) olup, yasla ve viicut
agirliginin artmasiyla birlikte artar. 30 ila 300 mg/giin (20 ila 200 mcg/dak) arasinda
kalic1 albiimin atilimina orta derecede artmis albiiminiiri (mikroalbliminiiri) denir.
Proteiniiri <500 mg /giin ise alblimin /kreatinin oran1 daha duyarli; 500 mg /giinii
gectiginde ise degisiklikler benzerdir (2,34,35).

KDIGO grubu kreatinin ve GFR’ nin ilk degerlendirmede kullanilmasini
gereklilik halinde dogrulama testlerinin yapilmasimni 6nermektedir. Dogrulayict
testler olarak; serum sistatin-C, kreatinin klirensi, eksojen filtrasyon belirtegleri
kullanilabilir (36).

2.15. Kronik Bobrek Hastahginin ilerleme Hizina Etki Eden Faktorler

Kronik Bobrek Hastaliginin seyri primer bobrek hastaligina ve hastaya ait
kisisel ozelliklere bagli olarak degismektedir. Hipertansiyon, proteiniiri, ¢evresel
kimyasal maruziyeti ve tekrarlayan akut bobrek hasart gibi faktorler degistirilebilir
risk faktorleridir. Bunun yani sira ileri yas, irk, genetik farkliliklar, cinsiyet gibi

degistirilemeyen risk faktorleri de hastaligin seyrini etkilemektedir (Tablo 2.3) (37).

- Yas

Azalmis GFR i¢in énemli bir risk faktoriidiir. Ileri yasta GFR ‘daki azalma

daha hizli olmasina ragmen KBH olanlarda ileri yas ile son donem bobrek hastaligina



progresyon arasinda negatif bir kolerasyon saptanmistir (38). Yaslanmayla birlikte
GFR diisiis oranlart olduk¢a normal (Gaussian) bir dagilim izler; bu da bunun
oncelikle fizyolojik bir siire¢ tarafindan yonlendirildigini diistindiiriir. Yaslanmayla
birlikte GFR'deki diisiis, hem daha diisiik iire {iretimi hem de yaslanmayla birlikte
daha diisiik metabolik hiz ile iligkilendirilmistir. 70 yasin tizerindeki yetiskinlerin
yaklasik yarisinda dlgiilen veya tahmin edilen GFR (eGFR) <60 mL/dak/1,73 m?
olup, KBH tanisi i¢in savunulan bir esiktir (39).

Tablo 2.3. Kronik bobrek hastaliginin ilerlemesinden sorumlu risk faktorleri.

Risk Faktorleri
e Yas o Gebelik
e Cinsiyet e Kardiyovaskiiler hastalik
o Irk e Albliminiiri
e Diisiik nefron sayisi e Dislipidemi
e Diisilk GFR e Sigara
e Hipertansiyon e Hiperiirisemi
e Diisiik serum bikarbonat diizeyi e Nefrotoksinler
e Akut bobrek hasari e Diyabetes mellitus
e Fazla protein alimi e Obezite
- Cinsiyet

Bugiine kadar cinsiyetin, KBH prevalansi, progresyonu ve karakteristiklerine
etkisi lizerine pek ¢ok calisma yapilmistir. Yapilan yakin donem calismalarda; KBH
prevalansi kadinlarda erkeklere gore daha yiiksek olarak saptanmistir. Bunun nedeni
olarak da erkeklerde bulunan daha yiiksek miktarda kas kitlesinden dolay1 kreatinin
diizeylerinin daha yiiksek olmasi1 gosterilmistir. Ancak, kadinlarda KBH siklig1 daha
yiiksek bulunmasina ragmen; erkeklerde son donem bobrek yetmezligi (SDBH)
siklig1 kadinlara gore daha yiiksektir. Hastaligin erkeklerde daha hizli ilerledigi ve
mortalitenin de erkeklerde daha yiiksek oldugu belirtilmistir. En biiyiik etkenin ise
cinsiyet hormonlarindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ozellikle menapoz dncesi

donemdeki kadinlarda dstrojenin koruyucu rolii ve testosteronun ise erkeklerde risk
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faktorii olarak sayildigr bilinmektedir. Sonu¢ olarak bir¢ok c¢alismada erkek

cinsiyetin KBH ‘nin ilerlemesi igin risk faktorii oldugunu gostermistir (40-42).
- Irk

Irksal farklilik tiim Diinya’da KBH sikligini ve hastalik seyrini etkileyen bir
faktordiir. Genetik, biyolojik, kiiltiirel, ¢evresel ve sosyoekonomik farkliliklar;
ozellikle gelismis ve gelismekte olan tilkeler arasi, 6zellikle gelismis ve gelismekte
olan iilkelerde KBH gériilme sikligini etkilemektedir. Ozellikle SDBH hastalarinda
tedavinin ulasilabilirligi, diyaliz tedavisi alma ve tedaviyi devam ettirebilme gibi
saglik hizmetine erisilebilirlik de mortaliteyi etkilemektedir. Yapilan ¢caligmalarda;
SDBH riski Afrikali-Amerikanlarda, beyaz ve Asya toplumlarmna gore artmis
bulunmustur. Yine siyahi irkta, GFR hizindaki diigmenin, beyaz irka gore neredeyse

iki kat fazla oldugu yapilan ¢alismalar ile dogrulanmigtir (43,44).
- Genetik faktorler

Cesitli genetik ve epigenetik faktorlerin; altyapisal olarak KBH riskini
tetikledigi bilinmektedir. Birinci derece akrabasinda SDBH olanlarda risk 3,5 kat
artmis olarak tespit edilmistir. Afrikali Amerikanlarda Apolipoprotein A1(APOL1)
geninde kodlanan 2 risk varyantinin bir arada bulunmasi son ddénem bobrek
hastaligina ilerlemede 6nemli bir risk faktorii olarak bildirilmistir. Bunun yaninda
Meksika gibi faz | pestisit kullanilan {ilkelerde ise epigenetik degisimler ile KBH

insidansinin arttig1 raporlanmustir (45,46).
- Obezite

Obezite, KBH i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir. Obezite; diabet,
hipertansiyon gibi kronik hastaliklar ile dogrudan iligkili olmasinin yanisira
hemodinamik bozukluklar, inflamatuar siiregler, oksidatif stres artis1 ve renin-
anjiyotensin-aldosteron (RAAS) sistemi iizerine de etkili olmasi sebebiyle, KBH
gelisimi i¢in bash bagina bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Diyet, cerrahi
veya ilagla saglanan kilo kaybiyla proteiniirinin geriledigi, glomertil hiperfiltrasyonu
olanlarda GFR’de azalma, diisik GFR’li hastalarda ise artma egilimi saptanmistir
(47,48).
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- Hipertansiyon

Hipertansiyon, KBH hastalarinin yaklasik %60-90 ‘1 gibi yiiksek bir
cogunlugunda mevcuttur. KBH’deki hipertansiyon mekanizmalar1; voliim yiikii
artis1, sempatik hiperaktivasyon, tuz retansiyonu, endotelyal disfonksiyon ve RAAS
sistemindeki hormonal bozukluklar olarak sayilabilir. Kontrolsiiz hipertansiyonun
KBH hastalarinda 6zellikle kardiyovaskiiler kaynakli morbidite ve mortaliteyi
arttirdig1  bilinmektedir. Yiiksek kan basincinin disiiriilmesinin  GFR kaybini
yavaslattigr gosterilmesini takiben hipertansiyonun o6zellikle diyabetik nefropatili
hastalarda SDBH i¢in risk faktorii oldugu ve RAAS blokoj1 ile kan basincinin kontrol
altina alinmasmin riski azalttigi gosterilmistir. Diyabetik olmayan hastalarda da
bobrek yetmezligi i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu 6zellikle proteiniiri gelismis
olanlarda kan basinct disiiriilmesinin  hastaligin ilerlemesinin yavaglattigi

gosterilmistir (49,50).

Diyabetli hastalarda, kalp yetmezligi olan ve ejeksiyon fraksiyonu (HFrEF)
azalmis hastalarda ve aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaligi (6nceden koroner,
serebrovaskiiler veya periferik arter hastaligi 6ykiisii) olan bireylerde, kan basincinin
120 ila 125/<80 mmHg arasinda olmasi onerilmektedir. Tiim rehberlerde KBH olan
beraberinde belirgin proteiniiri, albuminiiri ya da kardiyovaskiiler hastalik riski
yiiksek olan hastalarda hedef kan basincinin <130/80 mm/Hg olmasi1 6nerilmektedir
(Tablo 2.4) (51).

Antihipertansif ilaglarin proteiniiri lizerindeki etkisi ilag sinifina gore degisir.
Kan basinci kontrol edildiginde, anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri
ve anjiyotensin II reseptor blokerleri (ARB'ler) gibi RAAS inhibitorleri,
proteiniirinin azaltilmasinda ve hastaligin progresyonununun yavaslatilmasinda diger
antihipertansif ilaglardan daha etkilidir (52).

Antihipertansif tedavi olarak ilk secenek ACE inhibitdrleri ve reseptor blokeri
ARB tercih edilmektedir. ARB veya ACE inhibitérleri hem sistemik basinci hem de
glomeriiler hipertansiyonu azaltarak renoprotektif etki gdstermekte, proteiniiriyi %50
azaltmakta ve serum kreatinin ikiye katlanma hizinda azalmaya neden olmaktadir.

Sonucta kan basincini etkin diisiiriirken KBH progresyonu da azaltmaktadir (53).
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Ancak ARB/ACE inhibitor tedavisi baglanmasi sonrasinda hiperkalemi agisindan

dikkatli olunmalidir.

Tablo 2.4. Rehberlere gore KBH hedef kan basinci degerleri ve tedavi segenekler.

KBH tiirti 2017 2013 2018 2012 2019
ACC/AHA ESH/ESC ADA NKFKDOQI | THUR
Albumintir Proteiniiri Albuminiiri | Albuminiiri KBH
i 300 mg/g
Kan basinci <130/80 <130/80 140/90 18-64 yas
hedefi KVH riski <130/80 i¢in: 120-
yiiksekse 130/70-80
130/80 >64 yas igin:
130-
140/70-80
. ACE ACE ACE ACE ACE inhibitor
Ilk segenek inhibitér ya | inhibitér ya da | inhibitor ya | inhibitorya | ya da ARB
antihipertansif | da ARB ARB da ARB da ARB

ACC: Amerika Kardiyoloji Dernegi, ESC: Avrupa Kardiyoloji Dernegi, ADA; Amerika Diyabet
Dernegi, NKF: Amerika Nefroloji Kurulusu, THUR: Tiirk Hipertansiyon Uzlasi Raporu,
ACE:Anjiotensin Converting Enzyme, ARB: Anjiotensing Receptor Blocker

Ikinci segenek olarak antihipertansif tedavide kalsiyum kanal blokorleri
onerilmektedir. Diltiazem ve verapamil gibi dihidropiridin olmayan kalsiyum kanal

blokerleri, proteiniirisi olan hastalarda 6nemli antiproteiniirik etkilere sahiptir (54).
- Biyokimyasal faktorler

Kronik Bobrek Hastaligr altyapisi, birgok biyokimyasal yolak tarafindan da
olusturulmaktadir. Dislipidemi, hiperfosfatemi ve hipokalsemi gibi serum elektrolit
dengesizlikleri, diisiik serum bikarbonat diizeyi, yiiksek serum {irik asit diizeyi,
idrarda protein-albumin atilimi ve magnezyum eksiklikleri KBH’ nin ilerlemesi i¢in

risk faktorii olarak saptanmistir (55).

2.1.6. Kronik Bobrek Hastahg Klinik Ozellikleri ve Komplikasyonlar

Bobregin ilk hasari, asemptomatik hematiiriden diyaliz gerektiren bdbrek
yetmezligine kadar degisen cgesitli klinik belirtilerle sonuglanabilir (56). GFR’nin
giderek azalmasiyla birlikte ¢ok cesitli sistemik komplikasyon klinik tabloya hakim


https://www.uptodate.com/contents/diltiazem-drug-information?search=chronic%20kidney%20disease&topicRef=7169&source=see_link
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olur. Son evrede hemen hemen her sistemin etkilenmesine iliskin bir¢ok belirti ve
bulgudan olusan iiremik sendrom ortaya ¢ikar. Ureminin belirtileri arasinda anoreksi,
bulanti, kusma, perikardit, periferik ndropati ve merkezi sinir sistemi anormallikleri
(konsantrasyon kaybi ve uyusukluktan nobetler, koma ve 6liime kadar uzanan) yer
alir. Kan iire nitrojeni (BUN), kreatinin veya GFR'nin mutlak serum seviyeleri ile bu
semptomlarin gelisimi arasinda dogrudan bir iliski yoktur. Bazi hastalarda nispeten
diisiik BUN diizeyleri vardir (6rnegin, yaslt bir hastada 60 mg/dL [21,4 mmol/L])
ancak belirgin sekilde semptomatiktir, digerlerinde ise belirgin ylikselmeler vardir
(6rnegin, 140 mg/dL [50 mmol/L]) ancak asemptomatik kalir. Uremik hastalarmn
yasamlarini devam ettirebilmeleri i¢in HD, periton diyalizi veya bobrek nakli gibi

bobrek replasman tedavisine ihtiyaglart vardir (Tablo 2.5) (57,58).

Tablo 2.5. ileri evre KBH nin (iiremik sendrom) klinik 6zellikleri.

Belirtiler Bulgular
Halsizlik, ¢abuk yorulma Hipertansiyon
Istahsizlik, kilo kaybi Solukluk(anemi)
Bulanti-kusma, diyare Kirli sart1 cilt rengi
Noktiiri Ciltte kasint1 1zleri
Kasinti Ciltte ekimozlar
Parestezi Kalp yetmezligi bulgulart
Huzursuz ayak Perikardial frotman
Biling degisiklikleri Aritmi
Kanamalar Odem
Nefes darlig1 Norolojik
bulgular Gogiis agrisi
Oksiiriik, balgam

- Siv1 Yiikii Artisi

Sodyum ve intravaskiiler voliim dengesi, genellikle GFR <15 ml/dk/1,73 m?
altina diisene kadar homeostatik mekanizmalar ile saglanmaktadir. Hastalarin voliim
durumunu degerlendirmede objektif bir arag bulunmamakta, hastanin viicut agirlhigi,

muk6z memranlarin degerlendirilmesi, kan basinci, elektrolit takibi ve hekimin
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klinik yaklagimiyla degerlendirme yapilmaktadir. Diyette tuz kisitlamasi ve diiiretik
tedaviye c¢ogunlukla yanit alinir ancak medikal tedaviye yanit alinamayan
durumlarda renal replasman tedavisi gerekebilir (57). Sodyum aliminin kontrol
edilmesi ve asir1 sivi yiikiinlin sinirlandirilmasi, KBH ve diyaliz hastalarinda
kardiyovaskiiler koruma miidahalesi i¢in temel kabul edilmektedir. Bobrek Hastalig1
Kiiresel Sonuglar1 (KDIGO) kilavuzlari, hipertansiyonu olan KBH hastalarinda
sodyum aliminin giinde 2 g sodyumun altina (yani yaklasik 5 g sodyum klortir/giin)
diisiiriilmesini 6nermektedir (60).

Kronik Bobrek Yetmezligi hastalarinda yiiksek sodyum alimi (yaklasik 5,5
g/glin'in lizerinde [14 g sodyum kloriir]), kalp yetmezligi, miyokard enfarktiisli ve
fel¢ dahil olmak {izere kardiyovaskiiler bir olaya yakalanma riskinin daha yiiksek

olmasiyla iligkilidir (61).
- Kardiyovaskiiler Komplikasyonlar

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) KBH’nin en 6nemli 6liim sebebidir.
KVH’in énlenmesi ve yénetimi KBH'li hastalar i¢in kritik dneme sahiptir. Ornek
olarak, artan kalsiyum alimi1 (genellikle hiperfosfatemiyi tedavi etmek i¢in verilir ve
yiiksek kalsiyum-fosfor iirlinliyle sonuglanabilir) koroner arteriyel kalsifikasyonu
artirabilir. Tartigmali olmasina ragmen bu, koroner ateroskleroz gelisimi ile iliskili
olabilir ve yiiksek serum fosfor, kalsiyum ve paratiroid hormon (PTH) diizeylerinin
varligr ve/veya sonuglariyla iliskilidir. KVH riski GFR diistiikce artmaktadir.
Hastalarin yagsam boyu KVH dan 6lme riski son donem bobrek yetmezligine ilerleme
riskinden cok daha fazladir (62,63). GFR 45-59 ml/dk/1.73m? olan hastalarda
kardiyovaskiiler komplikasyon goriilme oram %43 iken, 15 ml/dk/1,73m? altina
diistiigiinde bu oran %343 e kadar artmaktadir (64). Kronik diyalizde devam eden
KBH ve son donem bobrek hastaligi hastalarinda KV risk faktorleri; 1rk ve etnik
koken, hipertansiyon, diyabet, obezite ve dislipidemi, sempatik asir1 aktivite, anemi,
mineral kemik bozuklugu, enflamasyon ve yetersiz beslenme, metabolik asidoz,
hareketsiz yasam tarzi, az fiziksel egzersiz, tremik toksinler ve endokrin
degisikliklerdir (63). KBH’lerinde KVH nedenli mortaliteyi azalmak i¢in antiplatelet

ve statin kullanilmasi 6nerilmektedir (66).

- Anemi
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Anemi, KBH olan hastalarda yaygindir. Ciddi anemi, sakatlayici
semptomlara neden olmasinin yan sira, diyaliz dist KBH'de ve diyaliz hastalarinda
kardiyovaskiiler fonksiyonu da etkileyebilir. Diyaliz tedavisi gormeyen KBH
hastalar1 arasinda siddetli anemi, son déonem bobrek hastaligi (SDBY) dahil olmak
tizere KBH'nin daha hizli ilerlemesiyle iliskili olabilir (57). KDIGO ve Diinya Saglik
Orgiitii’ne gore anemi Hb degerinin erkeklerde <13 g/dl kadinlarda <12 g/dl altinda
olmasi olarak tanimlanmaktadir. Renal anemi tanisi igin ise diger anemi nedenlerinin
dislanmas1 sonrasinda bobrek hastaligin  evresiyle uyumlu anemi olmasi
gerekmektedir. Renal anemi normokrom normositerdir, diger bir deyisle eritopoietin
(EPO) iiretiminin azalmasi ve eritrosit dmriiniin kisalmasi nedeniyle gelismektedir
KBH’de anemi prevalansi %17,4 ile %53,4 arasinda degisebilmektedir (65,64). Uzun
stireli anemi kardiyak output artisi, periferik vaskiiler direncte azalma ve sol ventrikiil
hipertrofisi kardiyovaskiiler hastaliklara neden olarak mortalite artisina Yol
acmaktadir (68).

Bobrek hastaliginin neden oldugu dolasimdaki endojen eritropoietinin
azalmasi, KBH hastalarinda sol ventrikiiler hipertrofiye (SVH) katkida bulunabilir.
Eritropoietin reseptorleri kalp dokusunda mevcuttur ve eritropoietinin miyokardiyal
fonksiyon tizerinde dogrudan etkileri olabilir (69).

Nutrisyonel eksiklerin yerine koyulmasi, demir tedavisi, eritropoietin stimule
edici ajanlarin (ESA) kullanimi, kan transflizyonu tedavi segenekleridir. Demir
depolar1 degerlendirilmeli ve transferrin saturasyonu < %30 ve ferritin <500 olan
hastalarda demir tedavisine baslanmalidir. Hepsi spesifik olarak KBH hastalarinda
olmayan, Kalp Yetmezliginde ESA'lar1 inceleyen dokuz randomize galismanin
sistematik bir incelemesi, anemi tedavisinin egzersiz siiresini ve kapasitesini,
ejeksiyon fraksiyonunu, NYHA sinifini, yasam kalitesi gostergelerini ve Kalp
yetmezIigi ile iliskili hastaneye yatiglari iyilestirdigi sonucuna varmistir. Yiiksek
hemoglobin hedeflerini diisiik hemoglobin hedefleriyle veya ESA tedavisini
kontrolle karsilastiran ¢alismalar1 igeren iki meta-analiz, ESA tedavisinin KBH

ilerlemesi iizerinde anlamli bir koruyucu etkisinin olmadigi sonucuna varmistir (70).

- Mineral Dengesi ve Kemik Bozukluklari
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Kronik Bobrek Hastaligi, genellikle asagidaki {i¢ bilesenden biri veya bunlarin
bir kombinasyonu ile kendini gosteren mineral ve kemik metabolizmasi

bozukluklariyla iliskilidir:

e Kalsiyum, fosfor, paratiroid hormonu (PTH), fibroblast biiyiime faktorii 23
(FGF23) ve D vitamini metabolizmasindaki anormallikler

e Kemik dongiisiinde, mineralizasyonunda, dogrusal hacim biiylimesinde veya
giiciinde anormallikler

e iskelet dis1 kalsifikasyon

Kronik Bobrek Hastaliginda gorillen mineral kemik bozuklugunun
patofizyolojisi karmasiktir ve bobrek, paratiroid bezleri, kemik, bagirsak ve damar
sistemi arasindaki iliski dongiilerini igerir. Bu sistemin temel amaci, viicuttaki
kalsiyum ve fosfor dengesinin korunmasidir (71). PTH diizeyi, KBH-mineral ve kemik
bozukluklar1 ve kemik dongiisiiniin tanis1 ve izlenmesinde kullanilan ilk
biyobelirtegtir. KBH- mineral ve kemik bozukluklar1 6nemli bir 6zelligi olan sekonder
hiperparatiroidizm, KBH seyrinin erken dénemlerinde baslar ve bobrek fonksiyonu
azaldikca prevalansi artar. GFR >80 mL/dak/1,73 m? olan hastalarin yalmzca yiizde
12'sinde ytiksek PTH diizeyi vardi (>65 pg/mL, kullanilan testin normalinin iist sinir1
olarak tanimlanir), ancak neredeyse ylizde 60'inda PTH diizeyi yliksektir. GFR'si <60
mL/dak/1.73 m? olan hastalarin %80'inde PTH diizeyleri yiiksektir (72).

Glomeriiler Filtrasyon Hizindaki diisiisiin filtrelenen fosfat yiikiinii azaltmasi
nedeniyle KBH'de erken donemde baslayan fosfat tutulmasi egiliminin, sekonder
hiperparatiroidizmin gelisiminde merkezi bir rol oynadigr diisiiniilmistiir.
Hiperfosfateminin, ileri  KBH'de  kalsiyum  ve  Kkalsitrioliin ~ plazma
konsantrasyonlarindan bagimsiz olarak PTH sentezi ve salgilanmasi iizerinde de
dogrudan etkisi olabilir. Hiperfosfatemi ayn1 zamanda PTH sekresyonunu baskilayan
FGF23 sekresyonunu da uyarir. Belki de hiperfosfateminin en 6nemli sonucu
kardiyovaskiiler sistem iizerindedir, ¢linkii hiperfosfatemi damar sistemindeki
vaskiiler diiz kas hiicresinin osteoblastik doniisiimiinii uyarir ve dogrudan
kardiyovaskiiler kalsifikasyona ve arteriyel sertlige katkida bulunur (73,74).

Plazma kalsitriol konsantrasyonlar;, GFR <60 mL/dak/1,73 m? oldugunda
genellikle normalin altina diiser. Kalsitriol; fosfor, kalsiyum, PTH ve FGF23 dahil
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olmak iizere KBH-MBD'nin ¢esitli bilesenleri arasinda dnemli bir baglantidir. Diisiik
kalsitriol konsantrasyonlar1 dolayli ve dogrudan mekanizmalarla PTH salgisini arttirir.
PTH {izerindeki dolaylh etkiler, kalsiyumun bagirsak emiliminin azalmasi ve kemikten
kalsiyum salinimi yoluyla elde edilir; bunlarin her ikisi de, PTH sekresyonunu uyaran
hipokalseminin gelisimini tegvik eder (75).

Toplam serum kalsiyum konsantrasyonu, fosfat tutulmasi, azalan kalsitriol
konsantrasyonu ve PTH'nin kemik {izerindeki kalsemik etkilerine karsi direng
nedeniyle KBH seyri sirasinda azalir. Hipokalsemi KBH hastalarinda yaygindir ve
artan PTH salgilanmasina ve anormal kemik yeniden yapilanmasina katkida bulunur.
Ote yandan hiperkalseminin iskelet dis1 kalsifikasyonun patogenezinde rol oynadig
diisiiniilmektedir. KBH'de pozitif kalsiyum dengesi kalsifikasyonun ilerlemesinde
onemli bir faktor olabilir. KBH'li bir hayvan modeli, igme suyuna eklenen kalsiyumun,
serum kalsiyum seviyesinden bagimsiz olarak torasik aort, kalp ve aort kapak

kalsifikasyonunda artisa yol agtigin1 gostermistir (76).
- Metabolik Asidoz

Asit-baz dengesi normalde giinliik asit yiikiiniin bobreklerden atilmasiyla
korunur. Metabolik asidoz siklikla KBH ile iliskilidir. KBH; hidrojen iyonlarinin
tutulmasina yol agcar. Amonyum atilimindaki azalmaya ek olarak, titre edilebilir asitin
(oncelikle fosforik asit olarak) atiliminin azalmasi da ileri bobrek hastaligi olan
hastalarda metabolik asidozun patogenezinde rol oynayabilir. Hem diyette fosfat
kisitlamas1 hem de hiperfosfatemiyi Onlemek icin oral fosfat baglayicilarin
kullanilmas1 fosfat atilimindaki diistise katkida bulunabilir. KBH ve metabolik
asidozu olan hastalarda alkali tedavisinin (genellikle sodyum bikarbonat ile)
slirdiiriilmesini 6ngoéren kilavuzlar genel olarak onerilmektedir. Geleneksel olarak
eksojen alkali, bobrek hastaligi olan asemptomatik eriskinlerde genellikle hafif olan
asidemiyi (arteriyel pH genellikle 7,25'in {izerinde) tedavi etmek icin
kullanilmamustir. Yetigkinleri sodyum bikarbonatla tedavi etme konusundaki
endiseler, artan sodyum alimmin, KBH yaygin olarak bulunan hacim geniglemesini
ve hipertansiyonu siddetlendirecegi veya pH'1 ylikseltmenin hipokalsemili hastalarda

tetaniyi hizlandirabilecegi yoniindeki kaygilardir (60,77,78).

- Dislipidemi
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18

Bobrek hastaligi olan hastalarda anormal lipit metabolizmasi yaygindir.
KBH'deki birincil bulgu hipertrigliseridemidir; toplam kolesterol konsantrasyonu
genellikle normaldir (baz1 hastalarda kismen yetersiz beslenmeye bagli olabilir). Tiim
KBH hastalar1 dislipidemi agisindan degerlendirilmeli ve potansiyel olarak tedavi
edilmelidir. Statin kullanmayan, yas1 <50 olan hastalarda kardiyovaskiiler hastalik risk
degerlendirmesi ve statin tedavisi ihtiyacin1 degerlendirmek amaciyla takip testi
yapilabilir. Bobrek replasman tedavisinin yonteminde bir degisiklik veya
dislipideminin yeni ikincil nedenleri (nefrotik sendrom, hipotiroidizm, diyabet, asiri
kilo gibi) hakkinda endise varsa, statin tedavisine uyumu degerlendirmesi de
yapilabilir (79).

Hiperkolesterolemili hastada ezetimibli veya ezetimibsiz bir statin, plazma
kolesterol konsantrasyonunu etkili ve giivenli bir sekilde kabul edilebilir seviyelere
veya yakin seviyelere diistirebilir. KBH'nin olumsuz kardiyovaskiiler prognoz ile
iligkili oldugu g6z Oniine alindiginda, KBH'nin koroner kalp hastaligina esdeger
oldugu kabul edilir. Her ne kadar bazi calismalar statinlerle lipid diisiiriilmesinin
proteiniiriyi azaltabilecegini ve bobrek hastaliginin ilerlemesini yavaslatabilecegini
One stirse de, daha sonraki biiyiik aragtirmalar bobrek sonuglari tizerinde higbir yararl
etki bulamamistir; bu nedenle statin tedavisi tek basina bobreklerin korunmasi

acisindan faydali degildir (80,81).
- Malnutrisyon

Ilerlemis KBH'li hastalarda yetersiz beslenme yaygindir; bunun nedeni, gida
aliminin yetersiz olmasi (esas olarak anoreksi nedeniyle), bagirsak emiliminin ve
sindiriminin azalmas1 ve metabolik asidozdur. Amerika Birlesik Devletleri Uciincii
Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Anketi (NHANES)nde yaslar1 >60 olan
katilimeilar arasinda, eGFR <30 mL/dak/1,73 m? bagimsiz olarak yetersiz beslenme
ile iligkilendirilmistir (82). Bu nedenle KBH'li hastalarin beslenme durumunun
izlenmesi Onerilir. Diisiik plazma alblimin konsantrasyonu, yetersiz beslenmenin
gostergesi olabilir. Beslenme durumunu en iyi sekilde degerlendirmek i¢in serum
albiimin konsantrasyonu ve viicut agirligr seri olarak ol¢iilmelidir; eGFR'leri <20
mL/dak/1,73 m? olanlar igin bunlar yaklasik olarak her bir ila ii¢ ayda bir 6l¢iilmeli
ve gerekirse eGFR'leri <15 mL/dak/1,73 m? olanlar icin daha sik 6lgiimler
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yapilmalidir. Genel olarak, KBH'li ¢ogu hastanin diyeti giinde yaklasik 30 ila 35
kcal/kg saglamalidir. Yeterli protein, yag, mineral ve su alimlarini i¢eren bir diyet

tablosuna uyulmasi istenir (83,84).
- Hiperkalemi

Potasyum atilimini normale yakin diizeylerde siirdirme egilimi, hem
aldosteron salgilanmast hem de distal akis korundugu siirece bobrek hastaligi olan
hastalarda genellikle istenir. Bu nedenle, hiperkalemi genellikle oligiirik olan veya
yiiksek potasyumlu diyet, artan doku parcalanmasi veya hipoaldosteronizm (bazi
durumlarda bir ACE inhibitorii veya ARB uygulanmasina bagli olarak) gibi ek bir
sorunu olan hastalarda gelisir. Potasyumun hiicre aliminin bozulmasi da ileri KBH'de
hiperkaleminin gelismesine katkida bulunabilir.

