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OZET

UNAL, S. (2015). Hemodiyaliz Siirecinin DNA Hasari ile Iliskili Gen ve
Protein Ekspresyonuna Etkisi.Istanbul Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Kronik bobrek yetmezligi (KBY); glomeruler filtrasyon hizinda azalma sonucu
bobregin sivi-soliit dengesini ayarlamada ve metabolik endokrin fonksiyonlarda kronik
ve ilerleyici bozulma halidir. KBY bir¢ok nedenle gelisebilir. En sik goriilen nedenler
arasinda kronik glomeriilonefrit, diyabet, hipertansiyon, polikistik bobrek hastaligi ve
obstriktif tiropatiler yer almaktadir.

Bobregin islev goremedigi durumlarda kanin hipotonik diyaliz sivisi i¢indeki
yar1 gec¢irgen bir zardan gecirilerek bilesimindeki ayrilmasi gereken maddelerden
temizlenmesi islemi diyaliz olarak tanimlanmaktadir. HD tedavisi alan kronik bobrek
yetmezligi hastalarinda antioksidan mekanizma bozuldugu, reaktif oksijen tiirevlerinde
(ROT) ve serbest radikallerde artisin meydana geldigi ve bunun sonucunda oksidatif
stresin arttig1 gosterilmistir. Membran biyo-gecirgenligi ROT larin artisinda merkezi bir
rol oynamaktadir. Bu nedenle HD hastalarinda kan-membran etkilesimine bagl
oksidatif stres kronik olarak gelisir.

ROT’lar hiicrede metal katalizli doniisiimden sonra veya dogrudan DNA’da
hasar olusturur. Bu faktorler sebebiyle olusan dna hasarma karsin hiicre tamir sistemine
sahiptir ve bu tip hasarlar ¢ogunlukla baz ¢ikarim tamir mekanizmasiyla tamir edilirler.
Bu siiregte XRCC1 ve PARP1 rol oynar. Bu tamir siireci igerisinde XRCC1 ve PARP1
etkilesime girer ve diger tamir proteinleriyle birlikte bu hasar1 ortadan kaldirir.

Toplam 20 son donem bobrek yetmezligi goriilen hemodiyaliz tedvisi goren
hasta calismaya dahil edildi. Bu hastalar hemodiyalize girmeden Once ve girdikten sonra
olarak iki gruba ayrildi.Gen ve protein ekspresyon analizleri, Real-time PCR ve western
blot analizi ile saptanda.

Hemodiyalize girmeden oOnceki hastalarda XRCCl1 ve PARP1 mRNA
ekspresyon diizeylerinin hemodiyaliz sonrasina gore istatistiksel olarak anlam
saptayamadik (P>0,05). Ayrica, hemodiyalize girmeden 6nceki hastalarda XRCCI1 ve
PARP1 mRNA ekspresyon diizeylerinin hemodiyaliz sonrasina gore istatistiksel olarak
anlam saptayamadik (P>0,05).

Calismamizda, KBY goriilen hastalarda, HD 0Oncesi ve sonrast XRCCI1
gen/protein ve PARP1 gen/protein ekspresyon diizeyleri arastirilmistir. Daha 6nce bu
kurguda bir calisma yapilmamasi calismamizin 0zgiin degerini ortaya koymaktadir.
Elde ettigimiz veriler 6zellikler HD siireci ile apoptotik yolaklar arasindaki iliski
bulgularini destekler niteliktedir.

Anahtar kelimeler: Kronik bobrek yetmezligi, Hemodiyaliz, DNA hasari, XRCCI,
PARPI.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 25949
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ABSTRACT

UNAL, S. (2015). The Effect of Gene and Protein Expression is associated with
DNA Damage During Hemodialysis Process. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Medical Biology. Master Thesis. Istanbul.

Chronic renal failure (CRF); renal fluit and solute balance of the endocrin and
metabolic functions to set in a state of chronic and progressive deterioration as a result
of reduction in glomerular filtration rate. CRF may develop for many reasons. The most
common causes of chronic glomerulonephritis, diabetes, hypertension, polycystic
kidney disease, nephritis, obstrucitve uropathy.

Hemodialysis (HD) is a method that is used to achieve the extracorporeal
removal of waste products such as creatinine and urea and free water from the blood
when the kidneys are in a state of renal failure. HD patients with chronic renal failure
impaire anti-oxidant mechanisms, occure the reactive oxygen species (ROS) and
consequently increase free radicals and oxidative stres were shown previous study.
Membrane bio-permeability which plays a key role increase in ROS. For this reason, the
hd patients develop chronic oxidative stres due to blood-membrane interaciton. ROS
such as (0O2-), (OH-), (NO-) or (HOO-) damage dna directly or after metal-catalysed
transformation in the cell. Cells response to dna damage with DNA repair mechanisms.
In this process, XRCC1 and PARP1 which play a role remove the damage with other
protens.

In our study, we did not found any statistically significant difference mRNA
expression levels of XRCC1 and PARP1 in before hemodialysis porcess group as
compared after hemodialysis process group (both of them, P>0.05). Furthermore, we
detected a protein expression levels of XRCC1 and PARPI in before hemodialysis
group versus after hemodialysis group and we did not found any significant difference
protein expression levels of XRCC1 and PARP1 in before hemodialysis porcess group
as compared after hemodialysis process group (P>0.05).

We investigated XRCC1 gene/protein and PARP1 gene/protein expression
levels in end stage renal disease patients. Earlier studies performed to demonstrate teh
unique value of our study. Our data about HD process supports findings of the
relationship between characteristics of the apoptotic patways.

Key Words: Chronic Renal Failure, Hemodialysis, Dna Damage, XRCC1, PARP1

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 25949



1. GIRIS VE AMAC

Kronik bobrek yetmezligi; glomeruler filtrasyon hizinda azalma sonucu
bobregin sivi-soliit dengesini ayarlamada ve metabolik endokrin fonksiyonlarda kronik
ve ilerleyici bozulma halidir (Akpolat ve ark., 1999). Kronik bobrek yetmezligi bircok
nedenle gelisebilir. En sik goriilen bu nedenler arasinda kronik glomeriilonefrit, diyabet,
hipertansiyon, polikistik bobrek hastaligi, obstriktif iiropati ve insterstiyel nefritler yer
almaktadir (Nadir ve ark., 2002). Tiirk Nefroloji Dernegi-2000 kaynak veri raporuna
gore 31 Aralik 2000 tarihi itibariyle diizenli hemodiyaliz (HD) programma giren hasta
sayis1 (15 yas tizeri) 13944 ve bunlarin 6000’1 kadin (%43), 7826’s1 erkek (%57) olarak
bildirilmistir (Akpolat ve ark., 1999; Nadir ve ark., 2002).

Bobregin islev goremedigi durumlarda kanin hipotonik diyaliz sivisi i¢indeki
yar1 gec¢irgen bir zardan gecirilerek bilesimindeki ayrilmasi gereken maddelerden
temizlenmesi islemi diyaliz olarak tanimlanmaktadir (Oztiirk, 2005). HD tedavisi alan
kronik bobrek yetmezligi hastalarinda antioksidan mekanizma bozuldugu, reaktif
oksijen tiirevlerinde (ROT) ve serbest radikallerde artisin meydana geldigi ve bunun
sonucunda oksidatif stresin arttig1 gosterilmistir (Mastalerz ve ark., 2007). Membran
biyo-gecirgenligi ROT larin artisinda merkezi bir rol oynamaktadir. Bu nedenle HD
hastalarinda kan-membran etkilesimine bagl oksidatif stres kronik olarak gelisir. Uzun
siire HD tedavisi goren hastalarda ROT’la iligkili olarak ateroskleroz, diyaliz iligkili
amilodozis ve kanser gelisimi goriilmektedir (Magi ve ark., 1994; Niwa ve ark., 1996;

Buccianti ve ark., 1996).

Prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda
gelisen oksidatif stres, ¢esitli mekanizmalar ile biyomolekiillere hasar vermektedir.
Stabil bir molekiil olan DNA da; lipidler, karbonhidratlar ve proteinler gibi spontan
kimyasal oksidatif hasara ugramaktadir (Emerce, 2007). Siiperoksit anyon radikali (O2-
), hidroksil radikali (OH-), nitritoksit radikali (NO-) veya hidroperoksil (HOO-) gibi
ROT’lar hiicrede metal katalizli doniisimden sonra veya dogrudan DNA’da hasar
olusturur (Boiteux ve ark., 1999). Bu faktorler sebebiyle olusan DNA hasarina karsin

hiicre tamir sistemine sahiptir (Veronique ve ark., 2003).

DNA tamir sistemleri, DNA’da hasar olusturan ultraviyole (UV) ve iyonize

radyasyon gibi digsal ajanlara ve normal hiicresel metabolizma tarafindan {iretilen



reaktif oksijen tiirleri (ROT) gibi i¢sel kaynaklara kars1 kritik savunma mekanizmasidir
(Hall ve ark., 2009). DNA tamir mekanizmalar1 genomik biitliinliigiin siirdiiriilmesinde
onemli rol oynar. Memeli hiicreleri, farkli tiirdeki DNA hasarlarina kars1 farkli DNA
tamir mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Cift zincir kiriklari, hidrolitik depiirinasyon,
aprimidinik bdlgeler ve oksidatif hasarlar farkli DNA hasar tiirleridir. Farkli DNA hasar
tiirlerinin tamirleri, ¢ift zincir kirik (double strand break, DSB) tamiri, baz kesip
cikarma tamiri (base excision repair, BER), niikleotid kesip ¢ikarma tamiri (nucleotide
excision repair, NER) ve yanlis eslesme tamiri (mismatch repair, MMR) gibi lezyon
spesifik DNA tamir yolaklar1 tarafindan gerceklestirilir (Bartek ve ark., 2001). Oksidatif
stres sonucu olusan DNA hasar1 baz c¢ikarim tamir mekanizmasiyla (BER) tamir

edilirler (Veronique ve ark., 2003).

X-ray repair cross complementing group 1 (XRCC1) ve Poly (ADP-ribose)
polymerase 1 (PARP1) BER yolaginin 6nemli proteinleridir. XRCC1 geni insan
kromozomunda 19q13.2-13.3’de haritalanmistir (Mohrenweiser ve ark., 1989). XRCC1
proteini, tamir bolgesinde diger BER proteinlerinin koordinasyonu icin bir cati
(scaffold) vazifesi yapmaktadir (Hoeijmakers, 2001). PARP1 geni insan kromozomunda
1g42°de haritalanmistir. PARP1 niikleer bir enzimdir ve DNA hasarina cevap olarak
hedef proteinlerin poly ADP-ribozilasyonunu katalize etmektedir (Herceg&Wang,
2001).

Daha onceki yillardaki yapilan calismalarca, HD programina giren kronik
bobrek hastalarda hemodiyaliz siireci kaynakli genomik hasarin meydani geldigi
gosterilmistir (Bagatini ve ark., 2008). Bunun yaninda HD tedavisinin pro- ve anti-

apoptotik molekiillerin ifadelerini etkiledigi belirtilmistir ( Bjorn ve ark., 2008).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda hemodiyaliz (HD) programina giren hastalarda
kan-membran etkilesimine bagli olarak oksidatif stresin meydana geldigi ve bunun
sonucunda genomik DNA hasarinin olustugu gdsterilmistir. DNA hasarma maruz kalan
hiicrenin, hasarin boyutuna ve DNA tamir kapasitesine bagl olarak apoptotik siirece
girme olasihigi vardir. Hemodiyaliz siirecinin  apoptoza yol actigr ve
apoptotik/antiapoptotik genlerin ekspresyonlarmi1 degistirdigi c¢esitli caligmalarda
gosterilmistir. Ancak HD tedavi siirecinde, DNA tamir gen ekspresyonlarmin ne sekilde

etkilendigi ile iliskin herhangi bir ¢alisma yapilmamistir.



Hasara kars1 yanitta DNA tamir mekanizmasmin roliiniin anlagilmast ve
aydinlatilmas1 bu alanda daha bagarili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢cin gereklidir.
Biz de HD tedavisi goren kronik bobrek hastalarinda BER mekanizmasinda gorevli
PARP1 ve XRCCI1 molekiilerinin hem gen hem de protein diizeyinde ekspresyonlarini
inceleyecegiz. Elde edecegimiz bulgular, HD tedavisi siirecinde DNA tamir
mekanizmasinin roliiniin ve apopitoz ile DNA tamir siireci arasindaki etkilesimin ortaya

cikartilmasina katki saglayacagini umut etmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. BOBREK

Bobrekler periton arkasi bolgede alt torasik ve list lomber vertebralar seviyesinde
yerlesmis fasiilye biciminde organlardir. Erigkin bir insanda bdbrek ortalama 120-170 gr
agirhiginda ve 12x6x3 cm boyutlarindadir (Chatoth 2002).

Bobregin temel gorevi, aorttan dallanan bobrek arterlerinden gelen kam
stizmektir. Dakikada kalp debisinin % 20 si kadarin1 alir ve dakikada kanin 1.25 litresi
kadarin1 stizer. Viicutta bulunan tiim kan her 5 dakikada bir bobrekten gecer. 24 saatte
180 litre ultrafiltrat sivist iiretilir ve idrar tasiyici tiibiillerin i¢cinden geger. Bu miktarin
178,5 litresi tiibiiler hiicrelerce tekrar alinip, kan dolasimina geri donerken, sadece 1,5

litresi idrar olarak atilir (Abraham 2006).

Histolojik olarak bobrek nefron adi verilen temel birimlerden olusur. Her
bobrekte yaklagik 1 milyon nefron bulunur. Nefronun iki bileseni vardir. Bunlar siizme
islevi goren kapiller ag ve buna bagh bir tiibiildiir. Tiibil birkag farkli anatomik ve
islevsel segmentten olusur. Bunlar proksimal tiibiil, Henle kulbu ve distal tiibiildiir.

Thbiil toplayici kanallara bosalir (Schmidt, 1983).
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Sekil 1 : Bobrek ve nefron yapis1 (NIH, 2008)



2.2. BOBREK YETMEZLIGI

Bobregin temel fonksiyonlari; viicut sivi ve elektrolit dengesinin korunmasi,
metabolik artik iirlinlerin atilimi, ilaglar, toksinler ve metabolitlerinin detoksifikasyonu
ve atilimi, ekstraselliiler s1ivi hacmi ve kan basimcinin hormonal diizenlenmesi, hormon
dretimi, peptit hormonlarmin ve kiicik molekiill agirlikli proteinlerin yikimidir.

Bobreklerin bu fonksiyonlar1 yerine getirememesine “bobrek yetmezligi” denir.

Bobreklerin  fonksiyonel kapasitelerinin  belirlenmesi i¢in  o6zellikli  6l¢tit
glomeriiler filtrasyon hizidir (GFH). GFH, her iki bobrekte bir dakikada siiziilen kan
(filtrat) miktaridir. Normal sartlar altinda saglikli bir bobregin GFH degeri 125
ml/dk/1.73 m”> dir (Kése, 2009). Bobrek fonksiyonlarinmn bozulmasiyla bu deger
giderek azalir. GFH’ nin normal degerleri yas, cinsiyet ve viicut boyutuna bagl olarak
degisir, dolayisiyla GFH’nin degeri normal saglkli bireyler arasinda bile 6nemli

derecede degiskenlik gosterebilir (Stevens ve ark. 2005).

Bobrek yetmezligi, akut (ani) veya kronik (sinsi) seyirli olmak tizere iki sekilde

gelisebilir (Akyol, 2000; Avey, 2008).

