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Bu c¢aligma, hiperfosfatemili hastalarin tedavisinde siklikla regete edilen ve fosfat
baglayic1 grubunda yer alan sevelamer hidrokloriir ve kalsiyum karbonat ajanlarinin genotoksik
ve/veya sitotoksik potansiyelini karsilagtirmali olarak ortaya ¢ikarmak amaciyla yiiriitiilmistiir.
Calismalar in vitro kosullarda insan periferal lenfositlerle mikronukleus (MN) ve tek hiicre jel
elektroforez (Komet) testleri yapilmigtir. Ayrica nokta mutasyonu ve cerceve kaymasi
mutasyonlarini uyartp uyarmadigini belirlemek amaciyla Salmonella typhimurium’un mutant
suslariyla (TA98 ve TA100) geri mutasyon testi (Ames testi) gerceklestirilmistir. Insan periferal
lenfositleri 20 ve 44 saat, komet testinde ise 1 saat boyunca 1/2, 1, ve 2 mg/mL
konsantrasyonlardaki sevelamer hidrokloriir ve kalsiyum karbonat ile muamele edilmistir.
Ames/Salmonella bakteriyel ters mutasyon testinde ise sevelamer hidrokloriir ve kalsiyum
karbonatin, 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL konsantrasyonlari
kullanilmigtir.

Bu c¢aligmadaki test maddeleri sevelamer hidrokloriir ve kalsiyum karbonatin
mikronukleus olusumu hafif artis yoniinde uyardifi ancak bu artisin kontrole gére anlaml
olmadig1 saptanmigtir. Komet testinin bulgularina gore kullanilan test maddeleri bir istisna (2
mg/mL, sevelamer hidrokloriir, 48 saat) hari¢ 6nemli DNA hasarlarina neden olmamistir. Ames
testinde ise mutajenik olmadig1 ancak zayif bir sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur. Her
iki test maddesi, Ozellikle de sevelamer hidrokloriir, NBI’yi kontrole gore anlamli sekilde
azaltmistir. Yani sevelamer hidrokloriiriin zayif bir sitotoksisitesinden s6z edilebilir. Ayrica iki
test maddesi birbirlerine karsilastirildiginda sevelamer hidrokloriiriin - genotoksisite ve
sitotoksisite agisindan kalsiyum karbonattan daha reaktif oldugu gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sevelamer hidrokloriir, Kalsiyum Karbonat, Mikronukleus, Tek Hiicre Jel
Elektroforezi, AMES/Salmonella Bakteriyel geri mutasyon testi.
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This study was conducted to compare the genotoxic and / or cytotoxic potential of two
agents included in the phosphate binding group, Sevelamer hydrochloride and Calcium
carbonate, which are frequently prescribed in the treatment of patients with hyperphosphatemia.
Micronucleus (MN) and single cell gel electrophoresis (comet assay) tests were performed on
human peripheral lymphocytes. In addition, the Ames Salmonella/microsome
mutagenicity assay was performed with mutant strains of Salmonella typhimurium (TA98 and
TA100) to determine whether they stimulate substitutions and frame shift mutations. Human
peripheral lymphocytes were treated with sevelamer hydrochloride and calcium carbonate at
concentrations of 1/2, 1, and 2 mg / mL for 20 and 44 hours for micronucleus assay and 1 hour
in the comet assay. In the Ames / Salmonella bacterial reverse mutation test, sevelamer
hydrochloride and calcium carbonate concentrations of 2 mg / mL, 1 mg / mL, 0.5 mg / mL,
0.25 mg / mL and 0.125 mg / mL were used.

In this study, sevelamer hydrochloride and calcium carbonate stimulated slight increase
in micronucleus formation but this increase was not significant compared to the results of the
control group. According to the findings of the comet test, sevelamer hydrochloride and calcium
carbonate did not cause significant DNA damage with one exception (2 mg / mL, sevelamer
hydrochloride, 48 hours). In the Ames test, it was found that the drugs were devoid of mutagenic
activity in bacterial assay, but had a weak cytotoxic effect. Both sevelamer hydrochloride and
calcium carbonate, particularly SH, significantly reduced NBI compared to the control group.
Thus, a weak cytotoxicity effect can be mentioned. Furthermore, sevelamer hydrochloride was
more reactive in terms of genotoxicity and cytotoxicity than calcium carbonate when the two
agents were compared.

Key Words: Sevelamer Hydrochloride, Calcium Carbonate, Micronucleus, Single Cell Gel
Electrophoresis, Ames Salmonella/microsome mutagenicity assay.
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GENISLETILMIS OZET

Fosfor, iskelet gelisimi, mineral metabolizmasi, hiicre zar1 fosfolipid
fonksiyonu, mitokondri metabolizmasi, hiicre sinyallemesi ve trombosit
agregasyonu gibi insan viicudunun bir¢ok hiicre i¢i ve hiicre dis1 yapis1 ve islemleri
icin gerekli olan temel bir elementtir (Yu, 2004; Schucker ve Ward, 2005).

National Kidney Foundation (NKF)’un verilerine gore saglikli bireylerde
serum fosfat konsantrasyonun 4.6 mg/dL degerinin altinda tutulmasi1 gerekmektedir
(Agodoa ve ark., 1996; Schucker ve Ward, 2005).

Fosfor atilimi, bobrek fonksiyonuna olduk¢a bagimlidir ve agik bir sekilde
kronik bobrek yetmezligi (KBY) hiperfosfateminin en sik nedenidir.

Bobreklerin temel islevi, metabolik atik tirtinlerin kandan uzaklastirilmas: ve
hiicre digt sivi hacminin diizenlenmesidir. Bobrek fonksiyonu azaldik¢a fosfat
atilimi da azalir.

Hemodiyaliz =~ fosfatin kandan yeterince uzaklastirilamadigi igin
hiperfosfatemi hastalarinin ¢ogunda, fosfat baglayici kullanimi gerekmektedir.
Fosfat baglayicilar bagirsaktaki fosfor alimini gastrointestinal (GI) liimen
icerisindeki fosfora baglayarak kolayca emilmeyen ve c¢oOziinmeyen {iriinler
olusturmaktadir (Burke ve ark., 1997; Schucker ve Ward, 2005).

Bu calisma; yukarida da agiklandigi gibi énemli metabolik hastaliklardan
birisi olan hiperfosfatemi tedavisinde siklikla recete edilen ve fosfat baglayici
grubunda yer alan sevelamer hidrokloriir ve kalsiyum karbonat ajanlarinin
genotoksik ve/veya sitotoksik potansiyelini karsilagtirmali olarak ortaya ¢ikarmak
amaciyla yiriitiilmiistiir. Caligmalar in vitro kosullarda saglikli ve goniillii
kisilerden alinan kiiltiire edilmis lenfositlerle mikroniikleus (MN) ve tek hiicre jel
elektroforez (Komet) testleri yapilmistir. Ayrica nokta mutasyonu ve cergeve
kaymast mutasyonlarin1 uyarip uyarmadigini belirlemek amaciyla Salmonella
typhimurium’un mutant suslartyla (TA98 ve TA100) geri mutasyon testi (Ames

testi) gergeklestirilmistir.
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Aragtirmada MN olusumunu saptamak amaciyla saglikli ve sigara igmeyen
yaslar1 birbirine yakin dort kadindan (24 ve 29 yaslarinda) aliman 1/10 oraninda
heparinize edilmis kan oOrnekleri steril kiiltlir tiipleri icerisindeki 2.5 mL’lik
kromozom medyumlarina (Gibco, PB Max) steril sartlarda 6 damla (0.2 mL)
(Renciizogullar1 ve Topaktas, 1991) ekilmis ve hiicreler 37+1°C’de 68 saat inkiibe
edilmistir. Sevelamer hidrokloriir ve kalsiyum karbonat’in etkisini incelemek i¢in
kiiltiirin  baglangicindan 20 ve 44 saat sonra daha Onceden hazirlanmig
konsantrasyonlar 1/2, 1 ve 2 mg/mL olacak sekilde test maddeler kiiltiir tiiplerine
ilave edilmistir. Her deneyin bir kontrolii, bir ¢oziicii kontrolii ve bir de pozitif
kontrol grubu olusturulmustur. Inkiibasyon baslangicindan 44 saat sonra her tiipe
son konsantrasyonu 6 pg/ ml olacak sekilde sitokalasin-B maddesi ilave edilmis ve
boylece boliinen hiicrelerde sitokinez engellenmistir.

Mikroniikleus sayisini belirlemek amaciyla her bir kisiye ait daimi
preparatlarda her kisinin her muamele grubu ve kontrollerinde iki nukleusa sahip
(biniikleer) toplam 1000 hiicre incelenmis ve bu biniikleer hiicreler igerisinden
mikroniikleuslu olanlar saptanmistir. Ayrica incelenen hiicrelerde toplam
mikroniikleus sayisi belirlenmistir. Sonug olarak mikroniikleuslu hiicrelerin toplam
hiicrelere oranlanmasi ile mikroniikleuslu hiicre orani, toplam mikroniikleus
sayisinin incelenen hiicre sayisina oranlanmasiyla da hiicre basina diisen MN sayisi
(MN/hiicre) saptanmugtir. Buradan da MN yiizdesi hesaplanmistir. Ayrica
calismanin bu kisminda niikkleus boliinme indeksini (NBI) saptamak igin MN
preparatlarinda tesadiifi se¢ilmis alanlarda 1000 hiicre icerisinde bir, iki, {i¢ ve dort
niikleuslu hiicre sayis1 belirlenmis bu verilerden de NBI saptanmustir.

Son yillarda Okaryotik hiicrelerde farkli fiziksel ve kimyasal bilesiklerin
neden oldugu DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilan bir diger test tek hiicre jel
elektroforez testi (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) olarak da bilinen Comet

Assay (komet test) yontemidir.



Komet tekniginin temel amaci, genotoksik ve sitotoksik ajanlarin canli
hiicreler iizerindeki etkilerini, tek tek hiicrelerin niikleuslarii inceleyerek tespit
etmektir.

[lk defa 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan DNA sarmal
kiriklarinin 6l¢iilmesi amaciyla kullanilan ve daha sonra 1984 yilinda Ostling ve
Johanson tarafindan gelistirilen komet testi modifiye edilerek kullanilmistir. Bu
amagla saglikli ve sigara igmeyen yaslar1 birbirine yakin iki kadindan (26-27)
alman 1/10 oraninda heparinize edilmis kan ornekleri ependorf tiiplerine 100 pl
olacak sekilde paylastirilmigtir. Daha 6nceden belirlenen dozlardaki test maddeleri
son konsantrasyonu 1/2, 1 ve 2 mg/mL olacak sekilde 100 pL igerisinde stok
lenfositlere eklenmistir. Pozitif kontrol, ¢oziicli kontrol ve kontrol gruplar1 da
kullaniimustir.

Daha sonra etidyum bromid ile boyanmis preparatlar floresan mikroskop
altinda 400X biylitmede incelenmistir. Kullanilan test maddelerinin etkisini
belirleyebilmek amaciyla her bir kisiye ait preparatlarda her kisin her muamele
grubu ve kontrollerinde rastgele se¢ilmis 100 hiicre incelenmis ve fotograflar
¢ekilerek goriintiileri kaydedilmistir. Elde edilen goriintii, bir bas ve kuyruk ile bir
"kuyruklu yildiz" andirtyor. Bas bozulmamis DNA'dan olusurken, kuyruk hasarli
(tek iplikli veya ¢ift iplikli kopmalar) veya kirik DNA pargalarindan olugmaktadir.
Niikleustaki DNA hasar1 nitel yolla (géz karar1) degerlendirmistir. Bu yontemde
hiicreler hasarsiz olmalar1 ve hasar diizeylerine gore 0’dan 4’e kadar belirlenmis
kategoriler (Grade) skorlanmustir.

Maddelerin mutajenitelerinin  saptanmasinda  kullanilan  6nemli  bir
mutajenite testi olarak kabul edilen Ames testi 1970'lerin basinda Bruce Ames ve
onun calisma arkadaslar tarafindan gelistirilmistir. Kisaca deneyin amaci; daha
onceden biiylimesi i¢in histidin amino asidine gereksinim duyan oksotrof suslarin,
kullandigimiz test maddesi ile tekrar histidin sentezleyebilir (prototrof) hale
doniismesi temeline dayanmaktadir. Ames testi metabolik aktivasyonsuz (S9-)

olarak calisilmistir. Calismamizda, Maron ve Ames (1983) tarafindan, Salmonella
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typhimurium LT2 atasal sugsundan in vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA 98 ve TA
100 suslart kullanilmistir. TA 98 susu cergeve kaymasi, TA 100 ise baz ¢ifti
doniisiimii tipindeki mutasyonlarin saptanmasinda kullanilmistir. Sevelamer
hidrokloriir ve Kalsiyum karbonat’in, 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25
mg/mL, 0,125 mg/mL konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Ayrica deneylere paralel
olarak spontan kontrol, ¢oziicli kontrol ve pozitif kontrol kullanilmustir.

4872 saat inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki gozle goriiliir His+
mikroorganizma kolonileri sayilmistir.

Aragtirmanin  sonuglari, sevelamer hidrokloriiriin 24 veya 48 saatlik
uygulamalarinda saptanan MNBN ve MN oranlar1 (%o) ile kontrol ve ¢oziici
kontrol (DMSO) grubu hiicrelerinde saptanan degerler arasinda anlamli farkliliklar
olusturmadigini gostermistir. Diger test maddesi olan kalsiyum karbonat (KK) ile
muamele sonucu hiicrelerde saptanan MN degerlerinin bir miktar daha diisiik
oldugu gozlenmistir. Biitlin varyantlarda saptanan MN degerlerinin muamelesiz
kontrol diizeylerine yakin bulunmustur. Ayrica yiliksek konsantrasyonlarda ortaya
ctkan MN artiglart  anlamli  bulunmamustir. ki test maddesi birbiriyle
karsilastirildiginda sevelamer hidrokloriiriin kalsiyum karbonata gore daha etkili
bir mikroniikleus uyaricisi oldugunu gostermektedir. Ayrica sevelamer
hidrokloriiriin sitostatik etkisinin daha fazla oldugu anlagilmigtir. Komet testinin
sonuclarina gore de sevelamer hidrokloriir DNA hasarimi kalsiyum karbonata goére
daha fazla artirmistir. Ek olarak her iki test maddesi ile yapilmis ¢aligmada
revertant koloni sayisinda anlamli artislar saptanmamistir. Ancak TA98 susunda
koloni sayilar1 dikkate alindiginda sevelamer hidrokloriiriin kalsiyum karbonata
gore daha sitotoksik oldugu gozlenmistir.

Ozetle tiim bu sonuglara gore calismamizdaki test maddelerinin in vitro
sartlarda saglikli hiicreler iizerine genotoksik ve giiclii sitotoksik etkiler
gostermedigi ek olarak sitogenotoksik agidan sevelamer hidrokloriiriin kalsiyum

karbonata gore daha reaktif oldugu kanaati ortaya ¢ikmistir.
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TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi, yliriitilmesi ve g¢aligmalarim sirasinda her
konuda bana destek olan, bilgi ve deneyimlerini esirgemeyen, yonlendirmeleri ile
tezin sekillenmesine biiyiik katkilart olan degerli danisman hocam Prof. Dr. Hasan
Basri ILA’ya sonsuz minnetlerimi sunarim.

Meslek hayatindan emekli olmasina ragmen laboratuvarimizda oldugu
stirece yardimlarini esirgemeyen Sayin Hocam Prof. Dr. Mehmet TOPAKTAS a,
Genetik laboratuarinda birlikte calistigim ve c¢ok biiyiikk yardimlarint gordigim
Uzman Biyolog Ars. Gér. Mehmet Tahir HUSUNET, Dr. Erman S. ISTIFLI,
Biyolog Rumeysa MESE, Biyolog Leyla YARDIMCI, Biyolog Amine HAFIS
ABDELSALAM ve Biyolog Biisra BOZ arkadaglarima tesekkiir ederim. Ayrica
calismam i¢in goniilli olarak destek veren Uzman Biyolog Ars. Gor. Fatima M.
USLU ve Biyolog Ayse KARA arkadaslarima da ¢ok tesekkiir ederim.

Ayrica, yiiksek lisans tez calismasini maddi ydnden destekleyen C.U.
Arastirma Fonu ile C.U. Fen Bilimleri Enstitiisii calisanlarina tesekkiirii bir borg
bilirim.

Son olarak tiim aileme, 6zellikle sevgili annem Kaniz HASSANALY ve kiz
kardeslerim Nirmalah GOULZAR ve Artinah GOULZAR’a siirekli destek ve
cesaretlendirdikleri i¢in en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ¢alismayi1, hayatimin her aninda o sonsuz sevgisiyle rahmetli olan babam
Goulzar JOGEE’ye ithaf ediyorum. Bu ¢alisma benim egitimim ve gelecegim icin

babamin yaptig tiim fedakarliklarin sonucudur.
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1. GIRIS Goulzar ULAYA

1. GIRIS

Canli organizmalarda fosfor; iskelet gelisimi, mineral metabolizmasi, hiicre
zar1 fosfolipid fonksiyonu, mitokondri metabolizmasi, hiicre sinyallemesi ve
trombosit agregasyonu gibi insan viicudunun birgok hiicre i¢i ve hiicre dis1 yapisi
ve islemleri i¢in gerekli olan temel bir elementtir. Viicut iginde, temel fosfor
oncelikle fosfat anyonu olarak bulunur (Yu, 2004; Schucker ve Ward, 2005).

Toplam olarak bir yetigkinin viicut fosfat depolar1 yaklagik 700 gr'dir; bunun
% 851 kemik matriksi (osteosit arast madde) icinde bulunur ve hipofosfatemi
donemlerinde fosfat rezervuart gorevi goriir. Ardindan % 14 hiicre i¢i ve sadece
%1 hiicre disidir. Hiicre dist fosforun % 70'1 organiktir ve fosfolipidlerin i¢inde
bulunur. Geriye kalan % 30 ise inorganiktir, bunlarin % 15'i protein bagli geri
kalan % 85'i ise serbest mono- veya di-hidrojen formlar1 halinde dolasimda bulunur
ya da kalsiyum sodyum, magnezyum ile komplekslenir. Hiicre dis1 fosforun sadece
bu % 15'i serbestge dolasir ve dlgiiliir (Moe, 2008; Kalaitzidis ve Elisaf, 2014).

Hiicre ici seviyede, DNA, protein ve adenozin trifosfatin sentezinde fosfat
kullanilir. Ayrica, fosfat fosforilasyon yoluyla ikinci haberciler olarak kullanilmak
tizere proteinlerin ve lipitlerin aktivasyonu i¢in gereklidir.

Fosfat homeostazi, viicuda diyet alimi yoluyla fosforun siirekli eklenmesi
nedeniyle statik bir seviye degildir.

Tipik bir diyetle giinde yaklasik 1000-1400 mg fosfor alinir; bunun yaklagik
%65'1 duodenum ve jejunum tarafindan emilir (Yu, 2004; Schucker ve Ward,
2005). Alman fosforun yaklasik 2/3'i idrarla, geriye kalan 1/3'4 digkida atilir.
Fosfatin renal atilimi, serum fosfat seviyelerini diisiiriir ve toplam viicut fosfatini
diisiirmenin tek yoludur.

Saglikli bireylerde serum fosfat konsantrasyonlar1 2,5 ile 4,5 mg/dL arasinda
tutulur. Amerika Ulusal Bobrek Vakfi (NKF), < 4.6 mg/dL'lik bir serum fosfat
konsantrasyonunun korunmasini énerir (Agodoa ve ark., 1996; Schucker ve Ward,

2005).
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Fosfor atilimi, bobrek fonksiyonuna olduk¢a bagimlidir ve agik bir sekilde
kronik bdbrek yetmezligi (KBY), hiperfosfateminin en sik nedenidir. Fosfat
tutulmasi, filtrelenmis fosfat yiikiindeki azalma nedeniyle erken bdbrek
yetmezliginde  baslar.  bobrek  yetmezligi  ilerledikce  Hiperfosfatemi
belirginlesmektedir. Tedavi edilmediginde, hiperfosfatemi sekonder
hiperparatiroidizm, renal osteodistrofi ve damarlarin ve yumusak dokunun
metastatik kalsifikasyonuna neden olabilir (Kalaitzidis ve Elisaf, 2014).

Bobreklerin temel islevi, metabolik atik iirlinlerin kandan uzaklastirilmak ve
hiicre dist sivi hacminin diizenlenmektir. Kronik bdbrek hastaligit (KBH),
glomertiiler filtrasyon hizinda (GFH) bir diisiis olarak ifade edilen, bobrek
fonksiyonunda asamali ve ilerici bir azalmadir. Bdobrek hasari, oOzellikle
fonksiyonel alt iinite olan nefron hasari, GFH'da bir azalmaya neden olur. Nefron
hasarinin en yaygin nedenleri, zamanla nefronun biitiinliigiinii tahrip eden ve
bobreklerin atik tiriinleri filtreleme yetenegini etkin bir sekilde azaltan diyabet ve
hipertansiyondur (Agodoa ve ark., 1996; Schucker ve Ward, 2005).