Kronik bobrek hastalarinda hiperkaleminin dnlenmesine yardimci olabilecek
cesitli onlemler vardir. Bunlar arasinda diisiik potasyumlu bir diyetin alinmasi (6rn.,
<40 ila 70 mEg/giin [1500 ila 2700 mg/gin]) ve miimkiinse non-steroid
antiinflamatuar ilaglar (NSAII) ler gibi serum potasyum konsantrasyonunu yiikselten
ilaglarin kullanimindan kag¢inilmasi yer alir. Seg¢ici olmayan beta blokerler, serum
potasyum konsantrasyonunda postprandiyal artisa neden olabilir ancak kalict

hiperkalemiye neden olmaz (85,86).
- Endokrin Komplikasyonlar

Kronik bobrek hastalarinda tiroid durumunu dogru bir sekilde
degerlendirmek genellikle fizik tani ve tiroid fonksiyon testleri ile miimkiindiir.
Yaygin bulgular arasinda diisiik ve toplam serum T3 konsantrasyonlari ve normal
ters T3 ve serbest T4 konsantrasyonlart yer alir. Serum tirotropin (TSH)
konsantrasyonu tipik olarak normaldir ve ¢ogu hasta otiroiddir (87).

Bobrekler tiroid hormon metabolizmasinda rol oynar. KBH’de iyot
klerensinde azalma meydana gelir ve total iyot miktarindaki artis tiroid hormon
tiretimini baskilayarak hipotiroidi gelisimine neden olabilir (88).

Diabetes Mellitus (DM), SDBY’nin ana nedenidir. Tersine, KBH’de
karbonhidrat ve insiilin metabolizmasindaki ¢esitli degisikliklerle iligkilidir.

Diyabetik hastalar1 tedavi ederken, bobrek fonksiyonundaki diisiisiin baslamasiyla
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uyumlu yeterli tedavi ayarlamalarinin yapilmasini saglamak icin KBH'min neden
oldugu metabolik bozukluklar akilda tutulmalidir. Ayrica, KBH’de kullanilan ¢esitli
spesifik tedaviler, iiremik hastalarda DM'nin farmakolojik tedavisini de etkileyebilir.
Yeterli glisemik kontrol, diyaliz sirasinda iiremik diyabetik hastalarda morbidite ve
mortalitenin yani sira diyabetik nefropatinin baslangici ve ilerlemesinde de azalma
ile iligkilendirilmistir. Yogun insiilin tedavisi, glisemik kontrolii énemli dlciide
iyilestirebilir ve insiilinle tedavi diyabetli KBH tedavisinin bir pargasi olarak
diistiniilmelidir. Bobrek yetmezligi hipoglisemi i¢in bilinen bir risk faktoriidiir.
Glisemik kontrol; proteiniiri gelisimini ve GFR kaybini azaltir. Glikozile hemoglobin
HbAlc < %7 hedeflenerek diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlar1 onlenebilir,
ilerleyisi geciktirilebilir (89). En sik goriilen endokrin komplikasyon ise sekonder

hiperparatiroididir, renal osteodistrofi gelisimine neden olur (87).
- Uremik Komplikasyonlar

Kronik bobrek hastalarinda trombosit fonksiyon bozuklugu gelismesi
sonucunda kanama zamani uzayabilir, ancak asemptomatik hastalarda tedavi
onerilmemekle birlikte; aktif kanama durumunda, cerrahi ya da girisimsel islemlerde
desmopressin, kryopresipitat, dstrojen replasmani ya da diyaliz uygulanabilir (64).
Uremik Néropati, ensefalopati (tedavi edilmezse ndbet ve komaya ilerleyen zihinsel
durum bozuklugu), polindropati ve monondropati dahil olmak iizere merkezi ve
periferik  sinir  sistemi  fonksiyon  bozukluklar, SDBY'nin = Onemli
komplikasyonlaridir. Ancak diyalize daha erken baglama egilimi nedeniyle ¢ok daha
az yaygin gozlenebilmektedirler.

Huzursuz bacak veya yanan ayak sendromlar ile karakterize edilen duyusal
islev bozukluklari, iremik ndropatinin sik goriilen belirtileridir. Bu komplikasyonlar
genellikle diyalizin baslatilmasi i¢in mutlak endikasyonlardir. Uremik néropatinin
tyilesme derecesi, diyalize baglamadan 6nceki fonksiyon bozuklugunun derecesi ve
kapsami ile dogrudan iliskilidir. Perikardit insidans1 ise tedavideki ilerlemeler
sayesinde KBH'li hastalarda azalmistir, ancak bu sorun hala 6nemli morbidite ve ara
sira mortalite ile iligkilidir. Ates, ploretik gogiis agris1 ve perikardiyal siirtiinme sesi
tiremik perikarditin baslica belirtileridir. Uremik perikarditin nispeten karakteristik bir

ozelligi, muhtemelen bunun metabolik bir perikardit olmas1 ve epikardiyal hasarin
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nadir goriilmesi nedeniyle, elektrokardiyogramin genellikle tipik yaygm ST ve T
dalgas1 yiikselmesini gostermemesidir. Dolayisiyla bu anormalliklerin bulunmasi

perikarditin baska bir nedenini diistindiirtir (90).
- Seksiiel Bozukluk

Degisen tanimlar ve konunun hassas dogas1 nedeniyle KBH'li kisiler arasinda
cinsel islev bozuklugunun yiikiinii tahmin etmek zordur; ancak bobrek fonksiyonu
kotiilestikge, bobrek fonksiyonu normal olan kisilere gore daha sik goriiliir. Bobrek
hastaliginin yani sira bununla iligkili fiziksel (yani komorbiditeler) ve fiziksel
olmayan faktdrlerin birlesiminden kaynaklanir. Uremik erkeklerin yarisindan
fazlasinda erektil disfonksiyon, cinsel isteksizlik kadinlarda dogurganlikta azalma,
erken dogum, adet diizensizligi goriilmektedir (89). Uremi, hipotalamik-hipofiz-
gonadal eksende ortaya c¢ikan diizensizlik cinsel islev bozukluguna katkida
bulunabilir ve GnRH, LH, FSH ve prolaktin klirensinin de azalmasiyla seksiiel

bozukluklara neden olur ( 91).

2.2. Renal Replasman Tedavileri

Renal replasman tedavisi (RRT) morbiditeyi ve belki de mortaliteyi
azaltabileceginden, ihtiyac duyabilecek hastalarin belirlenmesi 6nemlidir. Diinyada
yaklasik 3 milyon kisi RRT almaktadir. Genel popiilasyonda yasam beklentisinin
uzamast, yasl niifusun artisi, KBH insidansinin artmasi, RRT’ nin kabul kriterlerinin
genisletilmesi ve diyalize erisimin kolaylagsmasi nedeniyle RRT alan hasta sayis1 da
artmistir (92).

Hastanin bilingli secimler yapmast ve RRT i¢in hazirlik 6nlemlerini
uygulamast i¢in yeterli zamana ve bilige sahip olmasi amaciyla bu programlar en geg
4. evre KBH'den once baglatilmalidir. Evre 5 asemptomatik KBH’lerinde diyalize
baslamak icin net bir GFR degeri belirlenmemistir. Evre 5 KBH 6l¢iilen GFR’1ndaki
degiskenligin bobrek fonksiyonlarini giivenilir sekilde gostermedigini 6ne siirmiistiir
(91,92). GFR <15 ml/dk/1,73m? altina diistiigiinde hastalarda iiremik semptomlar,
voliim yiiklenmesi, tedaviye direncli elektrolit ve asit baz bozukluklart gibi klinik
semptomlar 6n plana ¢ikar. Bu durumlar diyalizin hemen baslanmasi1 gerektiren

semptomlar agisindan yakin takip edilmelidir (93).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7485155/#bibr3-2054358120952202
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Kronik bobrek hastalarinda RRT i¢in klinik endikasyonlar olarak iiremik
ensefalopati, perikardit veya plorit, konflizyon, asterik, miyoklonus, el bilegi veya
ayak diisiikligli veya ciddi vakalarda nobetler, tiremiyle iligkili kanama diyatezi,
tedaviye direncli hipervolemi, direngli hipertansiyon, medikal tedaviye direngli
metabolik bozukluklar (metabolik asidoz, hiperkalemi, hiponatremi, hipokalsemi,
hiperfosfatemi), —malnutrisyon sayilabilir. Diyalize baslamanin  goreceli
endikasyonlar1 arasinda dikkat ve bilissel gorevlerde azalma, depresyon, kalici
kasint1 veya huzursuz bacak sendromu yer alir (94). Tiim hastalar i¢in standart bir
tedaviden uzaklasip en iyi kalite ve en giivenilir yontemlerin tespiti hastaya ozel
bireysellestirmis tedaviyi belirlemeyi hedeflenmek gerekmektedir (93).Sonug olarak,
bir hastanin diyalize veya bobrek nakline ihtiya¢ duyup duymayacagi ve ne zaman
ihtiyag duyacagi tam olarak belirsizdir. Ug ana diyaliz tiirii vardir: HD, periton

diyalizi ve hemofiltrasyon.
2.3. Renal Transplantasyon

Transplantasyon bugiin sunulan standart diyaliz tiirlerine gére daha {istiin sag
kalima sahiptir. Transplantasyon kronik diyaliz tedavisi baslanmadan 6nce yapilirsa
preemptif olarak tanimlanir. Premptif transplantasyon, HD baslandiktan sonra
yapilan bobrek nakline gore daha yiiksek oranda basariya sahiptir. Bundan dolay1
transplantasyon uygulanabilirligi ve hazirligi diyalize ihtiya¢ duyulmadan once

degerlendirilmelidir (95).
2.4. Hemodiyaliz ve Genel Ilkeleri

Diyaliz terimi, Yunanca "i¢cinden" anlamina gelen dia ve "gevsetmek veya
bolmek" anlamina gelen lizis kelimelerinden tiiretilmistir. Bobregin kani filtreleme
roliiniin fazla suyu, ¢6zlinen maddeleri ve toksinleri ortadan kaldiran yapay ekipmanla
desteklendigi bir bobrek replasman tedavisi seklidir. Bobrek fonksiyonundaki akut
diisiislin iistesinden gelmeye, bobrek nakli yapilana kadar zaman kazanmaya ya da
nakil aday1 olamayanlar i¢in yasam boyunca fonksiyonlari saglamaya caligir (96,97).

Hemodiyaliz i¢in mutlak kontrendikasyon damar yolunun saglanamamasidir
ve zor damar yolu, igne fobisi, kalp yetmezligi ve pihtilasma bozuklugu gibi sgoreceli

kontrendikasyonlar sunlari igerir ayilabilir (98). Hemodiyaliz bobregin iki temel
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gbrevini, soliit ve s1v1 uzaklastiriimasini iistlenir. Islem sirasinda yar1 gegirgen zarin
(diyalizor) bir yaninda diyalizat sivist diger yaninda hastanin kani pompalanir.
Konsantrasyon gradyantina bagli difiizyon ile plazmanin biyokimyasal i¢erigi degisir,
soliitun uzaklastirilmasi saglanir (99). Genellikle kan akimi 300-400 mL diyalizat
akimi 500 ml olacak sekilde uygulanir. Cozlinen madde intravaskiiler bolmeden
difiizyon veya konvektif tasima yoluyla temizlenir. Bu tagima, belirli bir soliit i¢in kan
ve diyalizat arasindaki konsantrasyon gradyani, kan ve diyalizat akisinin tiirii ve
miktarina, diyaliz membraninin 6zelliklerine, uzaklastirilan soliitiin boyutu ve

fizikokimyasal 6zelligi dahil olmak iizere birgok faktore baglidir (96,97).

Difiizif tasima: HD wuygulanan hastalarda metabolik atiklarin
uzaklastirllmasinin birincil yoludur. Bu tasima, hastadan gelen kanin, diyaliz
membraninin her bir lifi icinde yer alan gozeneklerden akisi yoluyla meydana gelen
diyaliz s1visi ile arayiiziine baglidir (98).

Kan ve diyalizat diyaliz membrani boyunca ayn1 yonde aktiginda (eszamanli
akis), bir ¢dziinen maddenin difiizyonu kandaki maddenin konsantrasyonunu azaltacak
ve diyalizatta ylikseltecektir. Boylece konsantrasyon gradyani yavas yavas azalacak
ve hatta belki de ortadan kalkacaktir. Bu etki ters akim akisiyla en aza indirilir. Bu
diizenlemede, diyalizattaki ¢oziinen madde konsantrasyonu, kan (vendz) ¢ikisinda
diyalizore girdiginde en diisiik seviyededir (soliit kan konsantrasyonunun minimum
oldugu yerde) ve diyalizorden kanda (arteriyel) ¢iktiginda en yiiksektir(¢oziinen kan
konsantrasyonunun maksimum oldugu yer). Sonug olarak, siv1 yollariin uzunlugu
boyunca yliksek bir konsantrasyon gradyani korunur (98,99,100,102).

Hemodiyaliz sirasinda daha biiytik tiremik toksinlerin daha iy1 uzaklastirilmasi
i¢in 'daha biiytlik' gozenekler kullanilir. Diyaliz makinesi tarafindan {iretilen, membran
boyunca hidrostatik basing gradyani yoluyla gergeklesir (103-104). Hiicre icermeyen
stvinin kan bdlmesinden diyalizat bolmesine filtrelenmesine ultrafiltrasyon denir.
Damar erisimi igin genis kateterler tercih edilir (106,107).

Diyalizor, HD makinesi ve ekstrakorporeal sistemden olusur. Bu bilegenler kan
devresi ve diyaliz soliisyonu (diyalizat) devresi olarak iki ayri sistem seklinde
tanimlanir.

Hemodiyaliz (HD) aparat1 sunlari igerir:

a) Kan devresi
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b) Diyaliz soliisyonu devresi (98).

a) Kan devresi

Kan devresinde damardan alinan kan arteryel hat {izerinden diyaliz cihazina
pompalanir. Kan, cihaz diyalizériindeki (yayl bir silindir pompa) kilcal tiiplerden
gecer ve hastaya vendz yoldan pozitif basing ile geri verilir. Hastanin kani yari
gecirgen bir membran (diyalizer) ile, igerigindeki soliitlerin konsantrasyonu
ayarlanabilen bir siviyla (diyalizat) temas halindedir. Her iki sividaki soliitler
konsantrasyonun yiiksek oldugu taraftan diisiik oldugu tarafa gecer (diflizyon).
Diyalizatta bulunmayan iire, kreatinin ve diger liremik toksinler hasta kanindan
diyalizata gecer ve atilir. Buna karsilik diyalizatta daha yiiksek konsantrasyonda
bulunan bikarbonat gibi maddeler diyalizattan kana gecer. (98,108).

Diyalizat devresi ise diyalizat ve saflastirilmis suyla seyreltilmis bikarbonat
¢ozeltisinin kullanildig1 tek gegisli bir sistemdir. Dahili filtreleme ile gelistirilmis HD,
silindirli pompa gibi ek bir ekipman gerektirmez ve hemodiyafiltrasyondan daha
kullanighdir. (98,106,107).

b) Diyaliz soliisyon devresi

Diyalizat devresi sunlari igerir:
- Bir su aritma sistemi

-~ Suyu karistirip yogunlastiran ve diyalizore besleyen oransal bir sistem

Gelismis kontrol secenekleriyle monitdrler, alarmlar ve ultrafiltrasyon
kontrolii

Diyalizde su safligina iligkin standartlar Tibbi Cihazlarin Gelismesi (AAMI)
tarafindan tanimlanmaktadir.

Diyalizdeki hastalarin suda siklikla bulunan bazi kirletici maddelere maruz
kalmasi, merkezi sinir sistemi fonksiyon bozuklugu, kemik hastaligi, hemoliz,

enfeksiyon ve 6liim gibi 6nemli komplikasyonlara neden olabilir (109).

Diyalizatin bilesenleri
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Tipik bir hemodiyalizat glikoz, sodyum, potasyum, bikarbonat (veya baska bir
tampon), kalsiyum, magnezyum ve klortir ve igerir.

Sodyum, zamanla diyalizattaki sodyum konsantrasyonu 149 mEqg/L'ye kadar
yiikseltilmistir (110).

Potasyum, Cesitli diyalizat potasyum konsantrasyonlart mevcuttur. 2 mEq/L
veya daha yiiksek diyalizat potasyum konsantrasyon HCOs'lar1 yaygin olarak
kullanilir (111).

Bikarbonat, bobrek fonksiyonu olmayan hastalarda asit birikimi nedeniyle
tiiketilen viicut tamponlar1 diyaliz sirasinda alkali uygulamasiyla onarilir. Tedavi
sirasinda uygulanan alkali miktari, diyalizat bikarbonat konsantrasyonuna baglidir ve
geleneksel olarak belirgin diyaliz sonrasi alkalemiyi onleyecek ve diyaliz dncesi
asidemiyi en aza indirecek sekilde ayarlanmaktadir. Mevcut KDOQI kilavuzlari,
diyaliz oncesi veya stabilize serum HCO3 ™ seviyelerinin 22 mmol/L'de/veya tizerinde
tutulmasini 6nermektedir (112).

Kalsiyum, KBH olan ¢ok az hastada semptomatik hipokalsemi goriiliir. Bu tiir
asemptomatik hastalar genellikle hipokalsemiden ziyade bagirsak fosfatini baglamak
ve kemik hastaligini1 6nlemek i¢in oral kalsiyum ile tedavi edilir. Giiniimiizde ¢cogu HD
initesinde standart diyalizat olarak 3,5 mEq/L konsantrasyonunun yerini 2,5 veya 2,25
mEq/L'lik bir kalsiyum konsantrasyonu almistir (113).

Diyalizor kan devresi ve diyaliz soliisyon devresi arasinda koprii kuran HD
kismudir. Diyalizat, diyalizatoriin yar1 gegirgen membrani ile kan bolmesinden ayrilan
diyalizat bolmesi yoluyla pompalanir. Diyalizorler, i¢inde i¢i bos liflerin veya paralel
membran plakalarinin diyalizat i¢inde asil1 oldugu bir poliiiretan kapsiil veya kabuktan
olusur (106,114). Diyalizér sec¢imi, diyaliz yeterliligi, algilanan biyouyumluluk
ithtiyac1 ve belirli hasta ozelliklerine goére yonlendirilmelidir.  Diyalizorlerin
tiretiminde kullanilan birden fazla membran tiirii vardir: Seliiloz, ikame edilmis
seliiloz, sentetik, seliilozentetik olarak ayrilabilir (115).

Seliilloz membranindaki spesifik modifikasyonlarin inflamasyon {iizerindeki

etkisi devam eden arastirmalarin konusu olmaya devam etmektedir (116,117).

2.5. Periton Diyalizi
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Periton diyalizi SDBY icin etkili bir tedavi yontemidir. Periton diyalizi
periton zarinin diyaliz amaciyla yar1 gecirgen zar olarak kullanildigi peritona
yerlestirilen katater araciligiyla yapilan diyaliz seklidir. HD’de ultrafiltrasyon
hidrostatik basing ile periton diyalizinde ise kan ve diyalizat arasindaki osmotik
basing farkiyla gergeklesir. Basing farkimi %1,5 ve %4,25’lik glukoz

konsantrasyonlarini igeren diyalizat sivilartyla olusturulur (98,118).

2.6. Kronik Bobrek Hastahg ve Serbest Radikaller

Pro-/antioksidan dengesindeki bir bozukluk sonucu olusan oksidatif stres,
KBH patogenezi ve ilerlemesinin kritik bir gdstergesi olarak iddia edilmektedir.
Bobrek yiiksek metabolik aktivitesi sebebiyle oksidatif hasara karsi son derece
hassastir ve bircok calisma, oksidatif stresin hem hastaligin ilerlemesine hem de
komplikasyonlara neden olabilecegini/hizlandirabilecegini gostermistir. Ancak KBH
ile oksidatif dengesizlik arasindaki karmasik mekanizmalari arastiran birgok ¢alisma

olmasina ragmen mekanizmalari agiklayan yeterli bilgi yoktur (119-121).
2.7.  Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller, son yoriingelerinde eslenmemis elektron ihtiva eden atom
veya molekiillerdir. Serbest radikallerin yar1 dmiirleri kisa ve reaktivite diizeyleri ¢ok
yiiksektir. Serbest radikal olusumunda; bir molekiilden elektron kaybi, bir molekiile
elektron eklenmesi veya bir molekiiliin kovalent baginin molekiiliin her bir parcasinda
eslesmis elektronlardan bir tanesi kalacak sekilde boliinmesi gibi ti¢ farkli mekanizma
rol alir (122,123). Serbest radikaller, endojen veya eksojen kaynakli olabilirler.
Endojen serbest radikal olusum kaynaklar1 arasinda; mitokondriyel {iretim, immiin
hiicre aktivasyonu, inflamasyon, agir egzersiz, psikolojik stres, iskemi, enfeksiyon,
fizyolojik yaslanma ve maligniteler sayilabilir. Eksojen serbest radikaller ise c¢evre
kirliligi, sigara, agir metaller (Cd, Hg, Pb, Fe, As), alkol, ilaglar, pestisitler, ozon,
endiistriyel c¢oziiciiler, kullanilmis yag ve radyasyon gibi c¢esitli kaynaklardan
tiretilebilir. Bu eksojen bilesikler, farkli yollardan viicuda girdikten sonra ayrisir veya
serbest radikallere metabolize olur (124,125).

Serbest radikallerin en 6nemli 6zelligi; eslenmemis elektronlar1 aracilig ile

diger molekiillerle kolaylikla reaksiyona girebilmeleridir. Ozellikle oksijen bulunan
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bir ortamda oksijenin metabolize edildigi aerobik canlilarda siirekli olarak radikal
tiretimi gerceklesir. Serbest radikallerin, organizmada molekiiler diizeyde cesitli
etkileri bulunmaktadir. ROS, insanlarda ve diger canli organizmalarda meydana gelen
yasamsal siiregler sirasinda molekiiler oksijenden (O ) firetilen, oksijen igeren
kimyasal olarak reaktif tiirlerdir. ROS’da meydana gelecek artiglar, hiicrede
istenmeyen etkilere ve hiicredeki proteinler, lipidler ve niikleik asitlerde hasara yol
acarak intraselliiler sinyal yolaklarinin bozulmasina neden olur (126-128). Hiicresel
kosullarda olusabilen oksijen radikalleri ile oksijen igeren reaktif tiirlerin 6nemli

olanlar1 Tablo 2.6’da gosterilmistir (129).

Tablo 2. 6. Metabolizma sirasinda olusan reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin

listesi.

Serbest Radikal Simge Yar1 omiir
Reaktif Oksijen tiirleri-ROS

Siiperoksit Oz~

Hidroksil OH* 10%%
Alkoksil radikali RO* 106
Peroksil radikali ROO* 17s
Non-radikaller

Hidrojen peroksit H20; Stabil
Singlet oksijen o)} 108
Ozon O 105s
Organik peroksit ROOH Stabil
Hipoklordz asit HOCI Stabil (dk)
Hipobromoz asit HOBr Stabil (dk)
Reaktif nitrojen tiirleri-RNS

Radikaller

Nitrik oksit NO* s

Nitrojen dioksit NOy* S
Non-radikaller

Proksinitrit ONOO 103s
Nitrozil katyonu NO* S

Nitroksil anyonu NO s
Dinitrojen trioksit N>O3 S
Dinitrojen tetraoksit N>O4 S

Nitroz asit HNO, S
Peroksinitroz asit ONOOH Stabil
Nitril kloriir NO,CI S

Reaktif oksijen tiirlerinin en belirgin etkisi lipitler {izerinedir ve buna lipit

peroksidasyonu denilir. Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller ile baslatilir,
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membran fosfolipitlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden
olur ve boylece membran lipid yapisint degistirerek hiicre yap1 fonksiyonlarin1 bozar
Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi kazanir. Lipid
peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri dontsiimsiizdir (132).
Proteinler, serbest radikallerin etkilerine lipitlere gore daha az hassastir ve amino asit
dizilislerine bagl olarak etkilenirler. Proteinlerde yapisal degisiklige yol agan baslica
mekanizmalar; protein karbonil gruplarinin olusumu, metal Katalizli protein
oksidasyonu, protein tiyol gruplarinin kaybi, nitrotirozin ve ileri protein oksidasyon
tiriinlerinin olusumudur (133). Protein oksidasyonunun sonuglari; enzim aktivitesinde
azalma, protein fonksiyonlarinin ve proteaz inhibitér aktivitenin kaybi, protein
agregasyonu, proteolize artmis ya da azalmis yatkinlik, reseptor aracili endositozun
bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler ve immiinojen aktivitedeki artis
olarak siralanabilir. DNA molekiilii hasar1 sonucu kronik inflamasyon, enfeksiyon,
yaslanma, karsinogenezis, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli
patolojilerin goriildiigii bilinmektedir. Serbest oksijen radikalleri, protein yapisindaki
enzimlerin aktivitelerini degistirir, membran transport proteinlerini ve reseptor

etkilesimlerini bozar (134).
2.9. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyen, bunlarin neden
oldugu hasar1 6nleyen, notralize eden ya da onaran maddelerdir (130). Antioksidan
maddeler genellikle elektron vericidir ve serbest radikalleri siipiiriicii etki gosterirler.
Antioksidanlar, hiicreleri olusabilecek oksidatif hasara karsi farkli sekillerde
koruyabilirler. Bunlar arasinda radikal olusumunu engellemek, radikallerin
olusturduklart hasar1 azaltmak, hasara ugrayan molekiillerin eliminasyonunu
arttirmak, hasarli molekiilleri onarmak sayilabilir (135,136).

Antioksidan maddeleri endojen ve eksojen kaynakli olarak ikiye ayirmak
miimkiindiir. Eksojen antioksidanlar arasinda vitaminler, bazi gidalar ve ilaglar
sayilabilir. Vitamin eksojen antioksidanlar a-Tokoferol (Vitamin E), [-karoten
(Vitamin A), askorbik asit (Vitamin C) ve folik asit (Vitamin B9) disaridan alinan
vitamin kaynakli antioksidanlardir (137,138). Endojen antioksidanlar ise enzimatik ve

non-enzimatik antioksidanlar olarak iki alt gruba ayrilmaktadir. Glutatyon, melatonin,
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tirik asit, bilurubin, albiimin, koenzim Q10, selenyum, a-lipoik asit, yiiksek dansiteli
lipoprotein (HDL), sistein, haptoglobin, seruloplazmin ve transferrin non-enzimatik
antioksidanlardan baslicalaridir (139).

Enzimatik antioksidanlar; serbest radikalleri pargalayip elimine ettikleri igin,
oksidatif stresle miicadelede ilk savunma hattin1 olustururlar. En énemli enzimatik
antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon rediiktaz (GPx) olarak sayilabilir (140).

- Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), aerobik organizmalarin tiimiinde bulunan ve en etkin
hiicre i¢i antioksidan enzimlerden biridir. Bu enzim, siiperoksit anyonunu (O2),
molekiiler oksijen ve hidrojen perokside (H202) doniistiiriir. SOD enziminin, serbest
oksijen radikallerini elimine etmekte birinci savunma hattin1 olusturdugu da
bilinmektedir. Kimyasal olarak enzimin Katalizledigi reaksiyon; 202" —+2H" —
H20,+0> olarak tanimlanmustir (141, 142). SOD bir metalloenzimdir ve insanda ii¢
cesit SOD bulunmaktadir. Bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) iceren Cu/Zn SOD formu
sitoplazmik formudur ve hiicrelerde en sik rastlanan SOD’dur. Manganez (Mn) igeren
Mn SOD ise mitokondriyal formudur. Cu/Zn SOD siyanid ile inhibe olurken, Mn SOD
styanid ile inhibe olmaz. Ekstraseliiler SOD formu ise hiicre dist sivilarda bulunup
yine Cu/Zn igerir (143-145).