2.2.1. AKUT BOBREK YETMEZLIGI

Akut bobrek yetmezligi (ABY) saatler, giinler ya da haftalar icerisinde gelisen,
GFH’deki azalma sonucu bobregin fonksiyonlarinda goriilen hizli kaybin olusturdugu
bir klinik tablodur (Doherty, 2005; Lameire, 2007). ABY, GFH'deki azalma ile
tanimlansa da, tiibiiler ve/veya dolasim sorunlarina bagli olarak gelisebilir. ABY bircok
olguda tek organ yetmezligi seklinde degil, coklu organ fonksiyon bozuklugu ile birlikte
gelismektedir ve tipik olarak iskemi, akut glomeriilonefrit ve nefrotoksinlerle meydana
gelen tiibliler nekroz nedeniyle gelisir. Bu tabloda hasar ¢ok siddetli degilse bobrek

fonksiyonlar1 normale donebilir (Bronzino, 1995).

2.2.2. KRONIK BOBREK YETMEZLIGI

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) GFH’de azalmanin sonucu bobregin sivi-soliit
dengesini ayarlama ve metabolik-endokrin fonksiyonlarinda kronik, ilerleyici ve tiim
organlar1 etkileyen, ¢ok ¢esitli metabolik bozukluklara neden olan bir klinik tablodur.
KBY, nefronlarin ilerleyici kayb1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu siiregte homeostazin
saglanmasi i¢in fonksiyonel nefronlarda degisiklikler meydana gelmektedir. Fakat bir

siire sonra nefronlardaki bu degisimler yetersiz kalmakta ve son donem bdbrek



yetmezligi (SDBY) ortaya c¢ikmaktadir (Akar, 2010). SDBY, hayati fonksiyonlarin
devam ettirilebilmesi i¢in renal replasman tedavilerinin (RRT) gerekli oldugu klinik bir

tablodur (K/DOQI, 2002).

Bobrek hastaliginin erken evreleri klinik olarak sessizdir ve GFH direkt olarak
Olgiilemez. BOyle durumlarda bobrek yetmezligi tanisinda kreatin diizeyine bakilir.
Kreatin fosfatin yikim iiriinii olan kreatinin normal kan degerleri 70-120 umol/L olup,
bu degerin 120 umol/L’yi gegmesi bdbrek fonksiyonlarinda yetersizlik oldugunu

gosterir.

2.2.2.1. KRONIK BOBREK YETMEZLIiGIi ETIiYOLOJIiSI ve
EPIDEMIiYOLOJIiSi

KBY’ne sebep olan bir¢ok neden vardir. Prerenal nedenler; dehidratasyon,
hemoraji, sepsis, hipoalbuminemi, kalp yetersizligidir. Renal nedenler; diyabet,
hipertansiyon, kronik glomeriilonefritler, amiloidoz, kistik hastaliklar ve kronik tubulo-
interstisyel nefritleri kapsayan bobregin kendine 6zgii hastaliklaridir. Postrenal nedenler
ise, toplayict sistemdeki bozukluklardir ve uzun siireli iiriner sistem tikanmalarmi
kapsamaktadir. Tiirk Nefroloji Dernegi-2012 raporuna gore ililkemizde hemodiyaliz
(HD) hastalarinda diyabet ve hipertansiyon etiyolojik nedenleri arasinda ilk iki siray1

almistir (Tiirk Nefroloji Dernegi, 2012) (Tablo-1).



Hastalhk H.Yiizdesi(%)
Diyabet 37
Hipertansiyon 27
Glomeriilonefrit 7
Poliksitik bobrek hastalig 4
Pyelonefrit 3
Amiloidoz 2
Renalvaskiiler hastalik 1
Nedeni bilinmeyen 11
Diger nedenler 8

Tablo 1: Tiirkiye’de RTT gerektiren SDBY nedenleri ve dagilim (Tiirk Nefroloji Dernegi
- 2012 raporu).

Tirkiye yapilan KBY prevalans arastirmasi verilerine gore, genel toplumda
%15,7, kadinlarda %18.,4, erkeklerde %12,8’dir (Siileymanlar ve ark., 2011). Tirk
Nefroloji Dernegi 2012 yili raporuna gore, lilkemizde Aralik 2012 itibariyle 48900 HD,
4777 peritonel diyaliz (PD) uygulanan ve 8000 fonksiyonel greft ile izlenen renal
transplantasyon yapilmis toplam 61677 SDBY hastast bulunmaktadir (Tiirk Nefroloji
Dernegi, 2012).

Amerika Birlesik Devletleri Bobrek Veri Sistemi “United States Renal Data
System” (USRDS) verilerine gore 2010 Aralik ayi itibari ile RRT’si géren SDBY sayis1
39392’si HD uygulanan, 297331 PD uygulanan, 179361 ‘i fonksiyonel greft ile izlenen
renal transplantasyon yapilmis olmak tizere 593086 kisiyi bulmustur (USRDS, 2012).

2.2.2.2. KRONIK BOBREK YETMEZLiGI PATOGENEZI
Klinik a¢idan KBY, asemptomatik olarak seyreden, bobrek fonksiyonu
azalmasindan iiremik sendroma kadar uzanan genis bir spektruma sahiptir. Hastaligin

evreleri arasinda kesin sinirlar yoktur. Fakat bobreklerin fonksiyonel degisiklik



derecelerine gore klinik agidan bir smniflandirma yapilmaktadir. Kidney Disease

Improving Global Outcomes (KDIGO) kilavuzu 2013’e gore KBY, GFH degerleri

temel alinarak 5 evreye ayrilmistir (Tablo-2).

Evre Tanim GFH (mldak/1.73m?)
Normal veya artmi

1 v arms > 90
GFH’libobrek hasari
Hafif azalmis GFH’li bobrek

2 60-89
hasari
Hafif-orta azalmis GFH’li

3a 45-59
bobrek hasari
Orta-ciddi azalmig GFH’li

3b 30-44
bobrek hasari
Ciddi azalmis GFH’li bobrek

4 15-29
hasari

5 Bobrek yetmezligi (SDBY) <15

Tablo 2: Kronik bobrek yetmezligi evreleri.

2.2.2.3. KRONIK BOBREK YETMEZLIGIiNIN KLIiNiK OZELLIKLERI

Hastalarin klinik semptomlari, bobrek yetmezliginin derecesi ve gelisme hizi ile

oldukca iligkilidir. GFH degeri 35-50 ml/dj olana kadar hastalarda semptom

goriilmeyebilir. GFH degeri 20-25 ml/dk oldugunda hastalarda iiremik semptomlar
ortaya ¢ikar. GFH degeri 15 ml/dk oldugunda SDBY’den bahsedilir ve hastaya
RRT’lerden biri uygulanir (Akpolat ve ark., 2007). KBY durumunda, sivi-elektrolit ve

asit-baz dengesi bozulur,

protein yikim {riinlerinin miktar1 kanda artar. Bu

bozukluklarda tiim sistemleri etkiler. KBY belirti ve bulgular1 s6yledir (Yilmaz, 2013).



Siv1 elektrolit bozukluklart: Hipervolemi, hipovolemi, hipernatremi,
hiponatremi, hipokalsemi, hiperpotasemi, hipopotasemi,
hiperfosfatemi, metabolik asidoz, hipermagnezemi.

Kardiyovaskiiler  sistem: Hipertansiyon, ©0dem, perikardit,

kardiyomiyopati, hizlanmis ateroskleroz, aritmi.

Iskelet sistemi: Uremik kemik hastaligi, hiperparatiroidi, amiloidoz,

D vitamini metabolizmasi bozukluklari, artrit.

Hematolojik sistem: Normokrom normositer anemi, lenfopeni,
kanamaya egilimin artmasi, eritrosit frajilitesinde  artis,
infeksiyonlara  yatkinlikk, immiin = hastaliklarin  yatigmasi,
aliminyuma bagli mikrositik anemi, asiyla saglanan immiinitede

azalma, tliberkiilin gibi tanisal testlerde bozulma, kanser geligimi.
Pulmoner sistem: Plevral sivi, liremik akciger, pulmoner 6dem.

Endokrin sistem: Glukoz intoleransi, hiperparatiroidi, hiperlipidemi,

biiylime geriligi, hipogonadizm, impotans, hiperprolaktinemi.

Sinir sistemi: Stupor, koma, konusma bozukluklari, uyku
bozukluklari, demans, konviilsiyon, polindropati, basagrisi,
sersemlik, gerginlik, kramp, konsantrasyon bozukluklari,
yorgunluk, meningism, huzursuz bacak sendromu, tik, tremor, istem
dis1  kas kasilmasi, ter fonksiyonlarinda bozulma, ruhsal

bozukluklar.

Gastrointestinal sistem: Istahsizlik, bulant1, kusma, gastrit, stomatit,
pankreatit, {ilser, gastrointestinal kanama, kronik hepatit, motilite

bozukluklari, 6zafajit, intestinal obstriiksiyon, asit.

Cilt: Solukluk, kasinti, gecikmis yara iyilesmesi, tirnak atrofisi,

hiperpigmentasyon, liremik dokiintii, iilserasyon, nekroz.
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2.2.2.4. KRONIK BOBREK YETMEZLiIGi PROGRESYONUNDA ETKILI
FAKTORLER

Degistirilebilen Faktorler Degistirilemeyen Faktorler
Diabetus mellitus Yas

Proteiniiri Cinsiyet
Hipertansiyon Irk

Obezite Genetik

Dislipidemi

Sigara

KBY’nde hastaligm progresyonunda bazi degistirilebilir ve degistirilemez risk

faktorleri bulunmaktadir (Tablo-3).

Tablo 3: KBY’de hastah@in progesyonunu etkileyen risk faktorler (Taal ve ark.,2008).

Hastaligin progresyonunda yas 6nemli bir risk faktoriidiir. Yasi ilerlemis hastalarda
renal hasarla beraber, GFR diisiisii daha hizli olmaktadir. Yapilan bir calismayla,
KBY’li olmayan bireylerde yasla birlikte GFR’de dislisiin gézlemlenmesi, nefron
kaybmin normal bir yaslanmanin pargast oldugunu diisiiniilmiistiir (Eriksen ve
ark.,2006). Cinsiyetin, KBY gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir risk faktorii oldugu
saptanmistir. USRDS’nin yaymladigi yillik veri raporuna gére SDBY’nin kadinlara
oranla erkeklerde daha sik goriildiigii bildirilmistir. KBY ile ilgili yapilan bir¢ok
calismada, hastaligin progresyonunun kadinlarda erkeklere kiyasla daha yavas oldugu
gosterilmistir  (Foley ve ark.,2007). Amerika Birlesik Devletleri’'nde, KBY
progresyonunun Afrika kokenli Amerikalilarda beyaz wka gore daha hizli oldugu
bildirilmistir. Bunun wk ve genetik faktorlerin yaninda, yasam tarzi, tuz tiiketimi,
hipertansiyon, cevresel ve sosyoekonomik  farkliliklarinda etkili  oldugu
disiiniilmektedir (Tarver-Carr ve ark.,2002). Bilimsel ¢caligmalarin artmasi ile beraber,

KBY’den sorumlu aday genlerin ortaya c¢ikarilmas: beklenilmektedir. Yapilan
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calismalar KBY ve SDBY’de genetik faktorlerin onemli role sahip oldugu
gosterilmistir. Renal skar gelisiminden sorumlu bazi genlere ait polimorfizmlerin KBY

progresyonunda sorumlu goriilmektedir (Bello ve ark.,2010).

Diabetus mellitus degistirilebilir risk faktorleri arasinda gosterilmektedir. Tip I
ve tip II diyabetli hastalarda, siki kan sekeri kontroliiniin diyabetik nefropati gibi
diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarinin ilerlemesini yavaslattigina dair caligmalar
mevcuttur. Bir¢ok calismada, diyabetik ve non-diyabetik glomeruler hastalikta veya
non-glomeruler bobrek hastaliginda, agwr proteiniirinin progresyonu hizlandirdigi
gosterilmistir (Jafar ve ark.,2001). Sistemik hipertansiyonun glomeriiler kapiller yataga
iletiminin, glomeruler hipertansiyona ve glomerulosklerozun progresyonuna neden
olduguna inanilmaktadir (Bello ve ark.,2010).Sigara kullanimmin, albuminiiri
diizeyinde ve KBY progresyonunda artisa neden oldugu bildirilmektedir. Sigaranin
bobrek hasarina yol agmasinin muhtemel mekanizmalari; hipertansiyon, sempatik sinir
sistemi aktivasyonu, endotel hasar1 ve potansiyel olarak direkt tiibiiler toksisitesidir
(Orth ve ark.,2008). Dislipidemi ve obezitenin KBY progresyonunu hizlandiran ve katki

saglayan bir risk faktorii oldugu diistiniilmektedir.

2.2.2.5. KRONIK BOBREK YETMEZLIGININ TEDAVI YONTEMLERI

KBY goriilen hastalarda, bobrek fonksiyonlarmin giderek azalmasinin sonucu
olarak fizyolojik denge saglanmaz hale gelir ve agir bir klinik tablo ortaya ¢ikar (Ulkii,
1996). SDBY evresine gelinmesiyle, hastaligin erken evrelerinde uygulanan konservatif
tedaviler yetersiz kalir. Bu nedenle SDBY evresinde hastalara RRT uygulanmasi
gerekir. RRT’ler; hemodiyaliz, peritonal diyaliz ve renal transplantasyondur (Selguk,

1999).

2.3. DIYALIZ

Diyaliz, bir A soliisyonunun soliit iceri§inin yar1 ge¢irgen bir membran
aracilifiyla B soliisyonu ile karsilastirarak degistiren diizenektir. Her iki soliisyonda da
bulunan su molekiilleri ile diisiik molekiil agirlikli soliitler, yar1 ge¢irgen membranin

porlarindan gegebilirken, protein vb. biiylik molekiiller membrandan gecemezler ve
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membranin her iki tarafinda kalarak baslangic konsantrasyonlarini sabit tutarlar. Diyaliz
diizeneginde: A soliisyonu yiiksek konsantrasyonda zararl artik maddeler tasiyan kan;

B soliisyonu ise 6zel diyaliz sivisi olan diyalizattan meydana gelir (Kose, 2009).

Diyaliz tedavisiyle, su-elektrolit dengesinin saglanmasi, viicutta biriken
toksinlerin atilmasi, hastanin genel durumunun diizeltilmesi ve yasam kalitesinin
arttirilmasi ve transplantasyona hazirlanmasi amaglanir. Bununla beraber diyaliz, bir

bobregin normal fonksiyonun sadece % 5’1 saglayabilir (Stein ve ark., 2003).

2.3.1. HEMODIYALIZ

Arteriyo-venoz fistiil, greft veya katater yardim ile hastadan alinan kanin (300-
450 ml/dk) antikoagiilasyon ile viicut diginda, bir cihaz yardimiyla yar1 gecirgen bir
membrandan gecirilerek, sivi-soliit iceriginin yeniden diizenlenerek hastaya geri
verilmesi islemidir (Akoglu ve ark., 2000). George Hass 1924 yilinda tiremik bir kiside
ilk klinik diyalizi uygulamistir. 1964 yilinda Williem Koff ABY tedavisini
uygulanmaya baslamis ve basarili olmustur (Kolf ve ark., 1997).

HD isleminin uygulanabilmesi i¢in yeterli kan akimimnin saglanmasi
gerekmektedir. Kan akimi erigkinlerde dakikada 200-600 ml olmas1 gerekmektedir. HD

isleminin uygulanabilmesi i¢in birtakim arag¢ ve gereglere ihtiyac vardir.

Diyalizor: HD igleminin yapilabilmesi igin 1-2 m* genisligindeki bir diyaliz membran1
parcasinin steril, kan akimina uygun, az yer kaplayacak ve pratik kullanimli gereclere
denir. Diyalizde kullanilan bu membranlar kuprofan, seliiloz asetat gibi seliiloz

tiirevleri ve poliakrilonitril ve polisiilfon gibi sentetik polimerlerden olusur.