Bobrek fonksiyonu azaldikca fosfat atilimi da azalir. Serum fosfat
seviyesindeki yiikselmeler, viicutta atipik tepkiler kademesine neden olur. Serum
fosfat serum kalsiyumuna kolayca baglanir ve serum kalsiyum konsantrasyonunu
etkili bir sekilde azaltir (Akizawa ve ark., 2003; Schucker ve Ward, 2005). Serum
kalsiyum azaldikga, paratiroid hormonunun (PTH) saliniminda telafi edici bir artis
meydana gelir ve bu da sekonder hiperparatiroidizm ile sonuglanir. Serum
kalsiyum seviyelerini eski haline getirmek i¢in, PTH kemik matriksini pargalamak
ve kalsiyumu birakmak i¢in osteoklastlar1 aktive eder. Ek olarak, artan serum fosfat
seviyeleri, serum kalsiyum ve D3 vitamin seviyelerinden bagimsiz olarak PTH
salimimina neden olur. Ayrica, PTH fosfatin tiibiiler resorpsiyonunu engellerken,
kalsiyum resorpsiyonunu desteklemektedir
(Murer ve ark., 2000; Ritz, 2004; Schucker ve Ward, 2005).

Daha once de belirtildigi gibi serum fosfat, kalsiyum fosfat {irlinii yaratarak

serum kalsiyum ile baglanir. Eger konsantrasyon 55 mg/dL*’den daha fazla (> 55
2
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mg%/dL?) olursa, kalsiyum-fosfat iiriinii kristalleserek yumusak doku ve damar
icerisinde kristal birikmesine neden olur. Kalsiyum-fosfat iiriin konsantrasyonu 70
mg?/dL? daha yiiksek olan hastalar, fosfat durumlarindan bagimsiz olarak artmis
oltim riskine sahiptir (Block ve ark., 1998 ; Kalaitzidis ve Elisaf, 2014). Mortalite
riskinde artig, vaskiiler kalsifikasyonun sonucu olarak ortaya ¢ikabilir ve damar
esnekliginde miiteakip diisiisler potansiyel olarak sol ventrikiil hipertrofisine neden
olabilir.

GFH degeri <15 mL/dk olan hastalara son dénem bobrek hastaligi (SDBH)
oldugu kabul edilir ve bu hastalar muhtemelen kronik diyaliz veya bobrek nakli
gerektirecek klinik tablo gostermektedir (National Kidney Foundation, 2003).

Diyalizin temel mekanizmasi, iire ve kreatinin gibi azot igeren atik {iriinlerin
kandan bir konsantrasyon gradyani boyunca yar1 gegirgen bir zardan bir diyalizat
cozeltisine taginmasini igerir. Hemodiyaliz yoluyla etkili fosfat giderimi yani
fosfatin viicuttan bifazik eliminasyonu karmasik bir stirectir. Hemodiyalizden sonra
serum fosfatta baslangicta bir diisiis olmasina ragmen, hiicrelerden %30-40'lik bir
fosfat akis1 bir saat iginde gerceklesir (Haas ve ark., 1991; Schucker ve Ward,
2005). Periton diyalizi ile fosfat giderimi degiskendir, ¢iinkii periton igindeki kan
akig1 dalgalanir ve membran hemodiyaliz filtrelerinden daha az gecirgendir. Bu
nedenle, hemodiyaliz veya periton diyalizi ile hiperfosfateminin yonetimi, fosfatin
kandan yeterince uzaklastirilamadigi i¢in sinirhidir.

Ortalama dort saatlik hemodiyaliz seansi yalnizca 700-1000 mg fosfat
uzaklastirarak haftada viicuttan 2,1-3 gr azalma saglar. Periton diyalizi ile haftalik
olarak uzaklastirilan ortalama fosfat miktar1 yaklagik 2.2 gr'dir. Diyet fosfor
aliminin kisitlanmasi, fosfat birikimini yavaslatabilir. Bununla birlikte, SDBH olan
insanlarda kabul edilebilir sinirda serum fosfatin saglanmasi i¢in uygulanan diyet
ve diyaliz programlar1 gibi girisimler protein yetersizligine yol agabilir (Sellares ve
Ramirez, 2004; Schucker ve Ward, 2005).

Dikkate alinmas1 gereken ilk adim, diisiik bir fosfat diyeti ile bagirsak fosfat

emiliminin azaltilmasinin 6nemidir. ilging bir sekilde, son kanitlar farmakolojik
3
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miidahalelere dayanmak yerine, diyetteki fosfat miktarimi azaltmanin daha iyi
olacagmi ortaya koymaktadir (Chue ve ark., 2013; Kalaitzidis ve Elisaf, 2014).
Bununla birlikte fosforun diyet yoluyla kisitlanmasi protein alimimi engellemezken
bu kisitlamanin serum fosfat seviyelerini kontrol etmede yeterli olmadig1 giindeme
getirilmistir. Hemodiyaliz hastalarinda ikinci adim fosfat yiikiiniin etkili bir diyaliz
ile uzaklastirilmasin1 saglamaktir. Ugiincii adim, emilim igin serbest fosfati
azaltabilen, antiasitler, fosfat baglayicilar veya kalsiyum gibi fosforla baglanan
yiyecekler veya ilaglardir. Hiperfosfatemi hastalarin ¢ogunda, bir fosfat baglayici
recetesi gerekir (Kalaitzidis ve Elisaf, 2014).

Serum fosfattaki yiikselmelerle mortalite riskini iliskilendiren mevcut
kanitlara gére serum fosfat SDBH olan hastalar i¢in kritik bir odak noktasidir.
Fosfat baglayicilar bagirsaktaki fosfor alimini gastrointestinal (GI) liimen
icerisindeki fosfora baglayarak kolayca emilmeyen ve ¢Oziinmeyen {irlinler
olusturur. Mekanik olarak benzer olmasma ragmen ayr1 ayri fosfat baglayicilarin
etkinligi ve yan etkileri ajanlar arasinda farklilik gosterir (Burke ve ark., 1997;
Schucker ve Ward, 2005).

SDBH'nin oksidatif stres ile iliskili oldugunu gosteren kanitlar mevcuttur.
Bu oksidatif stres hem oksidan iiretiminin artmast hem de antioksidanlarin
azalmasinin bir sonucudur (Palleschi ve ark., 2007; Stoyanova. ve ark., 2010).

Bobrek nakli SDBH igin etkili bir tedavi olmasina ragmen diyaliz bu tiir
hastalar i¢in hala en yaygin tedavi yontemidir. Diyalizle devam ettirilen hastalar
asagidakileri iceren ¢esitli nedenlerden dolay1 potansiyel olarak artmig kanser riski
tasirlar: Ozellikle idrar yollarinda kronik enfeksiyon varhigi, zayif bir bagisiklik
sistemi, immiinosupresif veya sitotoksik ilaglarla onceki tedavi, beslenme
yetersizlikleri ve degistirilmis DNA onarimi. Ek olarak bobrek yetmezligine yol
acan altta yatan hastalik, bununla iliskili kalict metabolik degisiklikler ve edinilmis
bobrek kistik hastaligi gibi bazi komplikasyonlarin gelismesi kansere neden

olabilir. Bu nedenle dokularda tutulan herhangi bir fosfat baglayicisinin hastalar
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icin gizli bir genotoksik tehlike olusturmamasini saglamak onemlidir (Vamvakas
ve ark., 1998; Maisonneuve, 1999).

Bu varsayimi teyit etmek, yaymlanmig genotoksisite c¢aligmalarindan
kaynaklanan celiskili sonuclari netlestirmek ve tibbi kullanimdan 6nce giivenligin
saglam bir degerlendirmesini saglamak icin genotoksik potansiyelin kapsamli bir
degerlendirmesi yapilmalidir.

flag gelistirmede toksisite onemli bir faktordiir ve %30 - %40'hk bir
basarisizlik  oram1  vardir.  Genotoksisite ve  kanserojenite  gilivenlik
degerlendirmesinde dikkat edilmesi gereken baslica faktdrler arasindadir (Kola ve
Landis, 2004; Mohs ve Greig, 2017).

Bu c¢alismanin test maddeleri, hiperfosfatemi hastasi kisilerin tedavisinde
kullanilan fosfat baglayicilar Kalsiyum karbonat ve Sevelamer hidrokloriir
ajanlaridir. Bu calisma kiiltiire edilmis insan periferal lenfositlerinde bu iki ajanin
genotoksik risk olusturup olusturmadigini belirlemek amaciyla yiirtitilmistiir.

Genotoksisite terimi ile hiicrede genetik bilgiye zarar veren ve kansere neden
olabilecek mutasyonlara neden olan kimyasal maddelerin 6zelligi agiklanmaktadir.
Genotoksisite siklikla mutajenite ile karistirilirken, tim mutajenler genotoksiktir
olmasina ragmen biitiin genotoksik maddeler mutajenik degildir. Toksik ajanlarin
DNA iizerinde dogrudan veya dolayli etkileri; mutasyonlara yol agan dogrudan
DNA hasar1 veya yanlis uyarilmis aktivasyon seklinde olabilir. Kalict kalitsal
degisiklikler, organizmanin somatik hiicrelerini veya gelecek nesillere aktarilacak
olan germ hiicrelerini etkileyebilir. Hiicreler gergeklesen genotoksik mutasyonlarin
ifadesi DNA onarimi veya apoptoz yoluyla onlenir; 6te yandan hasar her zaman
ayni sekilde ortaya ¢ikmayabilir (Wikipedia; Genotoxicity).

1960'larin  sonlarinda, ilk olarak kanserojenleri taramak igin kabul
edilebilirligi yiiksek oranda oldugu 6ngoriilen kisa siireli genotoksisite analizleri
gelistirilmistir. Bu sonug cesitli iyi tanimlanmis in vitro deneylere yol agcmis ve

1980erden bu yana genotoksisiteyi tahmin etmek, kimyasal maddeleri etiketlemek



1. GIRIS Goulzar ULAYA

ve kanser riski degerlendirme siirecini bilgilendirmek i¢in basartyla kullanilmigtir
(Balls, 2018).

Genetik materyalin biitiinliigliniin degisiklige ugramas1 kansere neden
oldugu bilinmektedir. Karsinojenez ve kalitimsal hastaliklarda yer aldigi i¢in
genotoksisitenin yeterli bir degerlendirmesi zaruridir. Bu amagla, ii¢ ana son nokta
verileri degerlendirilmelidir (gen mutasyonu, yapisal kromozom aberasyonlari ve
sayisal kromozom aberasyonlar1). Standart in vitro testleri, kardes kromatid
degisimi (KKD) (Sister Chromatid Exchange=SCE) (Tucker ve ark., 1993),
kromozom aberasyonu (KA) (Chromosome Aberration=CA) (Carrano ve
Natarajan, 1988; Anderson, 1988; Hagmar ve ark., 1994), mikronukleus (MN)
(Heddle ve ark., 1991, Fenech, 2002) ve tek hiicreli jel elektroforez (komet) (Singh
ve ark., 1988) testleridir. Perry ve Evans (1975)’mm bilinen mutajen ve
kanserojenlerin Cin hamsteri (Cricetulus griseus=Cin kemiricisi) yumurtalik
(CHO) hiicrelerinde KKD ve KA’y1 uyardigini saptamalarindan sonra bu testler
mutajen ve kanserojenlerin belirlenmesinde kullanilmaya baglanmustir. Salmonella
bakteriyel geri mutasyon testi (Ames testi), en basit en anlamli ve kabul edilebilir
kisa siireli mutajenite ve antimutajenite test sistemlerinden biridir. Test ilk olarak
1971 yilinda Ames tarafindan gelistirilmistir (Ames ve ark., 1973; Maron ve Ames,
1983; Zeiger, 2004, 2010).

Mikronukleus (MN) testi genotoksik kanserojenler igin en basarili ve
giivenilir testlerden biri olarak kabul edilmektedir (Heddle ve ark., 1991; Fenech,
2002). MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasariin 6lgiilmesinde,
1970’lerde hayvan hiicrelerinde ve daha sonra Heddle ve arkadaglar1 (1991)
tarafindan kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye
yonelik bir test olarak kullanilmaya baslanmistir. MN yapilar1 asentrik kromozom
ya da kromatid kiriklarindan ve tiim kromozomlar ya da kromatidlerin anafazda
geri kalmasindan dolay1 (kalgin kromozom) telofazda olusan kardes niikleusun
disinda rastlanan kiigiik niikleuslardir (Surrallés ve ark., 1995). Ayrica multipolar

anafaz ve telofaz da MN olusumuna sebep olmaktadir (Topaktas ve
6
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Renciizogullari, 2010). MN olusumuna neden olabilen kromozom kaybi ya da
kromozomlarin ayrilamamasi (non-disjunction) kanser ve yaslanmada gozlenen
onemli olaylardan biridir. Bu durum muhtemelen ig iplik¢igi kusuru, sentromer
bozuklugu ya da metafazdan 6nce kromozom yapisinin yogunlagmasi sonucu
olugmaktadir (Dellarco ve ark., 1985). Dolayisiyla bu test hem klastojenik hem de
andjenik kimyasallarin aktivitesini saptama potansiyeline sahiptir (Kirsch-Volders
ve ark., 1997; Norppa ve Falck, 2003). Daha sonra sitokinez-bloklama
mikronukleus metodunun Fenech ve Morley (1985) tarafindan gelistirilmesiyle,
niikleus boliinmesini tamamlamis hiicrelerdeki mikronukleuslar incelenmeye
baglanmistir. Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Sitokalasin-B
ilavesiyle ¢ekirdek boliinmesini tamamlamis ancak sitoplazma boliinmesini
gerceklestirememis ¢ift ¢ekirdekli hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve
MN bulunduran hiicrelerin orani saptanabilmektedir. Mikroskopla incelenen alanda
kiiltiir siiresi i¢inde ikinci boliinmesini tamamlamis 4 ¢ekirdekli hiicrelere de
rastlanmaktadir. Saglikli bireylerden olusan insan populasyonunda periferal kan
lenfositlerindeki MN frekansinin da KA frekansi gibi kanser riskinin tahmin
edilmesinde belirleyici bir rol oynadigina dair epidemiyolojik bulgular mevcuttur
(Bonassi ve ark., 2007, Murgia, 2008). MN'nin kanserli hastalarin periferal
lenfositlerindeki varlig1 hakkinda bir¢ok makale yaymlanmistir. Kanserli hastalarin
bliyiik c¢ogunlugunda kontrol gruplarina gére MN'de anlamli bir artis
gostermektedir (Iarmarcovai ve ark, 2008, Bonassi ve El-Zein, 2011). Bu nedenle
MN frekansimnin kanser riskinin tahmininde gegerli bir biyomarkor olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.

Maddelerin mutajenitelerinin  saptanmasinda  kullanilan  6nemli  bir
mutajenite testi olarak kabul edilen Ames testi 1970'lerin baginda Bruce Ames ve
onun c¢alisma arkadaglar1 tarafindan gelistirilmistir. Bu test Salmonella
typhimurium’un histidin sentez mutantlarinin (his™) kullanilarak yapilir ve histidin
sentezleyebilen (his+) revertantlarin oran1 geri mutasyon frekansimi gosterir. Eger

kimyasallar histidin sentezleme genindeki mutasyonu geri ¢evirebilirse (his+) geri
7
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donen koloni sayilari plak tizerinde goriilecektir. Kisaca deneyin amaci; daha
onceden biiyiimesi i¢in histidin amino asidine gereksinim duyan oksotrof suslarim,
kullandigimiz test maddesi ile tekrar histidin sentezleyebilir (prototrof) hale
doniigsmesi temeline dayanmaktadir (Ames ve ark.,1973; Maron & Ames, 1983;
Gee ve ark., 1994; Mortelmans ve Zeiger, 2000; Tejs, 2008). Bilim diinyasina
girdikten sonra, Ames testi, gen mutasyonlarma neden olabilecek kimyasallar
belirlemek icin kisa siireli bir bakteri test sistemi olarak yaygin sekilde kabul
edilmistir. Test, gen mutasyonlarina neden olan kimyasallarin tanimlanmasinda

bircok avantaja sahiptir. Bu avantajlar soyle siralanabilir:

e Kisa siireli sonug: Kisa siirede tekrarlar olusturmaniza ve daha giivenilir
sonugclar elde etmenize olanak saglar. Deney sadece yaklasik 48 saat siirer.

e Diigiik maliyetli: Cok sayida test malzemesinin ucuza ¢aligilmasini saglar.

e Birka¢ gen mutasyonuna sahip gesitli bakteri suslariyla test malzemelerinin
molekiiler etki mekanizmasinin arastiritlmasini saglar.

e  Salmonella suslarmin mezofil (1lik seven) karakteri: Kimyasallarin mutajen

potansiyelini insan viicudunda 6l¢meyi saglar.

Tlim avantajlarin yan1 sira, Ames / Salmonella test sistemi ¢ok yonliidiir ve
cevre kimyasallari, ¢evre karigimlari, viicut sivilari, gidalar, ilaglar ve fiziksel
ajanlar gibi cesitli malzemelerin mutajenik potansiyellerini belirlemek i¢in bircok
modifikasyon gelistirilmistir. Genel mutajenite testleri i¢in en ¢ok kullanilan test
suslart TA98, TA100, TA102, TA1535 ve TA1538’dir. Her bir test susu histidin
operonunda degisik tipte mutasyonlar igermektedir (Maron and Ames, 1983).
Bizim c¢alismamizda Salmonella typhimurium TA100 ve TA98 suslan
kullanilmistir. TA100 baz ¢ifti degisimine, TA98 ise ¢erceve kaymasina yol agan

mutajenlerin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Deneyler metabolik aktivasyon (S9
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miks) yoklugunda gergeklestirilmistir. Test sonuglarinin ortalamasi alinarak, pozitif
ve negatif kontrol gruplart ile karsilastirilmis ve degerlendirilmistir.

Son yillarda okaryotik hiicrelerde farkli fiziksel ve kimyasal bilesiklerin
neden oldugu DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilan bir diger test tek hiicre jel
elektroforez testi (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) olarak da bilinen Comet
Assay (komet test) yontemidir. Hizli, basit, ucuz, giivenilir ve hassas bir test
sistemidir. Insan periferal lenfositlerinde meydana gelen DNA hasar1 kuyruklu
yildiz goriiniimiinde oldugu icin yontem “COMET” ismiyle de anilmaktadir.
Komet tekniginin temel amaci, genotoksik ve sitotoksik ajanlarin canli hiicreler
iizerindeki etkilerini, tek tek hiicrelerin niikleuslarini inceleyerek tespit etmektir.

1984 yilinda Isvecli aragtirmacilar olan Ostling ve Johanson, nétral pH’daki
lizis sartlarinda uygulanarak DNA ¢ift iplik kiriklarinin belirlenmesi saglamak
amaciyla bu teknigi gelistirdi. Ancak DNA hasarlarinin tespitinde notral sartlar
alkali sartlar kadar hassas olmadigi i¢in noétral sartlar altinda yapilan lizis ve
eletroforezis uygulamalar1 DNA ¢ift iplik kiriklariin tespitine izin verirken, DNA
tek iplik kiriklarimin tespitine izin vermemektedir. Bu nedenle, Singh ve
arkadaglari, daha sonra 1988'de Alkalin Comet Assay olarak bu teknigi degistirdi.
Singh ve arkadaglarinin Komet teknigi protokolii bugiin diinya genelinde en yaygin
kullanilan protokol olmustur. Tek diismiis hiicreler, mikroskop lami {izerinde ince
bir agaroz jeli igine gdmiiliir. Tiim hiicresel proteinler daha sonra hiicrelerden
pargalanarak uzaklagtirilir. DNA'nin alkali/nétral kosullar altinda ¢6ziilmesine izin
verilir. Genotoksik ajanlarin etkisiyle DNA’da tek veya c¢ift zincir kiriklar
olugabilir ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan farkli agirlik ve elektrik yiikiine sahip
DNA molekiilleri elektroforetik ortamda farkli hizlarda go¢ ederler. Daha sonra
kirikk DNA’nin katottan anoda gocii Etidyum bromid gibi fliioresan boya ile
boyandiktan sonra goriintiilenmektedir. Elde edilen goriintii, bir bas ve kuyruk ile
bir "kuyruklu yildiz" andiriyor (Dikilitas ve Kogyigit, 2010). Bas bozulmamis
DNA'dan olusurken, kuyruk hasarli (tek iplikli veya cift iplikli kopmalar) veya
kirik DNA parcalaridan olusur.
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Komet teknigi asagida da siralanan birtakim avantajlara sahiptir (Vrzoc ve Petras,

1997; Tice ve ark., 2000; Choy, 2001; Piperakis, 2009; McArt ve ark., 2010) :

e  Tek hiicre seviyesinde bilgi edinilebilir.

e  Hiicrelerdeki DNA kiriklarini gorsel olarak ortaya koyar,

e Az sayida hiicre 6rnegi gerektirir,

e Degisik hiicre ve doku gruplarina uygulanabilir,

e  Ucuz bir tekniktir ve ¢abuk sonug elde edilir,

e  Hassas ve giivenilir bir yontemdir,

o  Test edilen hiicrede mitotik aktivite etkisinin diglanmasi,

o Endiistriyel toksikoloji, ¢evresel toksikoloji, genetik toksikoloji, insan
biyoizlenimleri, DNA onarim ve hasarmin temel mekanizmasi gibi

calismalarda kullanilabilmektedir.

