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OZET

UREMIK SICAN DERISINDE FGF23 EKSPRESYONUN VE FGFRI’IN
HiSTOPATOLOJIK DEGISIMLERININ BELIRLENMESI VE MiNERAL
KONSANTRASYONU ILE ILISKILERI
Ozge OZKAYNAK
Yuksek Lisans Tezi
Fizyoloji Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Sema TULAY KOZ
2019, 93 sayfa

Amag: Uremik sendromda birgok deri bulgusu goériilmektedir. Deri bulgularinin
patogenezi tam olarak bilinmemektedir. FGF-23 Gremide artan bir hormon ve tUremik
bir toksindir. FGF-23 ile deri bozukluklar1 arasinda iliski olabilecegine dair bulgular
bildirilmistir. Ancak Uremide deri FGF-23 ekspresyonu ve FGF reseptor 1 (FGFR1)
dizeyi konusunda bilgi eksikligi mevcuttur. Calismamizdaki amacimiz, iiremik
siganlarda FGF 23 ekspresyonunu ve FGFR1 degisimlerini tespit etmektir.

Materyal ve Metot: Calismada eriskin erkek 16 adet Wistar Albino sigan (12-16
haftalik,290-310 gr agirliginda) kullanildi. Uremik grup (n=8) ve Sham grup (n=8)
olarak iki gruba ayrilmistir. Uremik grup Wistar Albino siganlarin bobreklerinin altida
besi cerrahi olarak eksize edilerek Gremiye meyilli hale getirilmistir. On dort hafta
sonra si¢anlar feda edilerek biyokimyasal ve immunohistopatolojik incelemeler
yapilmigtir. Verilerin istatistiksel analizleri bagimli grup ortalamalar1 Wilcoxon
Signed Ranks testi ile bagimsiz gruplarin ortalamalari ise Mann-Whitney U testi
kullanilarak yapildi ve anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.

Bulgular: Deney sonunda Uremik Grubun kan iire nitrojen [(BUN), 55,2+8,9] ve
kreatinin duzeyleri (0,69+£0,08) Sham Gruba gore (sirasiyla, 29,6+6,8 ve 0,3+0,04)
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur [Mann Whitney U testi
(MWU), sirastyla, p=0,002 ve p=0,003]. Uremik Grup da serum FGF23 diizeyi Sham
Gruba gore daha yiiksek (53,5+20,9 kars1 37,2+9,7 MWU, p=0,072), 1,25 (OH)Vit D3
(Kalsitriol) ise duisiiktiir (149,4+33,5 kars1 213,8+43,8, MWU, p<0,05). Deride FGF-
23 duizeyi Uremik Grup da Sham Gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (186,3+16,8 kars1 148,9+25,9, MWU, p<0,01). Uremik grup da FGFR1
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yogunlugunun 6zellikle epidermis ve kil folikiillerinde arttigi gorilmiistiir. Genel
olarak, biitiin deri elemanlarinda, Sham Grup da FGFR1 ekspresyonu Uremik Gruba
gore daha azdir.

Sonug: Uremik sicanlarin derisinde FGF 23 ve FGFR1 yogunlugu artmistir. Bu
bulgunun patogenezdeki yeri ve klinik bulgularla iliskisinin netlesmesi agisindan ek

caligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Deri, FGF23, FGFR1, Kronik Bébrek Yetmezligi, Uremi
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ABSTRACT

DETERMINATION OF FGF23 EXPRESSION AND
HISTOPATHOLOGICAL CHANGES OF FGFR1 IN UREMIC RAT SKIN
AND RELATIONSHIP WITH MINERAL CONCENTRATION
Ozge OZKAYNAK
Master Thesis
Department of Physiology
Supervisor Assoc. Prof. Dr. Sema TULAY KOZ
2019, 93 pages

Objective: Uremic syndrome shows signs of aged skin. The pathogenesis of these
skin manifestations is unknown. The amount of FGF-23 increases in uraemia and it is
known as a uremic toxin.

It was envisioned that there may be a relationship. However, there has been no
information on the level of FGF-23 and expression of FGF receptor 1 (FGFR1) in
uraemia. Our primary aim was to investigate FGF 23 and FGFR1 expression patterns
in uremic rats.

Methods: Sixteen adult male Wistar Albino rats (12-16 weeks old, weighing 290-
310 g) were used in the study. Uremic group (n = 8) and Sham group (n = 8) were
divided into two groups. Uremic group Wistar Albino rats were surgically excised
from five-sixths of the kidneys, making it prone to uremia. Fourteen weeks later, rats
were sacrificed and biochemical and immunohistopathological examinations were
performed. Statistical analysis of the data was performed by using Wilcoxon Signed
Ranks test for dependent group means and Mann-Whitney U test for independent
groups and the significance level was accepted as p <0.05.