Stiperoksit anyonu Oz, hiicrelerde zincirleme radikal reaksiyonlarinin
baslamasina sebep olur. SOD enzimi sayesinde hiicrelerde siiperoksit konsantrasyonu
normal diizeylerde tutulmaktadir. Yiiksek oksijen tiiketimi olan dokularda, SOD
aktivitesi de daha yiiksektir (146). Aerobik solunum yapan organizmalarda hem
spontan hem de enzimatik olarak katalizlenen pek ¢ok reaksiyon sonucu siiperoksit
anyonu agiZa cikmaktadir. Bunlar arasinda mitokondriyal elektron tasima zinciri
(ETZ), NAPDH oksidaz kompleksi, sitozoloik ksantin oksidaz ve sitokrom p450
monooksijenazlar sayilabilir. SOD enzimi sayesinde hiicrelerde olusan ROS kontrol

atinda tutulur ve maddelerin hiicresel toksisiteye sebep olmasi engellenir (131,147).

- Katalaz (CAT)



30

Glikoprotein yapida bir hemoproteindir. Oksidorediiktaz sinifi bir enzimdir.
SOD tarafindan olusturulan H2O2’nin su ve molekiiler oksijene doniistiiriildigi
reaksiyonu katalizler. Boylece hidrojen peroksidin olusturacagi oksidatif hasari
engellemis olur. Kimyasal olarak enzimin katalizledigi reaksiyon;

H202 — 2H20 + O2 seklinde tanimlanmustir.

Enzimin yapisinda dort adet hem grubu bulunur. Toplam uzunlugu 500 amino
asidi gecen tetramerik yapiya sahiptir. CAT, en ylksek katalitik hiza sahip
enzimlerden biridir ve saniyede yaklasik bir milyon substrati hidrolize eder (148,149).
Enzim; farkli dokularda farkli miktarlarda bulunup, farkli derecelerde aktiftir.
Hiicrelerde en ¢ok peroksizom denilen organellerde yerlesmis halde bulunur. Bu
sebeple peroksizomdan zengin olan kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve mukoz
membranlarda yiiksek miktarda bulunmaktadir. En yiiksek aktivite karaciger ve
bobrekte saptanirken, en diisiik aktivite bag dokusunda gozlenmektedir (134,150).
Katalaz hem aerobik hem de anaerobik dokularda aktiftir. 4-11 arast genis bir pH
araliginda aktivite gosterir.

Hiicrelerdeki H2O2 konsantrasyonunu etkin olarak sinirlamasi, fizyolojik
stireclerde birinci basamak antioksidan savunma enzimi olarak iglev gérmesi, CAT
enziminin fizyolojik Onemini de arttirmaktadir. Cesitli hastalik durumlart ve
anormallikler ile katalaz enziminin eksikligi ya da mutasyonu arasinda baglanti oldugu
belirtilmigtir. Diisiik CAT diizeyine sahip olan kisilerin hipertansiyon ve diyabet gibi
hastaliklara yakalanmaya daha yatkin olduklar1 belirtilmigtir (151-153).

- Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksitin indirgenmesini saglayan, membran
lipitleri ve hemoglobini oksidatif hasara kars1 koruyan ve yapisinda 4 adet selenyum
iceren tetramerik yapida bir metalloenzimdir. Sitozolde yerlesim gosterir. Membrana
bagli en 6nemli antioksidan olan E vitamini yetersiz oldugu zaman membranlar
peroksidasyondan korur. GPX, solunum patlamasi ( respiratory burst) (O tiiketiminde
hizli artis ve siliperoksit radikali olugmasi) sirasinda fagositik hiicrelerin zarar
gormelerini engeller. Eritrositlerde GPx oksidatif hasara karsi en etkili antioksidan

olarak sayilabilir. GPx aktivitesindeki azalma, hiicrede hidrojen peroksit artigina ve
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siddetli hiicre hasarina yol agar. Enzimin katalizledigi reaksiyon asagidaki gibi

ozetlenebilir (132):

H20, + 2GSH — 2H,0 + GSSG
ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H,0

- Rediikte Glutatyon (GSH)

Rediikte glutatyon (GSH), GPx tarafindan hidrojen peroksit ve diger lipit
peroksitlerin  yilikseltgenmesi  sirasinda  okside glutatyona  doniigsmektedir.
Organizmanin sahip oldugu glutatyon deposu sinirli oldugundan, okside glutatyonu
tekrar kullanmak i¢in GSH-R’in katalizledigi bir reaksiyonla rediikte glutatyona
dontistiirmek gerekmektedir. Rediikte glutatyon; non-enzimatik bir hiicre i¢i redoks
homeostazi diizenleyicisidir. y -glutamil sisteinil glisin, (GSH); bir tripeptid olup;
milimolar konsantrasyonlarda tiim hiicrelerde bulunur (154). Sistein igeren bu
tripeptid; ayn1 zamanda glutatyon disiilfid olarak da bilinir ve rediikte (GSH) ve okside
(GSSG) formlarda hiicrelerde bulunur. Bu tripeptid; hiicrenin ana tiyol-disiilfid redoks
tamponu olarak kabul edilir ve serbest siilthidril gruplari ile birlikte sitozol, ¢ekirdek
ve mitokondride bol miktarda bulunan baslica ¢oziiniir antioksidandir (155). Glutatyon
ayn1 zamanda proteinlere kovalent olarak baglanabilir ve hiicre savunmasinda yer alan
cok sayida enzimin koenzimi olarak islev goriir ve serbest radikalleri de dogrudan
temizleyebildigi i¢in hiicrenin en 6nemli serbest antioksidanidir (156).

Glutatyon; lipid hidroperoksidlerde ve elektofilik molekiillerde, hidrojen
peroksidin detoksifikasyonunda ve serbest radikaller ile etkilesimde dogrudan gérev
alir. Bu sebeple GPx icin de dogal bir substrattir. GRx, en 6nemli antioksidan
enzimlerden biri olup, koenzimi selenyumdur. Yiikseltgenmis glutatyonu, NADPH

varliginda indirgenmis glutatyona cevirir ve bu esnada NADP olusur (157).
2.8. Agir metaller

Agir metal terimi; yogunlugu Sg/cm®den yiiksek metaller igin, potansiyel
toksisite riski olan ve elementlerin atomik agirligi dikkate alinmaksizin tiim toksik
ozelligini tagtyan metaller ya da yar1 metaller i¢in kullanilir. Biyolojik siireclere olan

etkilerine gore agir metaller esansiyel veya non-esansiyel olarak simiflandirilir.
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Esansiyel agir metaller genellikle yasamsal tepkimeleri katalizleyen enzimlerin
kofaktorii olarak veya vitamin ya da hormonlarin bilesiminde bulunan; viicutta belli
konsantrasyonlarda bulunmasi gereken metallerdir. Demir (Fe), bakir (Cu), ¢inko
(Zn), nikel (Ni) ve selenyum (Se) bu agir metaller arasindadir. Toksik etkileri 1-10
ppm derisim sonrasinda goriilmeye baslar. Bunun aksine; civa (Hg), kursun (Pb) ve
kadmiyum (Cd) gibi non-esansiyel agir metaller ise 0,001-0,1 ppm gibi ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile toksik etki gostererek saglik sorunlarina yol agabilmektedir
(158,159).

Agir metallere maruziyet oral, solunum ve kutandz yolla olabilir. Viicuttan ¢ok
yavas elimine edildikleri i¢in; zamanla birikerek kronik toksisiteye yol acabilirler.
Agir metallerin viicutta olusturduklari toksik etkilerin mekanizmasi genel olarak DNA
hasar1 ve oksidatif stres artisidir (160-162). Bu mekanizmalar Sekil 2.1°de
Ozetlenmistir. En fazla toksik etki gosteren agir metaller arasinda arsenik, kursun, civa

ve kadmiyum yer almaktadir.

AGIR METAL

[ Gen Ekspresyonu l DNA tamiri | Antioksidanlar | /I Mitokondri hasar: I
/ Oksidatif Stres T «/_/
Hucre Cogalmasinda . }

I Degigiklik DNA Hasar \ I Lipit Peroksidayonu ]

I Oksidatif Protein yikimi

DNA Mutasyonlari I l l\‘

Kanser

Sekil 2. 1. Agir metallerin hiicre igi etkileri (162).

2.8.1. Arsenik Toksisitesi

Arsenik (As), periyodik tablonun VA grubunda yer alir. Atom numarasi 33,
atom agirlig1 74.91 g/mol, erime noktast 614°C, kaynama noktas1 820°C olan metal

ile ametal arasinda bir 6zellige sahip bir yari-metaldir. Arsenik bilesenleri organik ve
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inorganik olmak tizere ikiye ayrilir. Organik arsenik bilesenleri yapisinda karbon bagi
icerir ve en yaygin olanlar1 metillenmis formu olan monometil arsenik asit ve dimetil
arsinik asittir. Inorganik arsenik bilesenleri ise yapilarinda karbon bagi igermezler,
baslicalar1 arsenit ve arsenattir. Genel olarak suda daha iyi ¢oziindiikleri i¢in inorganik
arsenik tiirleri; organik arsenik tiirlerine gore daha toksiktir (163-164).

Arsenik; viicutta farklt doku ve organlara hasar vermektedir. Arsenik
toksisitesinin altinda yatan en 6nemli mekanizma; tiyol grubu igeren bilesenler ile
reaksiyona girmesidir. Arsenik, siilfidril grubu igeren pek ¢ok DNA onarim enzimi ve
antioksidan enzimi inhibe ederek DNA hasar1 ve lipid peroksidasyonuna ve buna bagl
olarak ROS ve RNS olusumuna sebep olmaktadir. Yapilan ¢caligmalar arsenigin ayrica
endokrin bozukluklara, epigenetik etkilere ve karsinojenez olusumuna Oncii
olabildigini ortaya koymaktadir. Oral yolla alinan arsenik 1 mg’dan itibaren insanda
toksik belirtilere yol acar. insanda toksik dozu 10-50 mg, éldiiriicii doz (LD50: lethal
doz) ise 60-200 mg araligindadir (165,166).

Arsenik viicuda gastrointestinal sistem (GIS), solunum sistemi ve parenteral
yollarla girebilir. Inorganik arsenigin GIS’den emilimi ¢ok hizlidir. Solunum yoluyla
alian arsenik ise %80 oraninda sistemik emilime ugrar. Dermal yolla maruz kalinan
arsenigin ise sistemik emilimi azdir. Arsenik karaciger, akcigerler, bobrekler ve kalpte
birikmesine ragmen bu bolgelerden kisa siirede atilir. Bunun yaninda keratine olan
afinitesi sebebiyle alimindan 2-4 hafta sonra keratinden zengin sag, tirnak, deri gibi
dokularda birikmeye baglar. Arsenik toksik ve kanserojen bir metaldir, ancak bu
etkileri maruz kalma yolu ve doz ile orantili olarak degismektedir. Kronik arsenik
zehirlenmelerinde semptomlarin baslangici 2-8 haftayr bulmaktadir. Tipik bulgular
deri-tirnak degisiklikleri, hiperkeratoz, hiperpigmentasyon, dermatitler, noropatiler,
ileri donemde ise periferal vaskiiler bozukluklar ve cilt kanseri olarak sayilabilir
(167,168).

2.8.2. Kursun Toksisitesi

Kursun (Pb); periyodik tablonun 4A grubunda yer alan bir elementtir. Atom
agirhigr: 207.19, erime noktasi: 327,5°C, kaynama noktasi: 1740°C dir. Kursun,
biyolojik sistemlerde kalsiyum ve ¢inko gibi +2 degerlikli elektron ozellikleri
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nedeniyle kimyasal olarak benzer reaksiyonlara girebilir. P, O, N, S gibi elementlerle
de bag kurma yetenegine sahiptir (169).

Giliniimlizde kursun maruziyetinin asil kaynaklar1 yakitlar, sanayi ve
boyalardaki kursundur. Kursun karbonat hidroksit olarak bazi iilkelerde boya pigmenti
olarak kullanilmaktadir. Trafigin yogun oldugu, kiiclik veya biiylik boyutlu sanayi
bolgelerinde ve civarlarinda yasayanlar ile geri doniisiim sistemlerinin oldugu bolgeler
ile bu islerde calisanlarin elbise sa¢ ve deri yoluyla kursuna maruz kaldigi
bilinmektedir (170).

Kursun viicuda inhalasyon, sindirim ve deri yoluyla aliabilir. Inhalasyon yolu,
cevresel kursun maruziyetinin en belirgin seklidir. Endiistriyel tozlar ve kursun katki
maddesi igeren yakit dumani, solunum ile viicuda girmektedir. Kursun partikiil
biiytikliigiine gore inhale edilebilir. 5 pm ¢apin iistiinde orta ve biiyiik havayollarindan
mikrosilier aktivite ile atilir ve yutularak GIS ile emilir. 0.01-5um ¢apl partikiiller ise
%10-60 oraninda alveolar yiizeyden emilirler. Alveoler yiizeyler oksijene gegirgen
oldugu kadar diger kontaminantlara da gegirgen olduklari i¢in akcigerde birikim i¢in
bir risk kaynagidir (171,172).

Kursunun eser miktarlar1 bile sindirim sisteminden kolayca emilerek kanla
dokulara iletilir. GIS maruziyeti daha ¢ok kii¢iik ¢ocuklar igin s6z konusudur. Kursun
iceren boya, oyuncak ve maddelerin agza gotiiriilmesi, kontrolsiiz olarak yutulmasi
ozellikle 2 yas alt1 ¢ocuklarda toksisite riskini arttirmaktadir. Kursun ayni1 zamanda
icme suyundan ve emaye ile kaplanmis kaplardan, hazir kutulu iceceklerden de
bulasabilmektedir (173). Emilim kisiler arasinda farklilik gosterir, viicut kitle indeksi
ile de orantili olarak ¢ocuklarda daha yiiksek diizeyde ve %37-70 oraninda tahmin
edilmektedir. Beslenme durumu ve birlikte alinan maddelerin etkilerinden dolay1
kalsiyum, fosfat ve diger etkenler ile absorbsiyon azalabilir (174).

Deriden bulas; daha ¢ok organik kursun bilesikleri i¢in etkin bir yoldur.
Inorganik kursun bilesiklerinin deriden emilmedigi ileri siiriilmesine ragmen boyalara
katilan kursun oksit ve kursun karbonat bilesiklerinin, is¢ilere temas yoluyla gectigi
gosterilmistir. Deriden inorganik kursun bilesikleri az miktarda emilmekle birlikte
kursun naftenat ve kursun stearat gibi kursun igeren sabunlar ile yiiksek oranda deriden
emilim olur (170, 175).
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Oral yoldan alinan kursun miktarlari, Amerika’da 100 pg, Avrupa’da 30 ug’in
altindadir. Bu oran iilkemizde 70 pg/giin diizeylerindedir. Kan kursun diizeyi icin
normal smir 90-400 pg/dl arahigidir. Ote yandan, plazma kursun miktarinm 40-80
ng/dl’ye ulasmasi halinde protoporfirin metabolizmasi ve oksidasyon rediiksiyon
reaksiyonlar1 baskilanabildiginden kandaki kursun miktarinin 40 pg/dl’yi gegmemesi
tercih edilir (176).

Dolasima gecen kursunun %90’dan fazlasi eritrositlerde birikir. Dolagimdaki
kursun, interstisyal sivi, dalak, kemik iligi ve bobrekler gibi retikiiloendotelyal sistem
(RES) ortamlaria dagilir. Daha sonra kemikler, iskelet ve kalp kasi, merkezi sinir
sistemi, sa¢ ve killar ile tirnaklara geger. Eriskinlerde kursunun %951, ¢ocuklarda ise
%75 kadar1 kemiklerde depolanir. Erigkinlerde kursunun kemikteki ayr1 dmrii yaklasik
20 y1l kadardir.

Kursunun toksik etkileri akut ve kronik olarak ikiye ayrilsa da bu iki kategori
arasinda keskin bir sinir yoktur. Akut toksikasyonlarda kan kursun diizeyi 6nemli iken,
kemik dl¢timleri daha ¢ok uzun siireli toksikasyonlar1 gostermede kullanilabilir (177).

Kursun eritrositlerde yiiksek afinite gosterdigi 6-aminolevulinik asit dehidrataz
(ALAD=porfobilinojen sentaz) enzimine baglanir. Biitiin hiicrelerde bu enzim vardir.
Bu enzim Hem yolunda monopirol porfobilinojen formuna yiikselmesi i¢in asimetrik
olarak iki molekiil ALA eklemesini saglar. Kursun enzime olan afinitesi
cinkonunkinden 20 kat daha fazla oldugu i¢in ¢inkonun yerine gecerek enzim
aktivitesini inhibe edebilir. Kursun hem sentezinde basta ALAD olmak iizere birkag
enzimi inhibe eder. Kursun ayrica hem selataz (hem sentetaz) enzimini de inhibe
ederek demirin heme girmek iizere mitokondriye transferini engeller. Hem sentezi
kursun tarafindan inhibe olunca ALA ve koproporfirinlerde bir artis olur ve 6zellikle
ALA’nin idrarda 6l¢iimii maruziyet/absorbsiyon indeksi olarak kullanilabilir. Kursun,
kanda serbest ve ¢inko bagli protoporfirin diizeyini arttirir. Bu nedenle aralarinda
eksponansiyel bir iligki olacak sekilde kan kursunu arttik¢a, artan ¢inko protoporfirin
diizeyi Olgiilmesi ile kursun maruziyet/absorbsiyon ve risk indeksi Ol¢iilmiis olur.
Eritrosit membran transportunda Na+/K+ ATPaz’1 inhibe eder ve yapisal
proteinlerinde degisiklikler yapar. Bu durum hemolize sebep oldugundan eritrosit
Oomiirlerini kisaltir. Kan kursun diizeyi 3 pmol/L gibi yiiksek degerlerde anemi goriiliir.

Kursunun eritrositlere baglanmasi ile plazmadaki oran azalacagindan dolay1 plazma
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kursun diizeyi ile hemoglobin ters bir korelasyon gdsterir. Plazma ile tasinan kursun
yumusak dokuda en ¢ok bobrek ve karacigerde birikir. Bu organlarda intraniikleer
inkllizyon cisimcikleri olarak goriiliir. Kandaki kursunun bir kismi kan beyin
bariyerini agarak beyne girer. Sinir sistemindeki dagilimi diizensizdir. Biiyiik kismi
hipokampus, amigdala ve koroid pleksusta yerlesir. inorganik kursun daha ok
cocuklarda olmak iizere ensefalopatiye sebep olur. Akut yiiksek doz maruziyette
ataksi, koma ve epilepsi olur. Selasyondan sonra ensefalopati diizelir ancak bazi
belirtiler kalici olabilir (170, 178,179).

Agir kursun zehirlenmesi, glomeriiler ve tubulointersitisyel degisimlerle karakterize,
hipertansiyon, hiperiirisemi (kursundan kaynaklanan gut) ve kronik bdbrek
yetmezligine sebep olur. Bobrek yetmezligi olan kisilerde viicut kursun yiikii fazla
olanlarin daha progresif seyrettigi ve uzun siire maruziyetten kaynaklanan bobrek
yetmezliginde Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA) ile selasyon tedavisi alan
hastalarin GFR’sinde yiikselme gozlenmistir. Kursunun bobrekteki toksikasyon
mekanizmasi net olmamakla birlikte renal mitokondrial solunum fonksiyonunun
inhibisyonu diisiintilmektedir (170, 180,181).

2.8.3. Kadmiyum Toksisitesi

Kadmiyum, periyodik tablonun 2B grubunda bulunan; atom agirligi 112.4
g/mol, yogunlugu 8.64 g/cm3, erime noktasi 321 °C olan bir ge¢is metalidir. Cd, Zn
endiistrisinin bir yan iirlinii olup, geri eldesi ¢inkonun eritilmesi ve islenmesi sirasinda
gerceklesmektedir. Cd cevreye dokiimhanelerden atmosferik birikim ile, fosil yakitlari
ile, Cd igeren plastik ve pigmentlerin yakilmasiyla, ¢elik fabrikalarinin ve metalurjik
siireclerin emisyonlari ile yayilmaktadir. Cd ayrica pil, reaktor kontrol ¢ubuklarinin
ve metal kaplama iriinlerinin yapilmasinda, sentetik ve plastik boya iiretiminde
kullanilmaktadir. Insan yasamim etkileyen dnemli Cd kaynaklari; rafine edilmis
yiyecek maddeleri, sigara dumani, komiir yakilmasi, su borulari, sulamaveya, lagim
sulari, kahve, ¢ay, tarimda kullanilan kimyasal giibreler, kabuklu deniz {iriinleri ve
sanayi maddelerinin iiretimi sirasinda ¢ikan baca gazlaridir (182,183).

Kadmiyum igeren toprakta yetisen kok sebzeler, tahillar ve yagl bitki
tohumlarinda Cd birikimi olur. Kabuklu deniz hayvanlarinda ve orman mantarlarinda

da Cd miktarlar yiiksektir. Tiitlin dumani da Cd igermektedir. Bir paket sigara igen bir
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birey; 1-2 pg Cd’ a maruz kalmaktadir. Kalsiyum, protein, ¢inko, demir ve bakirdan
fakir diyetle beslenmek de bagirsaklardan Cd emilimini arttirmaktadir (184).

Kadmiyum absrobsiyonu solunum ve sindirim yoluyla olmaktadir. Tiitiin
yapraklart ve duman1 6nemli miktarda Cd igerdiginden dolay1 sigara kullanimi Cd
alimint artirir. Emilen Cd dolasima gegtikten sonra proteinlere ve kan hiicrelerine
baglanarak tasinir. Karaciger, bobrekler, alyuvarlar ve kemik dokuda birikim
gostermektedir. Viicutta bulunan Cd miktarinin %50’si karaciger ve bobreklerde
bulunurken, viicuttaki en yliksek Cd konsantrasyonuna bobreklerde rastlanir; ¢iinkii
Cd i¢in hedef organ bobreklerdir (185).

Farkli sekillerde viicuda alinan Cd miktar1 karaciger, bobrek, akciger ile
sindirim sistemini olumsuz yonde etkilemektedir. Az miktarlarda ve uzun siireli Cd
birikimi kemik erimesine neden olmaktadir. Canlilarda dogum o6ncesi donemde Cd
birikimi olumsuz etkilere sahip olup, insan ve hayvanlarda diisikk dogum agirhigina,
iskelet anormalliklerine, davranis ve Ogrenme problemlerine neden olmaktadir.
Viicutta Cd miktarini saptamak i¢in kullanilan biyolojik drnekler arasinda idrar ve kan
on plandadir. Insan Idrar 6rneklerinde Cd ve bobrekteki Cd konsantrasyonu arasinda
dogrusal bir orant1 olup, kan ve idrar Cd diizeyleri arasinda da dogrusal bir iligki vardir
(186).

Gidalar ile yiiksek diizeyde Cd alinmasi akut zehirlenmelere yol agar. Igme
sularinda 16 mg/I ve tizeri Cd bulunmasi karin agrilarina, kusma ve bulantilara neden
olur. Cd’un solunum yoluyla alinmasi ile akut pndmoni ve pulmoner 6dem olusur. Az
miktarda Cd’un viicuda alinmasiyla kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH),
kronik bronsit, progresif fibrozis, amfizem ve kronik renal tiibiiler bozukluklar ile
kardiovaskiiler sistem ve iskelet sisteminde de bozukluklar olusur. Cd’un olumsuz
etkisi en ¢ok proksimal tubuler fonksiyonda goriiliir. Etkilesim sonucunda idrar ile
disar1 atilan Cd miktari artar; proteinuri, aminoasiduri, glikozuri ve renal tubuler fosfat
emiliminde azalma goriiliir. Tubulus hiicrelerindeki bozulmadan kaynakli bag dokuda
yang1 ve kalinlasma goriiliir. Cd zehirlenmesi sonucu kalsiyum metabolizmasi
diizensizlesir. Bireylerde gii¢lii kalsiyum nefropatileri olusur. Daha sonra idrardaki
kalsiyum seviyesi normale gdre daha azalir. Iskelet sistemindeki bu bozulmalar

osteoporozis veya osteomalazi ile de sonuglanabilir (162,187).
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Uluslararast1 Kanser Arastirmalart Ajanst (The International Agency for
Research on Cancer: IARC) mesleki olarak Cd’a maruz kalan insanlarda yapilan
caligmalar1 birinci sinif insan kanserojeni olarak tanimlamistir. Baska ¢alismalarda ise
akciger, endometrium, mesane, kan, prostat, pankreas, mide ve meme kanseri gibi
kanserlerle iliskili oldugu rapor edilmistir. Diinya Saglik Orgiitii (World Health
Organisation: WHO) tarafindan; Cd’un tolere edilebilir haftalik alim miktarinin 7
ng/kg viicut agirligi oldugu bildirilmistir. Cd’un redoks ile aktif bir metal olan demir
ile yer degistirdigi, boylece hiicre igerisinde serbest demir miktarinin artmasina neden
olarak oksidatif stresi indiikledigi de saptanmistir. Cd’un olusturdugu oksidatif stres
DNA’da zincir kiriklarina, kromozomal aberasyonlara, kardes kromatit degisimlerine,
DNA protein baglanma hatalarina ve mutajenik lezyonlarin olugsmasina sebep olur.
Simdiye kadar yapilan arastirmalarda Cd’un genotoksik etkilerinin reaktif oksijen
tirlerinin tretilmesiyle dolayli olarak meydana geldigi anlagilmistir. Yine DNA
hasarma ek olarak reaktif oksijen tiirlerinin Cd tarafindan indiiklenen genomik kalip

kararsizlig1 ve kanser olusumasina sebep oldugu belirlenmistir (187-190).
2.10.4. Civa Toksisitesi

Civa (Hg), periyodik tablonun 12. periyodunda bulunan, atom numarast 80
olan bir metaldir. Oda 1sisinda s1v1 halde bulunan tek metaldir. Civa dogada 3 formda
bulunur: Bu formlar metalik (elementel) civa, inorganik tuzlar ve organik bilesikler
olarak smiflandirilir. Yiiksek buharlasma basinci nedeni ile ugucu olabilmektedir.
Farkli oksidasyon dereceleri mevcuttur ve farkli organomerkiirik bilesikler
olusturabilmektedir. Bu 6zellikleri civanin toksisitesine katkida bulunmaktadir (191-
193). Civa sfingomanometre, manometre, termometre, barometreler olmak iizere
bir¢ok teknik ve tibbi alet imalatinda kullanilmaktadir. Baz1 Hg bilesiklerinin kisith
kullanim1 tipta devam etmektedir (as1, antiseptikler, cilt merhemleri). Dis
hekimliginde ¢ok sik kullanilan amalgam dolgular ise % 50 oraninda metalik civa
icermektedir (170, 194).

Elementel civa, oda 1sisinda buharlasabilen civa formudur. Atmosferde
bulunan civanin % 99'u civa buhari seklindedir. Buhari, akcigerlerden hizla emilerek
biyotransformasyona ugrayabilir ve santral sinir sistemine de gecebilir.

Biyotransformasyona ugrayan civanin %80’1 kan dolagimina gecerek eritrositlerde
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okside olur ve dzellikle bobrekte birikir. Havadaki partikiil miktarmin 10 mg/m?® {in
tizerinde olmast yasami tehdit eder. Elementel civa, ciltten de kolaylikla
emilebilmektedir (170, 195,196).

Civa (II) kloriir (HgCl2) ve Civa (I) kloriir (Hg2Cl) gibi civa tuzlari sanayide
kullanilir ve HgCl, daha toksiktir. Civa tuzlar &zelikle GIS’den emilmekle birlikte
ciddi renal hasara yol agabilmektedirler. Proteiniiri, idrarda graniiler silendir, tiibiiler
hasara bagli piyiiri, nefrotik sendrom, oligiiri ve aniiriye sebep olabilmektedirler. Civa
tuzlar1 kan beyin bariyerini kolayca gecememelerine ragmen, norolojik hasar da
olusturabilirler Akut, 6liimciil oral civa kloriir dozu 1-4 gram kadardir (170, 196,197).

Organik civa bilesikleri karbon atomuna tek kovalent bagla baglanan civa igerir
ve bu gruptaki bilesikler ¢esitli toksik etkiler meydana getirebilir. Organik Hg
bilesikleri yagda ¢0ziiniir, organik yapisi ve kisa hidrokarbon zinciri olmasi nedeniyle
kolayca GiS’den emilir. En toksik organik Hg bilesikleri alkil-civa tuzlari, en yaygin
bulunani ise metil civadir. Metil civa, teratojen bir madde olup, anne siitii ve plasental
gecisi de bulunmaktadir. Dogadaki Hg++' nin bir kism1 suda yasayan bazi bakteriler
tarafindan metil civaya (CHsHg) donustiiriiliir. Metilasyon Hg++ ile bakteriler
tarafindan tiretilen metilkobalamin bilesigi arasindaki nonenzimatik bir reaksiyondur.
Metil civa balik ve deniz memelilerinde birikerek, sudaki besin zincirinin en tstiinde
yer alan avci baliklarda en yiiksek diizeylere ulasir. Metil civa, tuna veya kili¢ baligi
gibi bazi tiirlerde birikerek yiiksek konsantrasyonlara ulasabilir. Organik civa kutandz
yol ile de emilmektedir. Organik civa zehirlenmelerinde hafif semptomlarin yani sira
agir parestezi, dizartri, gorme alan1 daralmasi, ataksi, isitme kaybi, korliik, mikrosefali,
spastisite, paralizi ve koma gelisebilir (170, 198,199).