Bu oOzellikleri sayesinde Komet testi olduk¢a genis bir kullanim alanina

sahiptir. Bu yontem giinlimiizde:

e  DNA hasar ve onarim incelemelerinde

e  Cesitli kimyasal kaynakli genotoksisite degerlendirmesinde

o  Ekogenotoksikolojik degerlendirmelerde (trafik ve fabrika artiklarimin
cevreye verdigi zarar, kimyasal atiklar, zehirli gazlar vb. gibi bir¢cok
durumlarda, ¢evre sagliginin tespit edilmesinde)

e Biyoizleme ¢aligmalarinda (meslekleri nedeniyle ya da kazayla ¢esitli
kimyasal maddelere maruz kalan kisilerde, DNA hasarinin
incelenmesinde)

e  Yaslanmadan, genetik toksikoloji ve molekiiler epidemiyolojiye kadar

pek cok toksikoloji uygulamalarinda

10
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e Beslenme caligmalarinda (Gida, gida katki maddelerinin yararli ve
zararl etkilerinin arastirilmasi)
e Klinik hastalik tanisinda ve ilag uygulamalarimin etkilerinin

izlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Klaude ve ark., 1996).

Bu c¢aligmadaki test maddeleri (Sevelamer hidrokloriir ve Kalsiyum
karbonat) fosfat baglayici nitelik gdstermektedir ve hastalardaki asir1 serum fosfat
yiikiiniin azaltilmasinda etkili sekilde kullanilmaktadir. Piyasada bulunan fosfat
baglayicilarin, hiperfosfatemi hastalarinda yaygin sekilde kullanilmasina ragmen
literatiir taramasinda fosfat baglayici ajanlarla ilgili genotoksisite ve sitotoksisite
calismalarinin sadece birkag ilagla yapilmis az sayida ¢alismadan ibaret oldugu
anlasilmistir. Bu ¢alismalarin sonuglar1 asagida kisaca 6zetlenmistir.

Peres (2009), hemodiyaliz hastalarinda Sevelamer hidrokloriir (SH) ve
Kalsiyum asetatin (KA) oksidatif stres iizerindeki etkisini degerlendirmeyi
amaglayan bir calisma yapilmistir. Her iki gruptaki hastalarin 12 ayda spontan
reaktif oksijen tiirleri (ROT) {iiretiminde anlamli bir azalma gostermistir. Ayrica
Sevelamer hidrokloriirdeki spontan ROT iiretimindeki azalmanin Kalsiyum asetat
grubuna gore daha fazla oldugu raporlanmstir.

Serumunda yiiksek seviyelerde fosfor ve kalsiyum iiriinleri bulunduran
SDBH hastalarinin tedavisinde, hiperkalseminin Onlenmesinde ve paratiroid
hormon, LDL, kolesterol seviyesinin diizenlenmesinde ve de mortalite seviyesinin
iyilestirilmesinde Sevelamer ilk segenek olarak goziikkmektedir (Block ve ark.,
2007). Onceki calismalar, KBH hastalarinda artmus DNA hasar1 ve genomik
instabilite seviyeleri gdstermistir (Sandoval ve ark., 2010, 2012; Stoyanova ve ark.,
2010, 2014; Rodriguez-Ribera ve ark., 2014). Bu baglamda, Pastor ve arkadaslari
(2018), bu tiir hastalarda gozlenen artmis DNA hasar1 diizeyinin Sevelamer de
dahil yaygin farmakolojik tedavilerin kullanimiyla iliskili olup olmadigim
saptamak i¢in ¢alisma yapmislardir. SDBH hastalarinda DNA hasari seviyelerini

degerlendirmek i¢in kromozom kirklar1 ve andploidi 6lgmek igin in vitro
11
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mikronukleus (MN) testini kullanilmistir. Kuyruklu yildiz yontemi de DNA
kiriklarinin  ve  DNA bazlarinin oksidasyonunun o6l¢iilmesinde kullanilmustir.
Sonuglar, bu ilaci alan hastalarin komet veya mikronukleus testlerinde gozlenen
DNA hasar1 seviyelerinde herhangi bir artis olmadigini gostermektedir.

Baska bir calismada (Damment, 2005), post-mitokondriyal fraksiyonun (S9)
varliginda ve yoklugunda lantanum (karbonat ve kloriir olarak) ile bazi in vitro
analizler (Ames test, Cin hamsteri yumurtalik hiicrelerinde hgprt lokusunda gen
mutasyonu testi, CHO hiicreleri kullanilarak in vitro sitogenetik test) kullanilarak
potansiyel genotoksisite acisindan degerlendirilmistir. Mutajenite ve klastojenite
icin in vivo olarak ii¢ bagimsiz test kullanilmistir. Bunlar; lantanum karbonatin oral
yoldan verilmesinden sonra fare kemik iliginde in vivo MN testi, lantanum
kloriiriin intravendz uygulamasindan sonra sican kemik iliginde in vivo MN testi
ve lantanum kloriirlin intravendz uygulamasindan sonra si¢an karacigerinde
planlanmamis DNA sentezi i¢in in vivo analizlerdir. Sonuglara gore lantanum bir
in vivo genotoksin degildir ve CHO hiicreleri kullanilarak yapilan bir in vitro
sitogenetik deneyde bir takim etkiler gozlenmistir. Lantanum karbonatin
kullaniminin giivenli olduguna ve diyaliz hastalarinda uzun siireli ¢aligmalardan
ortaya ¢ikan iyi gilivenlik profiline uygun olduguna dair klinik olmayan kanitlar
sunmustur (D'Haese ve ark. 2003; Behets ve ark. 2004).

Bu calisma yukarida da agiklandigi gibi dnemli metabolik hastaliklardan
birisi olan hiperfosfatemi tedavisinde siklikla regete edilen Sevelamer hidrokloriir
ve Kalsiyum karbonat ajanlarinin genotoksik ve/veya sitotoksik potansiyelini
karsilastirmali olarak ortaya ¢ikarmak amaciyla planlanmistir. Caligmalar in vitro
kosullarda saglikli ve goniillii kisilerden alinan kiiltiire edilmis lenfositlerle
mikronukleus (MN) ve tek hiicre jel elektroforez (Komet) testleri yapilmistir.
Ayrica nokta mutasyonu ve gergeve kaymasi mutasyonlarini uyarip uyarmadigin
belirlemek amaciyla Salmonella typhimurium’un mutant suslariyla (TA98 ve

TA100) geri mutasyon testi (Ames testi) gerceklestirilmistir.

12
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2. ONCEKI CALISMALAR

Insan viicudunun diizgiin ¢aligmas icin yaklasik 20 temel elemente ihtiyaci
vardir. Ilk olarak, H, C, N ve O “organik” elementleri vardir. Ayrica yedi makro-
mineral de (Na, K, Mg, Ca, Cl, P ve S) hiicre i¢in esastir (Nielsen, 1991).

Doz yeterince yliksekse insan yasami igin gerekli elementler toksik
olabilmekte ve Paracelsus’un “ilact zehirden ayiran dozudur” prensibine isaret
etmektedir. Hangi elementlerin gerekli ve hangilerinin gerekli olmadigy,
hangilerinin organizmalar Ozellikle insanlar i¢in toksik olup olmadigi halen
tartisilmaktadir (Maret, 2016).

Kalsiyumdan sonra fosfor viicudumuzdaki en bol bulunan ikinci mineraldir.
Viicudun giiclii kemikler ve disler olusturmak, doku ve hiicreleri onarmak, enerji
iretmek, kas ve sinir fonksiyonunu diizenlemek, bobreklerdeki atiklari filtrelemek
gibi birgok fonksiyon i¢in fosfora ihtiyaci vardir. Cogu insan giinliik diyetlerinde
ihtiyag duyduklar1 fosfor miktarin1 almaktadir. Viicudumuzda hipofosfatemi
oldukga yaygindir ¢iinkii fazla fosfor toksik olabilmektedir. Bu mineralin fazlaligi,
ishal, ayrica organlarin ve yumusak dokunun sertlesmesine neden olabilmektedir.
Yiiksek diizeyde fosfor viicudumuzun demir, kalsiyum, magnezyum ve ¢inko gibi
diger mineralleri etkin sekilde kullanma yetenegini etkileyebilmektedir. Kalsiyum
ile birleserek kaslarimizda mineral birikintileri olusmasina neden olabilmektedir.

Fosfat dengesinin korunmasi yasam i¢in Onemlidir ve memeliler evrim
boyunca fosfat homeostazin1 diizenlemek icin sofistike bir sistem gelistirmistir.
Bununla birlikte fosfatin ortadan kaldirilmasinin bdbrege olan bagimliligi
nedeniyle bobrek fonksiyonlarinda azalma olan kisilerin pozitif bir fosfat
dengesinde olmalart muhtemeldir. Fosfat fazlasi, kronik bobrek hastaligi (KBH) na
bagli mineral ve kemik bozukluklarinin patogenezinde kritik bir faktor olarak kabul
edilmistir ancak son aragtirmalar fosfatin kardiyovaskiiler sistem ve yaglanma
stireci iizerindeki toksik etkilerini de ortaya c¢ikarmistir (Hirotaka ve Masafumi

2016).
13
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Diyaliz ve diyet fosfor kisitlamasi geciren hastalarin yaklasik %70'inde hala
hiperfosfatemi olduklarindan, fosfat baglayicilarin kullanima eklenmesi gerekir

(Hutchison, 2004; Schucker ve Ward, 2005).

2.1. Fosfat Baglayicilarin Simiflandirilmasi ve Kullanimm
llerlemis KBH olanlarda (evre 4 ve 5) gozlenen hiperfosfatemi

kardiyovaskiiler hastalik ve mortalitenin bagimsiz bir belirleyicisidir ve bobrekteki
bozulmus fosfat atilimiyla ilgilidir (Covic ve ark., 2009; Palmer ve ark., 2011;
Chan ve ark., 2017). Tipik olarak oral fosfat baglayicilari, diyet fosfat kisitlamasi
ile birlikte yonetilmektedir. Bu ilaglar diyet fosfatin bagirsak emilimini azaltarak
serum fosfatin azaltilmasini amacglamaktadir. Fosfat baglayicilar diyaliz hastalar
icin genel olarak recete edilen bir ilag sinifidir.

Ug ana fosfat baglayici tiirii vardir: Kalsiyum veya magnezyum iceren
baglayicilar, aliiminyum iceren baglayici maddeler ve kalsiyum icermeyen yeni

baglayicilar (Sevelamer, lantanum ve siikroferrik oksihidroksit).

2.1.1. Kalsiyum iceren fosfat baglayicilar

Etkili ve ucuz kalsiyum iceren fosfat baglayicilar fosfati iyonik olarak
baglamaktadir.

Kalsiyum iceren fosfat baglayicilar tarihsel olarak c¢ekici bir se¢cim olmustur
¢linkii KBH olan hastalarda hiperfosfatemi ile siklikla goriilen hipokalsemiyi de ele
almaktadir. Kalsiyum karbonat ve Kalsiyum asetat en yaygin kullanilanlardir ancak
bunlar o6zellikle D vitamini analoglar1 ile birlikte kullanildiginda hastalarin
%50'sine  kadar hiperkalsemi ile sonuglanmaktadir (Schaefer ve ark., 1992;
Hutchison ve ark., 2011). Kiigiik randomize kontrollii bir ¢aligmada Kalsiyum
asetatin Kalsiyum karbonattan {i¢ kat daha fazla fosfat baglama kapasitesine sahip
oldugu bulunmustur (Sheikh ve ark., 1989 ; Hutchison ve ark., 2011). Bobrek
Hastaligi Kalite Inisiyatif Yonergesi (The Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative Guidelines) KBH’nda artmis kalsiyum deposu (yumusak doku ve damar

14
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kalsifikasyonuna neden olan kalsiyumun viicut depolar1) olusturduguna dair
mevcut kanitlara dayanarak dozlarin 1500 mg/giin elementer kalsiyumdan fazla
olmamasini énermektedir (London ve ark., 2010; Hill ve ark., 2013; Chan ve ark.,
2017). Bununla birlikte bu tavsiyeyi destekleyen hasta sonuclarina dair ¢ok az kanit
vardir. Bu ilaclarin bir bagka yaygin yan etkisi oOzellikle kabizlik gibi
gastrointestinal rahatsizliktir.

Kalsiyum igeren ancak daha az yaygin olarak kullanilan diger baglayicilar
arasinda Kalsiyum aljinat (% 25 element kalsiyum) (Harris ve Yuill, 1993; Passlick
ve ark., 1989; Hutchison ve ark., 2011) ve Kalsiyum laktat (%12 element
kalsiyum) (Takahashi ve ark., 1999; Hutchison ve ark., 2011) bulunmaktadir.
Kalsiyum ketoglutaratin ayrica kayda deger hiperkalsemi olusturmadan fosfat
baglama 6zelliklerine sahip oldugu rapor edilmistir (Birck ve ark., 1999; Macia ve

Coronel, 1995; Schaefer ve ark., 1988; Hutchison ve ark., 2011).

2-

0 O
Ca2* H )J\ Ca2+
4.C<' O_
2

Kalsiyum Karbonat Kalsiyum Asetat

2.1.2. Magnezyum Iceren Fosfat Baglayicilar

Magnezyum igeren baglayicilar (6rnegin magnezyum karbonat) kalsiyum
temelli ajanlara bir alternatif olmakla birlikte genellikle etkili degildirler.
Magnezyum esas olarak hiicre i¢i bir katyondur ancak diyaliz hastalarinda serum
magnezyum seviyeleri genellikle hafifce yiikselmektedir ve diyaliz sivisindaki
magnezyum konsantrasyonundan etkilenmektedir (Hutchison ve ark., 1993;
Hutchison ve ark, 1996; Hutchison ve ark., 2011). 1980'lerde yapilan retrospektif

(gecmise doniik) calismalar, magnezyum takviyelerinin diyaliz hastalarinda
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vaskiiler kalsifikasyonu Onleyebilecegini One siirmiisti ancak bu bulgu

dogrulanmay1 beklemektedir (Meema ve ark., 1987; Hutchison ve ark., 2011).

O

'O)LO' Mg?2*
Magnezyum karbonat
2.1.3. Aliiminyum iceren Fosfat Baglayicilar

Aliiminyum temelli fosfat baglayicilar 1970erde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu baglayicilar olduk¢a etkilidir ancak bilissel bozukluklar,
osteomalazi ve anemi ile iliskili oldugundan simdilerde disiik Olcekte
kullanilmaktadir (Wills ve Savory, 1983; Gonzalez-Revalderia ve ark., 2000;
Hutchison ve ark., 2011).

Aliiminyum, serum fosfat seviyelerini iki mekanizma ile basariyla
azaltmaktadir. Ilk olarak bagirsaktaki aliiminyum iyonlar1 ¢oziinmeyen ve
emilemeyen aliiminyum fosfat c¢okeltileri olusturmaktadir. Ikincisi aliiminyum
hidroksit kanda fosfat iyonlar1 ile ligand olusturarak serum fosfat seviyesini
azaltmaktadir.

Tedavi i¢in giivenli bir aliiminyum dozu tanimlanmamistir ve birkag vaka
calismasinda diisiik dozda aliiminyum alan diyaliz hastalarinda toksisite gelisimi
ile ilgili klinik kanitlar bildirilmistir (Becaria ve ark., 2002; Riister ve ark., 2002;
Jaffe ve ark., 2005; Andrade ve ark., 2005; Hutchison ve ark., 2011). Bununla
birlikte aliiminyum tuzlari, c¢ogu gelismekte olan iilkede hiperfosfateminin
tedavisinde 6nemli bir ara¢ olmaya devam etmekte ve halen ¢cogu Bat1 iilkesinde
yiiksek seviyelerde fosfatin akut kontroliinii saglamak i¢in kisa siireli “kurtarma”
terapisi olarak kullanilmaktadir. Ayrica bazen diger komorbiditeden (goklu
bozukluk, rahatsizlik) dolayr prognozunun (hastaligin seyri) ¢ok kisa oldugu
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hissedilen hastalarda da avantajlann  risklerden agir basabilecegi igin
kullanilmaktadir. 2010'da yayinlanan bir yazismada, Geert W. Feith tartismali bir
sekilde diisiik dozda aliiminyum (giinde 2 g) oldugundan, yasam beklentisi diisiik
olan hastalarda (diyaliz alan 75 yas {istii) muhtemelen toksisiteye neden olmadigini
One siirmiistiir. Bu hastalara aliiminyum igeren fosfat baglayicilar1 uygulayarak
maliyetlerin diisiiriilmesi Onerilmistir (Feith, 2010; Hutchison ve ark., 2011).
Bununla birlikte bu goriis genel olarak kabul edilmez ve aliiminyuma toksisite
potansiyeli reddedilemez bu nedenle gelismis iilkelerde aliiminyumu kullanma

riskleri neredeyse kesinlikle tiim potansiyel faydalardan agir basmaktadir.

S CI) H —il
o yoH| 1
o O H — Alliminyum hidroksit

2.1.4. Sevelamer Hidrokloriir (SH) ve Sevelamer Karbonat

Sevelamer en yaygin olarak tarif edilen kalsiyum bazli olmayan fosfat
baglayicidir ancak diger fosfat baglayicilardan daha disiik bir fosfat baglama
kapasitesine sahiptir. Sevelamer (molekiil agirhigi 10' Da) (Goldsmith ve ark.,
2008; Hutchison ve ark., 2011), yapisi epiklorohidrin ile ¢apraz baglanmis poli-
alillamin hidrokloriir igerdiginden hidrofilik olan fakat suda ¢6ziinmeyen katyonik
bir hidrojeldir. Sevelamer her biri polimer omurgasinda bir karbon ile ayrilan ¢ok
sayida amin grubuna sahiptir. Bu gruplarin yaklasik %401 gastrointestinal kanalda
protonlanmaktadir ve agirlikli olarak iyonik/hidrojen baglanma yoluyla negatif
yiiklii fosfat anyonlarin1 baglamaktadir (Burke ve ark., 1997; Burke ve ark., 2001;
Hutchison ve ark., 2011).

Sevelamer molekiilleri gastrointestinal sistemden absorbe edilemeyecek

kadar biiyiik olup partikiiller mide ve bagirsak sivilarinda hidrate hale gelmekte ve
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in vitro agirliklarinin alti katindan daha fazla artmaktadir (Rosenbaum ve ark.,
1997; Plone ve ark., 2002; Hutchison ve ark., 2011).

Sevelamer karbonat, Sevelamer hidrokloriir (SH) ile benzer bir yapiya
sahiptir. Metabolik asidozun indiiklenmemesinin yani sira Sevelamer karbonat,
etkinlik ve tolere edilebilirlik acisindan Sevelamer hidrokloriir ile esdeger gibi
goriinmektedir (Delmez ve ark., 2007; Pai ve ark., 2009; Hutchison ve ark., 2011).
Sevelamer karbonat tozunun Sevelamer hidrokloriir tabletlerle karsilagtirilmis
randomize bir c¢alismada hemodiyalizdeki 75 hastada giivenlik ve etkinlik
yoniinden bunlarin esdeger oldugu bulunmustur (Fan ve ark., 2009; Hutchison ve
ark., 2011).

Bu ilacin ilk dezavantajlari, yiiksek fiyat1 ve yiiksek hap yiikiidiir. Ayrica
yagda ¢Ozlinen vitaminlerin biyoyararlanimini da azaltabilmektedir. En 6nemli yan
etkileri gastrointestinal intoleransi ve metabolik asidozdur (Fishbane ve ark., 2010;

Chan ve ark., 2017).
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2.1.5. Lantanum Karbonat ve Lantanum Kloriir

Lantanum 1839'da Carl Gustaf Mosander tarafindan kesfedilmistir.
Lantanum, 138.91 bir atom agirlig1 ve bir trivalent yapisma sahiptir. Lantanum
karbonat pH 1-7 araliginda baglanma aktivitesini korur ancak pH 3-5'te fosfati
optimum sekilde baglamaktadir (Autissier ve ark., 2007; Hutchison ve ark., 2011).
Boylece, lantanum karbonat midenin diisiik pH ortaminda ayrica duodenum ve
jejunumda bulunan daha yiikksek pH degerlerinde fosfati etkin bir sekilde
baglayabilmektedir.
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Kalsiyum karbonattan farkli olarak lantanum karbonat oldukg¢a ¢6ziinmezdir
ve bu nedenle birikim i¢in diisiik bir potansiyele sahiptir; bu yalnizca % 0.001'lik
bir oral dozu gastrointestinal kanalda emilirken, aliiminyum ic¢in % 0.1'dir.
Minimal olarak emilen bir ilag i¢in beklendigi gibi oral lantanum karbonat dozunun
cogunlugu diski ile atilir (siganlarda % 99,36 ve kopeklerde % 94,50) (Damment
ve ark., 2008; Hutchison ve ark., 2011). Ayrica siganlarda ¢6ziiniir lantanum kloriir
tuzu ile yapilan bir intravendz calismada uygulanan lantanum’un <% 2'si idrarda
geri  kazanilmistir. Aliiminyumun aksine lantanum kan-beyin bariyerini
gecmemektedir ve bu nedenle norolojik advers olaylar i¢in potansiyeli son derece
diisiiktiir (Persy ve ark., 2006; Altmann ve ark., 2007; Hutchison ve ark., 2011).
Lantanumun bagirsakta diisiik emilimine ragmen dokularda 6zellikle de karaciger
ve kemikte birikebilmektedir (Zhang ve ark., 2013; Chan ve ark., 2017). Bununla
birlikte uzun siireli takip edilen g¢aligmalarda klinik hepatotoksisite ve kemik
toksisitesi kanit1 olmadigr belirtilmistir (D’Haese ve ark., 2003; Spasovski ve ark.,
2006; Hutchison ve ark., 2009; Chan ve ark., 2017).