Diyaliz soliisyonu: Biiyilk oranda saflastirilmis su ve buna eklenmis sodyum,
potasyum, kalsiyum, magnezyum kloriir, bikarbonat ve dekstrozdan olusur. Diyaliz
soliisyonlar1 igerdikleri tampon maddeye gore asetat ve bikarbonat olarak ikiye
ayrilirlar. Bikarbonat diyalizi daha fizyolojik oldugundan giiniimiizde tercih

edilmektedir (Daurgidas ve ark., 2003).
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Kan ve diyaliz soliisyonunun tasinmasi i¢in setler: HD ile soliit klirensi ve su atilimi

diflizyon, ultrafiltrasyon ve konveksiyonla saglanir.

Diyaliz cihazi

Diyaliz membranmin (diyalizor) kapilleri i¢inde hastanin kani, kapiller arasinda
ise makine tarafindan hazirlanmis diyalizat yer alir. Damar giris yolundan alinan kan,
yar1 sentetik membranin ¢ok sayidaki kapilerlerine pompalanirken es zamanl olarak,
kan akimima ters yonde, sodyum klorlir, asetat veya bikarbonat ile degisken
konsantrasyondaki potasyum igeren diyalizat diyalizore verilir. Membrandaki difiizyon
hareketiyle iire gibi kii¢lik molekiil agirlikli maddeler konsantrasyon gradiyentine bagl
olarak kandan diyalizat tarafina hareket eder. Su ve sodyum kloriir fazlaligi, membran
boyunca olusan hidrostatik basinca bagl olarak ultrafiltrasyonla uzaklastirilir. Haftada 3
defa, 4’er saatlik HD uygulamasi hastalar i¢in yeterli olmaktadir (Bozfakioglu, 1997;
Stein ve ark., 2002).

2.3.1.1. HEMODIYALIZiN ONE CIKAN YONLERI

HD tedavisinin diger tedavilere gore avantajlar;
e Yiiksek ¢Ozilinen klirensi aralikli tedaviye olanak saglar.

e Diyalizin yeterlilik degiskenleri iyi tamimlanmistir, dolayisiyla yetersiz diyaliz

erken saptanabilir.
e Teknik basarisizlik diizeyi diisiiktiir.

e Aralikli heparinizasyon gerekmesine ragmen hemostaz  degiskenleri

hemodiyalizde peritonel diyalize oranla daha 1yi diizeltilir.
e Merkezi hemodiyaliz hastanin daha yakindan gézlenmesini saglar.

e Hastanin tedavisinin haftada 2-3 kez 4-6 saat slirmesi, diger zamanlarda

serbesttir.

e [Karm bolgesi ile ilgili komplikasyon goriilmez.
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e Hastanede yatma durumunu ortadan kaldirilmistir.

HD tedavisinin diger tedavilere gore dezavantajlari;
e Hemodiyaliz merkezine her hafta birden ¢ok ziyaret gerektirir.

e Denge kaybi, diyalize bagli tansiyon disiikliigli ve kas kramplar1 yaygindir.

Hastanm hemodiyalize aligmasi aylar gerektirebilir.

e HD hastalarinda kompleman-aktiviteli membranlarim kullanilmasi nedeniyle

infeksiyonlar goriiliir.
e Damar yolu erisimi sik sik infeksiyon ve tromboz ile iliskilendirilir.
e Rezidiiel bobrek fonksiyon diisiisii periton diyalizine kiyasla daha hizli ve anidir.

e Ozel yetismis personel gereksinimi vardir.

HEMODIYALIiZ KOMPLIKASYONLARI

HD tedavisi nispeten giivenli bir yontem olmakla birlikte, korporeal dolasima
bagl yan etkiler, teknik sorunlar ve hastalara bagli anormal reaksiyonlar ortaya ¢ikabilir

(Erkog, 2003).

Hemodiyalizde Akut Komplikasyonlar:

1.Hemodiyalizde en sik goriilen nispeten az tehlikeli komplikasyonlar:
Hipotansiyon, kas kramplari, bulanti, kusma, bas agrisi, gogiis ve sirt agrilari, ates,

titreme ve antikoagiilasyona bagli komplikasyonlar gelisebilmektedir.

2.Hemodiyalizde az goriilen fakat ciddi komplikasyonlar: Aritmiler, kalp
tamponati, dengesizlik sendromu, intrakranial kanamalar, asir1 duyarhlik reaksiyonlari,

konviilsiyonlar, hemoliz, emboli, kalp durmasi1 (kardiyopulmoner arrest).
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Hemodiyalizde Kronik Komplikasyonlar

1.Hemodiyalizin kronik komplikasyonlari: Yetersiz beslenmeye bagl

olarak anemi, asetat birikimi, aliiminyum toksisitesi gelisebilmektedir.

2.Kardiyovaskiiler sistem komplikasyonlari: Sistemik kalp hastaligi, kalp
yetmezligi, perikardit.

3.Hematolojik komplikasyonlar: Anemi, l6kopeni, kanama diatezi,

infeksiyona egilim.

4 Iskelet sistemi komplikasyonlari: Uremi kemik hastalig1.
5.Gastrointestinal ~ komplikasyonlar:  Gastroenteritis, konstipasyon,

karaciger hastaliklar1.

6.Dermatolojik komplikasyonlar: Uremik kasmti ve damarlardaki

kalsifikasyonlara bagl gelisen cilt nekrozlari.

7.Metabolik ve endokrin komplikasyonlari: Hiperlipidemi, endokrin

anomalileri, infertilite ve seksiiel fonksiyon bozukluklar1.

8.Norolojik komplikasyonlar: Aliiminyum intoksisitesi, tiremik periferik

nefropati.
9.Diger kronik komplikasyonlar: infeksiyonlar, fistiil komplikasyonlari.

10.Diyaliz amiloidozu ve psikososyal sorunlar.

2.4. OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres (OS), reaktif oksijen olusum diizeyi ile antioksidatif mekanizma
kapasitesi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir (Hasselwander ve ark., 1998).
Fizyolojik sartlarda insan viicudunda bu radikallerin iiretimi ve antioksidan savunma
denge halindedir. in vivo kosullarda, reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak, hidrojen
peroksit (H,O;), hipoklorik asit (HOCI), siiperoksit (O,), hidroksil radikal (OH”) ve
nitrik oksit (NO) siirekli olarak olusmaktadir (Halliwell, 1993). ROT’lar hiicre i¢i ve
hiicre dis1 antioksidan savunma mekanizmalar1 ile detoksifiye edilmek suretiyle
oksidatif stres dengede tutulmaya calisilmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), nitrikoksit sentetaz (NOS) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerin

diizeylerinin azalmas1 gibi antioksidan defansin azalmasi ya da yogun ROT {iretimi, bu
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dengenin bozulmasina ve OS’e neden olmaktadir (Halliwell ve ark., 1996 Yildiz ve

ark., 2002 Hwang ve ark., 2007).

2.5. REAKTIF OKSIJEN TURLERI

ROT’lar veya serbest radikaller; dis orbitallerinde eslesmemis elektron (e)
bulundururlar. Eksik elektronlu bu molekiiller oldukc¢a reaktif ve kararsizdirlar (Akkus,
1998). Bulabilecekleri herhangi bir molekiil ile etkilesime girerek bu molekiille elektron
aligverisi yaparlar ve molekiiliin yapisin1 bozarlar. Boyle molekiillere “serbest
radikaller” ya da “oksidan molekiiller” adi verilir. Bu molekiiller diyet, ilaclar,
radyasyon, sigara ve hava kirliligi gibi ¢cevresel kaynakli olabilecegi gibi, mitokondriyal
metabolizma ve normal hiicresel fonksiyonlar sirasinda da meydana gelmektedir (Kiling

ve ark., 2002). Bu ROT lar1 siralayacak olursak;

Siiperoksit radikali: Molekiiler oksijenin indirgenmesinde bir ara basamaktir ve
olustugu yerden uzaga yayilmaz. Mitokondride elektron tagima sisteminin ¢aligmasi
esnasinda siiperoksit radikali meydana gelir. Savunma mekanizmasinda da gorevli

olan bu molekiil I6kositelerde bolca tiretilerek antibakteriyel etki gosterir.

Hidrojen peroksit: H,O, oksijenin indirgenmesi ya da siiperoksilerin enzimatik ya da
non enzimatik dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur. Net yiik tasimaz ve biyolojik
zarlardan kolayca gegebilir. Lipit peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baglatabilir.
Potansiyel oksitleyici o6zellikleri nedeniyle ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu

gorevi katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirir (Kiling, 2002).

Hidroksil radikali: Son derece reaktif bir oksidan radikali olup yarilanma omrii ¢ok

kisadir. Bu radikal, ROT’larm en gii¢liisiidiir.
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Singlet oksijen: Ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif

oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina sebep olur.

Serbest radikal molekiilleri, belirli diizeyde kaldiklar1 siirece organizmanin
yabanc1 maddelere ve infeksiyon ajanlarina karsi savunmasinda rol alirlar. Ancak bu
molekiiller belirli diizeyin lizerinde ¢ikarsa veya antioksidan savunma sistemi yetersiz
kalirsa hiicrenin temel bilesenleri olan protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asit ve

enzimlerin yapis1 bozabilir (Peskin, 1997).

2.5.1. REAKTIF OKSIJEN TURLERININ ETKIiLERI

ROT’lar kararsiz yapilar1 ve ¢ok reaktif olma 6zellikleriyle hiicre bilesenlerinde
hasara neden olurlar (Tablo-4). Hiicrelerde sadece yapisal hasara neden olmamakta,
hiicre fonksiyonlarini bozarak hiicreyi nekroz ya da apoptoza siiriiklemektedir (Valdez

ve ark., 2000 Dalle-Done ve ark., 2006).

Hedef Molekiil Molekiilde Olusan Modifikasyonlar

*Kolestrol ve yag asitlerinde oksidasyon
Doymamis yaglar *Lipidlerde ¢apraz baglanmalar

*Organel ve hiicrelerde ¢apraz baglanmalar
Karbonhidratlar *Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

*Hidroksilasyonlar
Niikleik asit bazlart
*Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar

*Protein denatiirasyonu
Kiikiirtlii aminoasitler
*Enzimlerde inhibisyon

*Peptid zincirlerinde kopma
Proteinler *Denatiirasyon

*Proteinlerde gapraz baglar

*Tek ve ¢ift iplik¢ik kirtlmalar
Niikleik asitler
*Baz igermeyen bolgeler

Hiyaliironik asit *Sinovyal siv1 akiskanliginda degisme

Tablo 4: ROT’larin hiicrede bashca hedefleri ve yaptiklar1 hasarlar



18

ROT’larin sebep oldugu hiicre ve doku hasar1 bir¢ok akut ve kronik hastaligin
patogenezinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Kronik bobrek yetmezligi, ateroskleroz,
diyabet, romatoid artrit, myokard infarktiisii, astim, multipl skleroz, Parkinson hastalig1

ornek olarak verilebilir (Gutteridge, 1995 Valko ve ark.,2006).

2.5.2. REAKTIF OKSIJEN TURLERININ KAYNAKLARI
Organizmada ROT, normal metabolik siireclerle meydana gelebildigi

gibi radyasyon vb. dis nedenlerle de olusabilmektedir.

. Endojen Kaynaklar

Hiicresel reaksiyonlar sirasinda eser miktarda ROT meydana gelmesi fizyolojik

bir durumdur ve bunlarin olugmasi kagmilmazdir. Baslica endojen kaynaklarsi,

ETZ’de meydana gelen elektron kagisi: Mitokondri, endoplazmik retikulum ve niikleer
membrandaki elektron tagima sisteminde, oksijenli solunum sirasinda olusan elektron
sizintilar1 baslica ROT kaynagidir (Cavdar ve ark., 1997 Gilbert ve ark., 1999).

Peroksizom enzimleri: Peroksizomda c¢esitli oksidaz enzimleri siiperoksit radikali

iiretmeden fazla miktarda H,O; (hidrojen peroksit) iiretebilirler (Gilbert ve ark., 1999).

Enzimler ve proteinler: Enzimlerin katalitik dongiileri esnasinda ROT’lar meydana
gelmektedir. Triptofan dioksijenaz, ksantin oksidaz ve aldehit oksidaz siiper oksit

radikali olusumuna neden olurlar (Halliwell ve ark., 1984 Sies, 1997).

Aktive fagositler ve makrofajlar: infeksiyon durumunda, 16kotrienler, prostaglandinler
gibi mediyatorler, 6zellikle patojenler notrofil, eosinofil ve makrofajlar aktive ederler.
Bu hiicreler de NADPH oksidaz enzimi araciligiyla ROT olusumuna neden olurlar

(Cavdar ve ark., 1997 Gilbert ve ark., 1999).

Plazma membrani: Plazma membrani {izerinde bulunan lipoksijenaz ve siklooksijenaz

enzimleri ROT {iretimine neden olur (Cavdar ve ark., 1997 Gilbert ve ark., 1999).

Kiigiik molekiillerin ~ oto-oksidasyonu: Notral ortamda tiiyoller, hidrokinonlar,
kateolaminler ve flavinler gibi ¢ok sayida bilesigin oto-oksidasyonu ile ROT’lar

meydana gelir (Gilbert ve ark., 1999).
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Yaslanma siireci: ROT diizeyl yaslanma ile paralel olarak artis gosterir (Cavdar ve

ark., 1997 Miyata ve ark., 2001)

Ekzojen Kaynaklar

Yabanci toksik maddeler, cevresel faktorler, stres, anti-neoplastik ajanlar ve
glutatyonu okside edici ajanlar baslica ekzojen kaynaklaridir. Cevresel faktorler
arasinda iyonize radyasyon, hava kirliligi, sigara, bocek ilaglar1 ve metaller yer alir
(Halliwell ve ark., 1987Gilbert ve ark., 1999). ROT iiretimine bu etkenler direkt olarak
neden olabilir ve antioksidan aktiviteyi azaltarak ROT’larin ortadan kaldirilmasma

engelleyebilirler.

2.6. KRONIK BOBREK YETMEZLIGi VE OKSIDATIF STRES

KBY hastalarinda artmis oksidatif stresin nedenleri; ndtrofil ve kompleman
aktivasyonu, asir1 demir yiikii, glikolizasyon son iiriinlerindeki artig, hidrosoluble
antioksidanlarm diyaliz ile uzaklastirilmasi homosistein diizeyindeki artis, NO (azot
monoksit) indilksyonunu takip eden peroksinitrit formasyonu ve malniitrisyonun
kendisidir (Caimi ve ark., 2005). Oksidatif mekanizmalar ile inflamatuar mekanizmalar
karsilikli iligski icerisindedir. 1L-6, C-Reaktif Protein (CRP ) sentezini regiile eder.
Yapilan birgok c¢aligmada prediyaliz donemde, hemodiyaliz ve peritonel diyaliz
uygulanan hastalarda CRP diizeylerinin normal populasyona gore artis gosterdigi

belirtilmistir (Borazan ve ark., 2004).