Yiksek diizeylerde civa maruziyeti sinir sistemi, cilt, solunum sistemi,
kardiyovaskiiler sistemde hasara neden olabilir. Pulmoner 6dem, brons epitelyumunda
erozyon, asidoz, koma ve Olim goriilebilir. Mortalitenin primer nedeni akciger
hasaridir. Oksiiriik, ates, tremor, halsizlik, dispne, gingivit, haliisinasyonlar, norolojik
bulgular, ellerde ve ayaklarda eritem ve soyulma goriilebilir. Karin agrisi, kas
kramplari, dermatit, ishal ve metalik tat hissi de olusabilir. Kronik civa maruziyetinde
ekstremitelerde persistan, istemsiz hareketler, ambliyopi, polindropati, gingival
hipertrofi goriilebilir. S1v1 elementel civanin GiS’den emilimi ise ¢ok kisitlidir (170,

200,201).
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Civa maruziyeti farkli formlarla ve yollarla olmaktadir. Ozellikle organik Hg’
nin en Oonemli kaynagi baliklar, metillenmis Hg’ nin da en sik kaynagi amalgam
dolgular olmaktadir. Yutulan elementel Hg, GIS’den oldukga zay1f bir sekilde absorbe
edilir ve toksik olarak degerlendirilmez. Buna ragmen, bu civa tiirii yliksek difiizyon
yetenegi ve lipit ¢Oziinebilirligi sayesinde hiicre membranlarini kolaylikla geger.
Solunan civa buharinin %75-80°1 alveoler membranlardan absorbe olarak kan
dolasimina gecer Kanda ¢6ziinen civa buhar1 dokulara taginir ve bu dokular tarafindan
absorbe edilir (202,203). Elementel civanin viicuttaki yasam siiresi kisithdir ve
dokulardaki hiicrelerde ve eritrositlerde katalaz ile hizlica iki degerlikli civa iyonuna
(Hg®—Hg+ ?) okside olur. Elementel civanin yarilanma 6mrii 60 giin kadardir. En uzun
tutulum siiresine sahip organlar bobrekler, beyin ve testislerdir. Elementel civanin kan-
beyin bariyerini kolayca gecebilmesi civanin beyindeki etkilerini giindeme getirmis ve
Alzheimer, multiple skleroz gibi nérolojik hastaliklarin etiyolojisinde rol oynadig ileri
stiriilmistiir. Birikimin oldugu esas organ ise bobreklerdir. Civanin tiim formlarinin
degisen Olcililerde plasentaya gecebildigi saptanmistir. Hamileligin  erken
donemlerinde bebegin noérolojik dokularinin gelisimi dnemli oldugu i¢in civa anneye
gore bebek icin daha tehlikelidir (170, 204,205).

Bobrekler 6zellikle inorganik civa toksisitesine duyarli organlardir. Civanin
kan ve idrar diizeyleri yiikseldiginde bobrek fonksiyonlarinda bozulmalar goriildigi
bildirilmistir. Civa, bobrek dokusunda birikerek renal toksisiteye yol acar. Proteintiri
ve nefrotik sendrom tek basina veya diger toksisite bulgulariyla birlikte ortaya
c¢ikabilir. Cocuklarin yiiksek dozda elemental civaya maruziyeti sonucu olusan tabloya
pink hastalig1 veya akrodinia denir. Akrodinia; el ve ayaklarda eritem-sislik-agri,
irritabilite, fotofobi, periferik néropati, hipertansiyon, renal tiibiiler disfonksiyon ve
biiyime geriligi ile karakterizedir Amalgamdan agi8a ¢ikan az miktardaki civa
buharinin zararli olup olmadigi tam olarak bilinmemektedir (170, 206,207).

Emilen civanin tamamina yakini idrarla atilir. Bu ylizden tan1 i¢in 24 saatlik
idrarda civa miktar1 tercih edilir. WHO, genel popiilasyon i¢in kanda 4 pg Hg /L ve
idrarda 15 pg Hg/L diizeylerini Onerirken; mesleki olarak civaya maruz kalan
bireylerde izin verilebilen degerlerin kanda 20 pg Hg /L, idrarda 75 ug Hg/L, oldugunu
ifade etmistir (170, 208).
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2.8.4. Aliiminyum Toksisitesi

Aliiminyum, atom numarast 13 ve simgesi Al olan kimyasal elementtir.
Periyodik tablonun 3. periyodunun 13. grubunda yer alir. Alliminyum, yumusak ve
hafif bir metal olup mat giimiistimsii renktedir. Al, diinyada en yaygin bulunan
metaldir. Cevrede dogal olarak meydana gelen silikatlar, oksitler ve hidroksitler olarak
tic degerlikli durumda bulunabilir (Al+3), ve klor gibi diger elementlerle birlesebilir;
bununla beraber kiikiirt, florun yani sira organik maddelerle kompleksler olusturur
(209).

Aliiminyum giinliik diyetle diizenli olarak alinir. Ayrica terlemeyi Onleyici
maddelerde, asilarda yardimci madde olarak ve desensitizasyon islemlerinde
kullanilir. Haftalik tolere edilebilen miktar Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA)
tarafindan 60 kg'lik bir yetiskin i¢in 1 mg aliminyum/kg viicut agirlig1 olarak kabul
edilmektedir. Literatiirde aliiminyum atiliminin normal aralig1 i¢in ¢ok farkli degerler
bildirilmektedir; 6rnegin plazma i¢in <7,5 pg/L ve idrarda <60 pg/24 saat verilmistir
(210).

Aliiminyum glomeriiler filtrasyon hiz1 [GFR] <30 mL/dak/1,73 m? olan son
donem bobrek yetmezligi hastalarinda ve hemodiyalize giren hastalarda goriilen
sistemik toksik etkilere neden olabilir. Aliiminyum toksisitesi diyaliz sivisindaki
aliminyum maruziyeti ve aliiminyum igeren fosfat baglayicilarin tiiketilmesinden
kaynaklanmaktadir (211).

Alliminyum maruziyet kaynaklari arasinda diyaliz sivisindaki sebeke suyu vb.
kaynaklardan gelebilen aliiminyum, aliminyum igeren fosfat baglayicilar ve
antiasitlerler sayilabilir. Aliiminyum iceren fosfat baglayicilar diinya genelinde
nadiren kullanilsada Avustralya, Rusya ve diger bazi iilkelerde kullanildig:
bilinmektedir. Rusya'da yapilan bir arastirmada, hemodiyaliz hastalarinin yiizde
17,6'sinda aliiminyum igeren fosfat baglayicilarin kullamildig1 ortaya konulmustur
(212). Sitrath aliiminyum kullanimi ise oral yoldan maruziyette 6nemli bir yer
tutmaktadir. Sitrathi bilesiklerin (ferrik sitrat, sodyum sitrat v.b.) bagirsaklarda
aliminyum absorbsiyonunu artirmasi dolayisiyla toksisiteye yol acabilmektedir (213).

Aliminyumun akut toksisitesi diisiiktiir. Genel popiilasyonda diyetle
aliminyuma maruz kalma nedeniyle herhangi bir akut etki gézlenmemistir (214). Akut

aliminyum toksisitesinin baglica klinik belirtisi 6liimciil olabilen ensefalopatidir.
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Desferrioksamin uygulanmasindan sonra serum aliiminyum seviyeleri 400 ila 1000
mcg/L' oldugunda teshis ediliebilir (215).

Kronik aliiminyum toksisitesinin belirtileri arasinda kemik ve kas agrisi,
halsizlik, osteomalazi, demire direngli mikrositik anemi, hiperkalsemi ve yavas
ilerleyen demans yer alir.

Serum aliiminyum konsantrasyonunun >20 mcg/L oldugu tespit edilen
vakalarin, aliiminyum toksisitesi ag¢isindan degerlendirilmesi ve takip edilmesi
onemlidir (216).

Desferroksamin stimiilasyon testi, serum konsantrasyonuyla saglanandan
daha dogru bir doku aliiminyum konsantrasyonu oOl¢liimii saglar. Desferroksamin
dokuda biriken aliiminyumu uzaklastirir. Yakin zamanda smirli bir maruz kalmay1
yansitabilir. Testin prensibi intraven6z desferrioksamin inflizyonundan sonra serum
aliminyum konsantrasyonundaki artisin degerlendirilmesidir. Desferroksamin
uygulanmasindan sonra serum aliiminyumunda > 50 mcg/L artis olmasi durumunda
test pozitif kabul edilir. Aliiminyum konsantrasyonlari 20 ila 60 mcg/L olan ve
toksisite  semptomlar1 olmayan hastalarda desferrioksamin stimiilasyon  testi
onerilmemektedir (217-219). Serum aliiminyum diizeyleri ¢ok yiiksek (>200 mcg/L)
olan hastalara ise desferrioksamin stimiilasyon testi yapilmasi Onerilmez ¢iinkii
dokulardan salinacak aliiminyum ciddi ve 6liimciil norotoksisiteye neden olabilir.
Aliminyum toksitesi tespit edilen hastalarda tedavi se¢enekleri olarak desferrioksamin
uygulanmasi, Yyiiksek akisli ve sik diyaliz, aliiminyum kaynagmmn tespiti yer

almaktadir (220,221).

2.9. Son Donem Bobrek Yetmezliginde ve Diyaliz hastalarinda Agir Metal

Toksisitesi ve Onemi

Agir metallere maruz kalma KBH’1iyle iliskilidir (222). Bobrek, iki degerlikli
metalleri yeniden absorbe etme ve biriktirme kapasitesinden dolayr agir metal
toksisitesinin ilk hedef orgamidir (16). Agir metallere maruz kalmak, nefronlardaki
islevsel fonksiyonlari olumsuz yonde degistirebilir. As, Cd, Pb ve Hg gibi ¢evresel
agir metallere yliksek derecede maruz kalmak, nefrotoksisiteyi artirir. Deneysel
calismalar; agir metallere maruz kalmanin organlarda oksidatif strese, inflamasyona

ve lipit peroksidasyonuna neden olabildigini gostermistir. Cd, Pb ve Hg'ye diisiik


https://www.uptodate.com/contents/deferoxamine-drug-information?topicRef=1839&source=see_link
https://www.uptodate.com/contents/deferoxamine-drug-information?topicRef=1839&source=see_link

43

diizeyde kronik maruz kalmanin hem proksimal tiibiiler hasara, hem de GFR'de
azalmaya sebep oldugu bilinmektedir (9-12).

Tedavi sirasinda, HD hastalar tipik olarak haftada iki veya ii¢ kez ¢ok biiyiik
miktarda suya, yani seans basina 90 ila 192 L'den fazla suya maruz kalirlar (15). Bu
nedenle diyaliz sivistmin hazirlanmasinda kullanilan suyun kalitesi, kirletici
maddelerin hastanin kan dolasimina yayilmasini 6nlemek agisindan ¢ok onemlidir
(16). Diyalizde biiyiik miktarlarda su kullanildigindan, kirletici maddelerin diisiik
konsantrasyonlar1 bile saglik riskleri olusturabilir. Diyaliz sivis1 ve kan 6rneklerinde
Cu, Zn ve Al arasinda 6nemsiz korelasyonlar bulunurken, Pb konsantrasyonu sadece
erkeklerden alinan kan 6rneklerinde anlamli korelasyon gostermistir. Muntner. ve ark
(17) kandaki kursun diizeyi ile kemiklerdeki kursun konsantrasyonu arasinda bir iliski
oldugunu ortaya koymustur

Arsenik, Cd, Pb ve Hg gibi agir metaller; hiicrelerin baslica antioksidanlarini,
ozellikle de tiyol grubu i¢eren antioksidan enzimlerini tiiketir ve ROS iiretiminde artiga
neden olur. Oksidatif stres altindaki hiicreler ise ROS'un lipitlere, proteinlere ve DNA'
da neden oldugu lezyonlar nedeniyle ¢esitli fonksiyon bozukluklart sergiler. Sonug
olarak, agir metallerin bobreklerdeki toksik etkilerinden oksidatif stres kismen
sorumlu olabilir (13,14).

Diyaliz sivisindaki eser elementlerin miktari, diyaliz hastalarinin
viicudundaki eser elementlerin miktarin1 6nemli 6lgtide degistirir (223). KBH olan
hastalarda toksik elementlerin kiimiilatif etkisi hastalik boyunca devam eder ve
hastaligin komplikasyonlarin siddetlendirir (224). Diyaliz suyunda nitrat bulunmasi
anemiye neden olur ve kan basincini diisiiriir; kalsiyum, magnezyum ve sodyumun
varlig ise yiiksek tansiyon, kas zay1flig1, bulant1 ve kusma, norolojik bozukluklar ve
bas agrilarina, diisiik pH ise seker hastaligina ve mide bulantis1 kusmaya yol acabilir
(225). Aliiminyum, diyaliz hastalarinda akut zehirlenmelere neden olmasinin yani
sira, kalsiyum-fosfat dengesini bozarak kemik iligi bozukluklarina neden olur (226).

Aliiminyum birikimi ayn1 zamanda demans sendromu ve anemi, ensefalopati
ve osteodistrofi ile de iligkilidir. Yapilan bazi ¢alismalarin sonuglart HD suyundaki
kursun, aliiminyum, kalsiyum, nitrat ve kadmiyum konsantrasyonunun Avrupa
Farmakopesi ve Tibbi Cihazlar1 Gelistirme Dernegi standardindan daha yiiksek

oldugunu gdstermistir. Bunun nedeni HD su aritma sisteminin yetersiz performansi,
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su boru sisteminin asmmast ve hastanede kullanilan suyun kalitesinin uygun
olmamasidir (227,228). Hemodiyaliz hastalarinda goriilen serum/kan kursun
seviyelerindeki artisin nedeni bobrek fonksiyonunun neredeyse tamamen kaybolmasi
ve HD sirasinda kursunun uzaklastirilmasindaki zorluk olabilir. Diisiik seviyelerde
bile olsa; ¢evresel kursun maruziyeti, HD hastalarinda kan kursun diizeylerini artirir.
Bu nedenle kronik HD hastalarinda kan kursun diizeyleri yiikselir (18,229).

Bobrek, kronik Cd toksisitesinin hedef organlarindan kabul edilir. Cd'ya
maruz kalma, bobrek fonksiyon bozukluguna neden olabilir. Ancak halen Cd
kaynakli bobrek hasar1 ve potansiyel mekanizmalari konusunda tartismalar vardir.
Gao ve ark.; poliiirinin, kronik Cd maruziyetine bagli toksisitenin tipik bir 6zelligi
oldugunu o6ne slirmiistiir ancak diger c¢alismalar, Cd maruziyetinden sonra idrar
miktarinin azaldigini gostermistir (8, 9). Organlarda Cd'ye bagl hasart agiklamak
icin ¢esitli mekanizmalar One siirilmiistiir. Uzun stireli ve diisiik dozda Cd
toksisitesinin hiicre apoptozu, otofaji, nekroz, hiicre-hiicre baglantilarinin tahribati ve
hiicre sinyal yolaklarinda diizensizlik ile iliskili oldugu bulunmustur (10-15). Cd'nin
baslangicta bazi iyonlarin (6zellikle Na*, K*ve Ca?") dengesizligine neden
olabilecegini ve bunun daha sonra bobrekte daha fazla hasara yol acabilecegini
gosteren kanitlar mevcuttur (16,17). Bobrek fonksiyonu bozuk olan bireylerde Cd’un
bobreklerde birikmesi, viicutta da Cd asirt yiikklenmesine sebep olur. Bobreklere,
kemiklere ve diger organlara verilen hasarlar dahil ¢esitli saglik riskleriyle iliskili

olmasi nedeniyle diyalize giren bireyler i¢in Cd birikimi sorun olabilir (19,229).
2.10. Tek Hiicre Jel Elektroforez (Comet) Yontemi

Son yillarda gelisen ve kullanimi artan tek hiicre jel elektroforezi yontemi; in
vitro, in vivo ve ex vivo sistemlere uygulanabilen, DNA sarmal kiriklarinin tespiti i¢in
siklikla tercih edilen, hassas, giivenilir ve hizli bir genotoksisite yontemdir. Comet
yonteminin basit, hizli, duyarli ve ucuz bir yontem olmasi, az sayida hiicre
gerektirmesi, diisilk diizeydeki DNA hasarinin da belirlenebilmesi, herhangi bir
dokuya da uygulanabilir olmasi1 diger genotoksisite testlerine gore bir tistiinliik saglar.
Tek hiicre jel elektroforez yonteminde hasarli DNA’nin goriiniisii, kuyruklu yildiza
benzedigi i¢in “Comet yontemi” olarak da adlandirilmaktadir. Bu yontemde DNA tek
ve c¢ift zincir kiriklari, alkali oynak bdlgeler ve oksidatif DNA baz hasan


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6526276/#r8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6526276/#r9
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belirlenebilmektedir (230). Comet yontemi DNA hasar/onarim temel mekanizmasi,
radyasyon biyolojisinde, oksidatif hasarin belirlenmesi, endiistriyel toksikoloji,
cevresel toksikoloji, genetik toksikoloji, insan biyoizlemleri ve apoptoz gibi
calismalarda kullanilabilmektedir (231).

Comet yontemi, Japonya Alternatif Metotlar Validasyon Merkezi (Japanese
Center for the Validation of Alternative Methods, JaCVAM) ve Avrupa Alternatif
Metotlar Validasyon Merkezi (European Centre for the Validation of Alternative
Methods, ECVAM) tarafindan yapilan c¢alismalar sonucunda, in vivo memeli
hiicrelerinde OECD tarafindan 2014 yilinda valide bir yontem (test no: 489) olarak
kabul edilmistir (232, 233).

[k kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson (234) tarafindan kullanilan ve 1988
yilinda Singh ve ark. (235) tarafindan gelistirilen bu yontemde alkali ortam (pH>13)
kullanilarak DNA tek sarmal kiriklarinin tespiti saglanmistir. Comet yontemi, alkali
ortamda DNA’nin ¢6ziilmesi sonrasinda farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik
yiikiine sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda gd¢ etmeleri sonucu olusan
kuyruklu yildiz1 andiran goriintiiniin floresan mikroskobu altinda incelenerek DNA
hasarmin tespiti esasina dayanir. DNA gdciliniin derecesi, DNA hasarinin boyutu
hakkinda bilgi verir. Comet yOnteminin basamaklari hiicrelerin izole edilmesi,
mikroskop lamlarina agar ortaminda gomdiirtilmesi, lizis, alkali ortamda elektroforez,
notralizasyon, DNA’nin floresans boya ile boyanmasi, Comet sayimi ve DNA
hasarmin belirlenmesi asamalarini igerir (230,231, 234, 235).

Hemen hemen tiim 6karydtik hiicre tipinde ¢alisilabilmektedir. Kiiltiire edilmis
hiicreler, tam kan ornekleri (polimorf 16kositler, mononiikleer hiicre fraksiyonlari),
sperm, yanak ve nazal epiteli, plasental hiicreler materyal olarak kullanilabilir. Her bir
materyalin hazirlanmasi kendine 6zgiidiir. Kolay sekilde alinmasi ve iyi sonug vermesi
nedeni ile periferik kan mononiikleer hiicreleri sik tercih edilir (230,231, 234, 235).

Izole edilen hiicreler, mikroskop lami iizerinde ince bir agaroz jel igine
gomiillir. Hiicreler daha sonra lize edilir. Lizis isleminin uygulanmasi asamasinda
yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan iceren lizis ¢dOzeltisinde bekletilir.
Membranlar pargalanip c¢ekirdekte bulunan DNA ¢ift sarmalinin serbestlesebilmesi
saglanir. Serbestlesen DNA, 1518a kars1 duyarli oldugundan ilave kiriklarin olugsmasini

engellemek icin islemler karanlik ortamda yiiriitilmelidir (230,231, 234, 235).
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Alkali ortamda elektroforez asamasinda ¢ift sarmal DNA sarmalinin agilmasi
ve kiriklarin ortaya c¢ikmast i¢in yliksek alkali ozellikteki (pH>13) elektroforez
tamponunda bekletildikten sonra elektroforez akimi uygulanir. Hasarsiz DNA elektrik
akimi ile kuyruk birakmadan go¢ ederken, hasarli DNA parcalar ise farkli molekiil
agirliklarina ve farkli elektrik yiiklerine sahip olduklarindan elektriksel alanda
kuyruklu yildiz goriiniimii olusturmaktadir (Sekil 2.2.). Alkali ortamda elektroforez
isleminden sonra jel pH’siin nétralizasyonu i¢in uygun bir tamponla yikama islemi

yapilir (230,231, 234, 235).

Sekil 2.2. Kuyruklu yildiz gériiniimii. a) hasarsiz, b) az hasarli, ¢) hasarli, d) ¢ok

hasarli.

Orneklerde kuyruklu yildiz gériintiilenmesi igin Floresan mikroskobu altinda
inceleme yapilir ve DNA spesifik floresan boyalar kullanilir. Tercih edilen boya
uygulayan bireyin ihtiyacina bagli olup yontemin giivenilirligine veya hassasiyetine
etkisi yoktur. Floresans boyama yontemleri arasinda etidiyum bromiir, 4,6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI), propidyum iyodiir gibi floresan boyalar yer almaktadir. Bu
boyalar arasinda parlak ve uzun siiren floresan renk vermesi, yar1 karanlik ortamlarda
sayim yapilmasina olanak saglamasi ve diisiik arka plan sinyaline neden olmasi gibi
avantajlari ile etidiyum bromiir siklikla tercih edilmektedir (230,231, 234, 235).

DNA hasarinin belirlenmesinde gorsel analiz veya bilgisayarli goriintii analizi
ile comet sayimi1 gerceklestiren yazilimlar kullanilir. Siklikla tercih edilen, daha hassas
ve dogru sonug veren bilgisayarli goriintii analizinde; mikroskop iizerine monte edilen
kapali sistem dijital kamera baglantisi ile otomatik olarak karakteristik comet olarak
adlandirilan kuyruklu yildiz goriintiileri analiz edilir. DNA hasarmin tespitinde;
kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki DNA yiizdesi gibi parametreler

kullanilmaktadir. Sonuglarin  degerlendirilmesinde kuyruk icerisindeki DNA
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yogunlugunun tiim hiicre yogunluguna gore yiizde degerine karsilik gelen % kuyruk

yogunlugunun kullanilmasi 6nerilmektedir (230,231, 234, 235).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

8-OHdG, Katalaz (CAT), Glutatyon Peroksidaz
(GPx), Glutatyon (GSH), Malondilaheit (MDA),
Siiperoksit dismutaz (SOD) Olgiim Kitleri

SunRed Biotechnology

Agir metal stok ¢ozeltileri (Al, As, Cd, Hg ve Pb) Merck
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich
Diisiik Erime Noktali Agar (LMPA) Sigma
Etidiyum Bromiir (EtBr) Sigma-Aldrich
Etil Alkol Sigma-Aldrich
Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA) Sigma-Aldrich
Ficoll (Histopaque-1077) Sigma
Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS) Tablet Sigma
Nitrik asit (HNOs) (% 65) Merck
Metil Alkol Sigma-Aldrich
N-Lauril Sarkosinat Sodyum Tuzu Sigma-Aldrich
Normal Erime Noktal1 Agar (NMPA) Sigma
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma-Aldrich
Sodyum Kloriir (NaCl) Sigma
Tripan Mavisi Sigma-Aldrich
Tris Sigma
Triton X-100 Sigma



3.2. Arag ve Gerecler

Buzdolabi

Cam Pastor Pipeti

Comet Bilgisayarli Goriintiileme Sistemi
Derin Dondurucu (-20°C)

Derin Dondurucu (-80°C)
Distile Su Cihazi

Elektroforez

Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Floresan Mikroskop
Hematoloji Otoanalizorii
Inkiibator

Karistirici-Isitici

Kirik Buz Makinasi

Lam (26x76mm)

Lamel (24x60mm)

Manyetik Karistirici
Mikrodalga Firin1

Mikropipet, 8 kanall1 (5-300 ul)
Mikropipetler (0,5-1pul, 1-5ul, 5-10pul, 10-200ul,
200-1000pl, 1-5ml)
Mikrosantrifiij

Mikrosantrifiij Tiipt (15ml)

pH metre

pH metre elektrodu

Pipet Ucu (0,5-10, 10-200, 100-1000 pl)
Santrifiij

Santrifiyy Tipt (Falcon 15 ml)
Spektrofotometre

Terazi (Hassas)

Ultrasonik Banyo

Vorteks

ICP-MS cihaz1

Qtegra™ Intelligent Scientific Data Solution™
(ISDS) Software

3.3.  Cozeltilerin Hazirlanmasi
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Hotpoint

Interlab

Comet Analysis Software
Ariston

Revco

Mes

Biometra Analitik
Power Pack P25
Leica

Sysmex XN-2000
Heraeus Instruments
Jankel&Kunkel, Ikamag
Scotsman AF100
Marienfeld
Marienfeld

Stuart Scientific
Vestel

Eppendorf
Finnpipette, Gilson,
Discovery Confort
Hettich

Eppendorf
Cyberscan

Hanna HI 1131
Eppendorf

Heraeus, Hettich
Isolab

Spektramax M2
Mettler Toledo
Transsonic 460/H
Heidolph Reax 2000
Thermo Fisher
Scientific®

Thermo Fisher
Scientific®

3.3.1. Oksidatif Hasar Gostergelerinin Degerlendirilmesinde Kullanilan

Cozeltiler

Oksidatif Hasar Degerlendirilmesi i¢in SunRed Biotechnology Firmasina ait
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standart SOD, CAT, GPx, GSH, MDA ve 8-OHdG kitleri kullanilmistir.

Kitler ortam sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra kullanilmalidir. Her
kit 6 ml Horseradish Peroksidaz (HRP)-Konjuge Streptavidin Reaktifi icermektedir.
HRP-Konjuge Streptavidin, yaban turpu peroksidaz (HRP) enzimine kovalen olarak
konjuge edilmis streptavidin proteininden olusur. Bu reaktif, immiinoanaliz
uygulamalarinda biyotin konjuge birincil antikorlar ig¢in bir tespit reaktifi olarak
kullanilir. 4°C'de 2 ay dayanikhidir. Ayrica her kit 20 ml yikama tamponu (30X)
icermektedir. Deney tamponundan 20 ml alinir ve 580 ml distile su ile seyreltilerek 1X
cozelti elde edilir. HRP-Konjuge Streptavidin Reaktifi ve yikama tamponu 4°C'de 2
ay dayaniklidir. Kitler ayrica 6 ml Kromojen Cozeltisi A ve 6 ml Kromojen Cozeltisi
B ¢ozeltisi igermektedir. TMB (3,3',5,5-tetrametilbenzidin) kromojen ¢o6zeltisi,

ELISA'larda HRP i¢in bir substrat olarak kullanilir. Is1ga uzun siire maruz birakilmaz.
Standart SOD Cozeltisinin Hazirlanisi

Siiperoksit dizmutaz (SOD) Kiti 500 pl sigir eritrosit SOD stok ¢ozeltisi
(Cu/Zn-SOD seklinde) (160 ng/mL) igermektedir. Standart ¢ozeltiler taze olarak
hazirlanir. SOD stok ¢ozeltisinden 1:1 seri diliisyonlar yapilarak standart ¢ozeltiler
hazirlanir. Bunun i¢in 6 tane temiz ve kodlanmis deney tiipii alinir. Herbir tiipe 120
pL standart seyreltme tamponu ilave edilir. Ilk tiipe SOD stok ¢ozeltisinden 120 pL
ilave edilir ve karistirilir, daha sonra bu ¢ozeltiden 120 pl alinir bir sonraki tiipe
konulur, benzer islem diger tiipler i¢in devam ettirilir. En sondaki tiipe stok ilave
edilmez. Boylece 80, 40, 20, 10, 5, 0 (Kor) ng/mL konsantrasyonlarinda standart
cozeltiler hazirlanmis olur. Kit 3 ml standart seyreltme tamponu icermektedir.
Standartlarin seyreltilmesi i¢in kullanlir. Ayrica kit 1ml biotinle isaretli SOD-1 anti-
insan antikoru da igermektedir. Antijene 0zgli primer antikora baglanarak hedef
antijene dolayli olarak baglanan bir konjuge ikincil antikordur. Standart seyreltme

tamponu ve biotinle isaretli SOD-1 anti-insan antikoru 4°C'de 2 ay dayaniklidir.
Standart CAT Cozeltisinin Hazirlamisi

Kit 500 pl sigir eritrosit CAT stok ¢ozeltisi (400 ng/mL) icermektedir. Standart
cozeltiler taze olarak hazirlanir. CAT stok ¢ozeltisinden 1:1 seri dillisyonlar yapilarak

standart ¢ozeltiler hazirlanir. Bunun icin 6 tane temiz ve kodlanmis deney tiipii alinir.