Diger fosfat baglayicilar gibi lantanum gastrointestinal intoleransa 6zellikle

bulantiya neden olabilir. Ayrica Sevelamere benzer sekilde bu ilag da pahalidir.
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2.1.6. Siikroferrik oksihidroksit
Siikroferrik oksihidroksit diyalizde KBH olan hastalar i¢in kullanilan demir
temelli bir fosfat baglayicidir. Midede fosfat baglanmasi genis bir pH araliginda
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olmakla birlikte pH 2.5'te en yliksek seviyede ger¢eklesmektedir (Wilhelm ve ark.,
2014; Chan ve ark., 2017).

Yaygin yan etkiler arasinda ishal ve diski renginde degisiklik
sayilabilmektedir. Baglayici lantanum karbonata benzer bir hap yiikiine sahiptir
clinkii her yemekte bir hap olarak verilmektedir ve kolayca ¢ignenebilmektedir.

Stikroferrik oksihidroksit’in maliyeti lantanum ve Sevelamer’e benzemektedir.
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Bu calismada test maddeleri olarak kullanilan ve fosfat baglayict grubunda
yer alan ajanlar1 Sevelamer hidrokloriir (SH) ve Kalsiyum karbonat (KK) ile daha
Once tamamlanmis in vivo deney hayvanlari, in vitro insan ve deney hayvanlarinin
cesitli dokular1 kullanilarak  gerceklestirilen  genotoksisite/antigenotoksisite

calismalarinin sonuglar1 agagida 6zetlenmistir.

2.2. Fosfat Baglayic1 Ajanlar Ile Yapilan Genotoksisite Cahsmalar:
2.2.1. Lantanum Karbonat ile Yapilan Genotoksisite Calismalar

Damment ve arkadaglar1 (2008) Lantanum (karbonat ve kloriir olarak), post-
mitokondriyal fraksiyonun (S9) varliginda ve yoklugunda bazi in vitro analizler

(Ames test, CHO hiicrelerinde hgprt lokusunda gen mutasyonu testi, CHO
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hiicreleri kullanilarak in vitro sitogenetik test) kullanilarak potansiyel genotoksisite
acgisindan degerlendirilmistir. Bir dizi bakteri test susu kullanilarak (Salmonella
typhimurium TA1535, TA1537, TA1538, TA98, TA100 ve TA102 ve Escherichia
coli WP2 uvrA ve WP2 uvrA pkml101) mutajenik aktiviteye sahip olmadiginm
gosterilmistir. Test maddesinin en yiiksek konsantrasyonu 5000 mg/plaka olmustur.
Hgprt gen mutasyon testinde CHO hiicrelerinde eksojen metabolik aktivasyon
varliginda herhangi bir etki gozlenmemistir. Metabolik aktivasyon yoklugunda
revertant koloni sayilarindaki sporadik artislarin doza bagli olmadigl ortaya
cikmistir. CHO hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro KA deneyinde eksojen
metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda klastojenik (konsantrasyon 200-
5000 mg / ml) ve sitotoksik etkisi saptanmistir. Bunu dogrulamak icin ilacin
kapsamli bir in vivo degerlendirmesi gergeklestirilmistir. Negatif sonuglar iki
bagimsiz mikronukleus testinde elde edilmistir. ilk farelerde 2000 mg/kg'a kadar
oral dozlar (karbonat) ikinci farelere ise tek bir i.v. 0.1 mg/kg'a (kloriir) kadar
verilmistir. Calismada 28 giin boyunca 0.1 mg/kg/giin'e (kloriir) kadar i.v.
enjeksiyonlart ile tedaviden sonra sigan karaciger programlanmamis DNA sentezi
testinde negatif sonuglar elde edilmistir. In vivo calismalarda lantanum plazma
konsantrasyonlarinin, lantanum karbonat’in terapotik dozlar1 verilen diyaliz
hastalarinda goézlemlenen kararli durum pik plazma konsantrasyonundan > 3000
kat daha yiliksek oldugunu saptanmistir. Lantanumun genotoksik olmadigr ve
lantanum karbonatin terapotik kullanimda gizli bir tehlike yaratma ihtimalinin

olmadig1 vurgulanmustir.

2.2.2. Sevelamer Hidrokloriir (SH) ve Kalsiyum Asetat (KA) ile Yapilan
Genotoksisite Calismalar

SDBH hastalar1 asir1 ROT firetimi (6rnegin, Oz, H20. ve OH) gibi kronik
oksidatif stres durumundadir (Witko-Sarsat ve ark., 2003; Massy ve ark., 2005;
Peres, 2009). Diyaliz hastalarinda antioksidan rezervindeki bir diisiis ve ROT
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sentezindeki bir artis nedeniyle oksidatif stresin arttigin1  disiiniilmistiir
(Diepeveen ve ark., 2005; Karamouzis ve ark., 2007; Peres, 2009).

Bugiine kadar fosfat baglayicilarin oksidatif stres tizerindeki etkisi hakkinda
bir rapor yoktur. Bu nedenle bu ¢alismada hemodiyaliz hiperfosfatemik hastalarda
uzun stireli tedavinin Sevelamer hidrokloriir ve Kalsiyum asetat ile uzun siireli
tedavinin polimorfoniikleer nétrofiller (PMN) ile spontan ROT iiretimi ile dlgililen
oksidatif stres tlizerindeki etkilerini karsilastirmak amaciyla yapilmistir. 31 hastanin
17'sine Sevelamer hidrokloriir, 14'iine Kalsiyum asetat uygulanmistir. Daha 6nce
fosfat baglayicilar1 ile tedavi edilmeyen ve fosfor > 6 ve < 7.5 mg / dL olan
hastalar 800 mg Sevelamer hidrokloriir tabletleri veya 667 mg Kalsiyum asetat
tabletleri ile tedavi edilmistir. Fosfor > 7.5 mg / dL olan hastalara ise 1600 mg
Sevelamer hidrokloriir veya 1334 mg Kalsiyum karbonat tableti giinde 3 kez
verilmistir. Hedef fosfor ve kalsiyum konsantrasyonlarini sirasiyla 3.0 ila 5.5 ve
8.5 ila 10.5 mg / dL araliginda tutmak i¢in fosfat baglayicilarin dozu aylik olarak
ayarlanmustir.

ROT iiretimi, stimiilasyonu olan ve olmayan (PI etiketli S. aureus (2.4 x 10°
CFU / mL), 20,70 diklorofloresein diasetat (DCFH-DA) ile degerlendirilmistir. Her
iki grupta da takip sirasinda spontan ROT iiretimi azalmistir. Bununla birlikte
sadece Sevelamer hidrokloriir grubu, S. aureus tarafindan uyarilan ROT iiretiminde
12 ayda 6nemli bir diisiis gostermistir. Bu sonuglara dayanarak 6zellikle Sevelamer
hidrokloriir olan fosfat baglayicilarla yapilan tedavinin hemodiyaliz hastalarinda
PMN'nin ROT iiretimini azalttig1 6zetlenmektedir (Peres, 2009).

KBH hastalarinin kardiyovaskiiler patolojilerin yani sira farkli kanser
tiirlerinde (6zellikle rahim agzi, mesane, tiroid ve bobrek) yiiksek oranda ortaya
ciktig iyi bilinmektedir (Di Angelantonio ve ark., 2010; Stengel, 2010; Pastor ve
ark., 2018). Bu artan kanser riski, semptom siddetinden veya diyaliz gegirip
gecirmediginden bagimsizdir. Onceki ¢alismalar, KBH hastalarinda artmis DNA
hasar1 ve genomik instabilite diizeylerini gostermistir (Sandoval ve ark., 2010,

2012; Stoyanova ve ark., 2010, 2014; Rodriguez-Ribera ve ark., 2014; Pastor ve
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ark., 2018). Bu DNA hasar hastalarda yiiksek kanser ve / veya 6liim orani ile
dogrudan iligkili olabilir. Pastor ve ark. (2018)’nin yaptig1 ¢alisma, tedavi alan
hastalarda gozlenen artmis DNA hasarimin bir kisminin yaygin farmakolojik
tedavilerin kullanimi ile iliskili olup olmadigin1 ortaya c¢ikarmak amaciyla
planlanmistir. SDBH hastalarinda DNA hasar1 seviyelerini degerlendirmek icin
kromozom aberasyonu ve andploidi olgmek icin MN testini kullanilmustir.
Kuyruklu yildiz testi ise DNA kiriklarinin ve DNA bazlariin oksidasyonunun
Olciilmesinde kullanilmigtir. Bu etkiler SDBH hastalarmin periferik  kan
lokositlerinde olgiilmiistiir. Temel amag¢ Sevelamer de dahil olmak lizere SDBH
hastalar1 tarafindan en sik kullanilan {i¢ ilaca yapilan takviyenin farkli DNA hasar
biyolojik markorleri (kuyruklu yildiz ve mikronukleus analizleri) seviyelerini
degistirip degistirmedigini analiz etmektir. Calisma hepsi bir hemodiyaliz
programina dahil olan ciddi bdbrek yetmezligi olan 214 erigkin hastay
icermektedir. Sevelamer alan hastalarin komet ve MN testleri verilerinde gézlenen
DNA hasar seviyelerinde herhangi bir artis olmadigr bildirilmistir (Pastor ve ark.,
2018).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu c¢aligmada test maddesi olarak hiperfosfatemi hastasi kisilerin tedavisinde
kullanilan fosfat baglayici ajanlar1 olan Sevelamer hidrokloriir (SH) ve Kalsiyum
karbonat (KK), deney materyali olarak da sigara icmeyen yaslar1 birbirine yakin

(24-29 yaslarinda) saglikli dort kadindan alinan periferik kan kullanilmstir.

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler
3.1.1.1. Kalsiyum karbonat (test maddesi)
3.1.1.1.(1) Kalsiyum Karbonatin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Kalsiyum karbonat, halk arasinda kireg¢ tasi olarak bilinen bir tiir kimyasal
bilesiktir. Bilesik formiilii CaCOs seklindedir. Kayaglarda kalsit ve aragonit
(6zellikle kalsitlerden olusan bir tortul kaya tiirii olan kirectas1) olarak bilinen bir
madde. Ayni zamanda incilerin ana bileseni ve deniz organizmalarinin,
salyangozlarin ve yumurtalarin kabuklaridir. Renksiz kristaller veya kokusuz beyaz
bir toz formundadir.

Kalsiyum karbonat’in molekiiler yapisina ait 6zellikler asagida verilmistir

(https://tr.wikipedia.org/wiki/Kalsiyum_karbonat).

Ca2+ C

Sekil 3.1. Kalsiyum karbonatin agik formiilii (ChemBioDraw Ultra 13.0)
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Molekiiler (kapall)) Formiil : CaCOs3

Acik formiil : Sekil 3.1
Molekiiler Agirhk : 100,0869 g/mol
Yogunluk : 2,71 g/em?
Erime noktasi : 1339 °C

CAS No 1 471-34-1

3.1.1.1.(2) Kalsiyum Karbonatin Farmakodinamik Ozellikler

Kalsiyum karbonat ozellikle diyaliz olmayan kronik bobrek hastalifinda
recete edilen en yaygin fosfat baglayici formudur. Bununla birlikte tipik olarak
diyaliz alan dahil olmak iizere ileri kronik bobrek hastali§i olan hastalara
verilmektedir (Chan ve ark., 2017).

Fosfat baglayic1 ajan olarak CaCQOs3’1in 6nemi, gastrik hidroklorik asid ile
aktive edilmesinden sonra bagirsaktaki diyet fosfati ile insoliibl kalsiyum
bilegikleri olusturmasindandir. Olusan bu insoliibl bilesikler ise idrarla atilir.
Kronik bobrek yetmezligi kalsiyum ve fosfat metabolizmasi {izerine ciddi etkiler
yapar. Renal yetmezlik nedeniyle D3 vitamini metabolizmast da bozulur ve
hiperfosfatemi meydana gelir. Kalsiyum absorbsiyonu yalnizca saglikli
bobreklerde {iretilebilen D3 vitamini yardimi ile saglanmaktadir. Glomeriiler
Filtrasyon Hiz1 (GFH) 30 mL/dk altina diistiiglinde D3 vitamini seviyesi anlamli
olarak azalir ve kalsiyum absorbsiyonunda azalmaya yol agmaktadir. Sonrasinda
hipokalsemi olusur ve bu tablo paratiroid bezlerini uyararak hormon sekresyonu
yaptirmaktadir. Sekonder hiperparatiroidizm kemikten kalsiyum mobilizasyonuna,
bu durum ise kemik agrilarina ve sonrasinda osteomalaziye neden olmaktadir.
Renal atilimdaki azalma ile birlikte renal fosfat atiliminda da azalma
goriilmektedir. Diyetle fosfat aliminin slirmesi nedeniyle kolayca hiperfosfatemi
olusur. Kreatin klirensi (bir dakikada kreatininden temizlenen plazma hacmi olarak
tanimlanmakta olup birimi mL/dk'dir) 30 mL/dk’nin altina inmesi ile fosfat

retansiyonu baglamis olur. D3 vitamini, kalsiyum ve fosfat metabolizmalarindaki

LI



3. MATERYAL VE METOD Goulzar ULAYA

bozukluklar nedeniyle kronik bdbrek yetmezligi olan hastalar renal osteopati
gelistirmeye baglarlar. Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarin hemen hepsinde
osteomalazi, osteoporoz ve osteitis fibroza veya bunlarin kombinasyonlar klinik
olarak ve radiografi calismalar1 ile kolayca goriilebilir. Serum fosfat seviyesi ve
paratiroid hormon seviyesindeki anlamli artislar nedeniyle hasta serumlarinda
kalsiyum-fosfat kompleksleri de olusur ve dahili organlarda, kan damarlarinda ve
yumusak dokularda kemik dis1 kalsifikasyonlara neden olur ki yasami tehdit
etmeye baglar. Midede hidroklorik asid ile reaksiyona girerek ¢oziinebilir kalsiyum
klorid ve karbon dioksid olusturur. Kalsiyum iyonlar1 ise ¢oziinmez kalsiyum
fosfat bilesikleri olusturmak tizere fosfat ile birlesirler ve bu halde atilirlar.

Besin fosfatinin mevcudiyeti durumunda presipitasyon reaksiyonunun
midede bile olusma sans1 vardir. pH bagimli soliibiilite nedeniyle optimal etkinlik
pH 5.0 ile 7.0 arasinda hafif asidik olmalidir, en uygun pH ise 6.0’dir. Bu durumda
fosfatin % 80 ile 95’1 baglanir. pH 8.0’de baglama kapasitesi % 60’a diiser. Bu
nedenle terapotik olarak istenen fosfat presipitasyonu kalsiyum karbonat igin mide
asidi ile reaksiyona girdikten sonra besin fosfatinin ¢ogunun agiga ¢iktig1 ve pH’in
hafifce 7.0 - 8.0 araliginda tamponlu oldugu ince bagirsakta ortaya ¢ikar. Bu
aktivite sekli kalsiyum karbonatin fosfat baglayabilmesi i¢in mide asidine bagh
oldugunu gostermektedir.

Dolayl1 olarak fosfatin yavas sekresyonu nedeniyle serum fosfati normallesir
ve uzun donemli tedavide normal sinirlar iginde tutulabilir. Kalsiyum karbonatin
kullanimi yalnizca diyet zamani ile sinirlandirilmalidir. Ciinkii yalnizca bu zaman

fosfati baglama sans1 vardir (ilacrehberi/ANTI-FOSFAT CC 500 mg 100 tablet).

3.1.1.1.(3) Kalsiyum Karbonatin Farmakokinetik Ozellikler

Hormonlar kalsiyum absorbsiyonunu kontrol eder. Absorbsiyonu yasla
beraber azalir, hipokalsemik durumlarda artar. Alinan 500 mg kalsiyum karbonatin
% 30 — 40’1 absorbe olur. Daha yiiksek dozlarin alinmasi absorbe edilen miktari

yalnizca hafifge artirir. Giinliik normal diyetle alim yaklasik 1000 mg’dir.
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Kalsiyum, serum kalsiyum seviyesine bagli olarak bobrekler yoluyla atilir.
Saglikli bir bobrekte filtre edilen kalsiyumun % 98’i glomertiler tiibiiliislerden
absorbe edilir.

Kalsiyum karbonat gastrik asid ile reaksiyona girerek soliibl kalsiyum klorid
olusturur. Besinlerle alinan fosfat mevcut degilse bu kalsiyum tuzlar1 kalsiyum
iyonlar1 seklinde bagirsaktan absorbe olur. Absorbsiyonun derecesi degisik
faktorlere baghidir (midedeki aktiviteye, paratiroid hormona, kalsitonine vs). Eger
kalsiyum karbonat yiyeceklerle beraber alinirsa yiiksek fosfat baglama kapasitesi

kalsiyum absorbsiyonunu azaltir (ilacprospektusu/anti-fosfat cc 500 mg).

3.1.1.1.(4) Kalsiyum Karbonatin Kullanim Sekli
[lacin dozu serum fosfat seviyesine bagli olarak ayarlanir. Tedavi yemeklerle
beraber alinan ikiser tablet ile baslamaktadir (giinde 3 gram kalsiyum karbonata
tekabiil eder). Ilacin dozunu her yemekle beraber alman 4 — 6 tablete artirmak
miimkiindiir (bu miktar giinde 10 grama kadar kalsiyum karbonata tekabiil eder).
Bu tedavi serum kalsiyum ve serum fosfat seviyelerinin moniterizasyonunu
(6l¢iimiinii) gerektirir. Kalsiyum-fosfat iiriinlerinin seviyesi 5.3 mmol%*/L? 'yi

agmamalidir. (ilacprospektusu/anti-fosfat cc 500 mg).

3.1.1.2. Sevelamer hidrokloriir (test maddesi)
3.1.1.2.(1) Sevelamer Hidrokloriiriin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Aktif farmasotik bilesen olan sevelamer hidrokloriir polimerik bir ilag
maddesidir. Sevelamer hidrokloriir, kronik bobrek yetmezligi sonucu ortaya ¢ikan
hiperfosfateminin tedavisi i¢in kalsemik olmayan bir fosfat baglayicidir. Sevelamer
GelTex Pharmaceuticals tarafindan icat edilerek gelistirilmistir. Sevelamer su anda
Sanofi tarafindan Renagel ticari adi altinda pazarlanmaktadir. Sevelamer
hidrokloriir yaklasik olarak %40 amin hidrokloriir ve %60 sevelamer baz olarak
mevcut olan kismi bir hidrokloriir tuzudur. Polimer omurgasindan bir karbon ile

ayrilan ¢oklu aminler igerir. Bu aminler bagirsakta protonlu bir formda bulunur ve
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iyonik ve hidrojen bagi yoluyla fosfat molekiilleri ile etkilesime girer
(Wikipedia/Sevelamer).

Sevelamer hidrokloriirin  molekiiler yapisina ait o6zellikler asagida
verilmistir:

0

H —d
G /\/ H
T
H
Sekil 3.2. Sevelamer hidrokloriiriin a¢ik formiilii (ChemBioDraw Ultra 13.0)

IUPAC ad1  : 2-(chloromethyl)oxirane;prop-2-en-1 amine hydrochloride
Kapal formiilii : CsHi13CLLNO

Molekiiler agirhk : 186.076 g/mol

PubChem CID: 159247

CAS Numarasi : 152751-57-0

3.1.1.2.(2) Sevelamer Hidrokloriiriin Farmakodinamik Ozellikler

Sevelamerin farmakodinamik etkisi in vitro ve in vivo olarak incelenmistir.
Sevelamer kismen protonlanmis polimer aminler i¢ermektedir. Kapsiil mideye
dagildiktan sonra tamamen protonlanmis hale gelirler. Fosfat sindirim sirasinda
serbest birakildig1 icin serbest fosfat polimere yayilabilir ve protonlanmig
(katyonik) polimer aminlerle etkilesime girebilir. Fosfat polivalent oldugu igin
tercihen baglanir. Fosfat molekiiliindeki dort oksijen atomu sevelamer’in
protonlanmig veya protonlanmamis aminleriyle iyonik veya hidrojen bagi

etkilesimlerini yapabilir.
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Sevelamerin fosfat baglama kapasitesini in vivo olarak aragtirmak i¢in birkag
kisa siireli (4-5 giin) hayvan ¢aligmas1 yapilmistir. Sevelamerin farelere oral yoldan
verilmesiyle fosfatin fekal atilimini 6nemli 6lgiide arttirmis ve idrarda fosfor
seviyelerini azaltmistir. Sicanlarda idrar ve serum elektrolitleri {izerine yapilan
calismalar, sevelamerin hidrojen fosfat (HPO4) karsiliginda kloriir iyonlar1 (CI°)
salgiladigina dair kanit saglar. Bu olgu si¢anlar ve kopeklerde tekrarli doz toksisite
calismalarinda dogrulanmistir. Diyet fosfatlarinin baglanmasina ek olarak
sevelamer saftra asitlerinin fekal atilimini 6nemli 6l¢iide arttird1 bu da iyon degisim
ozelliklerinden dolay1 safra asitlerini de bagladigin1 gdstermektedir. Bu durum
yagda ¢oziinen vitaminlerin ve kolesteroliin emiliminde degisikliklere yol acabilir.
Enterohepatik dolagima sahip ilaglarin farmakokinetigini de etkileyebilir (EMEA
2005).