2.6.1. .DIYALIiZ MEMBRANIN ETKILERI

Inflamutuar hastaliklarda, nétrofillerce asir1 miktarda iiretilen ROT doku
hasarma sebep olur (Weis, 1989). HD sirasinda kullanilan membranlar ve diyalizat
swvilar1 polimorfniikleer lenfositleri uyararak solunum patlamasma neden olmaktadir.
Bu asamada gorev alan NADPH oksidaz, SOD, NOS ve myeloperoksidaz (MPO) gibi
enzimler; H,O,, hidroklorik asit (HCL), nitrit oksit (NO,) ve siiper oksit anyonu (-O2-)

gibi reaktif iirtinlerin ortaya ¢ikmasina yol agar.
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Diyaliz membranlar1 ve kontamine diyalizat sivilari, proinflamatuar sitokin
yapimini uyararak proinflamatuar ortam olusmasina sebep olabilir (Arici ve ark., 2001).
Sitokinlerin uyarisi ile aktive olan polimorfniikleer lenfositlerden kaynaklanan ROT,
sitokinlerin transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor xB’yi (NF- kP) aktive ederek,
sitokinler ve ROT arasinda kisir bir dongiiniin olugsmasina yol acar. Ayrica, diyaliz
sirasinda, diyalizatlarin alternatif yol ile kompleman aktivasyonuna yol actigi,
muhtemelen kompleman molekiillerinin diyaliz membranina baglanarak, graniilositler

icin biyokaktif bir ylizey olusturdugu diisliniilmektedir.

HD tedavisi ile tiremik toksinler uzaklasirken, ayn1 zamanda antioksidan savunma
sisteminde gorev alan enzimelerin eser elementleri (Georgeus ve ark., 1989), vitamin C
ve vitamin E gibi maddeler diyalizat sivisina gecerek oksidan hasarin artmasina sebep
olur (Clermont ve ark., 2000 Chao ve ark., 2002).Yapilan ¢alismalarda KBY de var
olan renal parankimal hasar ve HD tedavisi ile ilgili olarak antioksidan kapasitenin
azaldigi ve ROT seviyesinin arttig1 gozlemlenmistir (Matkwoics ve ark., 1988

Schmidtmann ve ark., 1991).

2.7. OKSIDATIF STRES VE DNA HASARI

KBY’deki oksidatif stres hiicresel biyomolekiillere zarar verir. DNA’da da OS
sonucu hasarlar meydana gelmektedir. ROT’lar, DNA sarmalinda baz ve sekerlerde
lezyonlara, tek ve cift zincir DNA kiriklarina, abazik bdlgelere, DNA-protein ¢apraz
baglanmalar1 gibi bir¢ok modifikasyonlara sebep olmaktadir. DNA’da ROT’lar
tarafindan olusturulan oksidatif hasar, kanser, yaslanma, kardiyovaskiiler hastaliklar;
immiin sistem hastaliklari, dejeneratif hastalik ve diyabet gibi bircok hastaligin baslica

nedeni ve gostergesidir (Yokus, 2002).

Yapilan calismalarda da KBY’nde farkli hasar tipleriyle ¢aligmalar yapilmistir.
KBY hastalarinda Comet Assay yontemi ile DNA hasar1 bakilmig, hemodiyaliz 6ncesi
ve sonrast dna hasar1 saglikli kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek seviyede
bulunmustur (Corredor, 2014). Bir baska calismada KBY hastalarinda mikrontikleus
miktar1 incelenmis, KBY hastalarinda mikroniikleus miktar1 saglikli kontrollere gore
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Rasgel-Lopaez, 2013). Diger bir ¢alismada hig
diyaliz gormemis KBY hastalarinda diyaliz sikliginin DNA hasarma etkisi incelenmis;
serum ve irede bakilan 8-OhdG seviyesi 3 giinden fazla diyalize giren hastalarda, 3

gilinden az diyalize giren hastalara kiyasla daha ytliksek bulunmustur (Dinger, 2008).
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ROT’lar DNA’da 20’den fazla oksidatif baz hasarinin olusmasina yol agar
(Dizdaroglu, 1999). Pirimidin bazlarindaki en yaygin hasar; timin glikol formasyou,
plrin bazlarinda en sik gozlenen DNA hasar1 ise 8-OHdG’dir. ROT iiretiminin
artmasina sebep olan tiim etkenler, 8-OHdG olusumuna yani oksidatif DNA hasarma
katkida bulunur. 8-OHdG; ilk kez 1984 yilinda Kasai ve Nishimura tarafindan tespit
edilmistir. 8-OHdG oldukca duyarli ve en sik kullanilan oksidatif DNA hasari

belirtecidir.

Oksidatif stresin DNA’ da yol actigi hasarlar DNA tamir mekanizmalar: ile
onarilirken, onarilamayacak tiirdeki agir DNA hasarlarinda hiicre apoptotik yolu seger.
Genetik materyalin  biitiinliigiiniin saglanabilmesi i¢cin bu mekanizmalar sarttir

(Demokan ve ark.,2000).

2.8. DNA ONARIM MEKANIZMALARI
DNA hasarlari, endojen ve eksojen kaynakli olup DNA tamir
mekanizmalari ile diizeltilir (Kuper ve ark., 2013). Bu mekanizmalar1 baglica dort gruba

ayrabilir;
1.Direkt onarimi
- Basit tek zincir kiriklarinin ligasyonu
- Fotoreaktivasyon
- O-6 metilguanin onarmmi
2.Niikleotitlerin kesilip ¢ikarilma onarimi
-Bazlarin kesilip ¢ikarilmasi1 onarimi (BER=base excision repair)
-Niikleotidlerin kesilip ¢ikarilmasi onarmmi (NER=nucleotide excision repair)
3.DNA yanlis eslesme tamiri (Mismatch tamir mekanizmasi)
4.DNA zincir kiriklarmin onarimi
-Tek zincir DNA kiriklar
-Cift zincir DNA kiriklar
-Serbest u¢ homolog olmayan baglanmasi

-Homolog rekombinasyon
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2.8.1. DIREKT ONARIM
DNA’da meydana gelen hasarlarin bazilari, niikleotid veya baz c¢ikarilmasi

yapilmadan onarilir. Direk onarim ii¢ temel mekanizma ile gergeklesir.

2.8.1.1. BASIT TEK ZINCIR KIRIKLARININ LIGASYON

X-1511 ya da peroksidler gibi ajanlar DNA tek zincirinde fosfodiester baginin
kirilmasina neden olabilir (Nieminuszczy ve ark., 2007). Olusan bu kiriklar DNA ligaz
enzimi ile onarilmaktadir. Enzim enerji gerektiren bir reaksiyon ile 5’fosfat grubu ile 3’

OH grubu arasindaki fosfodiester bagini yaparak hasar1 tamir eder.

Centik

5 i@ PY W DG DU B0 B0 W B4 BG ON B0 W D5 OF W@ K0 B K N B

l ENA ligaz

-

FEEEEEEEEEEEEEEEEEEN

l Centik onarilir

2
F

IEESEENSESEREESEEEESEEES

Sekil 2: Centigin DNA ligaz enzimi tarafindan tamir edilmesi (Brown,2002).
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2.8.1.2. FOTOREAKTIVASYON

Ultraviyole (UV), DNA hasar olusumunda en 6nemli etkenlerden biridir. UV
15181 neden oldugu en yaygin DNA hasar1 pirimidin dimerleridir. Dimerler, DNA zincir
yapisinda bi¢im bozukluklarina neden olarak, bu boélgelerde gergeklesen DNA
replikasyonunda ve transkripsiyonda duraklamaya neden olur. Pirimidin dimerlerinin
tamir mekanizmalarindan biri, fotoreaktivasyon mekanizmasidir. Bu mekanizmada
gorev alan enzim 151k ile aktive olur ve primidin dimerlerine baglanarak dimer
onarmmini gerceklestirir. Prokaryot ve birkag basit 6karyot canlilarda bu tip bir tamir
mekanizmasi vardir. Ornegin E.coli’de bu isi yapan enzim DNA fotoliyazdir (Kondoh

ve ark., 2011, Vass ve ark., 2012).

2.8.1.3. 0-6 METILGUANIN ONARIMI

DNA bazlarina metil veya etil gruplarmi aktaran ve DNA bazlarinda kimyasal
degisime neden olan reaktiflerin DNA'da olusturdugu hasarlar bu tamir mekanizma ile
onarlir. Bu tip hasarlardan biri olan DNA yapisindaki O-6 metilguanin, sitozin yerine
timin ile baz eslesmesi yaparak mutasyona neden olabilir. Hasar, O-6 metilguanin
metiltransferaz enziminin, O-6 metilguanindeki metil grubunu kendi merkezinde
bulunan sistine aktarmasiyla onarilir. E.coli’de, timin veya guanin bazlarindaki
alkilleyici gruplar1 uzaklastiran ‘Ada enzimi’ vardir. Insanlarda ise O(6)-Metilguanin-
DNA metiltransferaz (MGMT) enzimi, bu mekanizmada gorev alir (Nieminuszczy ve

ark., 2007).

2.8.2. NUKLEOTIDLERIN KESILiP CIKARILMA ONARIMI

Niikleotidlerin onariminda temel mekanizma hasarli DNA bdlgesinin
taninmasiyla baglar ve hasarli niikleotid veya niikleotidlerin enzimatik yollarla
cikartilmasiyla devam eder. Olusan bosluk, hasarsiz tamamlayict iplik kalip olarak

kullanilarak sentezlenen yeni bir DNA ipligi ile doldurulur (Cooper ve ark., 2006).

2.8.2.1. BAZLARIN KESILIP CIKARILMASI ONARIMI
Deaminasyonun, alkilleyici ajanlarin, oksidasyon veya iyonize radyasyonun
neden oldugu hasarlarin tamiri BER mekanizmas ile gerceklestirilir (Zhang ve ark.,

2010).

Yolagim ilk asamasit hasarli bazin DNA glikozilaz enzimi tarafindan

taninmasidir. DNA glikozilaz, hasarlanmig baz ile niikleotidin seker komponenti
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arasindaki beta-N-glikozidik bagi kirarak bazi poliniikleotidten ayirir. Yapilan birgok
insan calismasinda benzer substrat spesifikligine sahip en az 10 farklit DNA glikozilaz
enzimleri tanimlanmistir. DNA glikozilazin hasarli bazi ayirmasindan sonra olusan
bazsiz bolgeye apiirinik/apirimidinik bdlge (AP bolgesi) denir. AP bolgesi, AP
endoniikleaz (APE) tarafindan taninir. Insanda tanimlanmis APE, APE1 dir.

APE1, AP bolgelerindeki seker-fosfat omurgasini ayirir; Gap bdlgesinde 3°

hidroksil grubu ve 5° abazik deoksiriboz fosfat bulunan bir ¢entik olusur. Olusan bu

centik DNA polimeraz-beta ile doldurulur ve DNA ligaz ile onarim tamamlanir.

Bu siirecte XRCC1 ve PARP proteinleri 6nemli rol oynar. PARP-1 enzimi kirik
DNA uglarina baglanarak bu uglar1 yikimdan ve rekombinasyonundan korur (Brown ve

ark., 2011).
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Sekil 3: Baz eksizyon tamir yolagi (Dianov, 2003).
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2.8.2.2. NUKLEOTIDLERIN KESILiP CIKARILMASI ONARIMI

NER sistemi BER’e gore daha 6zellesmis onarim sistemidir. DNA zincirleri
arasinda olusan capraz baglarin tamiri, biiyiik kimyasal gruplarin eklendigi bazlarin
tamiri, siklobiitil dimerlerinin tamiri, NER mekanizmasi tarafindan gerceklestirilir
(Gilljam ve ark., 2012). Hasarli niikleotidlerin ¢ikarilip, yerine yenilerinin konulmasi
ile BER mekanizmasiyla benzerlik gosterse de, daha uzun niikleotid hasarlarinin

tamiri ve hasara 6zgili olusu NER mekanizmasinin BER’den farkli olan yonleridir.

E.coli NER Sistemi

E.coli' deki 12 niikleotid uzunlugundaki hasarli dizilerin onarimi 'kisa yama'
sistemi ile onarilir. Bu onarim UvrA, UvrB ve UvrC genlerinin {riinleri tarafindan
gerceklestirilir. UvrA proteini hasarli bolgeyi tanir, UvrB hasarli bolgeyi 3° yoniinden
UvrC ise 5 yoniinden keserek 12-13 bazlik bir bolgeyi cikartir. Daha sonra UvrC
proteini ayrilir. UvrB ise hasarli bolgede bagh kalir, olusan bosluk DNA polimeraz |
tarafindan doldurulur, fosfodiester kopriileride DNA ligaz tarafindan yapilir (Bichara ve

ark., 2011).

Okaryotlarda NER Sistemi

Okaryotik NER sistemi E.coli 'deki sistemden daha komplekstir ve proteinler
arasinda bir homoloji yoktur. Hasarin taninmasinda XPC, XPA ve XPE proteinleri rol

oynar.

Transkripsiyon faktor II H'nin alt birmlerinden olan XPB ve XPD'nin helikaz
aktiviteleri ile DNA c¢ift sarmal yapist agilir. XPG hasarli bdlgeyi 3' ucundan ERCCI,
5'ucundan ise XPF keser. Olusan boslugun doldurulmasinda ise Replikasyon protein A,
replikasyon faktdr C, proliferatif hiicre niikleer antijeni (PCNA) ve DNA polimeraz
delta ve epsilon rol oynar. DNA ligaz ile fosfodiester baginin olusumu katalizlenerek

onarim tamamlanir.
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Sekil 4: GG-NER (Genomik-NER) ve TC-NER (Transkripsiyon iliskili-NER) onarim
(Jeppesen, 2011).
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2.83.DNA YANLIS ESLESME ONARIMI (MiSMATCH TAMIiR
MEKANIZMASI)

Genetik rekombinasyon ve replikasyon hatalar1 gibi durumlarda olusan hatali
baz eslesmesi/eslesmemesi bu onarim mekanizmasi ile diizeltilir. Bu tamir mekanizmasi
hatali bazin bulunup ¢ikarilmasi, hatanin diizeltilmesi ve orjinal dizinin korunmasi
esasina dayanir. En 6nemli nokta hangi zincirin kalip olarak kullanilip hatali eslesmis
bazin diizeltilecegidir. E.coli ' de bu sorun metilasyon modifikasyonu ile ¢6ziilmiistiir
(Brown, 2002). Replikasyon icin kalipp olarak kullanilan zincir metilasyon
modifikasyonu tagir, yeni sentezlenen ve hatali baz tasiyan zincirde ise bu modifikasyon
yoktur. Yeni olusan zincirde bu modifikasyon daha sonra gergeklesir. Iki zincir arasinda
bu modifikasyon ile ilgili zamanlama farki, tamir siirecinin basarili bir sekilde

yiirtitiilmesini saglar.

E.coli'de yanhs eslesme onarim sistemi

Uzun yama tamir sistemi ile bir kilobaz yada daha fazla hatali baz eslesmeleri

tamir edilir. Bu sistemde; MutH, MutL, MutS proteinleri ve DNA helikaz II rol oynar.

MutS hatali baz eslesmelerini tespit eder. MutS-DNA kompleksine MutL
baglanir ve MutS-MutL kompleksi DNA’da bir loop yapisi olusturur. MutH
endoniikleaz1 metillenmemis DNA ipligini GATC dizisinden keser. MutS ve MutL bir
helikaz ve ekzoniikleaz ile birlikte, metillenmemis ipligin hasarli kismim keserek
cikarir. Olusan bosluk DNA polimeraz tarafindan doldurulup, ligaz tarafindan da bag

olusturulur (Polosina ve ark., 2009).