51

Herbir tiipe 120 pL standart seyreltme tamponu ilave edilir. ilk tiipe CAT stok
¢ozeltisinden 120 pL ilave edilir ve karistirilir, daha sonra bu ¢ozeltiden 120 pl alinir
bir sonraki tiipe konulur, benzer islem diger tiipler i¢in devam ettirilir. En sondaki tiipe
stok ilave edilmez. Bdylece 200, 100, 50, 25, 12,5, 0 (Kor) ng/mL
konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltiler hazirlanmis olur. Kit 3 ml standart seyreltme
tamponu igcermektedir. Standartlarin seyreltilmesi i¢in kullanlir. Kit 1ml biotinle
isaretli CAT anti-insan antikoru icermektedir. Antijene 06zgii primer antikora
baglanarak hedef antijene dolayli olarak baglanan bir konjuge ikincil antikordur.
Biotinle isaretli CAT anti-insan antikoru ve standart seyreltme tamponu 4°C'de 2 ay

dayaniklidir.
Standart GPx Cozeltisinin Hazirlanmisi

Kit 500 pl s1g1r eritrosit GPx stok ¢ozeltisi (240 ng/mL) igermektedir. Standart
cozeltiler taze olarak hazirlanir. GPx stok ¢ozeltisinden 1:1 seri diliisyonlar yapilarak
standart ¢ozeltiler hazirlanir. Bunun i¢in 6 tane temiz ve kodlanmis deney tiipii alinir.
Herbir tiipe 120 pL standart seyreltme tamponu ilave edilir. Ilk tiipe GPx stok
cozeltisinden 120 pL ilave edilir ve karistirilir, daha sonra bu ¢ozeltiden 120 pl alinir
bir sonraki tiipe konulur, benzer islem diger tiipler i¢in devam ettirilir. En sondaki tiipe
stok ilave edilmez. Boylece 120, 60, 30, 15, 7,5, 0 (Kor) ng/mL konsantrasyonlarinda
standart ¢ozeltiler hazirlanmis olur. Kit 3 ml standart seyreltme tamponu icermektedir.
Standartlarin seyreltilmesi igin kullanlir. Kit 1ml biotinle isaretli GPx anti-insan
antikoru igermektedir. Antijene 6zgii primer antikora baglanarak hedef antijene dolayli
olarak baglanan bir konjuge ikincil antikordur. Biotinle Isaretli GPx anti-insan

antikoru ve standart seyreltme tamponu 4°C'de 2 ay dayaniklidir.
Standart GSH Cozeltisinin Hazirlanisi

Kit 500 pl s1g1r eritrosit GSH stok ¢ozeltisi (24 nmol/ml) icermektedir. Standart
cozeltiler taze olarak hazirlanir. GSH stok ¢ozeltisinden 1:1 seri diliisyonlar yapilarak
standart ¢ozeltiler hazirlanir. Bunun i¢in 6 tane temiz ve kodlanmis deney tiipii alinir.
Herbir tiipe 120 pL standart seyreltme tamponu ilave edilir. ilk tiipe GSH stok
¢ozeltisinden 120 pL ilave edilir ve karistirilir, daha sonra bu ¢ozeltiden 120 pl alinir

bir sonraki tiipe konulur, benzer islem diger tiipler i¢in devam ettirilir. En sondaki tiipe
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stok ilave edilmez. Bdylece 12, 6, 3, 1,5, 0,75, 0 (Ko6r) nmol/ml konsantrasyonlarinda
standart ¢ozeltiler hazirlanmis olur. Kit, ortam sicakliginda 30 dakika bekletildikten
sonra kullanilmalidir. Kit 3 ml standart seyreltme tamponu i¢ermektedir. Standartlarin
seyreltilmesi i¢in kullanlir. Kit Iml biotinle isaretli GSH anti-insan antikoru
icermektedir. Antijene 6zgii primer antikora baglanarak hedef antijene dolayli olarak
baglanan bir konjuge ikincil antikordur. Biotinle Isaretli GSH nti-insan antikoru ve

standart seyreltme tamponu 4°C'de 2 ay dayaniklidir.
Standart MDA Cozeltisinin Hazirlanisi

Kit 500 pl sigir eritrosit MDA stok ¢ozeltisi (128 nmol/ml) icermektedir.
Standart ¢ozeltiler taze olarak hazirlanir. MDA stok ¢ozeltisinden 1:1 seri diliisyonlar
yapilarak standart ¢ozeltiler hazirlanir. Bunun igin 6 tane temiz ve kodlanmis deney
tiipii alinir. Herbir tiipe 120 uL standart seyreltme tamponu ilave edilir. Ilk tiipe MDA
stok ¢ozeltisinden 120 pL ilave edilir ve karistirilir, daha sonra bu ¢ozeltiden 120 ul
almir bir sonraki tiipe konulur, benzer islem diger tiipler i¢in devam ettirilir. En
sondaki tiipe stok ilave edilmez. Boylece 64, 32, 16, 8, 4, 0 (Kor) nmol/ml
konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltiler hazirlanmis olur. Kit, ortam sicakliginda 30
dakika bekletildikten sonra kullanilmalidir. Kit 3 ml standart seyreltme tamponu
icermektedir. Standartlarin seyreltilmesi i¢in kullanlir. Kit 1ml biotinle isaretli MDA
anti-insan antikoru igermektedir. Antijene Ozgii primer antikora baglanarak hedef
antijene dolayli olarak baglanan bir konjuge ikincil antikordur. Biotinle Isaretli MDA

anti-insan antikoru ve standart seyreltme tamponu 4°C'de 2 ay dayaniklidur.
Standart 8-OHdG Cozeltisinin Hazirlanisi

Kit 500 pl sigir eritrosit 8-OHAG stok cozeltisi (128 ng/ml) icermektedir.
Standart c¢ozeltiler taze olarak hazirlanir. 8-OHdG stok ¢ozeltisinden 1:1 seri
diliisyonlar yapilarak standart ¢ozeltiler hazirlanir. Bunun i¢in 6 tane temiz ve
kodlanmis deney tilipii alinir. Herbir tiipe 120 pL standart seyreltme tamponu ilave
edilir. Tlk tiipe 8-OHdG stok ¢dzeltisinden 120 pL ilave edilir ve karistirilir, daha sonra
bu ¢ozeltiden 120 pl alinir bir sonraki tiipe konulur, benzer islem diger tiipler i¢in
devam ettirilir. En sondaki tiipe stok ilave edilmez. Boylece 64, 32, 16, 8, 4, 0 (Kor)

ng/ml konsantrasyonlarinda standart c¢ozeltiler hazirlanmis olur. Kit, ortam
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sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra kullanilmalidir. Kit 3 ml standart seyreltme
tamponu igermektedir. Standartlarin seyreltilmesi i¢in kullanlir. Kit 1ml biotinle
isaretli 8-OHdG anti-insan antikoru i¢ermektedir. Antijene 6zgli primer antikora
baglanarak hedef antijene dolayli olarak baglanan bir konjuge ikincil antikordur.
Biotinle isaretli 8-OHdG anti-insan antikoru ve seyreltme tamponu 4°C'de 2 ay

dayaniklidir.

3.3.2. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
LMPA Cozeltisi

1 g LMPA, mikrodalga kullanilarak 100 ml PBS icinde ¢oziilerek % 1°lik
LMPA ¢o6zeltisi hazirlanir. Kiigiik hacimler halinde buzdolabinda saklanir.

Elektroforez tampon cozeltisi

1705 ml soguk distile su, 52,8 ml 10 N NaOH ve 8,8 ml 200 mM EDTA

cozeltisi karistirilir. Deney giinii taze hazirlanir.
Etanol cozeltisi (% 50)

Yiizde 99,8’lik etanol ¢ozeltisinden 150,3 ml alinir ve distile su ile 300 ml’ye

tamamlanarak homojen karismasi saglanir.
Etanol cozeltisi (% 75)

Yiizde 99,8’lik etanol ¢ozeltisinden 225,5 ml alinir ve distile su ile 300 ml’ye

tamamlanarak homojen karigmasi saglanir.
Etanol c¢ozeltisi (% 98)

Yiizde 99,8’lik etanol ¢ozeltisinden 294,5 ml alinir ve distile su ile 300 ml’ye

tamamlanarak homojen karismasi saglanir.
EtBr ¢ozeltisi (20 pg/ml)

10 mg EtBr 50 ml distile suda ¢oziilerek 200 pg/ml’lik stok EtBr ¢ozeltisi
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hazirlanir. Stok EtBr ¢ozeltisinden 1 ml alinip distile su ile 10 ml’ye tamamlanarak 20

ng/ml’lik EtBr ¢ozeltisi hazirlanir. Oda sicakliginda karanlikta saklanir.
EDTA Cozeltisi (200 mM)

14,89 g EDTA 200 ml distile suda ¢oziiliip pH 10’a ayarlanir. Oda sicaklifinda

saklanir.
PBS
1 PBS tableti 200 ml distile suda ¢6ziiliir. 4 °C’de saklanir.
Lizis Cozeltisi

146,1 g NaCl; 37,2 g EDTA; 1,2 g Tris tartilip 500 ml distile suda ¢oziliir. 10
g NaOH eklenerek pH 10’a ayarlanir. 10 g N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu eklenir.
Distile su ile son hacim 890 ml’ye tamamlanip maddeler c¢oziiniinceye kadar
karistirilarak stok lizis ¢ozelti hazirlanir. Oda sicakliginda saklanir. 178 ml stok lizis
cozelti, 2 ml Triton x-100 ve 20 ml DMSO ile karistirilir. Deney giinii taze hazirlanir,

kullanilacagi zamana kadar 4 °C’de tutularak deney sirasinda soguk ¢6zeltisi kullanilir.
NaOH (10 N)
200 g NaOH 500 ml distile suda ¢oziiliir. 4 °C’de saklanir.
NMPA cozeltisi

1000 mg NMPA mikrodalga kullanilarak 100 ml PBS i¢inde ¢oziliir. % 1°lik
NMPA ¢ozeltisi hazirlanir. Yari-buzlu lamlar NMPA (% 1) ¢ozeltisi ile kaplanir.

Lamlar oda sicakliginda saklanir.
Notralizasyon Tampon Cozeltisi

48,5 mg Tris 750 ml distile suda ¢oziiliip pH 7,50°e ayarlanir. Distile su ile

1000 mI’ye tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir.
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3.3.3. ICP-MS ile Agir Metal Analizinde Kullanilan Cozeltiler

Tiim reaktifler analitik derecedeydi.

Tiim sulu ¢ozeltiler, ultra saf su sistemi (Aqua Nova Hepta Distillated, 6zdireng
0.34 MQ-cm, Kristianstad, Isve¢) kullanilarak elde edilen deiyonize su ile
hazirlanmustir.

Numunelerin seyreltmesinde Merck supra-pure gradindan (Darmstadt,
Almanya) HNOs™ (%65) 1:20 oraniyla kullanilmistir.

Analitik siireglerde kullanilan tiim malzemeler bir giin boyunca HNO3™ (%10
v/v) icinde islatilarak, dort kez ultra saf su ile durulanarak ve 40 °C'de etiivde
kurutularak temizlenmistir.

Hazirlanan tiim standart ¢ozeltileri yiiksek yogunluklu polipropilen siselerde
saklanmigtir. Analitlerin stok standart ¢ozeltileri (her biri 1 g/L) Merck'ten temin
edilmigtir. Karigik standart soliisyonlar, stok standart soliisyonlarin % 2 HNOz3™ i¢inde

istenen kalibrasyon araliklarina seyreltilmesiyle taze olarak hazirlanmistir.
3.4. Cahisma Grubunun Secimi

Planlanan tez ¢alismanmizin gergeklestirilebilmesi i¢in Hacettepe Universitesi
Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan Helsinki Bildirgesi’ne
uygun olarak onay alinmistir (etik kurul onay tarihi: 29 Haziran 2021, numara: GO 21/
884) (Bkz. Ek 1.).

Calismaya katilan bireylere ¢calismanin amaci hakkinda ayrintili bilgi verilerek
onam formlar1 imzalatilmistir. Calismaya katilan hasta ve kontrol grubundaki bireylere
yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanimi, ila¢ ve vitamin kullanimi, gecirdigi ve mevcut
hastaliklari, kendileri ve/veya ailelerindeki bobrek islevleri ile iliskili hastalik oykiileri
ile ilgili sorulart igeren ayrintili bir anket formu uygulanmistir (Bkz. Ek 3.).

Calisma grubumuz, son donem bobrek yetmezIligi tanist almis 43 hemodiyalize
giren veya 31 hemolize girmeyen hastalardan olusmaktadir. Kontrol grubu ise yas,
cinsiyet, yasam tarzi, sigara ve alkol kullanim aligkanliklar1 yoniinden hasta grubuna
benzer 40 saglikli goniillerden olugmaktadir.

Arastirma grubunda yer alan son donem bobrek yetmezligi tanis1 almis hastalar
Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Nefroloji ve Acil Tip kliniginden basvuran

hastalar arasindan se¢ilmistir. Diyalize giren SDBY hastalar1 haftada {i¢ kez diizenli
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olarak diyalize giriyordu.

Calismaya dahil edilme ve ¢alismadan ¢ikarilma kriteleri su sekildedir;

Calismaya alma kriterleri: Son donem bobrek yetmezligi tanist KDIGO (Evre
4-5) tanimina gore nefroloji uzmani tarafindan konulmustur. 18 yas {istii gebe olmayan
ve ¢alismaya dahil olmay1 kabul eden hastalar kabul edilmistir.

Calisma Diglama Kriterleri: Karaciger fonksiyon bozuklugu olanlar, akut ve
kronik enfeksiyonu olanlar, kalp yetmezIligi olanlar, akut bobrek hastaligi olanlar,
tiroid hastalig1 olanlar, vaskiilit 0ysii olanlar, bag dokusu hastalig1 olanlar, malignitesi
olanlar, immiinosiipresif ajan kullananlar, radyoterapi veya kemoterapi tedavisi
alanlar, ila¢ kullanimi (statinler, antioksidan veya vitaminler) oykiisii olan bireyler

calisma dis1 birakilmastir.
3.5. Calisma Grubundan Biyolojik Orneklerin Alinmasi

Calismamizda biyolojik ornek olarak, her bir goniilliiden toplam 10 ml
periferik kan 6rnegi toplanmistir. Diyaliz hastalarindan kan 6rnegi alma zamanlamasi
diyaliz islemi bittikten sonraki 1 saat i¢indeydi.

Hemogram parametrelerinin analizi i¢in, EDTA’11 tiiplere 2 ml periferik kan
ornegi alinmistir. Hemogramlar ve plazma biyokimyasal parametreleri hemen Saglik
Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya laboratuvarinda él¢iilmiistiir.

Her bir goniilliiden 8 ml periferik kan 6rnegi sodyum heparinli tiipe alinmistir.
Soguk tasima kabinda ve 1siktan korunarak 6 saat icinde Hacettepe Universitesi
Eczacilik  Fakiiltesi Toksikoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’na
ulastirilmistir.

DNA hasarinin analizi i¢in 1 ml heparinize kan 6rnegi kullanilmistir.

Oksidatif stres parametreleri (SOD, CAT, GPx, GSH, MDA, 8-OHdG,) ve agir
metal analizleri (ICP-MS iel analiz) i¢in 7 ml heparinize kan 6rnegi kullanilmistir.
Plazma 6rnekleri kisimlar halinde -20 °C'de dondurulmustur ve analiz giliniine kadar -

80 °C'de saklanmustir.
3.6. Hemogram Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Plazma o6rneklerinden tam kan sayimi1 Sysmex XN-2000 cihaz1 ile yapilmistir.

Beyaz kan hiicresi (White Blood Cell, WBC), kirmiz1 kan hiicresi (Red Blood Cell,
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RBC), hemoglobin (Hemoglobin, Hg), trombosit (platelet, PLT), hematokrit
(Hematocrit, HCT), ortalama korpiiskiiler hacim (Mean Cell Volume, MCV), ortalama
korpiiskiiler hemoglobin (Mean Cell Hemoglobin, MCH), ortalama korpiiskiiler
hemoglobin konsantrasyonu (Mean cell hemoglobin concentration, MCHC),
trombosit dagilim genisligi standart sapmasi (RBC Distrubition Width Standard
Deviation, RDW-SD), kirmiz1 hiicre dagilim genisligi (Red Cell Distribution Width,
RDW-CV), trombosit dagilim genisligi (Platelet Distribution Width, PDW), ortalama
trombosit hacmi (Mean Platelet Volume, MPV), nétrofiller, monositler, lenfositler,
eozinofil, bazofiller seviyeleri, karaciger fonksiyon parametreleri (AST, ALT)
hematoloji otoanalizérii kullanilarak analiz edilmistir. Ornekler duplike calisilmustir.
Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir.

Birimleri ise su sekildedir: WBC, PLT, icin 10%/ul; RBC igin 10%ul; Hg ve
MCHC i¢in g/dl; MCV, RDW-SD, PDW ve MPV igin femtolitre (fl); MCH igin
pikogram (pg); HCT, RDW-CV, ndétrofiller, monositler, lenfositler, eozinofil,

bazofiller i¢in %.
3.7.  Biyokimyasal Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Plazma o6rneklerinde karaciger fonksiyon parametreleri (AST, ALT), glikoz,
urik asit, sodyum ve potasyum Roche Cobas C702 Chemistry Analyzer (Roche
Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak analiz edildi. AST, ALT, glikoz ve iirik asit 6l¢limii
kinetik enzimatik kolorimetrik esasa; sodyum ve potasyum Ol¢iimii ise dolayli ISE
(iyon segici elektrot) yontemine dayanmaktadir.

Ornekler duplike calisilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik)
olarak verilmistir. Birimleri ise: AST ve ALT i¢in IU/L, glukoz ve tirik asit i¢in mg/dL,

sodyum ve potasyum i¢cin mEq/L olarak kullanilmistir.
3.8. Bobrek Fonksiyon Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Orneklerden iire diizeyleri Roche Cobas ¢702 cihazi ile iireaz ve glutamat
dehidrojenaz igeren kinetik bir yontem kullanarak tayin edilmistir.

Ik basamakta iire, iireaz enzimi ile amonyum ve karbonata doniistiiriilmektedir.
Ikinci reaksiyonda ise 2-oksoglutarat, amonyum ile birleserek glutamat dehidrojenaz

enzimi ile glutamata cevrilir. Reaksiyon kofaktorii olan NADH’daki azalma, iire
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miktart ile dogru orantilidir ve 340 nm dalgaboyunda fotometrik olarak Olgiiliir.
Y o6ntemin serumda lineer saptama araligi 3.0-240 mg/dL (0.5-40 mmol/L)’dir.

Kreatinin 6l¢iimleri; Roche Cobas ¢702 cihazi ile kinetik kolorimetrik Jaffe
yontemi ile yapilmistir. Alkali ¢ozeltide; kreatinin pikrat ile sari-turuncumsu renk
olusturur. Boya olusum hizi, 6rnekteki kreatinin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Yontemin serumda lineer saptama araligi 0.17-24.9 mg/dL (15-2200 umol/L) iken;
idrarda 4.2-622 mg/dL (375-55000 umol/L)’dir.

3.9. Protein Miktar Tayini

Olgiilen oksidatif stres parametreleri, protein miktarina oranlanarak ifade
edilmistir. Protein diizeylerinin saptanmasi i¢in Pierce™ BCA Protein Test Kiti
(ThermoFisher Scientific) kullanilmistir. Yontemin esasint Smith Yontemi olusturur
(236,237).

Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Protein Test Kiti, toplam protein
miktarinin kolorimetrik olarak tespitine olanak saglayan bisinkoninik asit (BCA) ve
deterjan-uyumlu formiilasyon i¢eren bir kittir (237). BCA stok ¢6zeltisi, bikinkoninik
asit, sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, sodyum tartarat ve bakir (II) siilfat
pentahidrat igerir ve olduke¢a baziktir (pH 11,25).

Bu yontem, iki veya daha fazla peptid baglar1 tagiyan peptid veya proteinlerin
alkali ortamda Cu*? iyonunu Cu+l'e indirgemesi (Biiiret reaksiyonu) ve bu
indirgenmis Cu*! iyonlarin BCA ile mor-mavi renkli kompleks olusturmasi ve olusan
bu rengin kolorimetrik olarak 562 nm'de 6lgiilmesi esasina dayanir. Rengin siddeti
protein yogunlugu ile orantilidir. EDTA gibi Cu+2 selatlayici maddeler 6l¢iim
sonuclarina etki edebilir.

Protein konsantrasyonlar1 genellikle sigir serum albiimini (BSA) gibi yaygin
bir proteinin standartlarina gore belirlenir. Bilinen konsantrasyonda bir dizi standart
seri hazirlanir ve standart egriye dayali olarak her bir bilinmeyenin konsantrasyonu
belirlenir.

Sigir Serum Albumin standart ¢ézeltileri (7,2-2000 pg/ml), kor (distile su) ve
orneklerin 25’er pl’si tizerine 200 pl Calisma Cozeltisi (BCA ¢ozletisi: Cu ¢ozeltisi,
50:1 h/h) eklenmistir.

Plaka mikroplaka calkalayici iizerinde hafifce ¢alkalanmistir ve 37°C'de 30
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dakika inkiibe edilmistir.
Plakanin optik dansitesi 562 nm’de spektrofotometrede okunarak standart

dogru ¢izilmis ve drneklerin protein icerikleri saptanmistir.
3.10. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Plazma orneklerinde protein tayini yapildiktan sonra oksidatif stres
gostergelerinden SOD, CAT, GPx, GSH, MDA, 8-OHdG plazma diizeyleri ELISA
test kitleri kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Birimleri ise su

sekildedir: SOD, CAT, GPx, 8-OHdG i¢in ng/ml; GSH, MDA i¢in nmol/ml.
3.10.1. SOD Enzim Diizeyinin Ol¢iimii

Yontem temel olarak enzim araciligiyla antikor-antijen kompleksinden olusan
iriiniin belirlenmesi esasina dayanir. SOD-1’e 6zgiil monoklonal antikor kaplh
kuyucuklara SOD-1 eklenir ve inkiibasyon yapilir. Daha sonra biyotinle isaretlenmis
SOD-1 antikorlar1 eklenir ve immiin kompleksi olugturmak i¢in Streptavidin-HRP ile
birlestirilmesi saglanir. Enzim isaretli antikor kompleksi olusur. Yikama ile
baglanmayan enzimler uzaklastirilir. Kromojen ¢ozelti A ve B eklenerek olusan mavi
renkli ¢ozeltiye asit ¢cozeltisi reaksiyonun durdurulmasi amaci ile ilave edilerek sari
renkli ¢ozelti olusmast saglanir. Olusan renk siddetinin absorbansi 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak oOlctiliir. Renk siddeti ile 6rneklerde bulunan SOD

enzim diizeyi arasinda pozitif bir korelasyon vardir.
Yonteminin Uygulanisi

1. Stok standartin 1:1 diliisyonlari ile (80, 40, 20, 10, 5, 0 ng/ml) (6 adet) standart
serisi hazirlanir.

2. Standart uygulanacak kuyucuklara 50 pl standart ve 50 pl Streptavidin-HRP
eklenmistir.

3. Ornek uygulanacak kuyucuklar i¢in 40 ul numune ve sonra 10 pul SOD antikoru
ve 50 ul Streptavidin-HRP ilave edilmistir.

4. Kor uygulama icin 50 pL seyreltme ¢ozeltisi eklenmistir (sadece kromojen
soliisyonu A ve B reaksiyon durdurma ¢ozeltisine izin verilir (diger islemler

aynidir).
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Ekleme yapilirken kuyucuklarin i¢ yiizeyine dokunmaktan ve kopilik
olusturmaktan kacginilmistir.

Daha sonra plaklar film ile kapatilmistir ve mikroplaka calkalayici {izerinde
hafifce ¢alkalayarak 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiler atilmistir. Tiim kuyucuklara 350 ul 1X yikama
tamponu eklenmistir. 1 ~ 2 dakika bekletildikten sonra ¢ozeltiler atilmistir. Bu
yikama iglemi 3 kere tekrarlanmistir.

Son yikama basamagindan sonra, kuyucuklar1 bosaltilmistir ve plakaya kagit
havlu {izerine hafifce vurarak fazla miktardaki yikama tamponu
uzaklastirilmastir.

Her kuyuya kromojen soliisyonu A 50 pl, ardindan kromojen soliisyonu B 50
pl eklenmistir. Hafif¢e karistirilip, 1siktan uzakta 37°C'de 10 dakika inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonunda reaksiyonu durdurmak icin her kuyucuga Durdurma
Cozeltisi 50 pl eklenmistir (mavi hemen sariya doniisiir).

Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika icinde 450 nm dalga
boyunda kuyucuklarin optik yogunlugu (OD) 6lgiilmiistiir.

Standart, kor ve numune ¢ift olarak calisilmistir.

Standartlarin ve Orneklerin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0
ng/ml konsantrasyondaki (kor) standartin ortalama absorbans degeri,
kendisinden ve diger standartlardan ¢ikarilmistir

Standartlarin konsantrasyonuna karsilik gelen OD degerlerine gore, standart
egri dogrusal regresyon denklemi hesaplanmistir ve ardindan ilgili numunenin
konsantrasyonunu hesaplamak i¢in numunenin OD degerlerini regresyon
denklemine uygulanmustir.

Numunelerin kantitatif analizinde simetrik sigmoidal kalibratorlerden elde
edilen konsantrasyonlari hesaplamak tiizere Dort Parametre Lojistik egrisi
kullanilmistir. Bu yontem, ELISA'lar i¢in veri analizinde yaygin olarak
kullanilir.

SOD diizeyi ng/ml olarak ifade edilmistir.

Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir.

3.10.2. CAT Diizeyini Ol¢iimii
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Ozgiil monoklonal antikor kapli kuyucuklara CAT eklenerek inkiibe edilir.

Daha sonra biyotinle isaretlenmis CAT antikorlar1 eklenir ve immiin kompleksi

olusturmak i¢in Streptavidin-HRP ile birlestirilmesi saglanir. Primer enzim isaretli

antikor kompleksi olusur. Yikama ile baglanmayan enzimler uzaklastirilir. Kromojen
cozelti A ve B eklenerek olusan mavi renkli ¢ozeltiye bir asit ¢ozeltisi reaksiyonun
durdurulmast amaci ile ilave edilir ve sar1 renkli ¢ozelti olusmasi saglanir. Olusan renk
siddetinin absorbansi 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir. Renk
siddeti ile orneklerde bulunan CAT enzim diizeyi arasinda pozitif bir korelasyon
vardir.

.Yonteminin Uygulanisi

1. Stok CAT g¢ozeltiinin 1:1 diliisyonlar: ile 200, 100, 50, 25, 12,5, 0 ng/ml (6
adet) standart serisi hazirlanir.

2. Standart uygulanacak kuyucuklara 50 pl standart ve 50 pl Streptavidin-HRP
eklenmistir.

3. Ornek uygulanacak kuyucuklar i¢in 40 pl numune ve sonra 10 ul CAT antikoru
ve 50 pl Streptavidin-HRP ilave edilmistir.

4. Kor uygulama icin 50 pL seyreltme ¢ozeltisi eklenmistir (sadece kromojen
soliisyonu A ve B reaksiyon durdurma ¢ozeltisine izin verilir (diger islemler
aynidir).

5. Ekleme yapilirken kuyucuklarin i¢ yiizeyine dokunmaktan ve kopiik
olusturmaktan kaginilmistir.

6. Daha sonra plaklar film ile kapatilmistir ve mikroplaka calkalayici tizerinde
hafifce calkalayarak 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyon sonunda ¢dzeltiler atilmistir. Tiim kuyucuklara 350 pl 1X yikama
tamponu eklenmistir. 1 ~ 2 dakika bekletildikten sonra ¢ozeltiler atilmistir. Bu
yikama islemi 3 kere tekrarlanmistir.

8. Son yikama basamagindan sonra, kuyucuklar1 bosaltilmistir ve plakaya kagit
havlu fizerine hafifce vurarak fazla miktardaki yikama tamponu
uzaklastirilmistir.

9. Her kuyuya kromojen soliisyonu A 50 pl, ardindan kromojen soliisyonu B 50
ul eklenmistir. Hafifge karistirilip, 1siktan uzakta 37°C'de 10 dakika inkiibe

edilmistir.
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Inkiibasyon sonunda reaksiyonu durdurmak icin her kuyucuga Durdurma
Cozeltisi 50 pl eklenmistir (mavi hemen sariya doniisiir).

Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika icinde 450 nm dalga
boyunda kuyucuklarin optik yogunlugu (OD) 6l¢iilmiistiir. .

Standart, kor ve numune ¢ift olarak c¢alisilmistir.

Standartlarin ve Orneklerin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0
ng/ml konsantrasyondaki (kor) standartin ortalama absorbans degeri,
kendisinden ve diger standartlardan ¢ikarilmistir

Standartlarin konsantrasyonuna karsilik gelen OD degerlerine gore, standart
egri dogrusal regresyon denklemi hesaplanmistir ve ardindan ilgili numunenin
konsantrasyonunu hesaplamak i¢in numunenin OD degerlerini regresyon
denklemine uygulanmistir.

Numunelerin kantitatif analizinde simetrik sigmoidal kalibratorlerden elde
edilen konsantrasyonlari hesaplamak iizere Dort Parametre Lojistik egrisi
kullanmilmistir. Bu yontem, ELISA'lar i¢in veri analizinde yaygin olarak
kullanilir.

CAT diizeyi ng/ml olarak ifade edilmistir.

Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir.
3.10.3. Glutatyon Peroksidaz Diizeyini Olgiimii

Glutatyon Peroksidaza 6zgiil monoklonal antikor kapli kuyucuklara GPx

eklenir ve inkiibasyon yapilir. Daha sonra biyotinle isaretlenmis GPx antikorlari

eklenir ve immiin kompleksi olusturmak i¢in Streptavidin-HRP ile birlestirilmesi

saglanir. Primer enzim isaretli antikor kompleksi olusur. Yikama ile baglanmayan

enzimler uzaklastirilir. Kromojen ¢ozelti A ve B eklenerek olusan mavi renkli

cozeltiye bir asit ¢ozeltisi reaksiyonun durdurulmasi amaci ile ilave edilir ve sar1 renkli

¢Ozelti olugsmast saglanir. Olusan renk siddetinin absorbansi 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak Ol¢iiliir. Renk siddeti ile 6rneklerde bulunan GPx enzim

diizeyi arasinda pozitif bir korelasyon vardir.

1.

Yonteminin Uygulanisi

Stok GPx ¢6zeltisinin 1:1 diliisyonlar1 ile 120, 60, 30, 15, 7,5, 0 ng/ml (6 adet)
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standart serisi hazirlanir.

Standart uygulanacak kuyucuklara 50 pl standart ve 50 pl Streptavidin-HRP
eklenmistir.

Ornek uygulanacak kuyucuklar i¢in 40 pl numune ve sonra 10 pl GPx antikoru
ve 50 ul Streptavidin-HRP ilave edilmistir.

Kor uygulama icin 50 pL seyreltme ¢ozeltisi eklenmistir (sadece kromojen
soliisyonu A ve B reaksiyon durdurma ¢ozeltisine izin verilir (diger islemler
aymidir).

Ekleme yapilirken kuyucuklarin i¢ ylizeyine dokunmaktan ve kopik
olusturmaktan kaginilmistir.

Daha sonra plaklar film ile kapatilmistir ve mikroplaka calkalayici tizerinde
hafifce calkalayarak 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiler atilmistir. Tiim kuyucuklara 350 pl 1X yikama
tamponu eklenmistir. 1 ~ 2 dakika bekletildikten sonra ¢ozeltiler atilmistir. Bu
yikama islemi 3 kere tekrarlanmistir.

Son yikama basamagindan sonra, kuyucuklar1 bosaltilmistir ve plakaya kagit
havlu {izerine hafifce wvurarak fazla miktardaki yikama tamponu
uzaklastirilmastir.

Her kuyuya kromojen soliisyonu A 50 pl, ardindan kromojen soliisyonu B 50
pl eklenmistir. Hafif¢e karistirilip, 1siktan uzakta 37°C'de 10 dakika inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonunda reaksiyonu durdurmak igin her kuyucuga Durdurma
Cozeltist 50 pl eklenmistir (mavi hemen sartya doniisiir).

Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika i¢inde 450 nm dalga
boyunda kuyucuklarin optik yogunlugu (OD) 6l¢iilmiistiir.

Standart, kor ve numune ¢ift olarak ¢alisilmistir.

Standartlarin ve Orneklerin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0
ng/ml konsantrasyondaki (kor) standartin ortalama absorbans degeri,
kendisinden ve diger standartlardan ¢ikarilmistir

Standartlarin konsantrasyonuna karsilik gelen OD degerlerine gore, standart
egri dogrusal regresyon denklemi hesaplanmistir ve ardindan ilgili numunenin

konsantrasyonunu hesaplamak i¢in numunenin OD degerlerini regresyon
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denklemine uygulanmistir.

Numunelerin kantitatif analizinde simetrik sigmoidal kalibratorlerden elde
edilen konsantrasyonlari hesaplamak {izere Dort Parametre Lojistik egrisi
kullanilmistir. Bu yontem, ELISA'lar i¢in veri analizinde yaygin olarak
kullanilir

GPx diizeyi ng/ml olarak ifade edilmistir.

Sonuglar ortalama =+ standart sapma (aralik) olarak verilmistir.

3.10.4. Glutatyon Diizeyini Ol¢iimii

Glutatyona 6zgiil monoklonal antikor kapli kuyucuklara GSH eklenir ve

inkiibasyon yapilir. Daha sonra biyotinle isaretlenmis GSH antikorlar1 eklenir ve

immiin kompleksi olusturmak igin Streptavidin-HRP ile birlestirilmesi saglanir.

Primer enzim isaretli antikor kompleksi olusur. Yikama ile baglanmayan enzimler

uzaklastirilir. Kromojen ¢ozelti A ve B eklenerek olusan mavi renkli ¢zeltiye bir asit

¢ozeltisi reaksiyonun durdurulmasi amaci ile ilave edilir ve sar1 renkli ¢ozelti olugmasi

saglanir. Olugan renk siddetinin absorbans1 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak olguliir. Renk siddeti ile 6rneklerde bulunan GSH konsantrasyonu arasinda

pozitif bir korelasyon vardir.

Yonteminin Uygulanisi

Stok standartin 1:1 diliisyonlar ile 12, 6, 3, 1,5, 0,75, 0 nmol/ml (6 adet)
standart serisi hazirlanir.

Standart uygulanacak kuyucuklara 50 pl standart ve 50 pl Streptavidin-HRP
eklenmistir.

Ornek uygulanacak kuyucuklar i¢in 40 pl numune ve sonra 10 pul GSH antikoru
ve 50 ul Streptavidin-HRP ilave edilmistir.

Kor uygulama i¢in 50 pL seyreltme ¢ozeltisi eklenmistir (sadece kromojen
sollisyonu A ve B reaksiyon durdurma cozeltisine izin verilir (diger islemler
aynidir).

Ekleme yapilirken kuyucuklarin i¢ yiizeyine dokunmaktan ve kopiik

olusturmaktan kagimilmistir.
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Daha sonra plaklar film ile kapatilmistir ve mikroplaka ¢alkalayici iizerinde
hafifce calkalayarak 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiler atilmistir. Tiim kuyucuklara 350 pl 1X yikama
tamponu eklenmistir. 1 ~ 2 dakika bekletildikten sonra ¢ozeltiler atilmistir. Bu
yikama islemi 3 kere tekrarlanmigtir.

Son yikama basamagindan sonra, kuyucuklar1 bosaltilmistir ve plakaya kagit
havlu iizerine hafifge vurarak fazla miktardaki yikama tamponu
uzaklastirilmastir.

Her kuyuya kromojen soliisyonu A 50 pl, ardindan kromojen soliisyonu B 50
ul eklenmistir. Hafif¢e karistirilip, 1siktan uzakta 37°C'de 10 dakika inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonunda reaksiyonu durdurmak icin her kuyucuga Durdurma
Cozeltisi 50 pl eklenmistir (mavi hemen sariya doniisiir).

Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika iginde 450 nm dalga
boyunda kuyucuklarin optik yogunlugu (OD) 6l¢iilmiistiir.

Standart, kor ve numune ¢ift olarak ¢alisilmistir.

Standartlarin ve Orneklerin ortalama absorbans degerleri hesaplanmigtir. 0
ng/ml konsantrasyondaki (kor) standartin ortalama absorbans degeri,
kendisinden ve diger standartlardan ¢ikarilmistir

Standartlarin konsantrasyonuna karsilik gelen OD degerlerine gore, standart
egri dogrusal regresyon denklemi hesaplanmistir ve ardindan ilgili numunenin
konsantrasyonunu hesaplamak i¢in numunenin OD degerlerini regresyon
denklemine uygulanmistir.

Numunelerin kantitatif analizinde simetrik sigmoidal kalibratorlerden elde
edilen konsantrasyonlari hesaplamak iizere Dort Parametre Lojistik egrisi
kullanilmistir. Bu yontem, ELISA'lar i¢in veri analizinde yaygin olarak
kullanilir.

GSH diizeyi nmol/ml olarak ifade edilmistir. Sonuglar ortalama + standart

sapma (aralik) olarak verilmistir.

3.10.5. MDA Diizeyini Ol¢iimii
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MDA’e 0zgiil monoklonal antikor kapli kuyucuklara MDA eklenir ve
inkiibasyon yapilir. Daha sonra biyotinle igaretlenmis MDA antikorlar1 eklenir ve
immiin kompleksi olusturmak i¢in Streptavidin-HRP ile birlestirilmesi saglanir.
Primer enzim isaretli antikor kompleksi olusur. Yikama ile baglanmayan enzimler
uzaklastirilir. Kromojen ¢ozelti A ve B eklenerek olusan mavi renkli ¢ozeltiye bir asit
¢ozeltisi reaksiyonun durdurulmasi amact ile ilave edilir ve sar1 renkli ¢ozelti olugmasi
saglanir. Olusan renk siddetinin absorbans1 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak Olgiliir. Renk siddeti ile 6rneklerde bulunan MDA konsantrasyonu arasinda

pozitif bir korelasyon vardir.
Yonteminin Uygulanisi

1. Stok standartin 1:1 diliisyonlar1 ile 64, 32, 16, 8, 4, 0 nmol/ml (6 adet) standart
serisi hazirlanir.

2. Standart uygulanacak kuyucuklara 50 pl standart ve 50 pl Streptavidin-HRP
eklenmistir.

3. Ornek uygulanacak kuyucuklar igin 40 ul numune ve sonra 10 pul MDA
antikoru ve 50 pl Streptavidin-HRP ilave edilmistir.

4. Kor uygulama i¢in 50 pL seyreltme ¢ozeltisi eklenmistir (sadece kromojen
soliisyonu A ve B reaksiyon durdurma ¢ozeltisine izin verilir (diger islemler
aynidir).

5. Ekleme yapilirken kuyucuklarin i¢ yiizeyine dokunmaktan ve kopilik
olusturmaktan kaginilmistir.

6. Daha sonra plaklar film ile kapatilmistir ve mikroplaka calkalayici tizerinde
hafifce calkalayarak 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyon sonunda ¢dzeltiler atilmistir. Tiim kuyucuklara 350 pl 1X yikama
tamponu eklenmistir. 1 ~ 2 dakika bekletildikten sonra ¢ozeltiler atilmistir. Bu
yikama islemi 3 kere tekrarlanmistir.

8. Son yikama basamagindan sonra, kuyucuklar1 bosaltilmistir ve plakaya kagit
havlu fizerine hafifce vurarak fazla miktardaki yikama tamponu
uzaklastirilmistir.

9. Her kuyuya kromojen soliisyonu A 50 pl, ardindan kromojen soliisyonu B 50

ul eklenmistir. Hafifge karistirilip, 1siktan uzakta 37°C'de 10 dakika inkiibe
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edilmistir.

Inkiibasyon sonunda reaksiyonu durdurmak icin her kuyucuga Durdurma
Cozeltisi 50 pl eklenmistir (mavi hemen sartya doniisiir).

Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika icinde 450 nm dalga
boyunda kuyucuklarin optik yogunlugu (OD) 6lgiilmiistiir.

Standart, kor ve numune ¢ift olarak c¢alisilmistir.

Standartlarin ve orneklerin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0
ng/ml konsantrasyondaki (kor) standartin ortalama absorbans degeri,
kendisinden ve diger standartlardan ¢ikarilmistir

Standartlarin konsantrasyonuna karsilik gelen OD degerlerine gore, standart
egri dogrusal regresyon denklemi hesaplanmistir ve ardindan ilgili numunenin
konsantrasyonunu hesaplamak i¢in numunenin OD degerlerini regresyon
denklemine uygulanmistir.

Numunelerin kantitatif analizinde simetrik sigmoidal kalibratorlerden elde
edilen konsantrasyonlari hesaplamak tizere Dort Parametre Lojistik egrisi
kullanilmistir. Bu yontem, ELISA'lar i¢in veri analizinde yaygin olarak
kullanilir.

MDA diizeyi nmol/ml olarak ifade edilmistir.

Sonuglar ortalama + standart sapma (aralik) olarak verilmistir.
3.10.6. 8-OHdG Diizeyinin Ol¢iimii

8-OHdG’e 6zgiil monoklonal antikor kapli kuyucuklara 8-OHdG eklenir ve

inkiibasyon yapilir. Daha sonra biyotinle isaretlenmis 8-OHdG antikorlar1 eklenir ve

immiin kompleksi olusturmak i¢in Streptavidin-HRP ile birlestirilmesi saglanir.

Primer enzim isaretli antikor kompleksi olusur. Yikama ile baglanmayan enzimler

uzaklastirilir. Kromojen ¢ozelti A ve B eklenerek olusan mavi renkli ¢ozeltiye bir asit

¢oOzeltisi reaksiyonun durdurulmasi amaci ile ilave edilir ve sar1 renkli ¢ozelti olugmasi

saglanir. Olusan renk siddetinin absorbansi 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak olgiiliir. Renk siddeti ile 6rneklerde bulunan 8-OHdG konsantrasyonu arasinda

pozitif bir korelasyon vardir.

Yonteminin Uygulanisi
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Stok standartin 1:1 diliisyonlari ile 64, 32, 16, 8, 4, 0 nmol/ml (6 adet) standart
serisi hazirlanir.

Standart uygulanacak kuyucuklara 50 pl standart ve 50 pl Streptavidin-HRP
eklenmistir.

Ormek uygulanacak kuyucuklar igin 40 pl numune ve sonra 10 pl 8-OHdG
antikoru ve 50 pl Streptavidin-HRP ilave edilmistir.

Kor uygulama i¢in 50 pL seyreltme ¢ozeltisi eklenmistir (sadece kromojen
soliisyonu A ve B reaksiyon durdurma ¢ozeltisine izin verilir (diger islemler
aynidir).

Ekleme yapilitken kuyucuklarin i¢ yiizeyine dokunmaktan ve kopilik
olusturmaktan kac¢imilmistir.

Daha sonra plaklar film ile kapatilmistir ve mikroplaka calkalayici tizerinde
hafifce calkalayarak 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiler atilmistir. Tiim kuyucuklara 350 pl 1X yikama
tamponu eklenmistir. 1 ~ 2 dakika bekletildikten sonra ¢ozeltiler atilmistir. Bu
yikama islemi 3 kere tekrarlanmistir.

Son yikama basamagindan sonra, kuyucuklar1 bosaltilmistir ve plakaya kagit
havlu tizerine hafifce vurarak fazla miktardaki yikama tamponu
uzaklastirilmastir.

Her kuyuya kromojen soliisyonu A 50 pl, ardindan kromojen soliisyonu B 50
pl eklenmistir. Hafif¢e karistirilip, 1siktan uzakta 37°C'de 10 dakika inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonunda reaksiyonu durdurmak igin her kuyucuga Durdurma
Cozeltisi 50 pl eklenmistir (mavi hemen sartya doniisiir).

Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika i¢inde 450 nm dalga
boyunda kuyucuklarin optik yogunlugu (OD) 6l¢iilmiistiir.

Standart, kor ve numune ¢ift olarak ¢alisilmistir.

Standartlarin ve Orneklerin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0
ng/ml konsantrasyondaki (kor) standartin ortalama absorbans degeri,
kendisinden ve diger standartlardan ¢ikarilmistir

Standartlarin konsantrasyonuna karsilik gelen OD degerlerine gore, standart

egri dogrusal regresyon denklemi hesaplanmistir ve ardindan ilgili numunenin
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konsantrasyonunu hesaplamak i¢in numunenin OD degerlerini regresyon
denklemine uygulanmustir.

Numunelerin kantitatif analizinde simetrik sigmoidal kalibratorlerden elde
edilen konsantrasyonlari hesaplamak {izere Dort Parametre Lojistik egrisi
kullanilmistir. Bu yontem, ELISA'lar i¢in veri analizinde yaygin olarak
kullanilir.

8-OHdG diizeyi nmol/ml olarak ifade edilmistir.

Sonuglar ortalama =+ standart sapma (aralik) olarak verilmistir.

3.11. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi ile DNA Hasarmin

Belirlenmesi

DNA hasarinin belirlenmesi i¢in tek hiicre jel elektroforez yontemi
kullanilmigtir (224,229).

Ficoll-hypaque gradient santrifij yontemi ile periferik kan mononiikleer
hiicreleri (Peripheral Blood Mononuclear Cell, PBMC) elde edilmistir.
Heparinli tiipe alinan 5 ml kan 6rnegi, 5 ml PBS ile 1:1 oraninda seyreltilmistir.
2 ml Ficoll iizerine seyreltilmis kan 6rnegi pastor pipeti ile yavas¢a yayilmistir.
Ficoll-kan karigimi oda sicakliginda 2000 rpm’de 20 dk siire ile santrifiij
edilmistir. Santrifiij islemi sonunda Ficoll {izerindeki interfazda ince bir tabaka
halinde bulunan PBMC’ler pastdr pipeti ile dikkatle toplanmustir.

Izole edilen hiicreler PBS ile iki kere yikanmstir. Yikama islemi icin, izole
edilen hiicreler steril tiipe alinarak iizerine PBS eklenmistir. 2300 rpm’de 10
dk siire ile santrifiije edilerek siipernatan atilmistir. Yikama isleminin ardindan
¢oken kisimdaki hiicreler Neubauer laminda sayildiktan sonra PBS ile
seyreltilerek hiicre konsantrasyonlar1 yaklasik 2x10° hiicre/ml olarak
ayarlanmistir. Hiicre canlilig1 tripan mavisi ile kontrol edilmistir ve % 85'in
tizerinde oldugu dogrulanmastir.

37 £ 0,5 °C’de eritilmis 75 pl % 1’lik LMPA, 50 pl hiicre siispansiyonu ile
karistirildiktan sonra, daha onceden hazirlanan % 1°lik NMPA c¢ozeltisine
daldirilip agar ile kaplanmis lamlara yayilmistir ve tizerine lamel kapatilmistir.

Lamlar, soguk metal iizerinde 5 dakika bekletilerek agarin katilagmasi
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saglanmigtir. Ardindan agar lizerindeki lamel zedelenmeden alinmistir.
Lamlar, 6nceden hazirlanip 4°C’de saklanan soguk lizis ¢6zeltisine daldirilarak
en az 1 saat 4°C’de bekletilmistir.

Lizis ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra lamlar siiziilerek elektroforez i¢in hazir
hale getirilmistir.

Elektroforez iglemi i¢in tank soguk elektroforez ¢ozeltisi ile doldurulmustur.
Lamlar agar yayilan kisimlari iiste gelecek sekilde elektroforez tankinin ig¢ine
yerlestirilerek akim uygulanmadan elektroforez kiivetinin igerisinde 20 dakika
bekletilmistir.

Elektroforez 25volt ve 300 mA akim uygulayarak 20 dakika 4°C’de
elektroforez uygulanmistir.

Elektroforez islemi bittikten sonra alinan lamlar 5 dakika distile suda, takiben
15 dakika nétralizasyon tampon ¢ozeltisinde bekletilmistir. Ardindan lamlar
strast ile 5’er dakika % 50, % 75 ve % 98’lik etanol ¢ozeltisinde tutulmustur
ve okuma dncesinde lamlar kurumasi i¢in en az 1 giin bekletilmistir.

Okuma sirasinda kurutulmus lamlar iizerine 35 pl 20 png/ml EtBr ¢6zeltisi ilave
edilmistir.

Her bir goniillii i¢cin 2 lama uygulama yapilmistir ve agaroz jeldeki DNA
fragmanlarinin elektroforetik gdclinden sonra DNA hasarimin boyutunu
belirlemek i¢in toplam 100 hiicre 400x biiyiitme ile floresan mikroskobunda
bilgisayarli goriintiileme sistemi ile (Comet Analysis Software, version 4.0,
Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, Ingiltere) degerlendirilmistir.

DNA hasar derecesinde kuyruk yogunlugu esas alinmistir. Sonuglar ortalama
+ standart sapma olarak verilmistir. Tiim islemler ek bir DNA hasarin1 6nlemek

amaci ile karanlikta yapilmistir.
ICP-MS Yontemi

Plazma orneklerinde Al, As, Cd, Hg ve Pb miktar tayini Indiiktif olarak
eslesmis plazma kiitle spektrometrisi (ICP-MS) (Thermo Scientific ICAP Qc
Serisi (Bremen, Almanya) ile yapilmistir. Analizler T.C. Saghk Bilimleri
Universitesi Giilhane Eczacilik Fakiiltesi laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Y ontemde kullanilan tiim malzemeler bir giin boyunca HNO3™ (%10 v/v) iginde
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1slatilarak, dort kez ultra saf su ile durulanarak ve 40 °C'de etiivde kurutularak
temizlenmistir.

Ornekler (1 ml plazma 6rnekleri) analize kadar +4 °C'de kapakl1 polipropilen
tiiplerde saklanmustir..

Metal stok ¢ozeltileri (her biri 1 g/L) Merck®'ten temin edilmistir. Hazirlanan
tiim standart ¢ozeltileri yiiksek yogunluklu polipropilen siselerde saklanmistir.
Seri standart soliisyonlar, stok standart soliisyonlarin %2 HNOs3 i¢inde istenen
kalibrasyon araliklarina seyreltilmesiyle taze olarak hazirlanmistir.

Hg analizinde kullanilan standart ¢ozeltiler, numune ¢ozeltileri ve yikama
cozeltisi 200 ppb Au standart1 olacak sekilde ayarlanmustir.

Her bir numune %65°lik Suprapure Nitrik asit ile hazirlanan %2 Nitrik asit ile
1:20 oraninda seyreltildikten sonra dogrudan cihaza uygulanmistir. Cihaz
ayarlar1 asagidaki gibidir. Metal analizinde operasyonel parametreler Tablo

3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Metal analizinde operasyonel parametreler

Parametre Deger
Peristaltik pompa hiz1 40 rpm

Pumpa tubing Ornek tagimmast i¢in turuncu/yesil tubing
Nebulizer PFA-ST
Interfaz konlar Nikel

RF Giig 1550 W
Sogutma gaz akist 14 L/dk
Yardimci gaz akist 0.8 L/dk
Nebulizer gaz akisi 0.97 L/dk
Dwell Zamani 0.001 - 0.02 ms
Olgiim tekrari 3

ICP-MS verilerin analizinde Qtegra™ Intelligent Scientific Data Solution™

(ISDS) (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Almanya) Software programi

kullanilmastir.
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3.13. istatistiksel Yontemler

Verilerin analizinde SPSS for Windows 20.0 bilgisayar programi1 kullanilmastir.
Verilerin normal dagilima uyup uymadigi Kolmogorov-Smirnov testi ile incelenmistir.
Varyansin homojenligi ise Levene testi ile arastirilmistir. Siirekli degiskenler igin
veriler ortalama + standart sapma ve kategorik degiskenler ise vaka sayisi (n) ve
yiizdesi (%) olarak ifade edilmistir.

Normal dagilima sahip gruplar arasindaki farkliliklar ANOVA (One-Way
Variance Analysis) testi ile degerlendirilmistir ve grup farkliliklarinin post-hoc analizi
LSD (Least Significant Difference) testi ile ger¢eklestirilmistir.

Normal dagilim gostermeyen gruplar arasindaki farkliliklar iki grup i¢in Mann-
Whitney U ve ikiden fazla grup i¢in Kruskal-Wallis testi ile degerlendirilmistir.

Dogrusal iligkinin biiyiikliigli Pearson korelasyon analizi ile hesaplanmistir.
Parametreleri belirlemek icin c¢oklu dogrusal regresyon analizi kullanilmistir.
Kategorik degiskenler icin z-testi uygulanmistir. 0,05'ten kiiclik p degeri istatistiksel

olarak anlaml kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Demografik Bulgular

Calisma grubumuz ayni cografi bolgede yasayan, benzer yasam kosullarina
sahip ve ayn1 hastaneye basvuran takipli hastalardan se¢ilmistir. Calisma grubumuz
diyalize giren ve girmeyen SDBY hastalar1 ile saglikli kontrol grubu bireylerden
olusmaktadir.

Diyalize giren hastalarin (n=43), diyalize girmeyen hastalarin (n=31) ve
kontrol grubundaki (n=41) her bir bireye ait yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi (VKI),
sigara ve alkol kullanma aligkanligi, hastalik siiresi ve var ise diabetes mellitus,
hipertansiyon ve kalp yetmezligine iligkin bulgular hasta takip formuna kaydedilmis
ve Tablo 4.1.’de verilmistir.

Diyalize giren SDBY hastalari, diyalize girmeyen SDBY hastalar1 ve kontrol
grubunun yas ortalamalar1 sirasiyla 59,43+16,88 (32-83) yil, 67,55+17,69 (37-87) yil
ve 61,73£18,06 (33-87) yildir. Diyalize giren SDBY hastalari, diyalize girmeyen
SDBY hastalar1 ve kontrol grubunun ortalama VKI sirasiyla 2,46 £ 0,48 (0,53-3,29),
2,79 £ 0,52 (1,85-4,30) ve 2,74 + 0,53 (1,76-4,10) idi. Erkek orani diyalize giren
SDBY hastalarinda, diyalize girmeyen SDBY hastalarinda ve kontrol grubunda
sirastyla %62,79, %45,16 ve %51,22'dir. Hasta ve saglikli kontroller arasinda yas, VKI
ve cinsiyet acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

Giinliik ortalama sigara tliketiminin diyalize giren SDBY hastalari, diyalize
girmeyen SDBY hastalar1 ve kontrol grubunun sirasiyla 2,09+6,00 (10-20) sigara/giin
(n=5, %11,53), 3,334+7,58 (20-20) sigara/giin (n=5, %16,13) ve 2,50+8,09 (20-40)
sigara/giin (n=4, %12,43) oldugu ve gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadig belirlendi. Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin tamamu hig alkol
kullanmadiklarini ifade etmistir. (Tablo 4.1).

Diyalize giren SDBH hastalarinda ve diyaliz almayan SDBY hastalarinda
bobrek hastaligi siiresi sirasiyla 8,16+3,69 (2-16) yil ve 5,07£1,70 (2-8) yil idi (Tablo
4.1).

Diyalize giren SDBY hastalarinin %53,4'linde hipertansiyon, %74,5'inde
diyabet, %93,03'iinde kalp yetmezligi ek hastalik olarak mevcuttur. Diyaliz almayan



SDBY hastalarinin %48,4'linde diyabet, %66,5'inde hipertansiyon, %90,33'tinde kalp

yetmezligi ek hastalik olarak bulunmaktadir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Calisma gruplarinin ozellikleri.

Diyalize giren | Diyalize girmeyen | Saghkh
hastalar (n=43) hastalar (n=31) kontroller (n=41)
Yas (y1l) 59,43+16,88 67,55+17,69 61,73+18,06
(32-83) (37-87) (33-87)
Cinsiyet [n (%)]
Erkek 27 (%62,79) 14(%45,16) 21(%51,22)
Kadin 16 (%37,21) 17 (%54,83) 19 (%48,78)

Viicut kiitle indeksi (VKI)
(kg/m?)

2,46+ 0,48
(0,53-3,29)

2,79+ 0,52
(1,85-4,30)

2,74+ 0,53
(1,76-4,10)

Sigara igme durumu [n (%)]
Sigara igmeyen

38 (%88,37)

26 (%83,87)

37 (%87,57)

Sigara igen 5 (%11,53) 5 (%16,13) 4 (%12,43)
Sigara/giin” 2,09+6,00 3,33+ 7,58 2,50+8,09
(10-20) (20-20) (20-40)

Alkol alim1 [n(%)]

Hayir 43 (%100) 31 (%100) 41 (%100)
Evet 0 (9%0) 0 (%0) 0 (%0)
Diabetes Mellitus [n(%)] -
Hayir 20 (%46,6) 16 (%51,6)
Evet 23 (%53,4) 15 (%48,4)
Hipertansiyon [n(%)] -
Hayir 11 (%25,5) 11 (%35,5)
Evet 32(%74,5) 20 (%066,5)
Kalp yetmezligi [n(%)] -
Hayir 3(6,97%) 3(9,67%)
Evet 40 (93,03%) 28 (90,33%)
Hastalik siiresi (y1l) 8,16+3,69 5,07+1,70 0
(2-16) (2-18)

* Tiim grupta en az 1 yil sigara igen bireyler sigara i¢cen olarak kabul edildi. n: birey sayisi. Degerler
ortalama + standart sapma (min-maks) olarak verilmistir. p<0,05, diyalize giren SDBY hastalari
saglikl1 kontrol grubu ile karsilastirimistir; °p<0,05, diyalize gimeyen SDBY hastalar1 saglikli kontrol
grubu ile karsilagtirilmstir, °p<0,05, diyalize giren SDBY hastalar1 diyalize gimeyen SDBY hastalari
ile karsilastirilmistir.
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4.2. Hemogram ve Biyokimyasal Sonuclara iliskin Bulgular

Calisma gruplariin tam kan sayimi parametrelerine iliskin bulgular Tablo
4.2’de verilmistir. RBC, Hb ve HCT degerleri diyalize giren son donem bobrek
hastalarinda en diisiik iken, kontrol grubunda en ytiksektir. RBC diizeyi diyalize giren
hasta grubunda 3,51+0,63 (2,23-4,78) iken, diyalize girmeyen hasta grubunda
3,9240,57 (2,75-5,31) ve kontrol grubunda ise 4,41+0,79 (2,45-6,10)’dur. Hb
degerleri diyalize giren hasta grubunda 10,43+1,84 (6,20-14,60) iken diyalize
girmeyen hasta grubunda 11,40+1,53 (8,20-16,20) ve kontrol grubunda ise 12.83+2.75
(3.80-18.00) dir. HCT degerleri de diyalize giren hastalarda 31.68+5.57 (18.10-43.20)
iken diyalize girmeyen hastalarda 34.40+4.90 (24.70-49.60), kontrol grubunda
38.99+6.28 (22.90-51.80) dir. Saglikli kontrollere gore karsilastirildiginda, diyalize
giren SDBY hastalarinda RBC (1,25 kat), Hb (1,23 kat), HCT (1,23 kat), LYM (1,54
kat) ve diyalize girmeyen SDBY hastalarinda RBC degerleri (1,12), Hb (1,12 kat),
HCT (1,13 kat) anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0,05). Bununla birlikte
diyalize giren SDBY hastalar ile diyalize girmeyen hastalar arasinda tiim hemogram
parametrelerinde anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05).