Results: The blood urea nitrogen [(BUN), 55.2 + 8.9] and creatinine levels (0.69
+ 0.08) of Uremic group were compared to the those of Sham group (29.6 + 6.8 and 0,
3). £ 0.04, respectively). Statistically significant changes were recorded for the Uremic
group samples [Mann Whitney U test (MWU), where p =0.002 and p = 0.003]. Serum
FGF23 levels in Uremic group were higher than Sham group (53.5 £ 20.9 versus 37.2
+ 9.7 MWU, p = 0.072), and 1,25 (OH) Vit D3 (Calcitriol) was lower (149). 4, 33.5,
213.8 £ 43.8, MWU, p <0.05). The FGF-23 level in the skin was significantly higher
in the Uremic group (186.3 + 16.8 versus 148.9 + 25.9, MWU, p <0.01). Furthermore,
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widening of epidermis and hair follicles were observed in Uremic group. In general,
FGFR1 expression in Sham group was significantly lower in all of the skin elements.

Conclusion: Concentrations of both FGF 23 and FGFR1 appeared to have
increased in the skin of uremic rats. These findings need to be re-evaluated further in

terms of the pathogenesis of uraemia on the basis of accumulated clinical evidence.

Keywords: Chronic Renal Failure, FGF23, FGFR1, Skin, Uremia
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1. GIRIS

Bobreklerin  temel fonksiyonu, vicuttaki normal fizyolojik dengenin
devamliligini saglamaktir. Bu hayati 6nem tasiyan dort fonksiyonu; ultrafiltrasyon, su
ve elektrolitlerin tasinmasi, metabolik ve endokrin fonksiyonlar1 olarak siralanabilir
(1). Dengedeki ortam idrar olusumu ile sonlanir. Kronik bobrek yetmezligi, ilerleyici
bir bobrek hastaligi varliginda, bobregin metabolik ve endokrin fonksiyonlarinin kalici
kayb1 olarak tanimlanabilir (2). Kronik bobrek hasari kanda fire, iirik asit ve kreatinin
gibi azotlu maddelerin birikimine yol agmakta ve iiremi tablosu ortaya ¢ikmaktadir
(3). Uremi; kronik bébrek yetmezliginin neden oldugu tiim klinik ve biyokimyasal
anormallikleri igeren bir deyimdir ve birgok kaynakta kronik bobrek yetmezligi ile es
anlamda kullanilmaktadir. GFR’deki azalma bdbregin  metabolik, endokrin
fonksiyonlarinda bozukluga ve viicutta sivi-solut dengesizligine neden olmaktadir.
Tiim bunlar klinige iiremik belirtiler olarak yansimaktadir (4). Uremik deri
hastaliklarinin patogenezinde birgok faktoriin sorumlu olabilecegi ileri siirlilmiistiir.
Tiim bu bulgularin olusumunda iiremik toksinlerin merkezi bir rolii vardir. Uremik
hastalarda dermal mast hiicrelerinin sayisi1 artmakta ve agir vakalarda yiiksek triptaz
ve histamin plazma konsantrasyonlari bildirilmektedir. Histamin salimi, kagint1 hissine
karisan bir nérotransmiter olan P maddesi ile tetiklenir (5). Fibroblast biytime fakt6ru
23 (FGF23), esas olarak osteoblast ve osteositlerden salgilanir ve FGF23’Un hedef
organi esas olarak bobreklerdir. Genel olarak, metabolizma, hiicre gelisimi ve
onarimiyla ilgili fonksiyonlar1 vardir (6). FGF23, 1,25 (OH) vitamin D (Kalsitriol)
sentezini azaltir. Kronik bobrek yetmezliginde, GFR azaldik¢a, bdbrekten fosfat
atilimi azalir, hiperfosfatemi goriiliir, FGF23 diizeyi yiikselir, kalsitriol diizeyi azalir,
kalsiyum diizeyi azalir ve paratiroid hormon dizeyi yukselir. FGF23’un, fosfat ve
kalsitriol diizeylerini diisiirmek disinda da etkileri oldugu gosterilmistir. FGF23
eksikligi, insanlarda, deri dahil olmak iizere birgok yumusak dokuda kalsifikasyona
yol agmaktadir. FGF23 eksikligi olusturulan si¢anlarin derilerinde erken yaslanma
bulgular1 goriilmiistir. Bu bulgulardan, FGF23 etkilerinin vitamin D araciligiyla
olustugu sonucu ¢ikarilmigtir (7).