Okaryotik sistemde yanhs eslesme onarim sistemi

Okaryotlarda E.coli MutS ve MutL genlerinin homologlar1 vardir. Sadece
MutH’1in homologu yoktur. Bu durum hatali baz1 tagiyan zinciri ayirma da farkli bir
mekanizmanin rol oynadigini gosterir. Yanhs eslesme onarim sistemindeki genlerde
meydana gelen mutasyonlar yaygm kalitsal hastaliklardan biri olan HNPCC’ ye
(kalitimsal polipsiz kolorektal kanser veya kolon kanseri) yol agmaktadir (Laulier ve

ark., 2012).
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2.8.4. DNA ZINCIiR KIRIKLARININ ONARIMI

2.8.4.1. DNA TEK ZINCIiR KIRIKLARININ ONARIMI

OS, tek zincir kiriklari olusturabilir. Bu durumunda saglam zincir PARP1
proteini ile kapatilarak saglam zincirin yikilmasi veya istenmeyen rekombinasyona
maruz kalmasi dnlenir. Kirik, kesip-¢ikarma onarim sisteminde rol oynayan enzimlerce

tamir edilir.

2.8.4.2. DNA CIFT ZiINCiR KIRIKLARININ ONARIMI
Iyonize radyasyon ve kimyasal mutajenler DNA’da ¢ift zincir kiriklarma yol

acabilir. Cift zincir kiriklarinin onarimi iki sekilde gergeklesir;
-Homolog rekombinasyon onarimi

- Homolog olmayan rekombinasyon onarimi

2.8.4.3. HOMOLOG REKOMBINASYON ONARIMI
Kirik bdlgesinin tamiri, kromozomun saglam olan homologu kullanilarak
gerceklestirilir. Onarimda rekombinasyon olayinda rol oynayan Rec A ve diger

proteinler (RAD ve BRCA) gorev alir (Rowan ve ark., 2010).

2.8.4.4. HOMOLOG OLMAYAN REKOMBINASYON ONARIMI

Hizli ve hataya meyilli bir onarim sistemidir. Hasarin onarmmi, kirik
kromozomlarm uglarmi birlestirip, onlar1 proteazlardan koruyan ve diger onarim
proteinlerinin kirik bdlgesine toplanmasmi saglayan Ku proteinleri (Ku70, Ku80)
aracihig1 ile gergeklesir. Iki Ku proteininin birbirine olan afiniteleri sayesinde iki ug bir
araya getirildikten sonra, Ku proteinleri DNA-PKcs (DNA protein kinaz katalitik alt
iinitesi) ile etkilesime girer. Bu durum XRCC4’1 aktive eder. XRCC4 DNA ligaz IV ile
etkilesime girer. DNA ligaz IV, tamir mekanizmasi ile ilgili proteinleri koordine ederek

hasarm tamir edilmesini saglar (Li, 2011).

2.9. XRCC1 GENI VE PROTEINI

XRCC1 geni insanlarda 19. kromozomun uzun kolu iizerinde haritalanmis
(19q13.2-13.3) olup, 17 ekzon ve 32.067 baz ciftinden olusmaktadir. XRCC1
proteini, 69 kDa molekiil agirliginda olup 633 aminoasitten olusur. XRCCl1
proteininin  kendisinin enzimatik bir aktivitesi olmayip, BER onarim

mekanizmasinda ve tek zincir DNA kiriklarmin onariminda rol oynayan 6nemli
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enzimler ile etkileserek onlarin koordinasyonu i¢in bir iskele proteini olarak islev
gortir. Bundan dolayi, XRCC1 proteini DNA tamir siirecinin etkinligini arttirmada

onemli rol oynar.

XRCCI proteinin diger proteinlerle etkilestigi iic ayr1 fonksiyonel bolgesi
vardir. DNA polimeraz beta ile etkilesen N-terminal bolge (NTD), PARP-1 ve 2 ile
etkilesen merkezdeki BRCA1 C-terminus (BRCT-I) bolgesi ve DNA ligaz llla ile
etkilesen C-terminal BRCT-II bolgesi. (Cuneo ve ark., 2011).

XRCCTI’in temel gorevi, PARP-1’in DNA kiriklarina baglanmasini saglamak,
onun poli(ADP-riboz)ilasyon aktivitesini diizenlemek ve diger baz ¢ikarim
mekanizmas1 enzimlerinin XRCC1’e baglanarak DNA tamirini tamamlamasini
saglamaktir. XRCCI1 proteinindeki bozukluklar, DNA hasar ajanlarma (iyonize
radyasyon ve metilmetan siilfonat gibi) artmis hassasiyet ile iliskili oldugu gosterilmistir

(Caldecott, 2003).

1 183 NLS 315 403 538 633

Sekil 5: XRCC1 protein yapisi ve protein-protein etkilesimleri (Caldecott, 2003).
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2.10. PARP1 GENI VE PROTEINI

PARPI1 geni insanlarda 1. kromozomun uzun kolu {izerinde haritalanmis
(1g42) olup, 23 ekzondan ve 47.410 baz ciftinden olusmaktadir. PARP1 geni
kromatin iligkili poly (ADP-ribozil) polimeraz enzimini kodlar. PARP1, PARP
(poly (ADP-riboz) polimeraz) protein ailesinin bir {iyesidir. PARP1 proteini 113

kDa molekiil agirliginda olup 1014 aminoasitten olusur.

PARP1 enzimi poly-ADP-ribozilasyon aktivitesine sahiptir. Poly-ADP-
ribozilasyonu 6zelligi, DNA tamir yolaklarinda rol oynayan proteinlerin aktivitesini

diizenleyerek, bu proteinlerin hasarli bolgeye toplanmasini saglar.

PARP-1 enzimi niikleer bir proteindir ve 3 fonksiyonel bolgesi vardir; N
terminal ugta DNA baglanma boélgesi, orta kisimda otomodifikasyon bolgesi, C terminal
ucta katalitik bolge. N-terminal bolgesi 2 tane ¢inko parmak motifi icerir. DNA
hasarlarmin tespitinde PARP-1’in bu ¢inko parmak motifi 6nemlidir. Birinci ¢inko
parmak motifi, hem tek hem de ¢ift iplikteki kiriga baglanirken, ikinci ¢inko parmak
motifi yalnizca tek iplik kiriklarini tanimaktadir. Orta kisimdaki otomodifikasyon sahasi

poli(ADP-riboz)ilasyon bolgesini icermektedir.

PARP-1’in tarafindan gerceklestirilen  poli(ADP-riboz)ilasyon
reaksiyonu, oksidatif hasar sonucu olusan DNA hasari, inflamasyon ve hiicre 6liimiine
kars1 olusturulan hiicresel bir cevaptir. C terminal bolgesi ise, NAD’in baglandigi

bolgedir (Auer ve ark., 1989).

Yiiksek miktardaki DNA hasari, PARP-1 {izerinden hiicre 6liimiine yol
acabilmektedir; yiiksek miktardaki DNA hasar1 PARP-1’in hiicredeki substrat1 olan
NAD’m tiiketilmesine neden olmakta ve NAD’n yeniden sentezlenebilmesi igin ATP
kullannm1  gerekmektedir. Sonug¢ olarak tiiketilen fazla enerji hiicre Oliimiini

tetikleyebilmektedir (Dong ve ark., 2010).



31

Otomodifikesyon domaini Katalitik domain

NS BRCT v
58

A G D . .
i .

594 656 850 008 1014

Katalitik domain

Sekil 6: PARP1 proteininin ve geninin yapisi (Auer, 1989).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. .CALISMA GRUBU

Calismaya evre 5 kronik bobrek yetmezligi bulunan ve Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Nefroloji Polikliniginde takip edilmekte olan 18 yas lstii toplam 20 hasta dahil
edilmistir.

Biitiin hastalara haftada 3 giin ve 4 saat siireyle bikarbonatli hemodiyaliz
uygulandi. Tiim hastalarda hemodiyaliz damar erisim yolu arterio-vendz fistiildiir. HD
islemi Fresenius 4008 B tipi makinalar kullanilarak yapildi. Biitiin hastalarda viicut
kitlesine uygun ( 1.4 — 2.1 ) sentetik tipte membran ( polisiilfon ) kullanildi. Hastalarda

her ay single — pool Kt/V iire hesaplanacak ve Kt/V degerinin 1.4’{in lizerinde tutulmasi

hedeflendi.

Hastalardan HD seansindan hemen 6nce ve HD seansinin hemen sonunda arterio
— vendz fistiiliin arteryel boliimiinden 10 ml kan 6rnegi alindi. Kan 6rneginin almacagi
seans haftanin ilk seansidir. Hastalarin demografik bilgileri ( yas, cinsiyet ), kronik
bobrek yetmezligi etiyolojisi ve siiresi, sigara ve alkol tliketimi, eslik eden hastaliklar,

kullandig: ilaglar kaydedildi.

Hastalarin iire, kreatinin, sodyum, potasyum, kalsiyum, fosfor, seker, total
protein, albiimin, LDL — kolesterol, trigliserid, tlirik asit, CRP, ferritin, parathormon,

ALT, AST, hemogram, hepatit B, C ve HIV serolojileri dosyalarindan kaydedildi.

Calisma grubunda diglanan kriterler;
e Gebelik,

e Malignite, sistemik vaskiilit, inflamatuar barsak hastalifi, Ailevi Akdeniz Atesi

(FMF) bulunan hastalar,
e Malniitrisyonu olanlar,
e Aktif alerjisi bulunanlar,
e Diyabetes mellitusu bulunan hastalar,

e Immunosupresif ila¢ kullanan hastalar,
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e Statin veya antiiflamatuar herhangi bir ilag kullanan hastalar,
e Hepatit B, C ve HIV infeksiyonu bulunan hastalar,

e Son alt1 ay icerisinde gegcirilmis herhangi bir kronik infeksiyonun klinik ve

laboratuarmin saptandigi hastalar,

e Aktif infeksiyonu bulunan hastalar ( aksiler viicut isis1 > 38 °C ve diger

bulgular),
e Kan hemoglobin diizeyi 9 gr / dl nin altinda olanlar,
e (C-reaktif protein diizeyi 15 mg /dl nin iizerinde olanlar,
e Caligma sirasinda akut febril episodlarin gelisimi ( aksiler viicut 1s1s1 >38 °C),

e Hemodiyaliz sirasinda intravendz olarak % 0.9 izotonik NaCl verilmesi gereken

hipotansiyonu olanlar,
e Sigara kullananlar,

e (alisma protokoliine uyumsuzluk gosteren hastalar.

Calismanin deneysel asamas1 Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi biyoloji Anabilim
Dalr’nda gerceklestirildi.

3.2. KULLANILAN KiMYASALLAR
Dimetil siilfoksid, Applichem

Etanol, Merck

NaCl, Sigma

KCl, Merck

Na,HPO4.2H,0, Merck

KH,PO4, Meck

Glisin, Merck

Gliserol, Merck

Brom fenol mavisi, Sigma



Tris Base, Sigma

HCIl, Merck

B-Merkaptoetanol, Sigma

Bovine Serum Albumin, Gibco

Lumi-Light™"® Western Blotting substrat, Roche
Izopropil Alkol, Sigma

Tripan mavisi, Biochrom AG

Metanol, Merck

Revers Transkriptaz Reaksiyon Tamponu, Roche
Koruyucu RNaz Inhibitérii, Roche

DTT, Roche

Protein ladder, Thermo Scientific

3.3. KULLANILAN TAMPON VE COZELTILER

Lenfosit izolasyonunda Kullanilan Tampon Ve Cozeltiler

e 1X Fosfat Tuz Tamponu (PBS) (1000 ml, pH 7,4)

NaCl...ooooviiiiii, 8¢g
KCL.oo, 02¢g
Na,HPO4.2H,0................. 1,81 g
KHoPOy..oooi 0,24 g

Western Blot Yonteminde Kullanilan Tampon Ve Cozeltiler

e 6 X Protein Yiikleme Tamponu

1 M Tris Base (pH: 6,8)............. Sml
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%20 SDS..... 20 ml

%100 Gliserol...................... 12 ml
Brom Fenol Mavisi................... 0,48 mg
ddH2O. i, 3ml

25mM Glisin .....ooeneinnnL 0,94 ¢
SDS.. S5¢g
dH2O. . 500 ml

HCl ile pH: 2,0’ye ayarlanr.

e Bloklama Tamponu
%7,5BSA....... 1,3 ml

PBS (Ph:7,4)....eeeeeeenne .. 8,7 ml

e 1X 3- (N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) Yiiriitme Tamponu

20X MOPS.......coiiiin 50 ml

NaCl...ooooviiiiii, 8¢g
KCL.oi, 02¢g
Na,HPO4.2H,0................. 1,81 g



3.4. KULLANILAN CIHAZLAR

Calkalamali Su Banyosu, Kottermann

Ceker Ocak, Termal

Hassas Terazi, CHYO

Mikropipetler, Socorex ve Eppendorf

Manyetik karistirici, Uhromag

Vorteks, Velp

Santrifiij, Hettich

Sogutmal1 Santrifiij, Hettich

Nandrop, Thermo

Ph Metre, WTW

Buzdolab1 ve Derin Dondurucu (+4 °C ve -20 °C), Argelik
Ultra Derin Dondurucu (-80 °C), New Brunswick Scientific, Sanyo
Yatay elektroforez Tanki, Thermo Scientific

Otoklav, Hirayama

Termal Dongii Cihazi, Applied Biosystems

LightCycler® 1.5, Roche

Saf su cthazi, Millipore Elix 3

Isik Mikroskobu, Olympus

Western Blot Transfer Sistemi, iBlot™

Gii¢c Kaynagi, Power Ease 500

Dikey elektroforez Tanki, XCell SureLock™
Kemiliiminesans Goriintiileme Sistemi, DNR MicroChemi

UV transilliiminator, Vilber Lormat

36
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3.5. PERIFERIK KANDAN LENFOSIT iZOLASYONU

Evre 5 kronik bobrek yetmezligi bulunan ve Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Nefroloji
Polikliniginde takip edilmekte olan toplam 20 hastanm heparinli tiiplere alinmis kan
ornekleri PBS tamponu ile 1:1 oraninda seyreltildi. PBS ile seyreltilmis kan 6rnekleri
Histopaque (1077 g/ml, BioChrom AG, Berlin, GE) yogunluk medyumu {izerine
tabakalandirild1 ve 600 x g’de, 21°C’de, 35 dakika santrifiijleme ile lenfositler izole
edidi. Lenfositlerin iizerine esit hacimde PBS eklendi ve 600 x g’de, 21°C’de, 10 dakika
santrifij yapildi. Ust sivi  dikkatlice uzaklastirildi. Son olarak eritrosit
kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla lenfositler 3 ml kirmiz1 kan hiicresi lizis tamponu
(Roche Applied Science, Mannheim, GE) ile muamele edildi ve karisim 10 dakika elde
calkalandi. 500 x g’de 5 dakika boyunca santrifiij yapildi ve {ist sivi uzaklastirildi. Canlt
lenfosit sayis1 trypan mavisi kullanilarak hemositometre ile saptandi. Lenfositler %10
dimethyl sulphoxide (Applichem GmBH, Darmstadt, GE), %60 fetal bovine serum
(BioChrom AG, Berlin, GE) ve %30 RPMI 1640 medyumu (L-glutaminsiz, 2g/l
NaHCOs’li, BioChrom KG, Berlin, GE) i¢eren 6rnek saklama medyumunda ~2X10°
hiicre/ml olacak sekilde siispanse edilerek cryo tiiplere aktarildi. Her bir 6rnek, analizler

yapilincaya kadar -80°C’de sakland:.

3.6. TOTAL RNA iZOLASYONU

HD tedavisi goren hastlardan XRCC1 ve PARP1 gen eksresyon miktarini tespiti
icin izole ettigimiz lenfositlerden (~2X10° hiicre) total RNA izolasyonu yapildi. Bunun
icin total RNA izolasyon kiti (Gene-JET, Thermo Fisher, Delaware, USA) kullanildi.
Uygulanan protokol;

1. Izole edilmis lenfositler 250 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.
2. Ust s1v1 uzaklastirildi.

3. Lenfosit ¢cokeltisi iizerine 1 ml PBS eklendi.

4. 500 x g’de 5 dakika santriflij edildi.