3.1.1.2.(3) Sevelamer Hidrokloriiriin Farmakokinetik Ozellikleri

Radyoaktif etiketli sevelamer kullanilarak sican ve kopeklerde tek doz ve
tekrarlanan doz farmakokinetigi arastirilmistir. Tiim viicut otoradyografisi ya da
kan, idrar, safra ve doku o6rneklerinin sivi parildama sayimi sonuglari 6nemli
miktarda radyoaktivite tespit edemedi. Bu nedenle sevelamerin gastrointestinal
sistemden emilmedigi sonucuna varilmistir. In vitro ¢alismalarda simiile edilmis
mide sivisinda (pH 1.2 + pepsin) ve sicanlarin gastrointestinal igeriginde
sevelamerin belirgin bir sekilde bozulmadig gosterilmistir.

Sicanlarda radyoaktif etiketli sevelamerin alimimi takiben diskida
radyoaktivite atilim oranlar1 12 saat sonra %20-80 ve 24 saat sonra %90'dan fazla
olmustur. Digkr atilimi kdpeklerde biraz daha yavas olup 12 saat sonra %30, 24
saat sonra %50-75 ve 48 saat sonra %90 belirlenmistir. Sevelamer neredeyse
tamamen diskiya atilir. Idrarda yalnizca az miktarda radyoaktivite isareti

bulunmustur (EMEA 2005).
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3.1.1.2.(4) Sevelamer Hidrokloriiriin Kullanim Sekli

Sevelamerin kullanim dozu hastalarin serum fosfat konsantrasyonuna gore
belirlenmektedir. Alternatif bir fosfat baglayici olarak regete edilirse hastanin
onceki kullandig1 kalsiyum bazli fosfat baglayiciya kiyasla bir mg agirlik esdeger
dozlarda verilmelidir. Serum fosfat seviyeleri yakindan izlenmeli ve ilacin dozu
serum fosfatin 1.94 mmol/L veya altina diisiiriilmesi hedefine gore ayarlanmalidir.
Kan serum fosfat diizeyi istikrarli bir serum fosfat seviyesine ulasilana kadar ve
sonrasinda diizenli araliklarla her bir ile {i¢ haftada bir test edilmelidir. Doz aralig1
giinde 1 ila 10 kapsiil arasinda degisebilecegi belirtilmistir (Scientific discussion;

EMEA 2005).

3.1.1.3. Elektroforez Tamponu

Komet testinde elektroforez islemini gerceklestirmek igin kullanilan
elektroforez tamponu 10 M NaOH ve 0.2 M EDTA bilesenlerinden olusmustur. Bu
kimyasallar uygun oranlarda tartildiktan sonra iizerine 1350 mL saf su ilave

edilmistir. Bir giin 6nceden hazirlanarak + 4 °C’de saklanmigtir.

3.1.1.4. Entellan

Regineden {iretilen ve toliien solventli, akici, seffaf, lam-lamel kapatilmasini
saglayan ve ksilenle temizlenebilen bir yapistirict olup preparat kapatma
soliisyonudur (Merck, Cat No: 7961). Hazirlanan preparatlar1 daimi hale getirmek

amaciyla lam ile lameli birbirine yapistirmak i¢in kullanilmistir.

3.1.1.5. Etidyum Bromid (EtBr)

Bir floresan boya olan EtBr (Sigma Cas No: 1239-45-8) komet testinde
DNA’nin boyanmasi amaciyla kullanilmigtir. Bunun i¢in EtBr’den 1 mg alinip
iizerine 10 mL saf su ilave edilerek son konsantrasyon 100 pg/mL olacak sekilde

stok ¢ozeltisi hazirlanmstir.
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3.1.1.6. Etil Alkol (Sigma No: 32205)
Deneyin bir¢ok asamasinda sterilizasyon amagli %70’lik etil alkol
hazirlanarak yiizeylerin ve kullanilan arag-gere¢ ve materyalin temizlenmesinde

kullanilmustir.

3.1.1.7. Fiksatif

Mikronukleuslar1 (MN) incelemek amaciyla yapilacak olan preparatlarin
hazirlanmasinda iki farkli fiksatif kullamlmustir. lk fiksatif muamelesi 1 kisim
glasial asetik asit’in 5 kisim metanol ile karistirtlmasindan sonra bu karisimin 1/1
oraninda % 0.9 NaCl ile seyreltilmesiyle (1 glasiyal asetik asit / 5 metanol / 6
NaCl) hazirlanmistir. ikinci fiksatif islemi ise 1 hacim glasiyal asetik asit ve 5
hacim metanol’iin (1/5 = glasiyal asetik asit / metanol) karistirilmasi ile hazirlanan
fiksatif ile yapilmistir.

Fiksatifler kullanilmadan iki saat 6nce hazirlanmis ve agz1 kapali cam bir
kapta buzdolabinda (+4 °C) saklanmistir. Her seferinde preparat yapim isleminden

iki saat dnce taze olarak hazirlanip kullanilmigtir.

3.1.1.8. Fosfat Tamponu (Phosphate Buffer Saline = PBS)

Komet testinde hiicre kiiltiirii i¢gin PBS kullanilmustir.

3.1.1.9. Giemsa Boyasi

Giemsa soliisyonunu ilk defa Alman mikrobiyolog Gustav Giemsa
adlandirilmis olup malarya ve diger parazitlerin histopatolojik tanisinda ve
sitogenetikte kullanilmaktadir. Giemsa DNA’daki fosfat grubu icin spesifik
yapidadir ve adenin-timin yogunlugu yiiksek DNA bdlgelerine sikica baglanir.
Bizim ¢alismamizda Giemsa boyasi Merck firmasindan (CAS. No: 1.09204) hazir
olarak temin edilmistir. Sorensen tamponu igerisinde hazirlanmis ve filtre edilmis
% 5’lik boya eriyigi MN testinde nukleuslar1 boyamak i¢in kullanilmistir. Boya her

seferinde taze hazirlanmistir.
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3.1.1.10. Glasiyal Asetik Asit
Glasiyal asetik asit (CAS No: 64-19-7) MN testinde fiksatif hazirlanmasinda
kullaniimustir.

3.1.1.11. (%20) Glukoz Cozeltisi
Ames testinde Minimal Glukoz Agar (MGA) plaklart hazirlanmasinda
kullaniimustir.

3.1.1.12. Hidrojen Peroksit (H>O>)
Hidrojen peroksit (CAS No: 7722-84-1) komet testi i¢in pozitif kontrol
olarak kullanilmigtir. Saf haldeki HZOZ’den 6 puL almip 1000 pL saf su ile

tamamlanarak stok hazirlanmistir. HZOZ’nin bekletilmesinden dogabilecek olumsuz

etkileri 6nlemek amaciyla her komet testi i¢in taze olarak hazirlanmustir.

3.1.1.13. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak % 0.4’liikk Potasyum kloriir (KCl) kullanilmustir.
Eriyik bidistile su igerisinde stok halinde hazirlanarak agzi kapali cam bir kap
icerisinde buzdolabinda (+4°C) saklanmistir. Her preparasyondan yaklagik bir saat
once yeterli miktarda eriyik almip inkiibator ile 37°C’ye kadar 1sitilarak
kullanilmistir. Bu ¢6zeltinin yogunlugu hiicrenin plazmasindan daha az oldugu igin
lenfositlerinin dengeli bir sekilde su alarak sismesini ve preparasyonun kaliteli

olmasini saglamaktadir.

3.1.1.14. Histidin/Biyotin (HB) Soliisyonu (0,5 mM)

Bu ¢ozelti Ames testinde top agari yeterli miktarda biyotin ve eser miktarda
histidin takviye etmek i¢in kullanilmigtir (100 mL top agara 10 mL olarak).

250 mL HB soliisyonu hazirlamak igin:
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e D-Biyotin (F.W. 247.3): 30,9 mg
e L-Histidin-HCI (F.W. 191,7): 24,0 mg
e Distile su: 250 mL

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢oziilmiis daha sonra
histidin ilave edilerek otoklavda 121°C’de 20 dk sterilize edilmistir. Soliisyon

+4°C’de saklanmustr.

3.1.1.15. HMA Agar (High Melting Agar=Yiiksek Kaynama Dereceli Agar)
HMA agar (Sigma CAS No: 9012-36-6) komet testinde lamlarin kaplanmasi
amaciyla kullanilmistir. Bunun i¢cin HMA agardan 0.65 gr alinip 100 mL saf suda
sitilarak ¢oziilmiistiir. Daha sonra rodajli lamlarin tek tarafi hazirlanan bu agarla
kaplanmig ve lamlar kurumaya birakilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir.

Lamlarin agarla kaplanmasi islemi deneyden 1 giin 6nce yapilmistir.

3.1.1.16. Kromozom Medyumu

Bu ¢aligmada Gibco firmasinin iirettigi PB-Max. kromozom karyotipleme
medyumu (CAS. No. 12557-013) MN testinde hiicre kiiltiird i¢in kullanilmustir.
PB-Max. medyumu fitohemaglutinin i¢eren tam medyumdur.

Bu medyum her tiipe 2.5 mL olacak sekilde paylastirilmis ve bu miktarlarda
kullanilmistir. Kiiltiir tiipleri steril olarak temin edilmistir (12 mL’lik vida kapakli,

Cellstar, Cat No: 164 160). Medyum’un igerigi Cizelge 3.1.”de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Kromozom medyumu igerigi

Icerik Molekiiler ~ Konsantrasyon mM
Agirlik (mg/mL)
Aminoasitler
Glisin 75.0 10.0 0.13333334
L-Arjinin 174.0 200.0 1.1494253
L-Asparajin 132.0 50.0 0.37878788
L-Aspartik asit 133.0 20.0 0.15037593
L-Sistin 2HCI 313.0 65.0 0.20766774
L-Glutamik Asit 147.0 20.0 0.13605443
L-Glutamin 146.0 300.0 2.0547945
L-Histidin 155.0 15.0 0.09677419
L-Hidroksiprolin 131.0 20.0 0.15267175
L-izolusin 131.0 50.0 0.3816794
L-Losin 131.0 50.0 0.3816794
L-Lizin hidroklorid 183.0 40.0 0.21857923
L-Metiyonin 149.0 15.0 0.10067114
L-Fenilalanin 165.0 15.0 0.09090909
L-Prolin 115.0 20.0 0.17391305
L-Serin 105.0 30.0 0.2857143
L-Treonin 119.0 20.0 0.16806723
L-Triptofan 204.0 5.0 0.024509804
L-Tirosin disodyum tuzu 261.0 29.0 0.11111111
dihidrat 117.0 20.0 0.17094018
L-Valin
Vitaminler
Biotin 244.0 0.2 8.1967213E-4
Kolin Kkloriir 140.0 3.0 0.021428572
D-Kalsiyum pantotenat 477.0 0.25 5.24109E-4
Folik asit 441.0 1.0 0.0022675737
Niasinamid 122.0 1.0 0.008196721
Para-Aminobenzoik asit 137.0 1.0 0.0072.9927
Piridoksin hidroklorid 206.0 1.0 0.004854369
Riboflavin 376.0 0.2 5.319149E-4
Tiamin hidrokloriir 337.0 1.0 0.002967359
Yitamin B12 1355.0 0.005 3.690037E-6
I-Inositol 180.0 35.0 0.19444445
Inorganik tuzlar
Kalsiyum Nitrat (Ca (NO3)2 236.0 100.0 0.4237.2882
4H,0) 120.0 48.84 0.407
Magnezyum Siilfat (MgSOy) 75.0 400.0 5.3333335
Potasyum Klorid (KCI) 84.0 2000.0 23.809525
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Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) 58.0 6000.0 103.44827
Sodyum Klorid (NaCl) 142.0 800.0 5.633803
Sodyum Fosfat dibazik

(Na:HPO4) susuz
Diger Bilesenler
D-Glikoz (Dekstroz) 180.0 2000.0 11.111111
Fetal s181r serumu - Gizli -
Gentamisin Siilfat - 35.0 0
Glutatyon 307.0 1.0 0.0032573289
Fenol kirmzisi 376.4 5.0 0.013283741
Fito hemaglutinin - Gizli -

3.1.1.17. Lizis Cozeltisi

Komet testinde lysing soliisyonunun bir bileseni olarak kullanilmistir. Lizis
soliisyonu 2.5 M NaCl (Merck CAS No: 1.06404), 10 uM EDTA (Sigma CAS No:
6381-92-6), 10 mM Tris (Merck CAS No: 77-86-1) ve saf su bilesenlerinden
olugmustur. Bu kimyasallar uygun oranlarda tartildiktan sonra tlizerine 270 mL saf
su konup bir erlen igerisinde 1sitilarak ¢oziilmiis ve soguma islemi gerceklestikten
sonra 10 M NaOH ile pH’1 10’a ayarlanmistir. Kullanilmak tizere oda sicakliginda

saklanmustir.

3.1.1.18. LMA Agar (Low Melting Agar=Diisiik Kaynama Dereceli Agar)
LMA agar (Sigma CAS No: 39346-81-1) komet testinde hiicrelerin sandvig

modeli gibi agara gomiilmesi amaciyla kullanilmistir. Bunun i¢in LMA agardan

0.065 gr tartilip 10 mL saf suda kaynatilmistir. Hiicrelerin agarla karistirilmasi

isleminde agarin el yakmayacak sicaklikta olmasina 6zen gosterilmistir.

3.1.1.19. Lysing Cozeltisi
Komet testinde DNA’daki hasar boyutunu belirlemek icin ¢iplak DNA’nin
elde edilmesi isleminde kullanilmistir. Lysing soliisyonu 3 mL Triton X (Merck

CAS No: 9036-19-5), 30 mL DMSO (Carlo ERBA CAS No: 67-68-5) ve 267 mL
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lizis ¢ozeltisi kullanilarak son hacmi 300 mL olacak sekilde hazirlanmigtir. Bir giin

onceden hazirlanarak + 4 °C’de saklanmustir.

3.1.1.20. Metanol (Methanol, Metil Alkol, Karbinol)

MN testinde fiksatif hazirlanmasinda kullanilmustir.

3.1.1.21. Minimal Glukoz Agar (MGA) Plaklar:
Ames testinde, mutajenite deneyi i¢in kullanilmistir.

1000 mL MGA hazirlamak tizere:

e AgarlSg

e Distile su 930 mL
e 50X VB 20 mL

o %20 glukoz 50 mL

Maddeler distile suya ilave edilmistir. Son hacimlerine tamamlanir. Kapta
karigtirilip ¢oziilmiis ve otoklavlanarak sterilize edilmistir. 45 °C’ye sogutulup petri

kutularina 30 mL olarak aktarilmisgtir,

3.1.1.22. Mitomisin C (MMC) (Sigma No: Y0000378)

Bu calismada kuvvetli bir mutajen oldugu bilinen mitomisin C,
mikronukleus testinde pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Mitomisin C steril saf
suda c¢oziilerek stok c¢ozelti hazirlandiktan sonra kiiltiir tiiplerine son

konsantrasyonu 0.25 pg/mL olacak sekilde 10 pL icerisinde ilave edilmistir.
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Sekil 3.3. Mitomycin C’nin a¢ik formiilii

Kimyasal ad : 6-Amino-1,1a,2,8,8a,8b-hexahydro-8-
(hydroxymethyl)-8a-methoxy- 5-methyl-
azirino[2',3":3,4] pyrrolo[1,2-a]indole-4,7-
dionecarbamate (ester)

Kapal formiilii : CisHisN4Os

Acik formiilii : Sekil 3.3

Molekiil agirhg  : 334.33 g/mol

Erime noktasi : >360°C

CAS No : 50-07-7

3.1.1.23. Nitrik Asit (HNO3)

Kuvvetli bir asit olan nitrik asit (Sigma 438073) ve HNO; formiiliiyle
gosterilir. Nitrik asitin konsantrasyonu arttik¢a tehlikesi artar bu ylizden istenilen
konsantrasyon dikkatli bir sekilde hazirlanmalidir. MN testinde kullandigimiz
lamlan temizlemek amaciyla 1IN HNOs ¢ozeltisi kullanilmistir. Lam temizleme
soliisyonu laboratuarda agzi kapali uygun plastik bir kapta saklanarak her defasinda

tekrar tekrar kullanilmustir,

37



3. MATERYAL VE METOD Goulzar ULAYA

3.1.1.24. Notralizasyon Tamponu

Komet testinde elektroforezden ¢ikan preparatlarda pH dengesini saglamak
amaciyla kullanilmistir. 0.4 M Tris (Merck Cas No: 77-86- 1) alinip {izerine 300
mL saf su eklenmistir. Daha sonra HCI ile ¢ozeltinin pH’1 7.5’e ayarlanmistir.

Kullanilmak tizere oda sicakliginda saklanmaistir.

3.1.1.25. 4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD) (20 pg/petri)

Ames testi organizmalarindan olan TA 98 susu ile metabolik aktivasyon (S9
fraksiyonu) olmakzsizin yapilan geri mutasyon testinde pozitif kontrol olarak
kullanilmistir.  Stok, 0,02 g 4-NPD tartilip 10 mL DMSO’da ¢oziilerek
hazirlanilmistir. Oda sicaklifinda saklanmistir. Deneyde kullanilan pozitif kontrol
1/10 oraninda seyretilmis 4-NPD’dir. Bu ¢d6zelti 100 pL icinde petrilere ilave

edilmistir.

3.1.1.26. Nutrient Broth Sivi Kiiltiir Ortam (NB)
Ames testinde bakterilerin gecelik kiltiirde biiyiitiilmeleri i¢in kullanilmustir.

200 mL NB hazirlamak igin:

e Oxoid nutrient broth no2: 5 g
e Distile su: 200 mL

Broth ve su karistirtlip otoklavda 121°C’de 20 dk sterilize edilip +4°C’de

saklanmugtir.

3.1.1.27. Sitokalasin B
Sigma Aldrich’den satin alinan sitokalasin B (Cat No: 2743) mikronukleus
testinde hiicreler boliiniirken sitokinezi inhibe etmek ve iki nukleustan meydana

gelen hiicreler olusturmak amaciyla kullanilmistir. 5 mg sitokalasin-B’ yi yaklasik
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6173 pL %50’lik etanol ¢ozeltisinde ¢oziilmiistiir. Bu sekilde her bir tiipe (2.7 mL)

20 pL verildiginde besi yerinin 1 mL’si i¢in 6 pg sitokalasin B vermis oluruz.

Sekil 3.4. Sitokalasin B’nin a¢ik formiilii

Kimyasal adx : Cytochalasin B
Kapal formiilii : CH37NO:s
Acik formiilii : Sekil 3.4
Molekiil agirhigi : 479.61 g/mol
Erime noktasi :218-223 °C
Kaynama noktasi :218-223°C
Saflik diizeyi : % 98

CAS No : 14930-96
Sigma No : C-67

3.1.1.28. Sodyum Azid (SA) (1 pg/petri)

Ames testinde TA 100 susu i¢in S9 fraksiyonu yoklugunda kullanilan
kimyasaldir. Pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Stok, 0,01 g Sodyum Azid tartilip
100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanilmigtir. +4°C’de saklanmistir. Deneyde
kullanilan pozitif kontrol 1/10 oraninda seyretilmis Sodyum Azid ¢ozeltisi’dir.
Sodyum azid 100 pL i¢inde petrilere ilave edilmistir.
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3.1.1.29. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

Ik defa Danimarkali Soren Sorensen tarafindan kullamldig1 igin Sorensen
tamponu olarak anilan bu tampon %5’lik Giemsa boyasi hazirlanirken boya
¢ozeltisinin pH degerini ayarlamak i¢in kullanilmistir. Bu tampon eriyik tampon A
ve tampon B olmak {izere iki stok ¢ozelti halinde hazirlanmis olup, bu ¢ozeltiler
calismanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak

kullaniimustir.

Tamponlarin Hazirlanisi:
Tampon A: 11.34 gr KH,PO4250 mL saf su i¢inde eritilmistir (pH=4.8).
Tampon B: 14.83 gr Na,HPO,4.12H,0 250 mL saf su i¢inde eritilmistir (pH=9.3).