Diger hemogram degerleri: WBC, PLT, MCV, MCH, MCHC, RDW-SD,
RDW-CV, MPV, NEU, MO, EOS ve BASO, agisindan ¢aligsma gruplar1 arasinda fark
bulunmamustir (p>0,05).

Tiim ¢aligma gruplarinin biyokimyasal parametrelerine iligskin bulgular Tablo
4.3°de verilmistir. AST degerlerinde calisma gruplart arasindaki fark anlaml
bulunmamustir (p >0,05). Diyalize giren SDBY hastalarinda ALT diizeyleri (1,83 kat)
saglikli kontrollere gére anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05), ancak diyalize
giren SDBY hastalar1 ile diyalize girmeyen SDBY hastalar arasinda ve diyalize
girmeyen SDBY hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda ALT diizeyleri agisindan
istatistiksel anlaml1 bir fark bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 4.3).

Calisma gruplar arasinda glikoz, sodyum (Na) ve potasyum (K) diizeyleri
acisindan fark anlamli bulunmamistir (p >0,05) (Tablo 4.3).
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Parametreler | Diyalize giren Diyalize Saghkl p@ pP p°
SDBY girmeyen kontroller
hastalar1 SDBY hastalari (n=41)
(n=43) (n=31)
WBC (10%/ul) 9,56+4,92 8,75+4,33 8,65+7,38 0,486 0,763 0,726
(3,40-28,50) (3,80-26,20) (1,30-49,50)
RBC (108/ul) 3,52+0,63 3,95+0,57 4,41+0,80 [10,001* | 0,004* 0,112
(2,23-4,78) (2,75-5,31) (2,45-6,10)
Hb (g/dI) 10,44+1,84 11,44+1,56 12,83+2,86 [10,001* | 0,007* 0,148
(6,20-14,60) (8,20-16,20) (3,30-18,0)
PLT (10%/ul) 208,05+76,38 227,40+65,80 234,66+70,52 0,109 0,455 0,447
(95-368) (39-345) (108-366)
HCT (%) 31,6845,58 34,48+4,97 39,00+6,29 [10,001* | 0,001* 0,144
(18,10-43,20) | (24,70-49,60) | (22,90-51,80)
MCV (fl) 89,64+14,65 87,62+4,99 88,81+4,97 0,246 0,966 0,255
(74,9-100,9) (76,80-100,60) | (78,20-97,60)
MCH (pg) 29,56+1,84 29,00+2,18 29,07+4,69 0,491 | 0,945 | 0,562
(23,40-33,80) (24,40-32,60) (3,80-33,70)
MCHC (g/dl) 33,00+1,06 32,51+2,69 33,52+1,03 0,166 | 0,113 | 0,207
(31,10-36,50) | (23,20-35,10) | (31,00-35,70)
RDW-SD (fl) 49,08+15,33 46,98+6,60 46,41+£11,93 0,112 0,786 0,216
(39,40-419) (39,40-66,90) (0,00-84,0)
RDW-CV (%) 10,90+6,96 15,23+2,36 14,82+2,85 0,683 0,438 0,685
(12,08-18,80) | (12,70-22,10) | (11,70-25,40)
MPV (fl) 8,95+1,13 9,05+0,92 9,07+1,27 0,638 0,970 0,629
(6,80-11,30) (7,00-11,00) (6,10-11,40)
NEU (%) 63,81+24,46 70,02+11,47 65,62+17,78 0,638 0,970 0,629
(3,22-96,60) (52,50-95,80) (5,45-91,50)
MO (%) 6,65+3,77 7,68+2,29 6,76+2,34 0,858 0,226 0,160
(0,32-14,00) (2,90-12,20) (0,50-13,00)
LYM (%) 15,06£10,95 19,3549,51 23,12+13,28 0,002* 0,185 0,108
(0,80-43,50) (0,80-36,20) (2,23-53,20)
EOS (%) 2,18+2,08 2,45+2,01 1,53+1,42 0,123 0,055 0,610
(0,01-7,60) (0,10-7,60) (0,00-6,60)
BASO (%) 0,59+0,40 0,64+0,33 0,56+0,34 0,708 0,274 0,443
(0,02-1,80) (0,10-1,50) (0,03-1,50)

Degerler ortalama + standart sapma (min-maks) olarak verilmistir. BASO, Bazofil; EOS, Eozinofil;
HCT, SDBY, son dénem bobrek yetmezligi hastaligi. hematokrit; Hb, Hemoglobulin; LYM, Lenfosit;
MCH, Ortalama Corpuscular Hemoglobin; MCHC, Ortalama Corpuskiiler Hemoglobin
Konsantrasyonu; MCV, Ortalama Pargactk Hacmi; MO, Monosit; MPV, Ortalama Trombosit Hacmi;
NEU, Nétrofil; PLT, Trombosit; RBC, Kirmizi Kan Hiicresi; RDW-SD, Kirmizi Hiicre Dagitim
Genisligi-Standart Sapma; WBC, Beyaz Kan Hiicresi. ?p<0,05, diyalize giren SDBY hastalar1 saglikli
kontrol grubu ile karsilagtirilmistir; °p<0,05, diyalize gimeyen SDBY hastalar1 saglikli kontrol grubu
ile karsilagtirilmistir, °p<<0,05, diyalize giren SDBY hastalar1 diyalize gimeyen SDBY hastalari ile
kargilagtirtlmistir. *, istatistiksel anlamlidir.
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Parametreler Diyalize giren Diyalize Saghkh p? pP p°
SDBY hastalari girmeyen kontroller
(n=43) | SDBY hastalar1 (n=41)

(n=31)

AST (U/l) 22,85+19,40 25,52+19,99 25,38+14,42 | 0,719 | 0,245 | 0,127
(7-107) (6-287) (4-74)

ALT (U/1) 15,71+10,98 19,97+10,81 28,76+39,61 | 0,022* | 0,221 | 0,363
(4-64) (5-57) (5-192)

Glukoz 127,59+74,40 136,11+£71,76 129,00+85,88 | 0,768 | 0,941 | 0,867
(mg/dI) (52-392) (53-321) (71-477)

Sodyum (Na) 136,14+5,08 137,70+5,24 136,89+37,58 | 0,332 | 0,175 | 0,633
(mmol/T) (117-149) (126-143) (129-146)

Potasyum (K) 4,90+1,03 4,62+0,69 4,25+0,89 | 0,159 | 0,060 | 0,558
(mmol/l) (3,83-6,23) (3,08-6,09) (3,46-5,80)

Degerler ortalama + standart sapma (min-maks) olarak verilmistir. ALT, Alanin aminotransferaz; AST,
Aspartat aminotransferaz. 2p<0,05, diyalize giren SDBY hastalar1 saglikli kontrol grubu ile
karsilastinlmigtir;  °p<0,05, diyalize gimeyen SDBY hastalar1 saglikli kontrol grubu ile
kargilagtirtlmistir, °p<0,05, diyalize giren SDBY hastalar1 diyalize gimeyen SDBY hastalar ile
karsilastirilmistir. *, istatistiksel anlamlidir.

4.3. Bobrek Fonksiyon Parametrelerine Iliskin Bulgular

Calisma gruplariin bobrek fonksiyon parametrelerine iliskin bulgular1 Tablo
4.4°de verilmistir. Serum kreatinin diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda,
diyalize giren SDBY hastalarinda (4,8 kat) ve diyalize girmeyen SDBY hastalarinda
(1,87 kat) anlamli olarak yiiksektir. Ayrica, diyalize giren SDBY hastalarin kreatinin
diizeyi (2,34 kat) diyalize girmeyen SDBY hastalarina gore anlamli olarak daha
yiiksektir (p<0,05) (Tablo 4.4).

Ure diizeyleri kontrol grupla karsilastirildiginda, diyalize giren SDBY
hastalarinda (2,37 kat) ve diyalize girmeyen SDBY hastalarinda (1,93 kat) anlaml
olarak yiiksektir. Bununla birlikte, diyalize giren SDBY hastalarin {ire diizeyi (1,23
kat) diyalize girmeyen SDBY hastalarina gore anlamli olarak daha yiiksektir (p<0,05)
(Tablo 4.4).

Kontrol grupla karsilastirildiginda, GFR degerleri diyalize giren SDBY
hastalarinda (0.18 kat) ve diyalize girmeyen SDBY hastalarinda (0.41 kat) anlaml
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olarak diisliktlir. Bununla birlikte, diyalize giren SDBY hastalarin GFR degeri (0.43
kat) diyalize girmeyen SDBY hastalarina gére anlamli olarak daha diisiik bulunmustur
(p<0,05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Calisma gruplarinin bobrek fonksiyon parametreleri.

Parametreler | Diyalize giren Diyalize Saghkh p@ pP pe¢

SDBY girmeyen kontroller

hastalari SDBY (n=41)
(n=43) hastalari
(n=31)
Kreatinin 6,36+3,60 2,70+1,60 1,44+1,46 10,001 | 0,049* | (10,001
(mg/dI) (0,58-15,30) (0,76-7,66) (0,53-8,81) * *
Ure (mg/dl) 120,62+48,70 98,00+51,18 50,82+36,76 110,001 0,001 | 0,023*
(32,0-225,0) (31,0-215,0) | (21,0-205,0) * *

GFR 12,29+10,90 | 28,67+13,86 | 69,50+31,07 | (10,001 | 110,001 | 0,001*
(ml/min/1,73 (4,0-52,0) (6,0-80,0) (5,58-136,0) * *
m2)™

Degerler ortalama + standart sapma (min-maks) olarak verilmistir. ?p<0,05, diyalize giren SDBY
hastalar1 saglikli kontrol grubu ile karsilastirilmistir; ®p<0,05, diyalize gimeyen SDBY hastalar1 saglikli
kontrol grubu ile karsilagtirilmistir, °p<0,05, diyalize giren SDBY hastalar1 diyalize gimeyen SDBY
hastalari ile karsilastirilmustir; *, istatistiksel anlamlidir. ~*, Tahmini glomeriiler filtrasyon hizi (GFR),

Modifikasyonu (MDRD) denklemi kullanilarak hesaplandi (238,239).

4.4.  Agir Metal Diizeylerine Iliskin Bulgular

Calisma gruplarmin agir metal diizeylerine iliskin bulgular1 Tablo 4.5te
verilmistir.

Saglikli kontrollerin Al diizeyleri tespit sinir degerinin altinda bulunmustur,
ancak diyalize giren SDBY hastalarinin %47,8'inde (n=11) ve diyalize girmeyen
SDBY hastalarinin %3,57'sinde (n=1) Al diizeyleri sirasiyla 3,58+0,72 ppm ve 3,80
ppm olarak tespit edilmistir. Tespit edilen Al diizeyleri hasta gruplarinda saglikli
kontrollere gore anlamli derecede yiiksek bulunurken (p<0.05), hasta gruplar1 arasinda
Al diizeyleri agisindan anlamli fark bulunmamaistir (p>0.05) (Tablo 4.5).

Al diizeyleri ve GFR degerleri arasinda gii¢lii bir korelasyon yoktur. Diyaliz
alan ve almayan tiim hastalar dahil edildiginde Al diizeyleri ile GFR degerleri arasinda

orta derecede negatif korelasyon bulunmustur (r=-0,331). Hasta gruplarn ile GFR
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arasinda ayri1 ayr1 korelasyon analizi yapildiginda, diyalize girmeyen hastalarin sadece
Al diizeyleri ile GFR arasinda orta derecede anlamli negatif korelasyon bulundu (r =-
0,495). Hasta grubunda Al diizeyleri ile GFR arasindaki negatif korelasyonun diyalize

girmeyen hasta grubundan kaynaklandigini sdyleyebiliriz.

Tablo 4.5. Calisma gruplarinin agir metal diizeyleri.

Parametreler | Diyalize giren Diyalize Saghkh p? pP p°
SDBY girmeyen kontroller
hastalari SDBY
hastalar:

Aliiminyum n=11/23 n=1/28 n=0/32 - -
(Al) (ppb) (%47,8) (%3,57) (%0,0)

3,58+0,72 3,80 0

(2,94-5,50) (3,80-3,80) ND
Kadmiyum n=17/23 n=21/28 n=17/32 0,007* 0,851 0,049*
(Cd) (ppb) (%73,9) (%75,0) (%53,1)

8,07+15,76 0,67+0,98 0,16+0,12

(0,05-49,36) (0,05-4,25) | (0,05-0,45)
Kursun (Pb) n=10/23 n=11/28 n=1/32 110,001* 0,780 0,225
(ppb) (%43,5) (%39,3) (%3,12)

13,5749,03 | 20,41x15,11 0,38

(3,34-35,29) | (5,67-52,25) | (0,38-0,38)
Arsenik  (As) n=23/23 n=26/28 n=32/32 110,001* | (J0,001* | 0,132
(ppb) (%100) (%92,9) (%100)

4,35+0,93 3,86+1,67 2,35+0,78

(2,85-6,35) | (2,19-10,45) | (1,23-5,46)
Civa (Hg) ND ND ND - - -
(ppb)

Degerler ortalama + standart sapma (min-maks) olarak verilmistir. p<0,05, diyalize giren SDBY
hastalar1 saglikli kontrol grubu ile karsilastirilmistir; ®p<0,05, diyalize gimeyen SDBY hastalar1 saglikli
kontrol grubu ile karsilastirilmistir, °p<0,05, diyalize giren SDBY hastalar diyalize gimeyen SDBY
hastalari ile karsilagtirilmigtir. *, istatistiksel anlamlidir. ND: non- detectable, n=number of samples.

Kadmiyum diizeyleri diyalize giren hastalarin %73,9’unda (n=17) 8,07+15,76
(0,05-49,36) ppm, diyalize girmeyen hastalarin %75,0’inde (n=21) 0,67+0,98 (0,05-
4,25) ppm ve saglikli kontrol grubunda ise %53,1’inde (n=17) 0,16+0,12 (0,05-0,45)
ppm olarak tespit edilmistir.
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Diyaliz alan SDBY hastalarinda Cd diizeyi, diyaliz almayan SDBY hastalarina
(12,14 kat) ve saglikli kontrol grubuna (50,43 kat) gore anlamli derecede yiiksektir
(p<0,05). Diyaliz tedavisi gormeyen SDBY hastalari ile saglikli kontroller arasinda Cd
diizeyleri agisindan anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Cd diizeyleri ile GFR
degerleri arasinda giiclii bir korelasyon yoktur. Diyalize giren hastalarin Cd diizeyleri
ile GFR'si arasinda ¢ok diisiik negatif korelasyon (r=-0.06), diyalize girmeyen
hastalarin Cd diizeyleri ile GFR'si arasinda ise diisiik negatif korelasyon bulunmustur
(r=-0.16). Diyaliz alan ve almayan tiim hastalar dahil edildiginde Cd diizeyleri ile GFR
degerleri arasinda diisiik diizeyde negatif korelasyon bulunmustur (r=-0,19).

Kursun diizeyleri diyalize giren hastalarin %43,5’inde (n=10) 13,57+9,03
(3,34-35,29) ppm, diyalize girmeyen hastalarin %39,3’tinde (n=11) 20,41+15,11
(5,67-52,25) ppm ve saglikli kontrol grubun %3,12’sinde (n=1) ise 0,38 ppm olarak
tespit edimistir. Saglikli kontrollere gore Pb diizeyleri diyalize giren SDBY
hastalarinda (35,71 kat) ve diyaliz almayan SDBY hastalarinda (53,71 kat) anlamli
derecede yiiksektir (p<0,05). Diyalize giren SDBY hastalar ile diyalize girmeyen
SDBY hastalar1 arasinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Pb diizeyleri ile GFR
degerleri arasinda gii¢lii bir korelasyon yoktur. Diyalize giren hastalarin Pb diizeyleri
ile GFR'si arasinda ¢ok diisiik negatif korelasyon (r=-0,02), diyalize girmeyen
hastalarin Pb diizeyleri ile GFR'si arasinda ise pozitif yonde diisiik korelasyon
bulunmustur (r =0,22). Diyaliz alan ve almayan tiim hastalar dahil edildiginde Pb
diizeyleri ile GFR degerleri arasinda diisiik diizeyde negatif korelasyon bulunmustur
(r=-0,19).

Arsenik diizeyleri diyalize giren hastalarin %100’{inde (n=23) 4,35+0,93 (2,85-
6,35) ppm, diyalize girmeyen hastalarin %92,9’unda (n=26) 3,86+1,67 (2,19-10,45)
ppm ve saglikli kontrol grubun %100’iinde (n=32) ise 2,35+0,78 (1,23-5,46) ppm
olarak saptanmistir. Saglikli kontrol grubuna gére As diizeyleri diyalize giren SDBY
hastalarinda (1,85 kat) ve diyalize girmeyen SDBY hastalarinda (1,64 kat) anlaml
derecede yiiksektir (p<0,05). Diyalize giren SDBY hastalan ile diyalize giremyen
SDBY hastalar1 arasinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). As diizeyleri ile GFR
arasinda gii¢lii bir korelasyon yoktur. Diyalize giren hastalarin As diizeyleri ile GFR
degerleri arasinda orta derecede pozitif korelasyon (r=0,42), diyalize girmeyen

hastalarin As diizeyleri ile GFR degerleri arasinda ise diisiik pozitif korelasyon
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(r=0,10) bulunmustur. Diyaliz alan ve almayan tiim hastalar dahil edildiginde As
diizeyleri ile GFR degerleri arasinda c¢ok diisiik negatif korelasyon saptanmistir
(r=0,01).

Calisma gruplarina ait orneklerde Hg diizeyleri tespit limitlerinin altinda

oldugundan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
45.  Oksidatif Stres Parametrelere iliskin Bulgular

Calisma grubunun oksidatif stres gostergeleri olan SOD, CAT, GPx, GSH,
MDA ve 8-OHdG diizeyleri Tablo 4.6’da verilmistir.

Diyalizdeki SDBY hastalarinin (3,15 kat) ve diyalize girmeyen SDBY
hastalarinin (1,66 kat) SOD diizeyleri saglikli kontrollere gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0,05). Diyalize giren SDBY hastalarinin SOD diizeyleri (1,90
kat), diyalize girmeyen SDBY hastalarina gore anlamli derecede yiiksek belirlenmistir
(p<0,05).

Diyalizdeki SDBY hastalarinin (1,36 kat) ve diyalize girmeyen SDBY
hastalarmin (1,49 kat) CAT diizeyleri saglikli kontrollere gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0,05). Diyalize giren SDBY hastalari ile diyalize girmeyen
SDBY hastalar1 arasinda CAT diizeyleri acisindan fark bulunmamaistir (p<0,05).

Diyalizdeki SDBY hastalarinin (1,41 kat) ve diyalize girmeyen SDBY
hastalarinin (1,46 kat) GPx diizeyleri saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Diyalize giren SDBY hastalar ile diyalize girmeyen SDBY
hastalar1 arasinda GPx diizeyleri agisindan fark bulunmamistir (p<0,05).

Diyalizdeki SDBY hastalarinin (3,13 kat) ve diyalize girmeyen SDBY
hastalarinin (2,33 kat) GSH diizeyleri saglikli kontrollere gore anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0,05). Diyalize giren SDBY hastalar ile diyalize girmeyen SDBY
hastalar1 arasinda GSH diizeyleri agisindan fark bulunmamastir (p<0,05).

Diyalizdeki SDBY hastalarinin (2,86 kat) ve diyalize girmeyen SDBY
hastalarinin (1,83 kat) MDA diizeyleri saglikli kontrollere gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0,05). Diyalize giren SDBY hastalarinin MDA diizeyleri (1,56
kat), diyalize girmeyen SDBY hastalarina gore anlamli derecede yiiksek belirlenmistir
(p<0,05).
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Diyalizdeki SDBY hastalarinin (4,09 kat) ve diyalize girmeyen SDBY
hastalarmin (2,06 kat) 8-OHdG diizeyleri saglikli kontrollere gore anlamli derecede
yuksek bulunmustur (p<0,05). Diyalize giren SDBY hastalarinin 8-OHdG diizeyleri
(1,98 kat), diyalize girmeyen SDBY hastalarina gore anlamli derecede yiiksek
belirlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.6. Calisma gruplarinin oksidatif stres parametreleri.

Parametreler | Diyalize giren | Diyalize Saghkl p? pP p°
SDBY hastalar1 | girmeyen kontroller
(n=43) SDBY hastalan | (n=41)

(n=31)

SOD (ng/ml) | 39,14+42,02 20,59+15,61 12,44+6,36 0,001 | 0,050* | 0,011*
(2,57-158,60) (6,89-68,27) (4,20-28,93) *

CAT (ng/ml) | 34,54+20,15 37,76+26,91 25,40+7,88 0,046* | 0,021* | 0,530
(13,83-106,80) (18,04-151,10) (18,04-151,10)

GPx (ng/ml) | 55,80+33,31 57,87+21,14 39,62+12,40 | 0,010* | 0,007* | 0,746
(19,93-136,30) (12,47-124,0) (10,70-60,51)

GSH (nmol/l) | 1,54+0,86 2,07+0,77 4,8343,60 0,001 | 0,011* | 0,355
(0,14-3,52) (1,01-3,84) (1,60-15,51) *

MDA (nmol/l) | 32,97+25,97 21,11+10,57 11,49+6,05 0,001 | 0,041* | 0,010*
(9,15-90,80) (9,15-58,04) (1,17-21,09) *

8-OHdG 30,45+27,64 15,36+12,60 7,43+£3,01 0,001 | 0,048* | 0,002*

(ng/ml) (8,41-98,20) (6,99-71,29) (0,75-14,94) *

Degerler ortalama + standart sapma (min-maks) olarak verilmistir. SOD, superoxide dismutase; CAT,
catalase; GPx, glutathione peroxidase; GSH, glutathione; MDA, malondialdehyde; 8-OHdG: 8-
hydroxy-2'-deoxyguanosine. 2p<0,05, diyalize giren SDBY hastalar1 saglikli kontrol grubu ile
karsilastinlmigtir;  °p<0,05, diyalize gimeyen SDBY hastalari saglikli kontrol grubu ile
kargilagtirtlmistir, °p<0,05, diyalize giren SDBY hastalar1 diyalize gimeyen SDBY hastalar ile
karsilastirilmistir. *, istatistiksel anlamlidir.
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4.6. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemiyle DNA Hasarina iliskin

Bulgular

Diyalize giren ve girmeyen son donem bdbrek yetmezligi hastalarinin ve
kontrollerinin periferal lenfositlerindeki DNA hasar dereceleri, % DNA kuyruk
yogunlugu olarak verilmistir. Calisma gruplarin DNA hasar dereceleri Sekil 4.1°de
gosterilmigtir. Diyalize giren ve girmeyen SDBY hastalarinda ve kontrol grubunda
DNA hasar diizeyleri sirasiyla 7.15+3.60 (2.30-16.61), 4.57+2.88 (1.19-13.22) ve
2.51£0.89 (0.81-4.91)’dur. DNA hasar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda, diyalize
giren ve girmeyen tiim SDBY hastalarinda anlamli derecede yiiksek belirlenmistir;
ayrica diyalizdeki SDBY hastalarinda bu hasar daha dramatik bir sekilde artmistir
(p<0.05).

Diyalizdeki SDBY hastalarinda ve diyalize girmeyen SDBY hastalarinda DNA
kuyruk yogunlugu saglikli kontrollere gore sirastyla 2,85 kat ve 1,82 kat daha yiiksek
belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.1). Diyalizdeki SDBY hastalarinda DNA kuyruk
yogunlugu diyalize girmeyen SDBY hastalarina goére 1,56 kat daha yiiksek
bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.1).

e
o N
2
o

% DNA kuyruk yogunlugu
o N IS o o)

Diyalize giren Diyalize girmeyen Saglikli kontroller (n
SDBY Hastalar1 (n SDBY Hastalari =41)
=43) (n=31)

Sekil 4.1. Caligma gruplarinin lenfositlerindeki DNA hasari.

DNA hasar1 % DNA kuyruk yogunlugu olarak ifade edildi. Degerler ortalama + standart sapma (min-
maks) olarak verilmistir. ?p<0,05, diyalize giren SDBY hastalar1 saglikli kontrol grubu ile
kargilagtinlmigtir;  ®p<0,05, diyalize gimeyen SDBY hastalar1 saglikli kontrol grubu ile
karsilastirilmistir, °p<<0,05, diyalize giren SDBY hastalar1 diyalize gimeyen SDBY hastalar ile
karsilastirilmistir.



84

4.7. Bobrek Hastah@ ve Diyaliz Siiresine iliskin Bulgular

Son donem bobrek yetmezligi hastalar1 hastalik siirelerine gore (kisa:2-5 yil,
orta:6-9 yil ve uzun:10-16 yil) gruplandirilarak agir metal diizeyleri, oksidatif stres ve
DNA hasar1 parametreleri ile iligkilerine yonelik bulgular Tablo 4.7’de verilmistir.

Uzun siireli hastalarin Al ve Cd diizeyleri kisa siireli hastalara gore anlaml
diizeyde (sirasiyla 1,20 kat ve 7,66 kat) yiiksek bulunmustur (p<0,05). Kisa ve orta
siireli hastalar ile orta ve uzun siireli hastalar arasinda Al diizeyleri agisindan fark
gozlenmemistir (p>0,05). Tiim gruplar arasinda Pb ve As diizeyleri agisindan fark
bulunmamustir (p >0,05) (Tablo 4.7).

Uzun siireli hastalarin MDA diizeyleri kisa ve orta siireli hastalara gore anlaml
derecede yiiksek (sirasiyla 1,56 kat ve 1,57 kat) (p<0,05) olup, kisa ve orta siireli
hastalar arasinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).

Uzun siireli hastalarin 8-OHdAG diizeyleri kisa ve orta siireli hastalara gore
anlamli derecede yiiksek (sirasiyla 1,84 kat ve 1,64 kat) (p<0,05) olup, kisa ve orta
stireli hastalar arasinda anlamli fark bulunmamustir (p<0,05).

Tiim gruplar arasinda SOD, CAT, GPx, GSH diizeyleri ac¢isindan anlamli fark
bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 4.7).

Uzun siireli bobrek hastalarin lenfositlerindeki DNA hasari kisa ve orta siireli
hastalara gore anlamli derecede yiliksek bulunmustur (sirasiyla 1,48 kat ve 1,52 kat)
(p<0,05). Kisa ve orta siireli hastalar arasinda DNA hasar1 acisindan fark
gozlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.7).

Hastalik siiresi ile Al diizeyleri arasinda giiclii pozitif iliski (r=0,52) tespit
edilmistir. Hastalik stiresi ile Cd diizeyleri (r=0,45) ve DNA hasar1 (=0,31) arasinda
orta pozitif iliski bulunmustur. Hastalik siiresi ile diger paramaterler arasinda ise
(SOD, r=0,04; CAT, r=0,05; Gpx, r=0,07; GSH, r=-0,17, MDA, r=0,12; 8-OHdG,
r=0,14; Pb, r=-0,14; As, 1=0,25) zayif ya da ¢ok zayif iliski (r=0,29) belirlenmistir

Diyaliz siiresi ile Al (1=0,48), Cd (r=0,39), SOD (r=0,33), GSH (r=0,38), 8-
OHJAG (r=0,40) ve DNA hasar (r=0,36) diizeyleri arasinda orta pozitif iliski ve diyaliz
stiresi ile GSH diizeyleri arasinda orta negatif iligki (r=-0,38) tespit edilmistir. Diyaliz
stiresi ile diger parametreler (CAT, r=0,14; Gpx, r=0,16; Pb, r=-0,23, As, r=0,19)
arasinda ise zayif ya da ¢ok zayif iliski (r=0,29) bulunmaktadir.



Tablo 4.7. Bobrek hastaliginin siiresine bagli olarak agir metal, oksidatif stres ve DNA

hasar1 parametrelerindeki degisiklikler.