5. Ust siv1 uzaklastirildi.



38

o

Tiplere 600 pl lizis solusyonu eklendi ve 10 dakika inkiibe edildi.

~

Tiiplerin tistiine 360 pl etanol uygulanip pipetaj yapildi.
8. Ornekler kolonlari transfer edildi. 12000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.

9. Kolona 700 pl yikama 1 solusyonu eklendi. 12000 x g’de 5 dakika santrifiij
edildi.

10. Kolona 600 pl yikama 2 solusyonu eklendi. 12000 x g’de 5 dakika santrifiij
edildi.

11. Kolona 50 pl ddH,O eklendi. 12000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.

12. Tiipte kalan siv1 total RNA icermektedir.

3.6.1. TOTAL RNA KONSANTRASYONUNUN VE SAFLIGININ OLCULMESI

izole edilen RNA 6rnekleri, NanoDrop Scientific™ 1000 (Thermo Fisher,
Delaware, USA) cihaz1 ile ol¢iildi. RNA konsantrasyonu 260 nm’deki optik
yogunlunlugundan (OD) saptandi. RNA konsantrasyonunun ve saflifinin

hesaplanmasinda kullanilan formiiller asagida belirtilmistir.
RNA konsantrasyonu ( ng / pl ): OD 260 nm x seyreltme faktorii x 40

RNA saflligi: OD 260 / OD 280 > 2,0

3.6.2. BIRINCI NORMALIZASYON
cDNA sentezi i¢in, her bir RNA 6rneginin konsantrasyonu 100 pg’a esitlendi.

3.6.3. QRT-PCR  YONTEMi KULLANILARAK XRCC1 VE PARP1 GEN
EKSPRESYONU DUZEYLERININ KANTITATIF OLARAK SAPTANMASI

Kantitatif ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PCR) teknigi,
mRNA ekspresyonu diizeylerinin kantitatif olarak saptanmasini ve 6l¢iilmesini saglayan
oldukca hassas fleurosan tabanli bir PCR teknolojisidir. Bu teknik, RT-PCR teknigi
icerisine kantitatif PCR (qPCR) tekniginin dahil edilerek RT-PCR tekniginin RNA
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kantitasyonunda kullanilmasma olanak saglar. ilk asama, revers transkriptaz enzimi
kullanilarak RNA kaliplarinin ¢cDNA’ya doniistiiriilmesi (RT-PCR) reaksiyonlarmi
igerir. Ikinci asama ise PCR amplifikasyonu (qPCR) ile ilgili reaksiyonlari igerir. gRT-
PCR’m iki farkli uygulamasi mevcuttur. Bu uygulamalardan biri, cDNA sentezinden
PCR amplifikasyonuna kadar olan biitiin reaksiyonlarm tek bir tiipte
gergeklestirilmesidir. Ikinci uygulama ise iki asamali bir siire¢ olup, RT-PCR ve qPCR
ayr tiiplerde gerceklestirilir. Tek asamal1 reaksiyonda baslangic RNA kaliplar1 yikima
daha yatkindir. Ayrica, tek asamali reaksiyon iki asamali reaksiyona gore daha az

hassastir.

Biz calismamizda, XRCC1 ve PARP1 gen ekspresyonu diizeylerini iki
basamakli qRT-PCR reaksiyonunu kullanarak saptadik.

3.6.4. RT-PCR

RT-PCR tekniginde, ters transkriptaz enzimi kullanilarak RNA kaliplari
cDNA’ya doniistiiriiliir. Calismamizda kalip RNA’larin ¢cDNA'ya doniistiiriilmesi,
cDNA sentez kiti (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit, Roche 05 081 955
001. Roche Diagnostics GmbH Roche Applied Science Mannheim, GE) kullanilarak
asagidaki protokole gore yapildi.

1. Her bir 6rnege ait total RNA ve primer karisimi, ince cidarli PCR tiipii igerisinde

Tablo-5’e gore hazirlandi.

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon

Total RNA Degisken 1 g

Random Hexamer 2l 60 uM

Primer, 600 pmol / pl

PCR-grade Su Degisken Toplam hacim 11.4 pl olacak
sekilde

Toplam hacim 11.4 pul

Tablo 5: Kalip RNA ve primer karisimimin icerigi (1 reaksiyon icin)
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2. Her bir ornek, total kalip RNA’larin ikincil yapismi denatiire etmek amaciyla 10
dakika 65°C inkiibe edildi. PCR tiipleri, ters transkripsiyon (RT) reaksiyonuna kadar

buz icerisine yerlestirildi.

3. RT reaksiyonu asagidaki tabloya (Tablo-6) gore gerceklestirildi.

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon
Transkriptor Ters 4 ul 1X (8 mM MgCl,)
Transkriptaz Reaksiyon

Tamponu, 5X kons.

Koruyucu RNaz inhibitorii | 0,5 pl 20U
(40 U/pl)
dNTP karisim, 2 ul 1 mM (her biri)

her biri 10 mM

DTT 1 ul 5mM
Transkriptor Ters 1,1 pl 10U
Transkriptaz

Son hacim 20 pl

Tablo 6: RT reaksiyonunda kullanilan bilesenlerin hacim ve konsantrasyonlari.
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4. Reaksiyon karisimi dikkatli bir sekilde karistirildi ve asagida belirtilen sicaklik

dongiileri kullanilarak RT reaksiyonlar1 gerceklestirildi.

29°C

10 dakika

48°C 60 dakika

85°C

4°C

5 dakika

1-2 saat

5. Reaksiyon sonrasinda elde edilen cDNA’lar -20°C’de sakland:.

3.6.5. IKINCi NORMALIZASYON

Ikinci normalizasyon islemi icin, calisilan her bir hedef genin ekspresyon

diizeyleri, aktin beta (ACTB) housekeeping geni ile karsilastirilarak belirlendi.

3.6.6. REAKSIYONLARDA KULLANILAN QPCR PRIMERLERI
TAQMAN PROBLARI

VE

1.Universal Probe Library (UPL) insan ACTB Real Time Ready Designer Assay
NM_001101.3, UPL Probe #64 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, GE) (Tablo-7).

Primer/Prob Uzunluk Yerlesim Tm | % GC | Dizi

(be)
Ileri Primer 18 425-442 60 56 ccaaccgcgagaagatga
Geri Primer 20 502-521 59 60 ccagaggcgtacagggatag
Prob 8 492-499 ccaggctg
Amplikon (97 | ccaaccgcgagaagatgacccagatcatgtttgagaccttcaacaccccagecatgtacgttget
nt)

atccaggctgtgctatccctgtacgectetgg

Tablo 7: ACTB prob ve primerlerinin 6zellikleri.
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2. UPL insan XRCCI1 Real Time Ready Catalog Assay NM_006297.2, UPL Probe # 71
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, GE) (Tablo 8).

Primer/Prob Uzunluk (b¢) | Yerlesim Tm | %GC | Dizi

ileri Primer 18 492-509 60 56 ctgggaccgggtcaaaat
Geri Primer 18 535-552 60 61 caagccaaagggggagtc
Prob 8 515-522 geagecag

Amplikon (61 nt) ctgggaccgggtcaaaattgtitgcagecagecectacagcaaggacteeecctttggcettg

Tablo 8: XRCCI1 prob ve primerlerinin 6zellikleri.

3. UPL insan PARP1 Real Time Ready Catalog Assay NM 001618.3, UPL Probe # 22
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, GE) (Tablo-9).

Primer/Prob Uzunluk (b¢) | Yerlesim Tm | %GC | Dizi

fleri Primer 25 2198-2222 |59 |32 tetttgatgtggaaagtatgaagaa
Geri Primer 20 2242-2261 |59 | 50 ggcatcttctgaaggtcgat

Prob 8 2228-2235 tggtggag

Amplikon (64 nt) | tctttgatgtggaaagtatgaagaaagccatggtggagtatgagatcgaccttcagaagatgec

Tablo 9: PARPI prob ve primerlerinin ézellikleri.

3.6.7. QPCR REAKSIYON KARISIMININ HAZIRLANMASI
20 pl’lik standart qPCR reaksiyon karisimini hazirlamak tizere gercgeklestirilen

basamaklar asagida belirtilmistir.

1. Tim karisimlarin igerikleri ¢oziindiiriildii, kisa stireli santriflij edildikten sonra

agilarak buz {lizerine alindi.

2. RealTime ready Assay (primer-prob karisimi) 20X konsantrasyonda hazir olarak

kullanildz.
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3. Buz iizerindeki 0,5 ml’lik eppendorf tiipe 15 pl’lik reaksiyon karigimi konuldu
(Tablo-10).

4. Karisim mikropipet yardimiyla karistirildi, 20 pl’lik cam kapillerlerin her birine
15 pl’lik PCR karisimi konuldu. Uzerine 5 pl cDNA eklendi.

5. Cam kapillerler kapatic1 yardimiyla kapatildi.

6. Tiim kapillerler 500 g’de 1 dk santrifiij edildi ve LightCycler” 1,5 cihazmna

yiiklendi.
Reaksiyon bilesenleri Kons. Hacim Son Kons.
PCR dH;O - 10 pl -
Master Mix 5X 4 ul 1X
RealTime ready 20X 1 pl | Herbir  primer 8

Assay pmol, UPL prob 4

pmol
(primer-prob karisimi)

Total hacim 15 pl
cDNA Sul
Total hacim 20 pl

Tablo 10: qPCR reaksiyon karisim

qPCR Sicaklik Dongiisii
LightCycler® 1,5 cihazinda yapilan qPCR’1n sicaklik dongiisii asagidaki tabloda
goriilmektedir (Tablo-11).
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Program Ismi Dongii Sayis1 Analiz Tipi

Pre-Inkiibasyon* 1 None

Amplifikasyon** 45 Quantification

Sogutma*** 1 None
Sicakliklar (°C) Inkiibasyon Sicakhik degisim Elde Etme Tipi

oram (°C/sn)

Pre-Inkiibasyon

95°C 10 dk 20 None

Amplifikasyon

95°C 10 sn 20 None

60°C 30 sn 20 None

72°C 1 sn 20 Single

Sogutma

40°C 30 sn 20 None

Tablo 11 qPCR sicakhik dongiisii.

3.7. LENFOSITTEN NUKLEER PROTEIN iZOLASYONU

HD tedavisi goren hastlardan XRCC1 ve PARP1 protein miktarini tespiti i¢in

izole ettigimiz lenfositlerden (~2X106 hiicre) niikleer protein izolasyonu yapildi. Bunun

icin niikleer protein izolasyon kiti (NE-PER Nuclear an Cytoplasmic Extraction

Reagents, Thermo Fisher, Delaware, USA) kullanild1. Uygulanan protokol;

1.1zole edilmis lenfositler 500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.

2.Ust sv1 uzaklastirildi.

3.Lenfosit ¢okeltisi tizerine 1 ml PBS eklendi.
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4.500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.

5.Ust s1v1 uzaklastirildi.

6.Tiiplere 20 ul CER I solusyonu eklendi ve vorteks yapilda.
7.10 dakika buzda inkiibasyona birakild.

8.Tiiplere 5,5 ul CER II eklendi ve vortekslendi.

9.14000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.

10.Ust s1v1 baska bir tiipe aktarildi.

11.Kalan lizata 50 pl NER solusyonu eklendi.

12.40 dakika buzda inkiibasyon yapildi.

13.14000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi.

14 Niikleer proteini iceren st sivi 1,5 ml’lik steril eppendorf tiip icerisine

aktarildi.
15.Total protein drneklerinin konsantrasyonu ve safligi 61¢iildii.

16.Total protein 6rnekleri western blot yontemi ile analiz edilinceye kadar -

80°C’de sakland:.

??..7.1."NI"JKLEER PROTEIN KONSANTRASYONUNUN VE SAFLIGININ
OLCULMESI

Her bir 6rnek, NanoDrop Scientific™ 1000 (Thermo Fisher, Delaware, USA)

cithazina yiiklenerek 6l¢iim gerceklestirildi. Protein konsantrasyonu 280 nm’deki optik

yogunlunlugundan (OD), saflig1 da 260 nm / 280 nm’deki OD oranindan saptandi.

Protein konsantrasyonunun ve safliginin hesaplanmasinda kullanilan formiiller asagida

belirtilmistir.

Protein konsantrasyonu ( mg / ml ): (1,55 x Azs0) — (0,76 X Aze0)

Protein safligi: OD 260 / OD 280
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3.7.2. BIRINCi NORMALIZASYON

Western blot yonteminde her bir protein 6rneginin miktar1 40 pg’a esitlendi

3.7.3. WESTERN BLOT YONTEMI
Western blot yontemi hiicre veya doku lizatlar1 gibi kompleks Orneklerde
spesifik proteinlerin saptanmasinda en yaygin olarak kullanilan tekniktir. Western blot

teknigi cok basamakli bir islemdir.

Calismamizda, lenfositlerden nniikleer protein izolasyonunu takiben western
blot yontemi ile hedef proteinlerin (XRCC1 ve PARP1) ekspresyon diizeylerindeki
degisimleri saptadik. Ayrica, protein miktarlarmin dogru bir sekilde saptanabilmesi i¢in
her dokuda eksprese edildigi bilinen referans protein (housekeeping protein, aktin beta)

kullanilarak normalizasyon (ikinci normalizasyon) islemi yapildi.

Western blot yontemi ile spesifik proteinlerin ekspresyon diizeylerinin
saptanmasi, XRCCl mouse anti-human monoklonal antikoru (1:1000 diliisyon,
LifeSpan BioSciences, Seattle, USA), purified mouse anti-human PARP monoklonal
antikoru (1:1000 diliisyon, BD Pharmingen, California, USA), ACTB mouse anti-
human monokonal antikoru (1:3000 diliisyon, LifeSpan BioSciences, Seattle, USA) ve
Goat anti-mouse IgG, peroxidase conjugated, H+L antikoru (1:3000 diliisyon,
Millipore, Billerica, USA) kullanilarak asagida belirtilen protokole gore yapildi.

Proteinlerin Elektroforez ile Ayrilmasi

1. Esit konsantrasyondaki her bir protein 6rnegi (40 pg) 1,5 ml’lik steril

eppendorf tiiplerin i¢erisine konuldu.

2. Eppendorf tiiplere 6x protein yilikleme tamponu ve [-merkaptoetanol
karisimi eklendi (B-merkaptoetanol’in 6x protein yiikleme tamponu

icerisindeki orani %10).

3. Protein 6rneklerini iceren eppendorf tiipler kaynar suda 5 dakika tutuldu ve

daha sonra sogumaya birakildi (4°C’de).

4. Dikey elektroforez tankina % 4-12 konsantrasyonundaki 10 kuyucuklu hazir
Bis-Tris jel (Invitrogen, New York, USA) yerlestirildi ve 1 X MOPS
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tamponu (Invitrogen, New York, USA) jellerin yiizeyine gelecek sekilde
eklendi.

5. Jeldeki ilk kuyucuk hari¢ her bir kuyucuga total protein 6rneklerinin her
birinden esit konsantrasyonda (40 ng) yiiklendi. ilk kuyucuga 4 pl protein
ladder yiiklendi.

6. 70 voltta 15 dakika ve 100 voltta 60 dakika uygulanan elektroforez ile

proteinlerin elektroforetik olarak ayrilmasi saglandu.