3.1.1.30. Top agar (yumusak agar)
Ames testinde mutasyon deneyi igin kullanilmistir.

1000 mL top agar hazirlamak iizere:

o Agarbgr
e NaCl5 gr
e Distile su 1000 mL

Agar, su ve tuz manyetik karistiricida 1sitilarak ve karistirilarak ¢oziilmiis ve

otoklavda 121°C’de 20 dk sterilize edilmigtir.

3.1.1.31. Tripan Blue

Komet testi yapilirken izole lenfositlerin canlilik oranimi belirlemek
amaciyla tripan blue (Sigma CAS No: 72-57-1) boyast kullanilmistir. Stok tripan
blue hazirlamak icin % 0.4’liik tripan blue’den 4 mL aliip {lizerine 1 mL saf su

eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan stok tripan blue’den 10 pL alinip {izerine 10 pL
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stok lenfosit ilave edilip canlilik testine bakilmistir. Mikroskopta canli hiicreler

seffaf 6lii hiicreler ise mavi renkte goriilmiistiir.

3.1.1.32. Vogel-Bonner-E Ortam (50XVB tuzlar)

Ames testinde minimal glukoz agar (MGA) plaklar1 hazirlamak igin
kullaniimustir.

1000 mL 50X VB tuzlar1 hazirlamak tizere:

e Magnezyum siilfat (MgS0O4.7H,0) : 10 gr

e Sitrikasit monohidrat: 100 gr

e Potasyum fosfat (KoHPO4): 500 gr

e Sodyum amonyum fosfat (NaHNH,4 PO4.4H,0O): 175 gr
e Distile su (45°C) : 670 mL

Maddeler yukarida yazdiklar1 sira ile distile suya eklenmistir. Son
hacimlerine tamamlanip otoklavda 121°C’de 20 dk sterilize edilmistir. Oda

sicakliginda karanlikta saklanmigtir.

3.1.2. Kullanilan Deney Ekipmanlar
3.1.2.1. Elektroforez Sistemi
Komet testinde DNA Orneklerini elektroforez tamponunda yiiriitmek

amaciyla kullanilmistir.
3.1.2.2. Gii¢ Kaynag

Komet testinde DNA &rneklerini yiiriitmek amaciyla elektroforez tankina

baglanabilen Cleaver nanoPAC-300 mA’lik gii¢ kaynagi kullanilmusgtir.
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3.1.2.3. Hassas Terazi
Hava akimlarina karsi 6zel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr

hassasiyetindeki Gec Avery marka terazi kimyasallarin tartilmasinda kullanilmstir.

3.1.2.4. inkiibator
Hiicre kiiltliriiniin yapilmasinda hipotonik eriyik ile muamele edilen
hiicrelerin 37°C’de inkiibe edilmesi ve baz1 eriyiklerin 37°C’ye kadar 1sitilmasinda

Incucell marka 0°C-100°C ayarlanabilir inkiibator kullanilmistir.

3.1.2.5. Manyetik Karistiricili Isitict
Baz1 ¢ozeltileri hazirlamak i¢in Chiltern Hotplate HS31 marka karigtirma
devri ve 1sitma sicaklifi ayarlanabilir manyetik karistiricili 1sitict  tabla

kullanilmgtr.

3.1.2.6. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan Olympus marka binokiiler
151k mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmistir. Fotograflar ise yine
Olympus marka mikroskopta dijital fotograf makinesi (Olympus CX31RTSF, 7.1
Megapixel) ile ¢ekilmistir. Komet testinde niikleus incelemeleri i¢in de ayn1 marka

floresan mikroskobu kullanilmistir.

3.1.2.7. Otoklav
Deneylerde kullanilan donanim, malzeme ve eriyiklerin sterilizasyonu
amaciyla Hiramaya marka otoklav kullanilmistir. Sterilizasyon, 120°C sicaklik ve

1.2 atm basinca 20 dk siirede gerceklestirilmistir.

3.1.2.8. pH Metre
Kimyasallarin pH degerlerini saptamak i¢in Thermo Fischer marka pH metre

kullanilmastir.
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3.1.2.9. Santrifiij
Rotor cap1 21 cm olan ve 4000 devir/dakikaya kadar yiikselebilen devir hizi,
99 dk.’lik zaman ayarlayici, agilabilir baghiga sahip ve 28 tiip kapasiteli Hettich

Universal marka santrifiij ¢aligmalarda kullanilmistir.

3.1.2.10. Sogutmah Santrifiij
Komet testinde eppendorf tiiplerindeki 6rneklerin santrifiij edilmesi amaciyla
Vwr Micro Star 17 R marka sogutmali santrifiij cihazi (24 x 2.2 - 1.5 mL rotor i¢in

maksimum 9.000 rpm hizina erisebilen) kullanilmistir.

3.1.2.11. Steril Kabin (Flow Kabin)

Hiicre Kkiiltiirii tiiplerine kromozom mediumu konulmasi, kan ekiminin
yapilmasi ve test eriyiklerinin kiiltiir tiiplerine ilave edilmesi sirasinda steril bir
ortam olarak, %99.9 partikiil tutma 6zellikli filtreye sahip, 1500 m*h emis
kapasiteli, UV ve fluoresan ampul eklentisi olan Labormed marka flow kabin

kullantlmagtr.

3.1.2.12. Vorteks
Orneklerin karistirilmasi icin cesitli hiz kademelerine sahip Velp Scientifica

marka vorteks cihazi kullanilmistir.

3.1.3. Lamlarin Temizlenmesi

Kiiltiir siiresinin bitiminden iki gilin 6nce etiketli olan lamlar saleye dizilerek
iizerlerini iyice Ortecek sekilde 1 N nitrik asit (HNOs) konmustur. Salenin agzi
kapatilarak bu sekilde 24 saat bekletilmistir. Siire bitiminde lamlar yarim saat akan
cesme suyunda iyice yikanmistir. Lamlar 3-4 defa saf sudan gecirildikten sonra
sale saf su ile doldurularak buzdolabinda saklanmistir. Bu lamlar preparat

yapilacagi zaman buzdolabindan ¢ikartilarak soguk halde kullanilmstir.
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3.1.4. Sterilizasyon

Deney asamasinda kullanilan cam malzemeler, pipet uclar1, ependorf tiipler
vs. tiim ara¢ gerecler aliiminyum folyo ile sarildiktan sonra otoklav bandi ile
baglanmistir. Daha sonra 121 °C sicaklik ve 1.2 atm basingta 20 dk siire ile

sterilizasyon iglemi gerceklestirilmistir.

3.2. Metod
3.2.1. Mikronukleus (MN) Olusumunu Saptamasi
3.2.1.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

In vitro MN testinde Rothfuss ve ark. (2000)’nin gelistirdikleri yontem
modifiye edilerek kullanilmistir. Bu yonteme gore, saglikli ve sigara igmeyen
yaslar1 birbirine yakin dort kadindan alman 1/10 oraninda heparinize edilmis
periferik kan 6rnekleri kromozom medyumlarina steril sartlarda 6 damla (0.2 mL)

ekilmistir ve hiicreler 37£1°C’de 68 saat inkiibe edilmistir.

v Kalsiyum karbonat ve Sevelamer hidrokloriiriin genotoksik/sitotoksik
etkilerini belirlemek i¢in son konsantrasyon 0,5, 1 ve 2 mg/mL olacak
sekilde kiiltiir ortamina kiiltiiriin baglangicindan 20 ve 44 saat sonra
ilave edilmistir.

v' Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonra her tiipe konsantrasyonu 6
ug/mL olacak sekilde sitokalasin-B maddesi ilave edilmis ve bdylece
boliinen hiicrelerde sitokinez engellenmistir.

v'  Inkiibasyonun sonunda kiiltiir tiipleri 2000 devir/dk hizinda 5 dk
stireyle santrifiij edilerek siipernatant atilmis ve hiicrelerin bulundugu
tiiplere hipotonik eriyik (%0.4 KCl) yavas yavas ve pipetaj yapilarak
ilave edildikten sonra tiipler inkiibasyon yapilmaksizin direkt olarak
santriflyj edilmistir.

v Kiiltiir tipleri 1200 devir/dk hizinda 10 dk. boyunca santrifiij edilmis

ve silpernatant atilarak birinci fiksatif (1/5/6=glasiyal asetik
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asit/metanol/%0.9 NaCl) ilave edilmis ve hiicreler bu fiksatif ile
muamele edilmistir.

v’ Birinci fiksatif ile oda sicakhiginda 15 dk muameleden sonra 1200
devir/dk, 10 dk. daha santrifiij edilen tiiplere bu kez glasiyal asetik asit
/ metanol (1/5) karistmindan ibaret ikinci fiksatif ilave edilerek 10 dk
oda sicakliginda fiksatif muamelesi yapilmistir (Bu fiksatif muamelesi
iki kere tekrarlanmustir).

v Santrifiij yapilarak stipernatant atilmis ve Kkiiltiir tiiplerinin dibinde
toplanmis olan hiicreler resiispanse edilmistir.

v' Hiicre siispansiyonu soguk ve temiz lamlar {izerine 10 cm

yiikseklikten damlatilarak preparatlar hazirlanmstir.

3.2.1.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar bir giin sonra Sorensen tamponunda hazirlanmig
%5’lik Giemsa boyasi ile 4-5 dakika boyanmis ve boyanmis preparatlar {i¢ ayr
kapta bulunan saf sudan gegirilerek boyama islemi durdurulmus ve sonra havada
kurumaya birakilmistir. Kuruma igleminden sonra preparatlar entellan ile

kapatilarak daimi preparat haline getirilmistir.

3.2.1.3. Mikronukleus Testi I¢cin Hazirlanan Preparatlarda Mikroskobik
inceleme
Hazirlanan daimi preparatlar Olympus marka 151k mikroskobunda 10 x 40 =

400 biiytiltmede incelenmistir.

3.2.1.4. Mikronukleus Sayis1 ve Niikleus Bolinme Indeksinin (NBI)
Saptanmasi

Mikronukleus sayisim1 belirlemek amaciyla her bir kigiye ait daimi
preparatlarda her kisinin her muamele grubu ve kontrollerinde iki nukleusa sahip

(biniikleer) toplam 1000 hiicre (Sekil 3.6) incelenmis ve bu biniikleer hiicreler
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igerisinden mikronukleuslu olanlar saptanmigtir. Ayrica incelenen hiicrelerde
toplam mikronukleus sayisi belirlenmistir. Sonug olarak mikronukleuslu hiicrelerin
toplam hiicrelere oranlanmasi ile mikronukleuslu hiicre orani, toplam mikronukleus
sayisinin incelenen hiicre sayisina oranlanmasiyla da hiicre basina diisen MN sayist
(MN/hiicre) saptanmistir. Buradan da MN yiizdesi hesaplanmaistir.

Biniikleer hiicre ve mikronukleus ayirimi Titenko-Holland ve ark. (1997) ve

Fenech (2000)’e gore yapilmistir. Buna gore:

(1) Hiicreler belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak ya da oval goriiniime sahip
olmalidir,

(2) Benzer olarak, niikleuslar belirgin niikleus zariyla gevrili yuvarlak ya da
oval olmalidir,

(3) Icerisinde MN sayilan hiicreler sadece bir niikleus béliinmesi gegiren
hiicrelerdir,

(4) MN’lar sadece ana niikleusun 1/3’ ya da daha kiiglik olduklarinda
hesaba katilmalidir,

(5) MN’lar ana niikleus gibi boyanmalidir,

(6) MN’lar ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmig olmalidir.

Sitokinez bloklama yonteminin en Onemli yarari, béliinen hiicre
populasyonunda niikleus boliinmesinin ilerleyisini ve ¢ogalmasmi belirleyecek
imkan: vermesidir. Bu durum sitokalasin-B ilavesinin ardindan olusan bir
niikleuslu, iki niikleuslu, {i¢ niikleuslu ve dort niikleuslu hiicrelerin sayilarinin
belirlenmesiyle yapilir. Niikleus bdliinme indeksi Eastmond ve Tucker (1989)

tarafindan 6nerilen formiile gére hesaplanmstir.

1xM1+2xM2+3xM3+4xM4
N

NBI=
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Formiile gore, M1 bir niikleuslu (Sekil 3.5), M2 iki niikleuslu (Sekil 3.6),
M3 ii¢ niikleuslu (Sekil 3.7), M4 dort niikleuslu (Sekil 3.8) hiicrelerin sayisini, N
ise toplam hiicre sayisin1 gostermektedir. NBI’nin hesaplanmasi kimyasal
maddenin veya fiziksel bir etkenin sitotoksik etkisini gostermede onemli bilgiler
saglar (Fenech, 1997). Bu nedenle MN bakimindan incelenen preparatlar daha
sonra niikleus boliinme indeksini (NBI) (Nuclear Division Index=NDI) belirlemek
icin tekrar incelenmistir. Bu ¢alismada NBI i¢in her bir kisinin preparatlarindan
tesadiifi secilmis alanlarda toplam 1000 hiicre (4 kiside toplam 4000 hiicre)

incelenmistir.
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Sekil 3.5. Bir niikleuslu hiicre. X1000.

Sekil 3.6. iki niikleuslu hiicre. X1000.
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Sekil 3.7. Ug niikleuslu hiicre. X1000.

Sekil 3.8. Dort niikleuslu hiicre. X1000.
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3.2.1.5. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf ¢ekme islemi Olympus marka trinokiiler mikroskoba bagli dijital
fotograf makinasinda 1000 biyiitmede yapilmistir (Olympus CX31RTSF, 7.1
Megapixel) biniikleer hiicrelerden mikronukleusa sahip olanlarin ve 1, 2, 3 ve 4

niikleuslu hiicrelerin fotograflari ¢ekilmistir.

3.2.2. Alkalin Komet Testi (Tek hiicre jel elektroforez/Kuyruklu yildiz testi)
3.2.2.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Komet testinin uygulanmasi icin preparatlarin hazirlanmasi ve gerekli diger
islemler icin Singh ve arkadaglarinin (1988) kullandiklart metod laboratuvar
kosullarimiza uyacak sekilde modifiye edilerek kullanilmistir. Deney igin saglikli
ve sigara igmeyen yaslar1 birbirine yakin iki kadindan (26-27) alinan kandan elde
edilmis lenfosit 6rnekleri ependorf tiiplerine 100 pL olacak sekilde paylastirilmis
ve flizerine 1000 pL. PBS (fosfat tamponu) ilave edilerek lenfosit silispanse
edilmistir. Bu asamadan sonra yapilacak tiim islemler, gorinir 1518 DNA
molekiilii izerinde neden olabilecegi tiim etkileri engellemek amactyla karanlikta
gergeklestirilmistir. Daha sonra bekletilmeden tiipler + 4 °C ve 1000 devir/dakika
(rpm)’da 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiipler buz iizerine
konulmus ve 15-20 dakika bekletilerek lenfositlerin bulutsu bir yap1 olusturarak ara
katmanda toplanmasi saglanmistir. Ara katmandan (lenfositler) 100 uL almnip stok
lenfosit olusturmak iizere ayr1 bir ependorf tiipiine aktarilmistir. Bu asamada izole
lenfositlerde canlilik testine bakilmistir. Bunun i¢in temiz bir lam {izerine 10 pL
seyreltilmig tripan blue ¢ozeltisi konulmus ve iizerine kontrol tiipiinden alinan 10
pL lenfosit ilave edilip siispanse edilmistir. Ardindan lamel ile kapatma islemi
yapilip lenfositlerin canlilik oranina bakilmistir. Seffaf olarak goriinen hiicreler
canli mavi renge boyali olarak gériinen hiicreler ise cansiz kabul edilmistir. Deneye
devam edebilmek icin canlilik alt sinirinin > 90 olmasi dikkate alinmigtir. Canlilik
testinin ardindan daha 6nceden belirlenen dozlardaki test maddeleri (kalsiyum

karbonat ve sevelamer hidrokloriir) son konsantrasyonu 0,5, 1 ve 2 mg/mL olacak
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sekilde 100 pL igerisinde stok lenfositlere eklenmistir. Pozitif kontrol olarak %
35°lik hidrojen peroksit (H>0,) (100 uL), ¢oziicii kontrol olarak DMSO (100 pL)
ve kontrol olarak ise distile su (100 uL) kullanilmstir. Tiiplere test maddesi, pozitif
kontrol, ¢oziicii kontrol ve steril distile su ilave edildikten sonra hiicreler 37 °C’ de
1 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda tiipler + 4 °C ve
3000 devir/dk’ da 5 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij sonrasi tiiplerdeki
stipernatant atilmistir. Kalan lenfositlerin {izerine 100 pL. PBS tamponu ilave
edilerek tiipler dikkatlice karistirilmistir. Sonrasinda daha 6nceden hazirlanan
diisiik kaynama dereceli LMA (low melting agar) agardan 75 pL alinip ependorf
tiiplerinde bulunan 100 pL lenfosit ile hizlica karistirilmistir. Bu karigimdan 150
pL alinip bir giin 6nceden yiiksek kaynama dereceli HMA (high melting agar) agar
kullanilarak kaplanmig olan lama yayilarak iizeri lamel ile kapatilmistir. Kapatilan
preparatlar kapali kutu igerisinde 20-25 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Siire
sonunda lam iizerindeki lameller tek bir hamlede yana gekilerek c¢ikartilmig ve
lamlar igerisinde lysing soliisyonu bulunan sale igerisine yerlestirilmistir. Bu
sekilde preparatlar buzdolabinda 16 saat (en az 1 saat en fazla ise 16 saat)
bekletilmigtir. Lizis isleminden sonra lamlar elektroforez tankinda bulunan tampon
igerisine konulmus ve 25 V ve 300 mA’da 20 dakika elektroforezde DNA iplik
parcalarmin yiiriitme islemi yapilmistir. Elektroforez tanki bir giin énceden +4
°C’de bekletilmistir. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra lamlar elektroforez
tamponundan dikkatli bir sekilde alinarak bir giin énceden hazirlanip +4 °C’de
bekletilen notralizasyon tamponu igeren sale icerisine konulmus ve yine +4 °C’de 5
dakika bekletilmistir. Bu islem 2 defa tekrarlanmustir. Islemler sonrasinda
noétralizasyon tamponundan ¢ikartilan her bir lama 50 pL Etidyum Bromid (EtBr)
(100 pg/mL) ilave edilerek hiicrelerin boyanmasi saglanmistir. Lamel ile kapatilan
lamlar kapali kutu igerisinde 15-20 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Siire
sonunda fazla boyanin ugmasini saglamak amaciyla lamlar karanlik bir ortamda ve

oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir. Bu sekilde elde edilen preparatlarda
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EtBr’nin ugucu etkisinden dolay1 goriintii kalitesinin bozulmamas1 ig¢in ayni giin

igerisinde inceleme yapilmistir.

3.2.2.2. Mikroskobik inceleme

Etidyum bromid ile boyanmis preparatlar Olympus (CX31RTSF, 7.1
Megapixel) marka floresan mikroskop (546 nm eksitasyon ve 590 nm bariyer
filtre) altinda 400X biiyiitmede incelenmistir. Kullanilan test maddelerinin etkisini
belirleyebilmek amaciyla her bir kisiye ait preparatlarda her kisin her muamele
grubu ve kontrollerinde rastgele se¢ilmis 100 hiicre incelenmis ve fotograflar:
cekilerek goriintiileri kaydedilmistir. Mikroskobik incelemeler sirasinda niikleustan
disar1 dogru goc etmis DNA parcalari niikleusa bagli bir kuyruk halinde (kuyruklu
yildiza benzer bir imaj) goriiliir. Bu niikleuslarda DNA hasarinin meydana geldigi
anlasilir (Sekil 3.9). Daha sonra niikleustaki DNA hasar1 nitel yolla (gbz karar)
degerlendirmistir. Bu yontemde hiicreler hasarsiz olmalar1 ve hasar diizeylerine
gore 0°dan 4’¢ kadar skorlanmaktadir.

Diinyada uygulanan komet test tekniginin genel basamaklar1 Sekil 3.10’da
gosterilmis ve asagida ozetlenmistir (Tice ve ark, 2000; Cavas ve Konen, 2007-

2008):

1. Hiicrelerin izolasyonu: Lenfositlerin tam kandan ayrilmasi islemidir.

2, Preparasyon Asamasi: Hiicrelerin agar ile karistirilarak lam {izerine
yayilmasini i¢eren safhadir.

3. Lizis: Agara gomiilii halde lam iizerine yayilmis olan hiicrelerin hiicre
zarlarinin ve proteinlerinin yikiminin gergeklestigi asamadir. Bu agsamanin sonunda
ciplak DNA elde edilir. Lizis islemini gergeklestirmek icin 6nceden hazirlanan ve
+4 °C’de sogutularak saklanan lizis soliisyonu kullanilmaktadir. Lizis ¢ozeltisinin
bileseninde bulunan tuz proteinlerin hiicre ile olan baglarmi ve RNA yapisini
bozarken; deterjanlar ise hiicre membran yapisin1 bozmaktadir. Boylece lizis islemi

sonrasinda hiicre yapisindaki membran, ptotein, RNA, sitoplazmik ve niikleer
52



3. MATERYAL VE METOD Goulzar ULAYA

bilesenler parcalanmaktadir. Sonugta niikleoid olarak adlandirilan ve komet
olusumunun gdzlenebilecegi DNA yumaginin kalmasi saglanmaktadir.