Parametreler Kisa siire Orta siire Uzun siire
2-5y1l 6-9 yil >10 y1l
(n =29) (n=28) (n=17)
Agir metal diizeyleri
Al (ppb) 3,13+1,81 3,60+0,30 3,76+0,93
(2,94-3,31)2 (3,17-3,81) (2,94-5,50)
Cd (ppb) 0,75+1,03 3,1449.29 13,42+20,66
(0,05-4,25) @ (0,05-35,31) (0,12-49,36)
Pb (ppb) 18,22+15,38 20,22+14,68 12,15+5,42
(5,67-52,25) (4,22-44,74) (3,34-18,32)
As (ppb) 3,84+1,03 4,12+1,83 4,76+0,84
(2,41-6,27) (2,19-10,45) (3,82-6,35)
Oksidatif stres
belirtegleri
SOD (ng/ml) 24,32+22 81 25,81+27,20 37,27+36,89
(6,89-158,6) (6,34-127,3) (2,57-112,1)
CAT (ng/ml) 34,13+15,00 36,87+28,55 39,30+28,14
(21,28-89,17) (18,04-151,1) (13,83-106,8)
GPx(ng/ml) 57,34+28.88 50,86+22.93 66,30+37,81
(12,47-124) (27,09-115,1) (27,59-136,3)
GSH (nmol/l) 1,72+0,83 1,85+0,84 1,63+1,01
(0,55-3,84) (0,14-3,52) (0,23-3,46)
MDA (nmol/l) 23,49 £15,13 23,43+18,65 36,74+26,49
(12,57-83,83) @ (9,15-90,8) © (12,75-87,52)
8-OHdG (ng/ml) 17,92+16,54 20,11£19,95 32,94+25,66
(6,98-98,2) @ (9,001-88,3) (8,50-81,63)
DNA hasari
Kuyruk yogunlugu 5,61+3,35 5,44+3,43 8,28+3,45
(1,45-13,29)° (1,19-16,61) (2,68-12,45)

DNA hasari, lenfositlerdeki kuyruk yogunlugu (%kuyruktaki DNA) olarak ifade edildi.
Degerler ortalama + standart sapma (min-maks) olarak verilmistir. n: denek sayisi. Al,
aliiminyum; Cd, kadmiyum; Pb, kursun; As, arsenik. SOD, siiperoksit dismutaz; CAT, katalaz;
GPx, glutatyon peroksidaz; GSH, glutatyon; MDA, malondialdehit; 8-OHdG, 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin. #p<0,05, uzun siireye kiyasla kisa siire karsilastirilmistir; °p<0,05, uzun
sireye kiyasla orta siire karsilastinlmistir; °p<0,05, orta silireye kiyasla kisa siire
karsilastirilmastir.
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5. TARTISMA

Yasamsal iglevlerini siirdiirmek i¢in hemodiyaliz gibi renal replasman
tedavilerine ihtiyag duyan SDBY hastalarinda bobrek fonksiyonlar1 geri doniilemez
sekilde kaybedilir. Oksidatif stres ve agir metal diizeylerindeki artis, nefronlarda
fonksiyon kaybina neden oldugu 6ne siiriilen iki énemli faktordiir. Ancak bu zararl
etkilerin altinda yatan patofizyolojik mekanizma tam olarak anlagilamamistir. Ayrica
hemodiyalizin oksidatif stres ve agir metal maruziyeti lizerine etkileri de SDBY
hastalarinda aydinlatilmasi gereken diger noktalardir (9-12). Bu nedenle bu ¢alismada
diyalize giren ve diyalize girmeyen SDBY hastalarinda agir metal diizeyleri, DNA
hasar1 ve oksidatif stres gostergelerindeki degisikliklerin degerlendirilmesi
amagclanmistir.

Anemi SDBY'de beklenen bir klinik sonugtur. Calismamizda da hastalarda
RBC, Hb ve HTC diizeyleri saglikli kontrollere gore istatistiksel olarak diisiik
bulunmustur. Diyalize giren SDBY hastalarinda bu {i¢ parametrenin diizeyleri diyalize
girmeyen SDBY hastalarina gore daha diisiiktiir. Anemi i¢in esik seviyeleri, Diinya
Saglik Orgiitii kriterleri kullanilarak Hb diizeylerinin kadinlarda 12 g/dl ve erkeklerde
13 g/dl olmasi olarak tanimlanmistir (240). Saraf ve ark.'nin (241) SDBY ile ilgili
genis kapsamli bir Kohort calismasinda 3919 katilimcinin  1859'unda  (%47)
baslangicta anemi gozlendigi bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki SDBY
hastalariin yaklagik yarisinin, birikmis tiremik toksinler tarafindan eritropoietin
sentezinin bozulmasindan kaynaklanan eritropoietin eksikligi nedeniyle anemiden
muzdarip oldugu rapor edilmistir (242). Bu ¢alismalarla uyumlu olarak ¢alismamizda
da Hb diizeyini diyalize giren SDBY hastalarinda 10,44 g/dl, diyalize girmeyen SDBY
hastalarinda ise 11,44 g/dl bulunmustur. Bu bulgular hemodiyaliz alan SDBY
hastalarinda 6nemli bir aneminin varligini desteklemektedir.

Calismamizda yer alan SDBY hastalar1 bobrek yetmezligine eslik eden kronik
hastaliklar1 olan 6nemli bir grup olup, takipleri i¢in diizenli laboratuvar incelemelerine
ihtiyag duymaktadirlar. Karaciger hastaliklart SDBY hastalarinda yaygindir
(243,244). Bu nedenle calismamizda en sik goriilen karaciger fonksiyonlari olan AST
ve ALT degerlendirilmistir. Diyalize giren SDBY hastalarinin ALT diizeylerinin
saglikli kontrollere gore anlamli derecede diisiik oldugunu, ancak diyalize giren

hastalar ile diyalize girmeyen hastalar arasinda ve diyaliz almayan hastalar ile saglikli
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kontroller arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir. Ray ve ark. (245)
SDBY hastalarinda AST ve ALT diizeylerinin daha diisiik oldugunu gostermistir.
Onceki diger ¢alismalar da kronik bobrek hastalarinda ALT diizeylerinin saglikli
kontrollere gore daha diisiik oldugu saptanmustir (244,246,247). Calismamizda
hemodiyaliz tedavisi alan SDBY hastalarinda ALT diizeylerinin azalmasi da bu
sonuglarla tutarlidir. Bu bulgular, ALT"1n hepatik fonksiyon kaybina 6zgii ana enzim
olmasi nedeniyle diyalize giren SDBY hastalarinda karaciger fonksiyonlarinin énemli
Olclide bozuldugunu gostermektedir. Diisiik serum ALT diizeyi, ozellikle diyalize
giren SDBY hastalarinda su tutulmasi ve hemodiliisyona bagli olabilir. SDBY
hastalarinda diyaliz 6ncesi iire ve kreatinin degerlerine bakildiginda, beklendigi gibi
diyalize giren SDBY hastalarinda diger gruplara gore anlamli olarak daha yiiksek tire
ve kreatinin degerleri ile daha diisiik GFR degerleri tespit edilmistir.

Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Arastirmast (NHANES) 2011-2020'nin
12.412 katilimciy1 igeren ¢aligmasinda, kronik bobrek hastaligi ile agir metal diizeyleri
(Cd, Pb, Hg) arasinda pozitif bir iliski oldugu gosterilmistir (248).

Aliiminyum diyaliz sivilarinda yaygin olarak bulunur. Diyaliz hastalarinda Al
ile ilgili norolojik semptomlar rapor edilmistir (249). 2003 yilinda Ulusal Bobrek
Vakfi Bobrek Hastaligi Kalite Sonuglart Girisimi (NKF KDOQI), diyaliz hastalarinda
ve siddetli kronik bobrek hastaligi olan hastalarda Al'in ilerleyici birikimini dnlemek
icin serum Al konsantrasyonlarinin 20 pg/L'den (ppb) daha az olmasi gerektigini
bildirmistir (215). SDBY hastalar1 diyaliz soliisyonlarindan, ilaglardan ve hatta bazen
icme suyundan dolayr Al toksisitesi riski altindadir. Al viicutta birikebilir, ¢linkii
bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi metalin atilimini engeller. Calismamizda Al diizeyi
saglikli kontrollerde tespit sinirmin altinda bulunmus, ancak diyaliz hastalarinda
%47.,8, diyalize girmeyen SDBY hastalarin ise %3,57'sinde tespit edilmistir. Diyalize
giren hastalarda Al diizeyi 3,58+1,88 ppb (2,94-5,50), diyalize girmeyen hastalarda ise
ortalama 3,8040,73(3,80-3,80) ppb idi. Bu nedenle Al diizeyleri saglikli kontrollere
gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Iki hasta grubu arasinda Al diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir. Hasta gruplarimizda da
GFR degerleri ile Al diizeyleri arasinda orta derecede negatif korelasyon (r=-0,331)

gbzlenmistir.
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Kadmiyum 6nemli bir ¢evre kirletici ve nefrotoksik maddedir. SDBY hastalari
yiiksek riskli bir gruptur, ¢linkii Cd'ye kronik maruz kalma sonrasinda metalin yaklasik
%50'si bobrekte birikir (250,251). Cd kaynaklit GFR azalmasi, diyabet, hipertansiyon
veya her ikisine sahip olan hastalarda daha fazla goriilmektedir (252). ABD’de
yiiriitiilen (NHANES) 2011-2020 arastirmasinda (n=1545) kandaki Cd diizeylerinin
>0,53 pg/L olmasmin GFR azalmasi riskinde 2,21 kat artisla iligkili oldugu rapor
edilmistir (253). Calismamizda diyalize girmeyen SDBY hastalarinda ve saglikli
kontrollerde Cd diizeyleri benzer bulunmustur. Ancak diyalize giren SDBY
hastalarinda Cd diizeyleri diger iki ¢alisma grubuna gore anlamli derecede 7,94+13,62
(0,05-49,36) ppb kadar yiiksek Olgililmiistiir. Amerikan Devlet Endiistriyel Hijyen
Uzmanlar1 Konferansi, Cd i¢in biyolojik maruz kalma indeksi degerlendirmesinde; 5
ppb'lik  kronik Cd maruziyetinin bobrek fonksiyonuyla iliskili oldugunu
tanimlamaktadir (254). Bu nedenle ¢calismamizda diyalize giren SDBY hastalarinda
Cd diizeylerinin de bu toksik diizeylerle uyumlu olmasi, bobreklerde Cd'nin toksik
birikimini desteklemektedir.

Kursun sinir, dolasim, iskelet, bobrek, hematopoietik ve endokrin sistemler
tizerinde ciddi sonuglart olan toksik bir metaldir. Pb'ye maruz kalma ayni zamanda
nefropati ve renal adenokarsinomla da sonuglanabilir (255). Yasamin erken
donemlerinde diistik diizeyde Pb'ye maruz kalmanin glomeriiler hipertrofiye yol actig
gosterilmistir. Pb’a kronik maruz kalma, KBH'ye yol acan ilerleyici tiibiilointerstisyel
nefrite yol agabilir. Pb'ye maruz kalmanin birincil hiicresel etkilerinden biri bobrek
hiicrelerinde oksidatif stresin indiiklenmesidir. Pb'ye maruz kalmanin ayn1 zamanda
lipid oksidasyonuna ve DNA fragmantasyonuna yol a¢tig1 da gosterilmistir (256).
Calismamizin sonuglari, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda her iki SDBY hasta
grubunda Pb diizeylerinin yiiksek oldugunu gdstermistir. SDBY hastalarindaki bu
ylksek Pb konsantrasyonlari, hasta gruplarimizdaki artan oksidatif stres ve DNA
hasariin nedenlerinden biri olabilir. Kronik inflamasyon, oksidatif stresin artmasina
onemli bir katkida bulunur. KBH'de proinflamatuar faktorlerin varligi oksidatif stresin
artmasina neden olurken ayni1 zamanda viicutta bozulan redoks dengesi inflamasyonu
artirtr. Podkowinska ve ark.’nin (257) c¢alismasi SDBY hastalarinda artan oksidatif
stres ve inflamasyona dikkat ¢ekmektedir. Yiiksek Pb seviyeleri ve oksidatif stresin

birlesimi, DNA hasar1 da dahil olmak iizere hiicresel hasar1 siddetlendiren sinerjistik
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bir etki yaratabilir. Dokularda Pb birikiminin, Pb'ye maruz kalan is¢ilerde DNA iplik
kirilmalar1 da dahil olmak iizere oksidatif DNA hasarlarina neden oldugu rapor
edilmistir (258). Dolayisiyla ¢alismamizdaki yiiksek Pb seviyeleri ayn1 zamanda
inflamasyonun ve DNA hasarinin artmasina neden olmus olabilir.

Idrarla atilm, As eliminasyonunun ana yolunu temsil eder. Absorbe edilen
As'nin biiyiik bir kism1 bobreklerde filtrelendiginden, bobrekler As alimi ve birikimi
icin dnemli organlardir. Igme suyunun As ile kirlenmesi, hipertansiyon ve bdbrek
hasarmin gelisimi ile iliskilendirilmistir. As'a maruz kalmanin albiiminiiri ve
proteiniiriye neden oldugu gosterilmisir, ancak KBH ile iligkili diger sonuglar
(6rnegin; anemi, hiperkalemi, hipokalsemi) diizeltmemistir. As'a maruz kalma bobrek
hasarina neden oluyor gibi goériinse de As'a maruz kalma ile KBH gelisimi arasinda
kesin bir iliski yoktur (259,260). Onceki bir ¢alismada, toplam As diizeyi ile dzellikle
toplam As diizeyi 11,78 mikrog/g kreatinin veya daha az olan bireylerle
karsilagtirildiginda 20,74 ppb'den yiiksek olan katilimcilarda KBH ile doz-yanit
seklinin 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu gosterilmistir (261). Palaneeswari ve ark. SDBY
hastasinin kan As diizeylerini 50 saglikli kontrolle karsilastirmislar ve sonuglarimizla
uyumlu olarak SDBY hastalarinda anlamli derecede daha yiiksek As diizeyleri
bulmuslardir (262). Ancak SDBY hastalarim1 hemodiyaliz durumu agisindan
karsilastirmamiglardir. Sonuglarimiz, iki hasta grubu arasindaki As diizeyleri benzer
olmasina ragmen, As diizeylerinin saglikli kontrollere gore anlamli derecede yliksek
oldugunu gostermistir. Dolayisiyla SDBY hastalarinda yiiksek As diizeylerinin
bulundugu ve bunun da bobrek yetmezliginin nedenlerinden biri olabilecegi var
sayilabilir.

Oksidatif stresin KBH ilerlemesinin ve ¢esitli bobrek hastaliklarinin
patofizyolojisinde yer aldigi bilinmektedir. Kronik tiibiilointerstisyel nefropatinin
altinda yatan kesin patofizyolojik mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.
Oksidatif stres, fibroz ve inflamasyonun SDBY'nin gelisiminde ve ilerlemesinde rol
oynadig diisliniilmektedir. Biyomolekiillerin ROS tarafindan oksidasyonu KBH'de
cok erken baglar, bobrek fonksiyonunun bozulmasina paralel olarak ilerler ve
SDBY'de daha da siddetlenir (263,264). Calismamizda SDBY hastalarinda GSH
diizeylerinin diyaliz durumuna bakilmaksizin SDBY hastalarinda anlamli diizeyde

azaldig1 ve ancak beklenin aksine temel antioksidan enzimler olan SOD, CAT, GPx'in
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anlamli diizeyde arttigi goriilmiistiir. SDBY hastalarinda oksidatif stresin artmasi
beklenen bir sonuctur. SOD ve CAT ana antioksidan enzimler oldugundan,
seviyelerindeki artis, viicudun artan oksidatif strese kars1 koruma mekanizmasinda bir
artisa isaret edebilir. Cok sayida ¢alisma, ilerlemis bobrek yetmezligi olan hastalarda
oksidatif stresin anlaml1 derecede arttigini, ancak bu durumun hemodiyaliz ile daha da
kotiilestigini gostermistir (265-267).

Onceki cgalismalara benzer sekilde sonuglarimiz, diyalize girmeyen SDBY
hastalarina ve saglikli kontrol grubuna kiyasla diyalize giren SDBY hastalarinda en
yiiksek SOD, CAT ve GPx seviyeleri tespit edilmistir (268-271). Caligmamizda iki
hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmasa da SOD, CAT ve GPx
diizeyleri hemodiyaliz grubunda daha yiiksek bulunmustur. Enflamasyon, liremik
toksinler ve diyaliz siirecinin kendisi de dahil olmak iizere ¢esitli faktorlere bagh
olarak SDBY hastalarinda oksidatif stres siklikla artar. Lipid peroksidasyonunun son
tiriinii olan MDA da SDBY hastalarinda saglikli kontrollerle karsilastirildiginda
yiikselmistir. Calisma gruplarimizda diyalize giren SDBY hastalarinda MDA
diizeyleri diyalize girmeyen gruba gore anlaml derecede yiiksek degerlendirilmistir.
Bu durum, bu hasta grubunda artmis bir oksidatif yanita isaret etmektedir. Ug ¢alisma
grubu arasinda bulunan anlamli farkliliklar, SDBY hastalarinda, 6zellikle diyalize
giren grupta, artmis oksidatif stresin ve niikleofilik ROS ataklarinin bir gostergesi
olarak kabul edilebilir.

Onceki bir calismada, diyalizdeki SDBY hastalarinin, diyaliz 6ncesi KBH evre
4'e kiyasla onemli Olcilide artan oksidatif stres sergiledigi gozlemlenmistir. Bu artis,
cesitli faktorlere baglanabilir. Genel olarak tedavide hekimler, hiperkalemiyi 6nlemek
icin potasyum agisindan zengin meyve ve sebzelerin tiiketiminden kaginmak igin
diyaliz hastalarina kat1 diyet kisitlamalar1 uygular, bu da diyetle antioksidan, vitamin
ve flavonoid aliminin azalmasma neden olur. Ayrica her hemodiyaliz seansinda
yiiksek miktarda antioksidan (C vitamini ve eser elementler gibi) kaybedilmekte ve
her diyaliz seansindan sonra beyaz kan hiicrelerinin aktivasyonu, inflamasyon ve asir1
ROS iiretimi goriilmektedir (271). Plazma MDA diizeylerinin yiikselmis seviyeleri
Valentini ve ark. tarafindan da rapor edilmistir (272).

Oksidatif stresin neden oldugu DNA hasari, DNA'nin tek veya cift sarmal

kirilmasina, baz modifikasyonlarina, deoksiriboz modifikasyonlarima ve DNA ¢apraz



91

baglanmasina neden olabilir. Guanine, DNA bazlar1 arasinda en diisiik elektron
oksidasyon potansiyeline sahiptir ve bu nedenle niikleik asitlerin oksidatif bozunmasi
ile ilgili olarak DNA'daki oksidatif hasarin ana hedefidir. 8-Okso-7,8-dihidro-2-
deoksiguanozin (8-OHdG), guaninin en sik goriilen modifikasyonudur ve genellikle
oksidatif DNA hasarinin bir biyobelirteg olarak olgiilmesi gerektiginde oOlgiiliir.
Sitokinezi durdurulmus mikroniikleus analizi ve comet yontemi ile elde edilen
verilerle uyumlu olarak, 8-OHdG diizeylerinin diyaliz hastalarinda arttig1
gosterilmisitir. Bu verilere benzer sekilde, bulgularimiz kronik bobrek hastaligi olan
hastalarda yiiksek 8-oksodG seviyelerini dogrulayan oOnceki c¢aligsmalari
desteklemektedir (273,274). Calismamizda diyalize giren SDBY'de hem 8-OHdG
diizeyleri hem de DNA hasar1 artmistir. Bu seviyeler SDBY hastalarinda diyalize
girmeyenlere gore daha diisiik, ancak yine de saglikli kontrol grubuna gore daha
yiiksek bulunmustur.

Kronik bobrek yetmezliginde genotoksik hasarin hem prediyaliz hem de
diyaliz asamasinda arttig1 cesitli calismalarda bildirilmektedir (275-279). Yas ve
cinsiyet acisindan eslestirilmis 24 saglikli denek, ileri derecede bobrek yetmezligi olan
22 diyalize girmeyen hasta ve 42 kronik periton diyalizi hastasi ile yapilan bir
calismada, kronik bobrek yetmezligi sirasinda periferik 16kosit DNA 6rneklerinde 8-
OHJG diizeylerinde ciddi bir artis meydana geldigi ve hastaligin ilerlemesiyle birlikte
diizeyin giderek arttigi gosterilmisitir (277). Bobrek hastaliginin ciddiyeti diyalize
giren hastalarda DNA hasari ile baglantilidir (278). Kan ve ark. bulgularimiza benzer
sekilde, alkali Comet yontemi kullanarak saglikli kontrollerle karsilastirildiginda 36
hemodiyaliz hastasinda lenfosit DNA hasarinda artis oldugunu gostermislerdir (276).

Gandhi ve ark. diyalize giren 55 SDBY hastasinda ve 39 saglikli kontrol ile
yaptiklar1 ¢aligmada, hastalarda DNA hasar1 ve mikroniikleus frekansindaki artiglar
oldugunu bildirmislerdir. SDBY hastalarinda DNA hasarinda ve mikroniikleus
sikliginda goriilen 6nemli artiglar, tiremik toksik maddelerin birikmesine baglanmistir.
Bu rapora gore SDBY hastalarinda eslik eden hastaliklara kars1 zamaninda miidahale
baslatmak icin DNA ve kromozom hasarmin yararli prognostik biyobelirtegler
olabilecegi one sliriimiistiir (279).

Bobrek hastaligt durumu, oksidatif stres, inflamatuar yanitlar ve tedavi

prosediiriiniin genetik materyal {izerinde zararli etkileri olabilir. Tung ve ark. (280)
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evre V Kronik Bobrek Hastaligi olan (diyaliz alan ve diyaliz 6nerilen ancak heniiz
baglamamis) hastalarin (n=200) periferik kan lokositlerinde comet yOntemini
kullanarak DNA hasarin1 arastirmiglar ve sonuglar1 saglikli kontrollerle (n=210)
karsilastirmislardir. Haftada iki kez diyaliz alan hastalarin, diyaliz almayanlara ve
haftada bir kez diyaliz alan grubuna kiyasla anlamli derecede daha yiiksek DNA
hasarina sahip oldugu bildirilmistir. Bu ¢alisma, diyalizin neden oldugu mekanik
stresin ve kan-diyaliz cihazi membran etkilesimlerinin DNA hasarindaki artiglara
katkida bulunabilecegini gdstermistir. Bu bulgular, bobrek hastalii olan hastalarin
yasam beklentisini artirmak i¢in hastaligin ilerlemesini ve iligkili komorbiditeleri
geciktirmek i¢in girisimsel tedavilerin iyilestirilmesi ve gelistirilmesi gerektigine
isaret etmistir.

Son donem bobrek yetmezligi hastalarinda antioksidan enzimlerin diizeyleri,
hastaya, SDBY'nin evresine ve diger komplikasyonlarin varligina bagli olarak
degisebilmektedir. Baz1 durumlarda, artan oksidatif strese tepki olarak seviyeleri
yiikselebilir, diger durumlarda ise antioksidan kapasitenin azalmasi da dahil olmak
lizere ¢esitli faktdrlere bagl olarak azalabilir. Bu ¢alismada hastalik siiresi 10 yildan
fazla olan hastalarda Al ve Cd dahil her iki metalin diizeyleri daha yiiksek 6l¢iilmiistiir.
Agir metallerin bobrek yoluyla atildigi ve nefronlarin fonksiyonel kaybinin bu
metallerin viicutta birikmesine neden olabilecegi bilinmektedir. Bu, SDBY
hastalarinda uzun siire boyunca agir metal birikiminin bir isareti olabilir ve toksik
metallerin bobreklerden eliminasyonunun azaldigina isaret edebilir. Oksidatif stres
parametreleri  hastalik  siliresine gore karsilastinlldiginda anlamli  farklilik
gostermemistir. Ancak hastalik siiresi kisa ve uzun olan hastalar ile orta ve uzun
hastalik siiresi olan hastalar arasinda MDA diizeyleri agisindan farkliliklar tespit
edilmistir. MDA diizeyleri 10 yildan uzun siiredir hastalig1 olan SDBY hastalarinda en
yiiksek bulunmustur. Lipidlerin ROS ve agir metallerin ana hedeflerinden biri oldugu
bilinmektedir. Lipit peroksidasyonu dolayisiyla da oksidatif stres artisina neden olur.
Drai ve ark, uzun siireli hemodiyaliz hastalarinda MDA diizeylerinin yiikseldigini
belirtmistir (281). Ayni1 durum 8-OHdG seviyeleri i¢in de mevcuttur. Bu bulgular,
hastaligin uzun siireli seyri boyunca artan lipit peroksidasyonunu ve DNA hasarini

gosterebilir. Hastalik stiresi arttikca genotoksik etkilerin arttig1 agiktir.



93

Calismamiz kapsamli olsa da c¢alimamizi sinirlandiran bazi hususlar
bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi sinirlt 6rneklem biiyiikliigiine sahip olmasidir.
Bireyler farkli meslek gruplarindan oldugu icin agir metallerin toksik etkileri
hastalarin farkli mesleklerine gore ve katilimcilarin diyetleri ve sigara igme durumlari
standardize edilememigtir. Daha genis hasta sayisiyla yapilacak daha detayli

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Diyalize giren ve diyalize girmeyen SDBY hastalarinda oksidatif stresle iliskili
genotoksik olaylara odaklanan ¢ok smirli sayida detayli ¢alisma bulunmaktadir.
Calismamizda SDBY hastalarinda genotoksisite, oksidatif stres ve Hg disindaki agir
metal diizeylerinin anlamli olarak arttii ve diyalize giren hastalarda diyaliz
almayanlara gore Al ve Cd diizeylerinin, DNA hasarmin, 8-OHdG ve MDA
diizeylerinin anlamli derecede artti§i, GSH diizeylerin ise anlamli diizeyde azaldigi
gosterilmistir. Al ve Cd diizeyleri agisindan hastalarin ¢evresel toksite, kullandiklar
ilaclar ve diyaliz sivisindan akiimiilasyon olma ihtimali diyalize giren SDBY
hastalarinda yakin takip edilmesi gerektigi bulgularimizla desteklenmektedir. Su
kaynaklarinin ve kullandiklar1 ilaglarda bu toksitenin diisiiniilmesi ve kaynaginin
tespiti iilkemizde gerektigi kanaati olugsmaktadir. Diyalize giren hastalarda renal
transplant aday1 oldugu unutulmamali ve toksitenin dnlenmesi nakil sansini artirip
yasam siirelerini artirmasi kaginilmazdir. Calisma grubumuzdaki SDBY hastalarinda
oksidatif stres biyomarkarlarindaki artisin birgok sebebi oldugu bilinmektedir.
Dolayisiyla yeni yapilacak ¢aligmalarda antioksidan tedavi kullanimin etkisi merak
uyandirmaktadir. Mevcut hastalarda DNA hasar1 lizerine olacak etkiside yeni
calismalar i¢in heycan dogurmaktadir. Bdobrek hastaliginin ciddiyeti diyalize giren
hastalarda DNA hasar1 ile baglantili oldugu bilinmektedir. Bizim c¢aligmamizda
desteklemektedir. Ancak bu konuda mortalite iizerine ve KDIGO evrelemesindeki rolii
net degildir. Bu konuda verilerimiz bobrek yetmeliginin evrelemesinde DNA hasarinin
bir gosterge olabilecegi konusunda yeterli kanitlarimiz ve verimiz yoktur. Bundan
sonraki caligmalara bu konuda yon gosteren bir ¢alisma olabilecegini diisiiniiyoruz.

Sonug olarak calismamiz son donem bobrek yetmezligi olan hastalarda agir
metallerin, oksidatif stresin ve genotoksik hasarin roliinii tartigan 6ncii bir ¢alismadir.
Bu degisikliklerin bobrek hasarinin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayabilecegi
varsayllmaktadir. SDBY hastalarinda oksidatif strese bagli DNA hasarini ve agir metal
yikiinii azaltmaya yonelik yaklasimlar tedaviye yardimci olabilecegini

diistindiirmektedir.
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Abstract: Chronic kidney disease (CKDY), a common progressive tenal failure characterized by the
permanent loss of functional nephrons can rapidly progress to end-stage renal disease, which is
kmowm to be an ireversible nenal failure, In the therapy of ESRD, there are controversial suggestions
about the use of regular dialysis, sinee it is claimed to increase oxidative stress, which may increase
mortality in patients. In ESRD, oxidative-stress-melated DNA damage is expected o oceur, along with
inereased inflammation. Many factors, including heavy metals, have been suggesied to exacerbate the
damage in kidneys; thenefore, it is important to reveal the relationship between these factors in ESRD
patients. There are very few studies showing the role of exddative-stness-related genotoxic events in
the progression of ESRD patients. Within the scope of this study, genotoxic damage was evaluated
using the comet assay and 8-0OHAG measurement in patients with ESRD who wene undergoing
hemodialysis. The biochemical changes, the levels of heavy metals (aluminum, arsenic, cadmium,
lead, and metcury) in the blocd, and the oxidative biomarkers, including superscide dismutase
(S0D), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), and malondialdehyde (MDA) levels were
evaluated, and their relationship with genctoxic damages was revealed. Genoteodcity, ccidative
stress, and heavy-metal levels, except mercury, increased significantly in all renal patients. DNA
damage, BOHAG, and MDA significantly increased, and GSH significantly decreased in patients
undergoing dialysis, compared with those not having dialysis. The duration and the severity of
disease was positively correlated with increased aluminum levels and moderate positively cormelated
with increased DNA damage and cadmium levels. In conclusion, this study revealed that the

cecidative-stress-related DNA damage, and also the levels of Al and Cd, increased in ESRD patients.
It is assumed that these changes may play an important role in the progression of renal damage.

Approaches for reducing oxidative-stress-nelated DINA damage and heavy-metal load in ESRD
patients are ecommended.

Keywords: end-stage renal disease; dialysis; heavy metals; DNA damage; oxidative stoess
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