Proteinlerin PVDF Membrana Aktarilmasi

7. Bis-Tris jel, kasetlerinden ¢ikartildi ve PVDF membran (Invitrogen, New
York, USA) iizerine yerlestirildi.

8. Bis-Tris jel lizerine distile su ile 1slatilmis filtre kagidi yerlestirildi.

9. Filtre kagidinin tizerine katot stack ve PVDF membranmn altina anot stack
yerlestirildi.

10. IBLOT™ cihazinda 7 dakikada jel iizerindeki proteinler PVDF membrana
aktarild1.

Nonspesifik Bolgelerin Bloklanmasi

11.%]1 Bovine Serum Albumin (8,7 ml PBS; 1,3 ml %7,5 BSA) bloklama

tamponu hazirlandi.

12. PVDF membran %]1’lik BSA bloklama tamponu igerisinde +4°C’de bir gece
inkiibe edildi.

Primer ve Sekonder Antikorlarin Uygulanmasi
13. PVDF membran 3 kez 5 dakika PBS ile yikandi.
14. 10 pg spesifik primer antikor mouse anti-XRCC1, mouse anti-PARP1 veya

mouse-anti ACTB PVDF membrana eklendi ve 4°C’de bir gece inkiibasyona
birakildi.
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15. PVDF membran 3 kez 10 dakika PBS ile yikandi.

16. 3,3 pl peroxidase conjugate sekonder antikor, PVDF membrana eklendi ve

oda sisisinda 2 saat inkube edildi.

17. PVDF membran 3 kez 5 dakika PBS ile yikandi.

Protein Ekspresyon Diizeylerinin Saptanmasi

18. PVDF membran Lumi-Light™"® kemiliiminesans substrat (1:1 oraninda

luminol ve peroxidase) ile 1 dk. muamele edildi.
19. Kemiliiminesans Goriintiileme sistemi ile protein bandlar1 belirlendi.

Image J programi kullanilarak proteinlerin band yogunluklar1 6lgiildii ve

protein ekspresyon diizeyleri kantitatif olarak saptandi.

3.7.4. IKINCI NORMALIZASYON
Ikinci normalizasyon islemi igin, ¢alisilan her bir hedef proteinin ekspresyon

diizeyleri aktin beta (ACTB) housekeeping proteini ile karsilastirilarak belirlendi.

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Stirekli degerler kantitatif veriler i¢in ortalama + standart hata (S.E.) ve kalitatif
veriler i¢in yiizde olarak sunuldu. Her bir genotipin beklenen frekanslar1 hesaplanarak
ve gozlenen degerlerle bunlar1 karsilastirarak Hardy-Weinberg esitlik (HWE) testi
gerceklestirildi. Anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul edildi. Kategorik degiskenlerin
analizi icin y” testi veya Fisher’s exact test kullamildr. iki siirekli degisken arasmdaki
korelasyonu degerlendirmek igin Pearson korelasyon katsayilar1 hesaplandi. Iki
bagimsiz grup arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek icin Mann-Whitney U testi
kullanildi. 1ki bagimli grup arasindaki degiskenler Wilcoxon testi kullanilarak
karsilagtirildi. Tim analizler istatistiksel yazilim paketi (SPSS, 16.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL) programi kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. HEMODIYALIZ TEDAVISIi GOREN KRONIiK BOBREK HASTALARINA
AIT KLINIiK VERILER

Hemodiyaliz 06ncesi ve sonrasi olarak degerlendirmeye alman kronik bobrek
yetmezligi olan hastalarin klinik &zelliklerinin dagilimlar1 Tablo-12’de verilmistir. iki

grup arasinda; iire, kreatinin, CRP ve iirik asit diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli

fark tespit edildi.
H.Oncesi H.Sonrasi pP?
(n=20) (n=20)
Ure 119,14 + 31,01 45,38 + 20,63 <0,001
Kreatinin | 897 + 2,15 4,12 + 1,72 <0,001
Kalsiyum | 8,55 40,96 9,12 + 0,89 0,052
Albumin 3,66 + 0,54 3,36+ 0,7 0,129
Seker 83 +37,71 78,38 + 31,59 0,669
CRP 9,02 + 6,4 5,38 +4,93 0,046
Urik asit 6,54 + 1,66 4,49 + 1,21 <0,001
Hemoglobin | 13,1 + 3,01 9,27 + 1,41 0,196

Tablo 12: Kronik bobrek yetmezligi hastalariin klinik 6zellikleri.

S.D., Standart sapma; CRP:C-reaktif protein.

aStudent- t testi
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4.2. HEMODIYALIZ TEDAVISi ONCESi VE SONRASI XRCC1 VE PARP1

MRNA EKSPRESYON DUZEYLERI

XRCC1 ve PARPI mRNA ekspresyonlarmin diyaliz Oncesi ve sonrasi
diizeyleri Tablo-13’de verilmistir. XRCC1 ve PARP1 mRNA ekspresyonlarinin diyaliz

Oncesi ve sonrasl

saptanmamustir (Sekil-7).

diizeyleri karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli

fark

mRNA ekspresyon Diyaliz Oncesi Diyaliz Sonrasi Pa
diizeyi (n=20) (n=20)

XRCC1 0,0029 + 0,0019 0,0027+ 0,0015 0,715
PARP1 0,0019 + 0,0013 0,0019 + 0,0014 0,980

Tablo 13: Diyaliz 6ncesi ve sonrasi gruplarinda XRCC1 ve PARP1 mRNA ekspresyon

diizeyleri.

Sonuglar ort. + S.D. olarak verilmistir.

S.D., Standart deviasyon.
*Mann-Whitney U testi
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Sekil 7: Diyaliz 6ncesi ve sonras1t XRCC1 ve PARP1 mRNA ekspresyon diizeyleri.

Calismamizda ayrica, diyaliz dncesi ve sonrasi gruplarindaki XRCC1 ve PARP1
mRNA ckspresyon diizeylerini parametrik olmayan Pearson Korelasyon testi ile

karsilastirdik.

Diyaliz oncesi grubundaki XRCC1 mRNA diizeyleri ile PARP1 mRNA
diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli pozitif yonde yiiksek derece bir

korelasyon gozlendi (r=0,771; p<0.0001) (Sekil 8).
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Sekil 8: Diyaliz 6ncesi, XRCC1 ve PARP1 mRNA ekspresyon diizeylerinin korelasyonu.

Diyaliz sonrast grubundaki XRCC1 mRNA diizeyleri ile PARP1 mRNA
diizeyleri karsilastirildiginda ise yine istatistiksel olarak anlamli pozitif yonde orta

derece bir korelasyon gozlendi (r=0,641; p=0.002) (Sekil 9).
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Sekil 9: Diyaliz sonrasi, XRCC1 ve PARP1 mRNA ekspresyon diizeylerinin korelasyonu.
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4.3. HEMODIYALIZ TEDAVISI ONCESi VE SONRASI XRCC1 VE PARP1
PROTEIN EKSPRESYON DUZEYLERI

Hemodiyaliz Oncesi ve hemodiyaliz sonrast XRCC1 ve PARPI1 protein
ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda, XRCC1 ve PARPI1 protein ekspresyon
diizeyleri acgisindan diyaliz 6ncesi ve diyaliz sonras1 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamustir.

Protein Ekspresyon Diyaliz 6ncesi Diyaliz sonrasi P*
Diizeyi (n=20) (n=20)

XRCC1 0,392 +0,25 0,589 + 0,568 0,178
PARPI 0,241 £ 0,018 0,241 + 0,021 0,918

Tablo 14: Diyaliz 6ncesi ve diyaliz sonrasi, XRCC1 ve PARPI1 protein ekspresyon
diizeyleri.

Sonuglar ort. + S.D. olarak verilmistir.

S.D., Standart deviasyon

*Mann-Whitney U testi
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Sekil 10:

Diyaliz 6ncesi ve sonrast XRCC1 ve PARP1 protein ekspresyon diizeyleri.
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Sekil 11: (A) Hemodiyaliz 6ncesi ve hemodiyaliz sonras1 XRCC1 ve ACTB protein
ekspresyonu diizeyleri (B) Hemodiyaliz dncesi ve hemodiyaliz sonras1 PARP1 ve
ACTB protein ekspresyonu diizeyleri.
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4.4. HEMODIYALIZ TEDAVIiSIi ONCESI VE SONRASI XRCC1 GEN VE
PROTEIN EKSPRESYONU iLE KLiNiK VERILERIN KORELASYONU

XRCC1 gen ekspresyon sonuclari ile hastalarin klinik verileri arasindaki iliski
arastirilmistir (Tablo-15). Hemodiyaliz oncesi ve hemodiyaliz sonrasi durumlarda

herhangi bir korelasyon saptanmamuistir.

XRCC1 protein ekspresyon sonuclar1 ile hastalarin klinik verileri arasindaki
iligki arastirilmistir (Tablo-16), Hemodiyaliz 6ncesi iire ve kreatin degerleri ile XRCCl1
protein ekspresyon diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli diizeyde pozitif bir
korelasyon saptanmistir. Bununla beraber  hemodiyaliz sonras1 XRCC1 protein
ekspresyon sonuglar1 ile klinik veriler arasinda herhangi bir korealasyon

saptanmamistir (Tablo-16).

Diyaliz Oncesi Diyaliz Sonrasi

r p r p
URE -0,233 0,308 0,326 0,149
KREATININ 0,313 0,167 -0,103 0,657
KALSIiYUM -0,050 0,828 0,180 0,434
ALBUMIN 0,180 0,435 0,194 0,401
SEKER -0,311 0,171 0,082 0,724
CRP -0,210 0,361 0,193 0,402
URIK ASIT 0,172 0,455 0,213 0,354
HEMOGLOBIN -0,243 0,289 0,333 0,141

Tablo 15: XRCC1 mRNA ekspresyonunun hastalarin klinik verileri ile korelasyonlari.
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Diyaliz Oncesi Diyaliz Sonrasi

r p r P
URE 0,452 0,040* -0,074 0,750
KREATININ 0,568 0,007* 0,124 0,594
KALSIYUM 0,193 0,403 0,139 0,547
ALBUMIN 0,255 0,266 -0,062 0,791
SEKER 0,276 0,225 -0,239 0,297
CRP -0,246 0,281 -0,050 0,831
URIK ASIT 0,036 0,875 0,170 0,460
HEMOGLOBIN 0,245 0,285 -0,415 0,061

Tablo 16: XRCCI1 protein ekspresyonunun hastalarin klinik verileri ile korelasyonlari.

4.5. HEMODIYALIZ TEDAVISi ONCESi VE SONRASI PARP1 GEN VE
PROTEIN EKSPRESYONU iLE KLiNiK VERILERIN KORELASYONU

PARP1 gen ekspresyon sonuglari ile hastalarin klinik verileri arasindaki iliski
arastirilmistir (Tablo-17). Hemodiyaliz oncesi ve hemodiyaliz sonrasit durumlarda

herhangi bir korelasyon saptanmamustir.

PARPI1 protein ekspresyon sonuglari ile hastalarin klinik verileri arasindaki
iliski arastirilmistir (Tablo-18), Hemodiyaliz dncesi kreatin degerleri ile PARP1 protein
ekspresyon diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli diizeyde pozitif bir korelasyon
saptanmistir. Hemodiyaliz sonrasi ise, PARP1 protein ekspresyon diizeyleri ile CRP ve
irik asit degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli diizeyde negatik bir korelasyon

saptanmustir (Tablo-18).



Diyaliz Oncesi Diyaliz Sonrasi

r p r P
URE -0,172 0,455 0,179 0,439
KREATININ -0,169 0,464 -0,041 0,861
KALSiYUM -0,243 0,289 0,053 0,818
ALBUMIN 0,349 0,121 0,090 0,698
SEKER -0,388 0,082 0,167 0,469
CRP 0,028 0,903 0,316 0,162
URIK ASIT 0,239 0,296 0,289 0,204
HEMOGLOBIN -0,249 0,276 0,354 0,116

Tablo 17: PARP1 mRNA ekspresyonunun hastalarin klinik verileri ile korelasyonlari.
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Diyaliz Oncesi

Diyaliz Sonrasi

r p r P
URE 0,995 0,064 0,644 0,555
KREATININ 1,000 0,011* 0,512 0,657
KALSIiYUM 0,784 0,427 0,560 0,622
ALBUMIN 0,915 0,265 0,617 0,576
SEKER -0,281 0,819 0,194 0,876
CRP -0,073 0,953 -1,000 0,014+
URIK ASIT 0,095 0,939 -0,998 0,043*
HEMOGLOBIN 0,734 0,475 -0,512 0,657

Tablo 18: PARP1 protein ekspresyonunun hastalarin klinik verileri ile korelasyonlari.
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5. TARTISMA

Otuz-kirk y1l 6nce, SDBY’1 olan hastalar giinler-haftalar icinde kaybedilirdi.
Diyaliz teknolojisinde saglanan gelismeler, bu hastalarda 6nce yasam siiresini uzatmis,
daha sonra yasam kalitesinin artmasini saglamistir. KBY medikal tedavisinde kullanilan
yeni ilaclarm bulunmasi ve gelistirilmesi ile vaskiiler girisim yolu yaratmada saglanan

basarilar da bu hastalarda yasam siiresi ve kalitesinin artmasina katkida bulunmustur.

Son donem bobrek yetmezligi olan hastalarin sayisi her yil yaklasik %10
civarinda artis gostermektedir (Rooijens ve ark., 2005). Bu artis1 goz Oniinde
bulundurdugumuzda diyaliz tedavisine olan ihtiya¢ giin ve giin atmaktadir. Farkl
sosyal, tibbi ve ekonomik 06zellikleri olan hastalarda kullanilacak tedavi modeli,
hastalarin yasam kalitelerini kaldig1 yerden en iyi sekilde siirdiirebilecekleri sekilde
secilmelidir. Farkli diyaliz tedavilerinin yasam kalitesi iizerine etkisini arastiran

calismalar bulunmaktadir (Mittal ve ark., 2001, Altintepe ve ark., 2005).

Hemodiyaliz, son donem bobrek yetmezligi olan hastalarda kandaki toksik
maddelerin seviyesinin azaltildigi hayat kurtarici bir islemdir. Bununla beraber diyaliz
tedavisinde kullanilan membran veya kontamine olmus diyalizat sivilar1t ROT
iretiminin artmasina, artan ROT miktarin1 karsin antioksidan savunma sistemi yetersiz
kalmaktadir (Sies, 1997). ROT’ ’larin verdigi hiicresel hasar Bagatini ve arkadaslarmin
yaptig1 ¢alismayla gosterilmistir. Tarng ve arkadaslar1 HD tedavisi goren hastalarda
olusan DNA hasarin1 Vitamin C destegi alan ve almayan olarak ayirmis; 8-OHdG DNA
hasar belirteci seviyesini incelemistir. Vitamin C destegi alan HD hastalarinda
almayanlara gore 8-OHAG seviyesinin azaldigini tespit etmislerdir.  Bagatini
calismasinda Tip II diyabetli HD tedavisi goren hastalarda, HD 6ncesi ve sonrast Comet
Assay yontemi ile DNA hasar diizeylerini arastirmis ve HD tedavisinden sonra DNA
hasar diizeyinin, HD tedavisinden 6nceki DNA hasar diizeyinden anlamli derecede

yiiksek bulunmustur.

Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile DNA iizerinde baz ve seker
modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir kiriklari, abazik bdlgeler, DNA-protein capraz
baglanmasi1 gibi bir takim lezyonlara neden olarak hasara yol ac¢tig1r bilinmektedir
(Williams ve ark., 2000). Olusan bu hasarlardan baz modifikasyonlar1 ve tek zincir

kiriklar1 BER mekanizmas: ile onarildigi bilinmektedir (Razgallah, 2008). Bu
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mekanizmada yer alan XRCC1 ve PARPI1 birlikte ¢alisarak olusan bu hasarlarin
onarmminda birlikte rol alirlar (Ahmeda ve ark., 2008). Biz de ¢alismamizda HD tedavisi
goren KBY hastalarinda XRCC1 ve PARP1 mRNA ve protein ekspresyon diizeylerini
HD 06ncesi ve sonrasi donemde incelemeyi amagladik. XRCC1 veya PARP1 mRNA ve
protein ekpresyon diizeyleri ile diyaliz siireci arasindaki iligkiyi arastiran literatiirde

herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Calismamizda HD o6ncesi ve sonrast donemde XRCC1 ve PARP1 gen

ekspresyon diizeyleri agisindan anlamli bir fark tespit edilmedi.