4, DNA Sarmalmin Coéziilme Asamasi: Lizis isleminden cikan preparatlar
soguk elektroforez soliisyonu igeren (pH>13) tanka yerlestirilir ve burada 20
dakika siireyle bekletilir. Bu asamada DNA zincirlerinin ayrilarak tek iplikli hale
gecmesi saglanir.

5. Elektroforez Asamasi: DNA sarmali ¢oziildiikten sonra ayni tank ve
soliisyon igerisinde elektrik akimi uygulanarak elektroforez islemi gergeklestirilir.
Bu islem sonucunda tek iplikli DNA molekiiliinde bulunan kirik fagmentler ve
kirilma sonucu olusan DNA ilmekleri negatif (-) yiiklii olduklar1 i¢in boyutlarina
bagli olarak degisen hizlarda anoda (+ uca) dogru hareket etmektedir.

6. Notralizasyon Asamasi: Elektroforez igslemininden sonra tanktan ¢ikarilan
preparatlar pH ayarlamasini saglamak i¢in ndtralizasyon islemine tabi tutulur. Bu
islem i¢in preparatlar Onceden hazirlanarak +4 °C’de bekletilen soguk
nétralizasyon tamponu igeren salelere alinarak 30 dakika siireyle bekletilir.

7. Boyama Asamasi: Notralizasyon tamponundan ¢ikarilan preparatlar 2 kez
soguk distile sudan gegirilerek boyama iglemine tabi tutulur. Bu islem igin en
yaygin olarak kullanilan floresan boya Etidyum bromid (EtBr)’ dir. Ancak EtBr
oldukga 1yi sonug¢ vermesine ragmen yliksek oranda genotoksik etkiye sahip oldugu
i¢in bu boyaya alternatif olarak komet testinde akridin oranj, DAPI, YOYO-1 veya
propidyumiyodit boyalar1 da kullanilmaktadir.

8. Degerlendirme Asamasi: Komet ol¢limlerinde kullanilmak tizere birgok
parametre gelistirilmis olmakla birlikte kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve
kuyruktaki DNA ylizdesi en yaygin olarak kullanilan parametrelerdir. Komet test
teknigi kullanilarak DNA’da olusabilecek hasarlarin kantitatif olarak tayin
edilmesinde go6zle degerlendirmeye dayali Ol¢iimler kullanilabilecegi gibi en
garantili yontem olarak bilgisayarli komet analiz programlar1 da kullanilmaktadir.
Komet yapisi igerisinde belirli bir bolgede bulunan DNA miktar1 ile o bolgede

bulunan floresan yogunlugu arasinda dogru oranti bulunmaktadir. Bu 6zellikten
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faydalanilarak dijital goriintii sistemleri ve bilgisayar yazilim programlarinda
kullanilan ¢esitli tayin yontemleri gelistirilmistir (Sekil 3. 10). Bunlar;
e Kuyruk Uzunlugu: Cekirdek bas bolge dis kismindan itibaren go¢ eden
DNA uzunlugunun 6l¢timiidiir.
e Merkezden Kuyruk Uzunlugu: Kuyruk uzunlugu+Bas cap1/2
e Kuyruktaki DNA %’si: Kuyrukta bulunan DNA’nin hiicrede bulunan
toplam DNA’ya olan yiizdesi
e Kuyruk Momenti: Kuyrukta bulunan toplam DNA yiizdesi ile bas
bolgesinin merkezinden itibaren kuyrugun merkez kismina kadar olan

mesafenin ortak olarak hesaplanmasidir.

Kuyruk uzunlugu X Kuyruktaki DNA Yogunlugu
100

Kuyruk momenti =
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Kuyruk momenti uzunlugu

Sekil 3.9. DNA hasarina ugramis hiicrede bas ve kuyruk olusumu
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-

(Hiicre, Doku, Doku kiiltiirii) (Hiicrelerin LMA icerisinde siispanse edilmesi)

1. Hiicrelerin Izolasyonu 2, Slaytlarm Hazirlanmasi

3. Lizis
4.DNA Sarmalnm Caziilmesi
5. Elektroforez

Hasarlh DNA Hasarsiz DNA
6.Ndtralizsyon

8.Degerlendirme
7.Boyama ;

Sekil 3.10. Komet teknigi genel agsamalar1 (Fidan, 2008)
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Niikleustaki DNA hasarinin diger bir degerlendirme yontemi manuel yani
gozle degerlendirmedir. Bu yontemde hiicreler hasarsiz olmalari ve hasar
diizeylerine gore 0’dan 4’e kadar kategoriler (Grade) skorlanmaktadir (Sekil 3.11).

Bu tasnife gore;

Grade 0 — kuyrugun hi¢ olmadigini

Grade 1 — kuyruk uzunlugunun ¢ok az oldugunu

Grade2 — kuyruk uzunlugunun az oldugunu

Grade3 — kuyruk uzunlugunun ¢ok oldugunu

Grade 4 — kuyruk uzunlugunun g¢ok fazla oldugunu gostermektedir

(Bandyopadhyaya ve ark., 2008; Cavas ve Konen, 2007, 2008).

GRADE 3 GRADE 4

Sekil 3.11. Komet testi ile farkli seviyelerde hasara ugramis DNA’larin goriintiileri

Toplam skorun belirlenmesi i¢in Tabak¢ioglu tarafindan dnerilen hesaplama
yontemi kullanilmigtir (Tabakcioglu, Aktac, Pala, & Omurlu, 2016). Gorsel

kalitatif skorlama sistemi ile kuyruk ve kafa yogunluguna gore toplam 100
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kuyruklu yildiz bes kategoriden (Grade) birine ait olarak siniflandirilir. Hasarli
hiicrelerin (Grade 2,3, ve 4) skor ortalamasi hasarli hiicre oram1 (HHO) olarak
degerlendirilmistir.

Genetik hasar indeksi (GHI) olarak tanimlanan genel skor ise asagidaki

formiil uygulanarak hesaplanmistir:

Grade O...... Sayilan Hiicre x 0
Grade 1...... Sayilan Hiicre x 1
Grade 2...... Sayilan Hiicre x 2
Grade 3...... Sayilan Hiicre x 3
Grade 4...... Sayilan Hiicre x 4

Toplam Hiicre Sayisi (100)

Formiiliyle toplam hasar skoru (Genetik Hasar indeksi=GHI)
hesaplanmustir.

Gorsel skorlama 5 dakikada 1000 hiicreyi sayacak kadar hizli ve bir
bilgisayar programi gerektirmedigi i¢in ucuz ve kolay bir yontemdir. Bu konudaki
degerlendirmeler gorsel degerlendirmenin yazilim kullanimi kadar etkili oldugunu
dogrulamaktadir (http://www.geocities.com/cometassay).

Ayrica mikroskopta okiilere yerlestirilen ve mikron seviyesinde Olgiim
yapabilen bir cetvelden (mikrometre) de yararlanarak Olgiim yapmak suretiyle

gerekli parametreler hesaplanabilmektedir (Cavas ve Konen, 2008).
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Sekil 3.12. DNA’s1 go¢ etmis (kuyruklu=a) ve go¢ etmemis (kuyruksuz=b)
niikleuslar. X1000.

Sekil 3.13. DNA’s1 go¢ etmis (kuyruklu=a) ve go¢ etmemis (kuyruksuz=b)
niikleuslar. X1000.
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3.2.3. AMES/Salmonella Bakteriyel Geri Mutasyon Testi

Deneyin bilimsel esasi; ¢ogalmasi igin histidin amino asidine gereksinim
duyan Salmonella typhimurium mutant oksotrofik suglarin, mutajenik etkilerle
tekrar histidin sentezleyebilir atasal (prototrof) forma doniismesi temeline
dayanmaktadir. Bu yolla test maddelerinin neden olacagr geri mutasyonlarin
frekans1 saptanabilmistir. Ames testi metabolik aktivasyonsuz (S9-) olarak

calisilmustir.

3.2.3.1. Salmonella typhimurium Test Suslari

Calismamizda, Maron ve Ames (1983) tarafindan, Salmonella typhimurium
LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA 98 ve TA 100 suslar
kullanilmistir. TA 98 susu c¢erceve kaymasi, TA 100 ise baz cifti doniiglimii

tipindeki mutasyonlarin saptanmasinda kullanilmustir.

3.2.3.2. Test Maddelerinin Dozlar1 ve Hazirlamsi

Uygulanacak dozlari belirlemek i¢in Sevelamer hidrokloriir (SH) ve
Kalsiyum karbonat (KK)’in, 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125
mg/mL  konsantrasyonlar1  kullanilmigtir.  Elde  edilecek  sonuglarin
degerlendirilebilmesi i¢in deneylere paralel olarak spontan kontrol, ¢oziicii kontrol
(sevelamer hidrokloriir DMSO i¢inde eritilmis, kalsiyum karbonat ise steril saf
suda eritilmig) ve pozitif kontrol (TA100 susu igin 1 pg/ petri 100uL iginde
sodyum azid (NaNs), TA98 susu icin, 20 pg/petri 100uL i¢inde 4-Nitro-o-
fenilendiamine (O.NCsH3(NH>),) kullanilmustir.

3.2.3.3. Salmonella Suslarimin Gecelik Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi
Onceden hazirlannis ve -80°C’de saklanmis Salmonella suslarmin
stoklarindan 500 pL c¢ekilip 50 mL. NB ortamina ilave edilmistir. 12-16 saat

stirecinde inkiibatorde 37°C’de birakilmustir.
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3.2.3.4. Ames Mutajenite Testinin Yapihisi (S9’suz Deney)

Bu deneyde, 45°C’ye sogutulmus olan ve igerisinde 0.2 mL histidin-biyotin
cozeltisi ilave edilmis 2 mL’lik top agara test maddelerinin degisik
konsantrasyonlarindan 0,1 mL ve 12-16 saatlik bakteri kiiltiirlerinden 0,1 mL
eklenmistir. Tipler calkalanarak bir giin 6nce hazirlanilmis MGA paklarina
dokiiliip, petrilere hizla 8 isareti yaptirilarak top agarin petri iizerine homojen
dagilmasi1 saglanmigtir. 15 dakika agarin donmasi beklendikten sonra plaklar ters
cevrilerek 37°C’lik etiivde 48—72 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi
sonunda petrilerdeki gozle goriiliir His+ mikroorganizma kolonileri sayillmistir
(Sekil 3.14, Sekil 3.15). Deneyde TA 98 ve TA 100 i¢in her bir test konsantrasyonu
3 tekrarli olarak ekilmistir.

Sekil 3.14. Salmonella typhimurium TA 98 susunun kontrol sonuglari
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Sekil 3.15. Salmonella typhimurium TA 100 susunun kontrol sonuglari

3.2.4. Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen MN, NBI, KOMET ve Ames
parametrelerine ait veriler i¢in her bir muameleli grubun ortalamalar1 ile kontrol
gruplarinin ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi analiz edilmistir.
Ayrica sevelamer hidrokloriir ile kalsiyaum karbonat arasindaki farkin da dnemli
olup olmadig1 analiz edilmistir. Istatistiksel analiz IBM SPSS Statistics 25
programi kullanilarak Anova Dunnett testi ile gergeklestirilmistir (P<0.05).
Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen bulgular cizelgeler ve grafik

halinde verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Sevelamer Hidrokloriir ve Kalsiyum Karbonatin Mikronukleus (MN)
Olusumu ve Niikleus Boliinmesi Uzerindeki Etkileri

Bu calismadaki test maddeleri hiperfosfatemi tedavisinde kullanilan fosfat
baglayicilar1 sevelamer hidrokloriir (SH) ve kalsiyum karbonat (KK) ajanlaridir.
Test maddelerinin ii¢ farkli konsantrasyonu (1/2, 1 veya 2 mg/mL) ile 24 veya 48
saat siireyle muamele edilen kiiltiire alinmis insan periferal kan lenfositlerinde MN
olusumu ve niikleus bolinme indeksi (NBI) {izerindeki etkileri Cizelge 4.1.de
goriilmektedir. Ayrica test maddelerinin neden oldugu kimi biniikleer hiicrede bir
(Sekil 4.1, 4.3 ve 4.4.), bazilarinda ise iki MN olusum (Sekil 4.2) gorselleri
eklenmisgtir.

Test maddesi uygulanan tiiplerde saptanan MN igeren iki nukleuslu
(biniikleer) hiicre (MNBN) ve total MN oranlart (%o) birkag istisna harig
birbirlerine benzerlik gostermektedir.

Sevelamer hidrokloriiriin 24 veya 48 saatlik uygulamalarinda saptanan
MNBN ve total MN oranlar1 (%o) ile kontrol ve ¢oziicii kontrol (DMSQO) grubu
hiicrelerinde saptanan degerler arasinda anlamli farkliliklar bulunmamustir.
Sevelamer hidrokloriir ile 24 saat muamele edilen kiiltiirlerde saptanan MN
ortalamalariyla pozitif kontrol (MMC) tiiplerinde saptanan degerler arasinda
anlamli farklilik g6zlenmezken 48 saatlik sevelamer hidrokloriir uygulamasinda
MMC’de saptanan oranlardan oOnemli seviyede disiikk bulunmustur (P<0.05)
(Cizelge 4.1.).

Calismadaki diger test maddesi olan kalsiyum karbonat (KK) ile hiicrelerin
muamelesi sonucu saptanan MN degerlerinin bir miktar daha diisiik oldugu
gbzlenmistir. Biitiin varyantlarda saptanan MN degerlerinin muamelesiz kontrol
diizeylerine yakin ancak pozitif kontrol MMC’de saptanan mikronukleus

ortalamalarindan Onemli diizeyde diigsiik (P<0.001) oldugu ortaya c¢ikmistir.
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Kalsiyum karbonat muamelesinde ekseriyetle yiiksek konsantrasyonlarda ortaya
cikan MN artiglar1 dikkat ¢ekmekle birlikte bunlar istatistiksel olarak anlaml
bulunmanustir. Ozellikle 24 saat 0,5 ve 2 mg/mL kalsiyum karbonat uygulanan
hiicrelerde saptanan MN degerlerinin ayn1 siire ve konsantrasyon sevelamer
hidrokloriir uygulanan kiiltiirde saptanan MN degerlerinden anlamli sekilde daha
disik oldugu belirlenmistir (P<0.05). Kalsiyum karbonat sonuglartyla
karsilastirildiginda sevelamer hidrokloriiriin etkili bir mikronukleus uyaricisi
oldugu gosterilmistir. Bu bulgu calisma kurgusu acisindan test edilen iki
kimyasalin mikronukleus iiretme potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi adina 6nem arz
etmektedir. (Cizelge 4.1.).

Test maddelerinin sitostatik/sitotoksik potansiyellerinin degerlendirilmesi
amaciyla niikleus bolinme indeks (NBI) degerleri analiz edildiginde; sevelamer
hidrokloriiriin NBI degerlerini muamelesiz kontrol ve ¢oziicii (DMSO) kontrole
gdre anlaml diizeyde azalttigi bulunmustur (P<0.05). Oyle ki NBI degerlerindeki
azalma pozitif kontrol (MMC) degerlerine yakin bulunmustur. Burada sevelamer
hidrokloriiriin sitotoksik potansiyeli dikkat ¢ekicidir (Cizelge 4.1.).

Kalsiyum karbonat muamelesi sonucu kiiltiirde incelenen NBI degerleri
analiz edildiginde 6zellikle muamelesiz kontrole gore 24 saat 1 veya 2 mg/mL
uygulamasinda NBI azalmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). Bu
azalma pozitif kontrolde incelenen NBI degerlerine yakin bulunmustur. Ancak 48
saat kalsiyum karbonat uygulamasinda onemli NBI degisikligi bulunmamistir
(Cizelge 4.1.).

Calismadaki iki test maddesinin etkiledigi NBI degerleri kendi iginde
karsilastirildiginda sadece sevelamer hidrokloriiriin 0,5 mg/mL 48 saat uygulandigi
kiiltiirde hesaplanan NBI degerinin (1,200+0,024) ayn1 konsantrasyon ve siire
kalsiyum karbonat uygulanan kiiltiirlinde saptanan NBI degerinden (1,37540,034)
anlamli sekilde daha diisiik oldugu ortaya cikmustir (P<0.05) (Cizelge 4.1.). Bu

analiz sonuglaria gore sevelamer hidrokloriiriin sitotstatik etkisinin daha yiiksek
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oldugu, boliinme indeksini (NBI) kalsiyum karbonattan daha fazla azaltmasindan
anlagilmigtir.

Ayrica 24 saat kalsiyum karbonat uygulamasinda kontrole goére Gnem
olmamasina ragmen konsantrasyona bagli mikronukleus artis1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir dogrusal iligki (P<0.05) (MNBN %o’si i¢in r = 0,997)
saptanmugstir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.1. Biniikleer hiicrede gorilen bir mikronukleus o6rnegi (sevelamer
hidrokloriir 1 mg/mL, 24 saat) (x1000)

Sekil 4.2. Biniikleer hiicrede goriilen iki mikronukleus (sevelamer hidrokloriir 0,5
mg/mL, 48 saat) (x1000)
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Sekil 4.3. Biniikleer hiicrede goriilen bir mikronukleus (kalsiyum karbonat 1
mg/mL., 24 saat) (x1000)

Sekil 4.4. Biniikleer hiicrede goriilen bir mikronukleus (kalsiyum karbonat 0,5
mg/mL, 48 saat) (x1000)
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" R2 Linear = 0,994
5,00

y=1,643x+ 1,750

r =0,997

MNBN %o’si

300

250| - e

50 1,00 1,50 2,00

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda kalsiyum karbonat ile 24 saat muamele edilen
insan periferal lenfositlerinde mikronukleus igeren iki niikleuslu hiicre
bindesinin (MNBN %o’si) konsantrasyona bagli artisin1 gdsteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi.

4.1.2. Test Maddelerinin (Sevelamer Hidrokloriir ve Kalsiyum Karbonat)

DNA Hasan Uzerindeki Etkileri

Sevelamer hidrokloriir ve kalsiyum karbonat ile muamele edilen insan
periferal lenfosit hiicrelerindeki DNA hasar1 Komet (kuyrukluyildiz) yontemi ile

degerlendirilmistir. Sevelamer hidrokloriir ve kalsiyum karbonatin 1/2, 1 ve 2

mg/mL’lik konsantrasyonlari ile toplam 1 saat muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde

saptanan hasarli hiicre oran1 (HHO) (%) ve genetik hasar indeksi (GHI) Cizelge
4.2°de gorilmektedir. Kuyruklu yildiz goriiniimiine ait ornekler Sekil 4.6. ve
4.7.”de verilmigtir.

Hicre kiiltlirlerinin sevelamer hidrokloriir ile yapilan muamele sonucunda
hasarli hiicre %’si ve GHI degerlerinde mindr artiglar gézlenmekle birlikte bir
istisna hari¢c bu artiglarn kontrol ve ¢oziicii kontrol diizeylerinde oldugu

anlasilmistir. Ifade edilen istisna olarak en yiiksek konsantrasyondaki hasarin
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muamelesiz kontrolle karsilastirildiginda aradaki farkin 6nemli derecede yiiksek
oldugu ortaya cikmistir (P<0.05). Ote yandan sevelamer hidrokloriiriin sebep
oldugu hasarli hiicre ve genetik hasar indeksi degerlerinin pozitif kontrol olarak
kullanilan hidrojen peroksitin (H>O,) indiikledigi etkilere gore oldukca diisiik
kaldigr  gozlenmistir (P<0.001) (Cizelge 4.2). Elde edilen bulgularda
konsantrasyon-etki iligkisinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur
(P>0.05).

Kiiltiirler kalsiyum karbonat ile muamele edildiginde saptanan hasarli hiicre
orani (HHO) ve GHI degerlerinin tamaminin muamelesiz kontrol degerlerine ¢ok
yakin oldugu net sekilde ortaya ¢cikmistir. Ancak bunlarin pozitif kontrolde (H>O»)
saptanan hasarlardan istatistiksel olarak onemli seviyede diisiik oldugu ortaya
cikmistir  (P<0.001) (Cizelge 4.2.). Kalsiyum karbonatin neden oldugu
konsantrasyona bagli DNA hasar artiglar1 anlamli bulunmamstir (P>0.05).

Bu iki test maddesinin neden olduklan GHI degerleri aym
konsantrasyon/siirede karsilastirildiklarinda sevelamer hidrokloriiriin GHI degerini
daha etkili sekilde artirdigi bariz olarak goriilmiistiir (P<0.05) (Cizelge 4.2.). bir
onceki testte (MN ve NBI) oldugu gibi bu testte de sevelamer hidrokloriir DNA

hasarini kalsiyum karbonata gore daha fazla artirmistir.
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Sekil 4.6. Sevelamer hidrokloriiriin 0,5 mg/mL’ lik dozu ile muamele edilen insan
periferal lenfosit hiicreleri (a= DNA’s1 go¢ etmis ve b= DNA’s1 gog
etmemis niikleuslar). x40.

Sekil 4.7. Kalsiyum karbonatin 0,5 mg/mL’ lik dozu ile muamele edilen insan
periferal lenfosit hiicreleri (a= DNA’s1 go¢ etmis ve b= DNA’s1 go¢
etmemis niikleuslar). x40.
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4.1.3. Sevelamer Hidrokloriir ve Kalsiyum Karbonat’in Salmonella Suslarinin
Uzerindeki Mutajenik Etkileri

Test maddelerinin gen mutasyonunu (¢erceve kaymasi veya baz degisimi)
uyarma potansiyelini sinamak icin Salmonella typhimurium’un histidin
sentezleyemeyen mutant (oksotrof) suslarimin kullanildigi bu calismada test
ajanlariin neden oldugu geri mutasyon (reversiyon) frekansi koloni sayisindaki
artis olarak ortaya ¢ikmustir (Sekil 4.8. ve 4.9). Bu testte sevelamer hidrokloriir,
mutant suslarda (TA98 ve TA100) geri mutasyon frekansini artirmamistir
(P>0.05). Hatta sevelamer hidrokloriir TA98 susunda ¢oziicii (DMSO) kontroliin
neden oldugu geri mutasyon sikligin1 anlaml sekilde (P<0.001) azaltmistir. Ayrica
her iki sus icin Sevelamer hidrokloriiriin neden oldugu mutasyon siklig1 pozitif
kontrollerin neden oldugu mutasyon sikligindan 6nemli diizeyde daha diisiik
bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.3.). Ozetle ¢alismanin bu kisminda sevelamer
hidrokloriiriin ispatlanmamus bir sitotoksik etkisi dikkat ¢cekmektedir.

Diger test maddesi olan kalsiyum karbonat TA98 susunda bir varyant (1
mg/mL  kalsiyum karbonat) haric sevelamer hidrokloriir benzeri bir etki
gostermistir. TA100 susunda muamelesiz kontrole gbére Onem bulunmamustir.
Ancak sadece en yiiksek en yiiksek iki konsantrasyondaki (1 ve 2 mg/mL) koloni
sayist pozitif kontrolde sayilan koloni sayisindan anlamli sekilde disiik
bulunmustur (P<0.05). Bu azalma kalsiyum karbonatin TA 100 suslar1 tizerindeki
olasi sitotoksik etkisinden kaynaklanmis olabilir (Cizelge 4.3.).

Test maddelerinin geri mutasyon olusturma potansiyeli mikronukleus ve
DNA hasar1 olusturma potansiyelinden farklilik gostermistir. Ciinkii kalsiyum
karbonat 6nceki iki calismanin aksine mutant suslarda geri mutasyon frekansini
ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda sevelamer hidrokloriirden daha fazla artirdig:
gozlenmistir (Cizelge 4.3.). Ancak bu etkinin de sevelamer hidrokloriiriin
sitotoksik potansiyelinden kaynaklanmis olabilecegi diglanmamalidir.

Bu ¢aligmada mutant suslarla yapilan testlerin hi¢ birisinde konsantrasyona

baglh etki iligkisi gozlenmemistir.
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Sekil 4.8. Sevelamer hidrokloriiriin 0,5 mg/mL’lik dozuna ait Salmonella
typhimurium TA 98 susunun deney sonuglari

Sekil 4.9. Kalsiyum karbonatin 1 mg/mL’lik dozuna ait Salmonella typhimurium
TA 100 susunun deney sonuglari

75



4. BULGULAR VE TARTISMA Goulzar ULAYA

4.2. Tartisma

Bu c¢aligma ile hiperfosfatemi hastalar tarafindan kullanilan fosfat baglayici
sevelamer hidrokloriir ve kalsiyum karbonatin  genotoksik, mutajenik
sitotoksik/sitostatik etkilerini belirlemek {izere kiiltiire edilmis insan periferal
lenfositleri iizerinde mikronukleus (MN), Komet testeleri ve Salmonella
typhimurium bakterisi mutant suslari iizerinde Ames testi gerceklestirilmistir.

Bu amagla in vitro olarak ¢esitli konsantrasyonlardaki sevelamer hidrokloriir
ve kalsiyum karbonat ile belirli siireler muamele edilmis periferal kan lenfositleri
ve bakteri suslartyla yapilan ¢calismalardan elde edilen sonuglar diger arastiricilarin

yaptiklari ¢aligmalarin sonuglar ile karsilastirilmistr.

4.2.1. Sevelamer Hidrokloriir ve Kalsiyumm Karbonatin Mikronukleus (MN)
Olusumu ve Niikleus Boliinmesi Uzerindeki Etkileri

Sevelamer hidrokloriiriin 1/2, 1, 2 mg/mL konsantrasyonlarinin olusturdugu
mikronukleus igeren binukleer hiicre (MNBN) frekanslari ve total MN oranlari
kontrol ve ¢oziicii kontrole gore istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir.
Bununla birlikte 24 saat sevelamer hidrokloriir uygulanan hiicrelerdeki MN
oranlarinin ayni siire uygulanan pozitif kontrol (MMC) degerlerine yakin oldugu
anlagilmigtir. Siire 48 saate cikarildiginda ise test maddesi ile pozitif kontrol
degerleri arasinda Onemli farkliliklar gozlenmistir (P<0.05). EMEA (2005)
tarafindan yapilan bilimsel bir tartigmaya gore halihazirda resmi kanserojenlik
verileri mevcut olmamakla birlikte, in vitro ve in vivo ¢aligmalar gastrointestinal
sistemde emilmeyen sevelamer hidrokloriir etken maddeli Renagel adli ticari
preparatin genotoksik potansiyelinin olmadigi ifade edilmistir. Bu sonuglar bizim
bulgularimizi desteklemektedir. Ancak ajansin 2009 verilerine gore Sevelamer
hidrokloriiriin ames bakteriyel mutasyon testinde mutajenik olmadigi
vurgulanmakla beraber metabolik aktivasyon varliginda Cin Hamster Ovaryum
(CHO) hiicrelerinde yapisal kromozom aberasyonu sayisinda istatistiksel olarak

anlamli bir artisa neden oldugu belirtilmistir. Sevelamer viicutta absorbe
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olmadigindan in vivo g¢aligmalar gecersiz kabul edilmistir. Bununla birlikte ajans
ek mutajenite testleri talep etmemistir. Cilinkii caligmalarindan Sevelamerin
genotoksik oOzelliklerle ilgili herhangi bir endige, tekrarlanan doz toksisitesi,
kanserojenite veya iireme toksisitesi bulgusu ortaya c¢ikmamustir. Kanserojenite
calismalari, fareler ve sicanlarda 104 haftalik bir siire zarfinda gergeklestirilmistir.
Disi farelerde yiiksek konsantrasyonlarda (50.000 ppm) lenfoma sikliginin
artmasina ragmen bu artisin sevelamer ile iliskilendirilemeyecegi ifade edilmistir
(EMEA 2009). Bu sonuglarin bir kismu bizim bulgularimizla benzerlik
gostermektedir.

Bizim ¢alismamizin sonuglarina benzer ancak in vivo sartlarda Pastor ve ark.
(2018) tarafindan yapilan MN deneyinde sevelamer alan ciddi bobrek yetmezligi
olan 214 erigkin hastada genotoksik ve sitotoksik potansiyel gozlenmemistir.
Hastalarda in vivo sartlarda yapilan ¢alismanin sonuglart bizim bulgularimizla
bilimsel olarak ortiismektedir.

Calismadaki diger test maddesi olan kalsiyum karbonat bizim sonuglarimiza
gore hicbir konsantrasyonda ve periyotta MN olusumunu indiiklememistir. Ayrica
saptanan MN degerleri pozitif kontroliin (MMC) indiikledigi oranlarindan 6nemli
derecede diisiiktiir.

Efsa (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi) (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada
nano boyuttaki (60-100 nm) kalsiyum karbonatin bir dizi in vitro genotoksisite
analizinde negatif sonuclar verdigi saptanmustir. Ilaveten kronik toksisite veya
kanserojenitesi hakkinda veri mevcut olmadigi ve uzun Omiirli bir giivenli
kullanim ge¢misi oldugu gdz oniine alindiginda, kalsiyum karbonatin kanserojen
potansiyele sahip olma ihtimalinin ¢ok diisiikk oldugu kanaatine varilmigtir. Bu
rapordaki genotoksisite ile ilgili veriler bizim sonuglarimizla 6nemli OSlgiide
uyumludur.

Hiicre hatlariyla farkli biyoanalizler kullanilarak yapilan bir g¢aligmada
kalsiyum karbonat (CaCOs) nanokristalinin fare embriyo fibroblast hiicre hatti

(NIH/3T3) iizerinde sitotoksisite ve genotoksisitesi analiz edildiginde kontrol ile
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anlamlt bir farklilhik gostermemistir (Kamba ve ark., 2014). Bu sonuglar bizim
bulgularimizla tutarlilik gdstermektedir. Ancak yiiksek konsantrasyonlara (200 -
400 ug/mL) maruz kalinmasi durumunda hiicrelerin canliliginda kii¢iik bir diisiis
fark edilirken, anilan konsantrasyonlarda ROS olusumunda ve salinan laktat
dehidrojenaz diizeyinde artis gozlenmistir (Kamba ve ark., 2014).

Kalsiyum karbonatin nano formunun genotoksisitesi, OECD Yonergesi
(473) gore memeli kromozom aberasyon testi kullanilarak yapilan calismada insan
lenfositleri 1000 pg/mL’ye kadar olan konsantrasyonlarda test edilmistir. Bu
calismada kalsiyum karbonat (nano form), metabolik aktivasyon bulunduran veya
bulundurmayan kiiltiirlerde KA tasiyan hiicrelerin sikliginda istatistiksel olarak
anlaml1 bir artiga neden olmadig1 rapor edilmistir. Dolayisiyla ajanin klastojenik
olmayan sinifta yer aldigr ifade edilmistir. Ayrica 1000 mg/kg’a kadar olan
konsantrasyonlarda oral toksisite gostermedigi belirtilmistir. Benzer sekilde iireme
toksisitesi ve teratojenik etki ile ilgili belirgin bir emareye rastlanmamistir.
Kalsiyum karbonatin siganlarda akut oral LDsy konsantrasyonunun 2000 mg/kg
civarinda veya daha yiiksek oldugu raporlanmistir (CIR, 2016). Bu calismadaki
sonuclar bizim sonuglarimizi genel anlamda dogrulamaktadir. Farkli bir ¢aligmada
nano-kalsiyum karbonatin (NCC) sekiz haftalik C57BL/6 farelerine iki hafta
boyunca her giin oral olarak verilerek yapilan MNPCE (mikronukleuslu
polikromatik eritrositler) analizinde, mikroniikleus sikliginin NCC alimindan
etkilenmedigi ve NCC'ye maruz kalmanin genotoksisite riski yaratmadigi
gosterilmistir (Wang ve ark., 2017). Bu sonuglar da dncekilerde oldugu gibi bizim
bulgularimizla korelasyon gostermektedir.

Farkli fosfat baglayicilarla yapilmis MN testlerinde Onemli sonuglar
bulunmamistir. Bunlardan Damment ve ark. (2005)’nin fare kemik iligi
hiicrelerinde in vivo yaptiklar1 iki bagimsiz mikronukleus deneyinde lantanum
karbonatin oral yoldan verilmesi (800, 1250 ve 2000 mg/kg) veya kloriirii formu
olan lantanum kloriiriin intravenéz yoldan uygulamasinin (0.025, 0.05 ve 0.1

mg/kg) fare kemik iliginde mikronukleuslu polikromatik eritrosit (MNPCE)
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frekanslarmin kontrol diizeyinde oldugu kaydedilmistir. Ancak 1250 ve 2000 mg /
kg'lik dozlarin 48 saat uygulanmasinda erkek gruplardaki ortalama MNPCE ig¢in
istatistiksel olarak anlamli farklar kaydedilmistir. Lantanum karbonatin 2000 mg /
kg'lik maksimum uygulanabilir oral doza kadar olan konsantrasyonlarin
uygulanmasindan sonra fare kemik iliginde MN indiiklemedigi sonucuna
vartlmistir. Lantanum kloriir uygulamasindan sonra sican kemik iligi MN testinde
ise 0,1 mg / kg doza kadar MN calismalar1 negatif sonu¢ vermistir. Sonug olarak,
bu kimyasalin biyolojik ve genotoksik olarak anlamli sonuglar iiretmedigi
varsayllmistir. Buna gore lantanum gibi bagka fosfat baglayici kullanarak yapilan
MN testinden elde edilen sonuglar ¢alismamizdan elde ettigimiz bulgular1 destekler
niteliktedir.

Test maddelerinin  sitotoksisiteleriyle  ilgili  yaptigimiz ~ bilimsel
degerlendirmede ajanlarin nukleus boliinmesi ve hiicre proliferasyonu iizerindeki
etkisini belirlemek i¢in niikleer bolinme indeksi (NBI) saptanmig ayrica
bakterilerdeki koloni sayilar1 dikkate alinmigtir. Calismamizda sevelamer
hidrokloriir NBI’y1 genel anlamda diigiirmiis olup bu azalmanin kontrol ve eritici
kontrole gore 6nemli oldugu saptanmistir. Bu sonu¢ Kamba ve ark.’nin (2014)
sonuclariyla benzerlik gostermektedir. Paralel sekilde sevelamer hidrokloriir
Salmonella typhimurium koloni sayisinda dnemli olmayan azalmalara neden olmusg
ve yiiksek konsantrasyonlardaki koloni azalmasi dikkate alindiginda kalsiyum
karbonattan 6nemli derecede daha toksik oldugu dikkati ¢ekmektedir. Buradaki
sonuclar da bizim diger bulgumuzda (NBI) oldugu gibi sevelamer hidrokloriiriin

kalsiyum karbonattan daha sitotoksik oldugunu gercegini dogrulamaktadir.

4.2.2. Sevelamer Hidrokloriir ve Kalsiyurm Karbonatin DNA Hasan
Uzerindeki Etkileri

Test maddesinin DNA hasar1 iiretme potansiyeline belirlenmesi amaciyla
yapilan caligmada uygulanan tiim konsantrasyonlarda hasarli hiicre ve genetik

hasar indeksi oranlarini sevelamer hidrokloriiriin en yiiksek konsantrasyonu harig
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onemli diizeyde etkilememistir. Ote yandan istatistiksel olarak dnemli olmayan
konsantrasyona etki iligskisi mevcuttur.

Sevelamer hidrokloriir ile yapilan farkli bir ¢alismada bu ilacin alimi ile
birlikte bir hemodiyaliz programmna dahil edilen 214 hasta grubu
degerlendirilmistir. Komet testi kullanilarak tiim bireylerde bazal ve oksidatif DNA
hasar1 seviyeleri olgiildiigii calismada sevelamer hidrokloriiriin oksidatif DNA
hasar seviyelerini etkilemedigi rapor edilmistir. Sonug¢ olarak bu ilaci alan
hastalarin DNA hasar1 seviyelerinde bir artis olmadigin1 gostermektedir (Pastor ve
ark., 2018). Bu sonuglar bizim bulgularimizla benzerlik gostermektedir. Sevelamer
hidrokloriir bu calismada da GHI degerini kalsiyum karbonata gore daha fazla

artirmistir.

4.2.3. Sevelamer Hidrokloriir ve Kalsiyum Karbonatin Salmonella Suslarinin
Uzerindeki Mutajenik Etkileri

Mutajenik etkinin belirlenmesi amaci ile test maddeleri Salmonella
typhimurium TA 98 ve TA 100 suslariyla test edilmistir. Her iki test maddesi ile
yapilmig galigmada revertant koloni sayisinda anlamli farkliliklar saptanmamuistir.
Bu sonuca gore sevelamer hidrokloriir ve kalsiyum karbonatin bakterial gen
mutasyonunu uyarmadigi ifade edilebilir. Literatiirde benzer deneylerin yapildigi
baska bir ¢aligmaya rastlanmadigi i¢in elde ettigimiz bu bulgular agisindan ¢aligma
0zgiin niteliktedir. Bununla birlikte bir biitiin olarak diisiiniildiigiinde diger testlerin
sonuclarinda oldugu gibi test ajanlart herhangi bir genotoksik ve mutajenik nitelik
(risk) tasimamaktadir. Bununla birlikte bizim NBI bulgusu ve TA 98 koloni sayisi
bulgularimiza gore sevelamer hidrokloriiriin zayif bir sitotoksik etkisi goz ardi
edilmemelidir.

Yaptigimiz ¢alismanin kurgusu agisindan en 6nemli ¢ikarim, test edilen iki
kimyasalin sitogenotoksik ve mutajenik potansiyellerinin birbirlerine olan
farkliligidir. Buna gore elde edilen sonuglar ayri ayn ele alinacak olursa sevelamer

hidrokloriiriin MN ve DNA hasar1 liretme ve sitotoksisite potansiyelinin kalsiyum
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karbonattan daha yiiksek oldugu oysa geri mutasyon testinde ise kalsiyum
karbonatin sevelamer kloriirden daha etkili olabilecegi varsayimi 6ne siiriilebilir.
Ozetle, elde ettigimiz bulgular &nceki yapilan ¢alismalarin bircogunun
sonuclariyla biiyiik 6l¢iide birbirini destekler niteliktedir. Calismamizdaki secilen
doz ve siirelerde kullanilan test maddelerinin in vitro sartlarda saglikli hiicreler

iizerine genotoksik ve giiclii sitotoksik etkiler gostermedigi belirgin olarak ortaya

cikmustir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar
Bu c¢alisma ile en genis perspektifte hiperfosfatemi hastalarinin kullanmak

zorunda oldugu antifosfat ajanlardan popiiler olan ikisinin (sevelamer hidrokloriir
ve kalsiyum karbonatin) hastaya sitogenetik yonden olumsuz sekonder etkilerinin
olup olmadig in vitro sartlarda modellenmistir.

Bu ¢aligmadaki test maddeleri Sevelamer hidrokloriir ve Kalsiyum karbonat
saglikli insan lenfositlerinde in vitro sartlarda mikroniikleus olusumu gibi
genotoksisite parametrelerini hafif artig yoniinde uyardigi ancak bu artigin kontrole
gore anlamli olmadigi saptanmistir. Bununla birlikte kalsiyum karbonat tarafindan
uyarilan MN frekansinda gozlenen konsantrasyon-etki iliskisinin istatistiksel
yonden anlamli oldugu saptanmistir. Test maddesinin sitotoksik potansiyeli
niikleus bdliinme indeksi ile gosterilmistir. Bu bulgulara gore her iki test maddesi,
ozellikle de sevelamer hidrokloriir, NBI'yi kontrole gore anlamli sekilde
azaltmistir. Burada sevelamer hidrokloriiriin zayif bir sitotoksik etkisinden sz
edilebilir.

DNA hasarim1 ozellikle de DNA iplik kingi varhigim ve sikligim
belirlemede, ekonomik ve uygulamasi kolay olan tek hiicre jel elektroforez
analiziyle kuyruklu yildiz (komet) olusumlar1 arastirllmistir. Bu test bulgularina
gore kullanilan test maddeleri bir istisna (2 mg/mL, sevelamer hidrokloriir, 48 saat)
hari¢ 6nemli DNA hasarlarina neden olmamustir.

Test maddelerinin geri mutasyon olusturma potansiyelini ortaya ¢ikarmak
i¢cin gergeklestirilen Ames Salmonella/mikrozom testi sonuglarina gore her iki test
maddesinin de denenen biitiin konsantrasyonlarda mutajenik etki gostermedigi
anlagilmugtir.

Sonuglar toplu olarak 6zetlendiginde Sevelamer hidrokloriir ve Kalsiyum
karbonatin in vitro sartlarda genotoksik olmadigi, Ames testinde mutajenik
olmadig1 ancak zayif bir sitotoksik etkiye sahip oldugu sdylenebilir. Bununla
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birlikte bu c¢alismanin en Onemli bulgusu, Sevelamer hidrokloriiriin bazi
konsantrasyonlarda mikronukleus olusumunu ve genetik hasar indeksini diger test
maddesi Kalsiyum karbonata gore daha fazla artirmig olup bu artisin istatistiksel
olarak 6nemli oldugunun anlagilmasidir. Ancak Ames testi sonuclarina gore tersi
durum yani Kalsiyum karbonatin daha etkili oldugu ortaya ¢ikmistir. Ortaya ¢ikan
bu farkliigin  kullanilan  hiicre tiplerinden kaynaklanmis  olabilecegi

degerlendirilmektedir.

5.2. Oneriler
Insanlarda bobrek yetmezligi gibi cesitli nedenlerle ortaya ¢ikan

hiperfosfatemi hastaliginda tek basina veya diyaliz yontemine ilave olarak pratik
kullanim kolaylig1 saglayan antifosfatlarin popiileritesi artarak devam etmektedir.
Bu smirli calismada test edilen antifosfatlarin her ne kadar anlamli
genotoksik etkileri saptanmamis olsa da baska calismalarla farkl: test sistemleri ve
/ veya farkli hiicre tipleri (kanser hiicresi hatlar1 vb.) kullanilarak elde edilecek
ciktilar sayesinde Sevelamer hidrokloriir ve Kalsiyum karbonatin genotoksik,
sitotoksik ve oksidatif profilinin ve varsa birbirlerine olan iistiinliiklerinin daha iyi

yansitilacagini diisiinmekteyiz.
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