Pang ve arkadaglari, HepG2 hepatositlerinde in vitro olarak uygulanan
hiperglisemi ile olusturduklar1 oksidatif DNA hasarinda, XRCC1 ve PARP1 mRNA ve
protein ekspresyon diizeyini incelemislerdir (Jing ve ark., 2012). Bu caligmada diistik
ve yiiksek olarak iki farkli doz kullanarak olusturduklart DNA hasarlarinda, hem
XRCC1 hem de PARP1 mRNA ve protein ekspresyonlarinda anlamli bir degisim tespit
etmemislerdir. Pang ve arkadaslar1 ayrica, uygulama siireleri ile ekspresyonlarin
degisimlerini de incelemisler; XRCC1 mRNA ekspresyonu i¢in hem diisiik doz hem de
yiiksek doz uygulamada 6 giine kadar ¢ikardiklar1 uygulama siiresinde herhangi bir
degisme gormemislerdir. PARP1 mRNA ekspresyonunda ise yiiksek dozda herhangi bir
anlamlh fark tespit edilmezken, diisiik doz uygulamada 6 giliniinde ilk giine kiyasla
istatiksel ~olarak anlamsiz bir diisme tespit etmislerdir. PARP1 protein
ekspresyonlarinda da uygulama siiresi ve uygulanan doz agisinda herhangi bir anlamli

fark tespit etmemislerdir.

Bu c¢alismanm sonuglar1 bizim sonuglarimizi desteklemektedir. Ozellikle
XRCC1 ve PARPI mRNA ekspresyonlar1 diyaliz siirecinin olusturdugu kisa siireli
degisimlerden ¢ok fazla etkilenmemektedir. Calismamizda tespit ettigimiz PARP1 ile
XRCC1 arasmdaki pozitif korelasyon bulgusu da Pang ve arkadaslarinin ¢alismasi ile
uygunluk gostermektedir. Bu ¢alismada XRCC1 ve PARP1 disinda baska BER
mekanizmasi ile ilgili pretein (OGG1, Polf, Lig3) ekspresyonlarina da bakilmis, diger
proteinlerde fakli sonucglar alinirken XRCC1 ve PARP1’deki sonuglar birbirine paralel
cikmustir.

Hemodiyaliz siirecinin farkli siire¢lerde rol oynayan gen ekspresyonuna olan

etkisini inceleyen ¢aligmalar vardir.
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Maroti ve arkadaglari, oksidatif strese karsi koruyucu rol oynayan Heme
oxygenase-1 (HO-1) geninin ekspresyon diizeyini HD Oncesi ve sonrasi donemde
arastirmistir. Bu ¢alismada hastalar tedavi aldiklar siire baz alinarak kisa siireli ve uzun
siireli tedavi grubu olarak iki gruba ayrilmistir. Kisa siireli tedavi grubundaki hastalarda
HO-1 mRNA ekspresyonu, uzun siire tedavi gorenlere kiyasla yiiksek tespit edilmistir.
Kisa siireli tedavi grubundaki hastalarda, bazalde yiiksek olan HO-1 mRNA
ekspresyonunun HD tedavisi sonras1 diistiigii fakat bu diisiisiin anlamli olmadig tespit
edilmistir, ayrica 48 saat sonra bile bu diizey bazal diizeye gore diisiik olarak kalmistir.
Diger yandan uzun siire tedavi goren hastalarda diisiik olan bazal HO-1 mRNA diizeyi
HD tedavisi sonras1 artmig fakat 48 saat sonra bazal diizeye geri donmiistiir. HO-1
mRNA ekspresyonunun, uzun siireli bir adaptasyon siireci ile iliskili olarak degistigini
vurgulayarak, uzun siire tedavi goren hastalardaki diisik HO-1 mRNA diizeyinin bu

hastalardaki ateroskleroza yatkinliga yol actigini sdylemislerdir.

Zanetti ve arkadaslar1 HD tedavisi goren hastalarda apoptoz regiilasyonunda
gorev alan p66 ile oksidatif siirecle iliskili TNF-a ve PTX3 mRNA diizeylerini kontrol
grubuyla karsilastirmis ve HD tedavisi goren hastalarda her 3 gen ekspresyonunda
artmis oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber, bu calismada hemodiyaliz siirecinin

etkisi arastirilmamastir.

Calo La ve arkadaslar1 ise SDBY hastalarinda standart HD tedavi yontemi ile
HRF (Haemodiafiltration with on-line regeneration of ultrafiltrate) yonteminin oksidatif
strese markirlarmin ekspresyonuna olan etkisini karsilastrmistir. HD’e kiyasla HRF
yonteminin uygulandigi hastalarda, p22phox ve PAI-1 mRNA ekspresyonunun azaldigi,
HO-1 mRNA ekspresyonunda ise degisme olmadigini tespit etmislerdir. Ayrica HRF
yonteminin uygulandig1 hastalarda, HD tedavisi uygulanan hastalara kiyasla plazma

Ox-LDL miktarmnimn azaldigini da tespit edilmistir.

XRCCI1 veya PARPI protein ekspresyon diizeylerini HD Oncesi ve
sonrast donemlerde arastirdigimizda, HD Oncesi ve sonrast donemlerde herhangi bir
fark tespit edilmedi. Ayrica hastalarin bazilarinda PARP1 protein ekspresyonu tespit
edilmedi. Bunun sebebi PARP1 proteinin hem DNA onarim mekanizmasinda hem de

apoptozda gorev almasi olabilir.

PARPI proteini hiicre i¢cinde biitiin formda veya iki pargaya ayrilmis formda

bulunabilir. PARP1’in biitiin formu DNA onariminda rol oynarken, apoptoz siirecine
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giren hiicrelerde PARP1 proteini kaspaz 3 tarafindan iki par¢aya boliiniir ve bu pargalar
apoptoz siirecinde rol oynar (Damien ve ark., 2001). Bizim ¢aliyjmamizda PARP1
proteinini tespit etmek i¢in kullandigimiz antikor biitiin olan formuna spesifik oldugu
icin, apoptotik siirecte yer alan parcalara baglanmamaktadir. Bu nedenle, ekspresyon
gormedigimiz  hastalarda siire¢ apopitoza kaymis olabili. PARPI1 protein
ekspresyonunun kontroliinde kullanilan post-translasyonel modifikasyon, Pang ve
arkadaslarinin bulgusunu da desteklemektedir. Bu calismada da PARPI1’in post-
translasyonel modifikasyonu vurgulanmaktadir. Ozellikle yiiksek hiperglisemi ile
olusturulan DNA hasarlarinda, PARP1’in post-translasyonel modifikasyona ugradigi
belirtilmektedir.

Kronik bobrek yetmezligi olan diyaliz tedavisi goren hastalarda apopitoz

oraninin arttig1 ¢esitli caligmalarda gosterilmistir.

Saad ve arkadaslar1 ESRD’li ¢ocuklarda, T ve B lenfositlerinde apopotoz
belirteg olan Annexin V’i flowsitometri yontemi ile incelemisler ve kontrol grubuna
kiyasla hasta grubunda apoptotik T ve B lenfositlerin daha yiiksek oranda tespit
etmiglerdir. Zahran ve arkadaslar1 da KBY’li hastalarin nétrofillerinde annexin V ve

CD18 ekspesyonunun kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek tespit etmislerdir.

Eleftheriadis ve arkadaslari, HD tedavisi goren hastalarda mitokondriyal hasar
belirteci olarak sitokrom c diizeyini ve inflamasyon belirteci olarak IL-6 diizeyini
ELISA yontemiyle ile incelemisler. Kontrollere kiyasla hastalardaki sitokrom ¢ ve IL-6

miktarmin anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Friedrich ve arkadaslarmin c¢aligmasinda da HD siirecinin apoptotik gen
ekspresyonunu uyardig tespit edilmistir. Bu ¢alismada CD95/FAS, kaspaz 5, kaspaz 8,
DRS5/TRAILR2 gibi apoptotik ve Bel-2, BAG3 gibi anti-apoptotik gen ekspresyonlari
incelenmistir. CD95/FAS, kaspaz 8§ ve DRS5/TRAILR2 mRNA ekspresyonlarinda
anlaml bir artis gdzlemlenmis, kaspaz 5 ve Bcl-2 mRNA ekspresyonlarinda da artis
goriilmiis fakat istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmemistir. BAG3 mRNA
ekspresyonunda ise anlamli derecede azalma goriilmiistiir. Bu calismadaki sonuglar, HD
stirecinin daha ¢ok apoptotik yolaklarla ilgili gen ekspresyonunda etkili oldugunu, bizim
calismamizdaki DNA tamir yolaginda etkili olmadigmi géstermistir. Bu ¢alismada CRP
diizeyi ile ekspresyon diizeyleri arasinda herhangi bir korelasyon tespit edilmemistir.

Bizim ¢aligmamizda da CRP diizeyi ile gen ekspresyonu arasinda herhangi bir
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korelesyon tespit edilmemistir. Sadece HD sonrasi siirecte PARP1 ekspresyonu ile CRP

arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir.

Calismamizda gen ve protein ekspresyonlarmin klinik verilerle iliskisi
arastirildiginda, gen ekspresyonlari ile korelasyon gosteren herhangi bir parametre tespit
edilmemistir. Diger yandan hemodiyaliz 6ncesi donemde iire ve kreatin degerleri ile
XRCC1 protein ekspresyon diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon saptanmistir.
Ayrica hemodiyaliz 6ncesi donemde PARP1 protein ekspresyonu ile kreatin arasinda
pozitif bir korelasyon saptanmistir. Hemodiyaliz sonras1 donemde ise, CRP ve lirik asit

degerleri ile negatik bir korelasyon saptanmistir.

Ure, kreatinin ve iirik asit gibi molekiiller bobrek fonksiyon bozuklugunu
gosteren en temel biyo-belirteclerdir. Yiiksek iire diizeyinin DNA yapisinda bulunan
bazlara zarar vererek DNA hasarin1 meydan getirdigi gosterilmistir. Bu nedenle tire ve
kreatin ile indiiklenen DNA hasarmin DNA tamir siirecinde rol oynayan XRCCI1 ve
PARP1 protein diizeyi ile pozitif korelasyon gdstermesi normal bir sonugtur. DNA
tamir mekanizmasinda gorev alan XRCC1 ve PARP1 proteinlerinin etkili oldugunu

diistindiirmektedir.

Ure dongiisiinde zehirli olan amonyagm deaminsyonu sonucu zararsiz olan iirik
aside cevrildigi bilinmektedir. Bu durumda iirik asit diizeyi ile PARPI proetin

ekspresyonu arasindaki negatif korelasyon apoptotik siireci isaret edebilir.

Kronik inflamasyon gorillen KBY hastalarinda CRP diizeyinin arttig:
belirtilmistir (Corredor ve ark., 2006). Bu durumun ayrica apoptotik ve aterosklerotik
stireci indiikledigi ifade edilmektedir. HD sonrasi negatif korelasyon bulgusu azalan
CRP miktarinin PARP1 proteininin apoptotik siiregten DNA tamir siirecindeki role

yoneldigini isaret edebilir.

Calismamizda, KBY goriilen hastalarda, HD Oncesi ve sonrast XRCCI1
gen/protein ve PARP1 gen/protein ekspresyon diizeyleri arastirilmistir. Daha 6nce bu
kurguda bir calisma yapilmamasi calismamizin 6zgiin degerini ortaya koymaktadir.
Elde ettigimiz veriler 6zellikler HD siireci ile apoptotik yolaklar arasindaki iliski
bulgularin1 destekler niteliktedir. PARP1, hemen hemen biitiin kaspazlarin hiicresel
hedeflerinden biridir ve PARP1’in kaspazlar tarafindan kesilmesi (24-kD ve 89- kD’luk
iki fragment) apoptoz isareti olarak kabul edilir (Bjorn ve ark., 2003) ki, bizim

bulgularimiz bunu desteklemektedir.
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Calismamizin sonuclarini géz oniine alarak hasta sayisi arttirilip ve DNA tamir
molekiillerinin yaninda apopotozda rol alan molekiillerin yer aldigi, DNA hasar ve

apoptotik markirlarin da arastirilacagi daha geni¢ capli bir ¢alisma mevcut durum
hakkinda daha bilgilendirici olabilir.
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FORMLAR

BIiLGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Kronik bobrek hastalarinda hemodiyaliz tedavisine bagli olarak gelisen oksidatif
stres sonucu olusan genomik DNA hasarinin tamiri ile iligkili baz1t DNA tamir genlerini
incelemek tlizere yeni bir arastrma yapmaktayiz. Arastrmanin ismi “Hemodiyaliz

Siirecinin DNA Hasari ile Iliskili Gen ve Protein Ekspresyonuna Etkisi” dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu
arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliik esasina
dayalidir. Kararinizdan once arastrma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu

bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
ortak katilimi ile hemodiyaliz tedavisine bagli olusan genomik DNA hasarinin tamiri ve
bu tamir mekanizmasinin islevi ile ilgili bir arastirma gergeklestirilecektir. Bu ¢alismaya

katilmaniz arastirmanin basarisi i¢cin dnemlidir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz doktorun veya ¢aligmanin beraber
yiriitiildiigli hekimler tarafindan gorevlendirilen bir hemsire tarafindan, izniniz
dogrultusunda kolunuzdan hemodiyalize girmeden 6nce 10 ml. Ve hemodiyaliz sonrasi
10 ml kan almamiz gerekmektedir. Bu kandan RNA ve protein elde edilecektir. Bu

asamada basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden ve sosyal giivenlik kuruluslarindan herhangi
bir ticret talep edilmeyecektir. Calismaya katildigmiz i¢in size ek bir 6deme de

yapilmayacaktir.
Kan alimmasi sirasinda olusabilecek olasi riskler:
1-) Igne batmasina bagl olarak az bir ac1 duyabilirsiniz.

2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmas1 sonrasinda kanamanin uzamasi veya

enfeksiyon riski vardir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi1 yararlar: Boyle bir analiz ilgili
hastaligin tedavi yonteminin gelistirilmesi acisindan yararli olacaktir. Su anda bu

calismanin hemen size veya diger hastalara bir fayda olarak doniip donmeyecegini
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bilmiyoruz. Ancak tedavinin getirmis oldugu sonuglarin molekiiler temelinin
Ogrenilmesi ileride tedaviye yoOnelik yeni stratejilerin gelistirilmesinde fayda

saglayacaktir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik
olmayacaktir. Yine c¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkma da

sahipsiniz.
Arastirma hakkinda ek bilgiye 0212 414 30 00-22659 ’dan ulasabilirsiniz.

Bilgilendirilmis onay formundaki tiim ag¢iklamalar1 okudum, dinledim, anladim.
Istedigim sorular1 sordum ve cevaplarini aldim. Bu arastirmaya géniillii olarak higbir

baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Goniillii Ad1 ve Soyadi Imzas1
Tarih

Aciklamalar1 yapan

Arastirmaci Ad1 ve Soyadi Imzas1
Tarih

Olur alim iglemini takip eden

Kisinin Ad1 ve Soyadi Imzas1

Tarih
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