Klotho, yaslanmayi geciktiren bir molekiildiir (8). a-Klotho eksikliginde,
memeli yaglanmasinin 6zelliklerinin goriildiigii bildirilmistir (9). Doku proteininin
antioksidan, antiapoptotik, damar koruyucu ve damar olusturucu 6zellikleri

bildirilmistir (10-14). o-Klothonun epidermal hiicrelerde, yag bezleri ve kil



folikiillerinde yogun bi¢imde ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (15). a-Klotho eksikliginde
deri atrofisi de dahil olmak {izere yaslanma belirtileri goriilmektedir. a-Klotho
eksikligi FGF23 rezistansina yol agmakta ve bulgular FGF23 eksikligini taklit
etmektedir (6). Dort ¢esit FGF reseptoriic mevcuttur. FGF23, 1, 3 ve 4 olarak
adlandirilan alt tipleri aktive edebilir; reseptoriinii aktive etmesi i¢in a-Klotho’ ya
ihtiya¢ vardir. Bobrekteki etkiler i¢gin FGFR1 ve Klotho etkilesiminin 6n planda
oldugu bildirilmistir (6). FGF23 normal deride eksprese olmaktadir. FGF23’{n,
doku/organlara has etkilerinin ortaya ¢ikmasi, o dokulardaki Klotho ve FGF
reseptoOrlerinin birlikte ekspresyon diizeyleriyle iliskilidir. Kronik bobrek hastalarinda
FGF23 konsantrasyonu, GFR diistiik¢ce artar ve son donem bobrek yetmezliginde,
normalin 1000 katina kadar cikabilir (16,17). FGF23 bir tremik toksin olarak
degerlendirilmektedir; yapilan ¢aligmalarda sol ventrikiil hipertrofisi, arteryel sertlik
ve kardiyovaskiiler mortalite ile iligkili bulunmustur (18,19). FGF23 yiiksek oldugu
halde yaglilik bulgular1 gériilmektedir. Bu konuyla ilgili net bir agiklama heniiz yoktur.

Bu aragtirmanin amaci, iiremide goriilen deri bulgularinin patofizyolojisini

aciklamak ve deri mineral konsantrasyonu arasindaki iliskileri arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bobrek

2.1.1. Bobrek Anatomisi

Bobrekler periton dig1 bélgede kahverengi goruniimdeki bir ¢ift organdir. Karin
arka duvarinda omurganin (kolumna vertebralisin) iki yaninda ve psoas kasmin dis
yaninda bulunmaktadir. Logitudinal olarak yaklasik 3 omur uzunlugunda olup
genellikle 12. torakal vertabra ile 3. lomber vertebra seviyeleri arasinda uzanmaktadir.
Sag bobrek, iist komsusu karaciger nedeniyle biraz daha asagidadir (20). Bir insanin
her bobregi yaklasik 150 gram ve bir yumruk biyiikligiindedir. Her bobregin i¢
kisminda, bobrek atar ve topar damarlarimin, lenfatiklerinin, sinirlerinin ve idrarin
bobrekten bosaltilana kadar bekledigi yer olan mesaneye tasiyan iireterlerin girip
ciktigi hilum adi verilen bir bélge bulunur. Bobrekler sert ve fibroz bir kapsil ile
cevrilidir (21). Bobregin etrafini tamamen saran fibroz kapsiil de perirenal yag dokusu

olarak da adlandirilan yag (adipoz) kapsuli gevreler.

2.1.2. Bobrek I¢ Yapisi

Bobrek i¢i medulla ve dis1 korteks olarak ikiye ayrilir (Sekil 1). Bobrek
medullasi, tabani periferik ve apeksi renal siniis ile birlesen soluk, cizgili, koni
seklinde piramitlerden olusur. Bobrek sinusleri de, papilla olarak kalikse doniistirler
(22). Bobrek korteksi; bobregin en dis kisminda daha koyu renkli goriinen katmandir.
Burada glomerul denilen kapiller yumaklar aglar bulunmaktadir. Glomerdler
kapillerler ise Bowman kapsiilii denilen ve proksimal tiibiiliin genislemis son kismi
olan yapiya gomiilii halde olup, bu ikisinin (Glomiiler kapillerler ve Bowman kapsiilii)
birlikte olusturdugu yapiya Malpighi cisimcigi ismi verilmektedir. Bir bobrekte
yaklagik olarak 1 milyon glomerl vardir. Bobrek medullasinda piramid seklinde 12-
18 adet yap1 olarak goriiliir. Pyramis adi verilen bu piramidler minor kaliks denilen 8-
20 adet diger yapilara agilir. Papilla ise pyramislerin mindr kalikslere agildig: yerlerdir.
Pyramislerin medulla alanlarindaki uzanan korteks kisimlarina Bertini kolonlar1 denir.
Glomerl gorulmeyen medulla, aslinda glomerllerin uzantisi tiibiillerden olugsmustur.
Medullanin kan akimi1 kortekse gore ¢ok daha az oldugundan hasara oldukga duyarlidir
(20).



Kortikal nefron

(Gotdrici
latardam
Getirici
4 |atardamar
E Dis Lob
S| Atar

damar

~g ' juxtamediiller
\:Rfr nefronlar |

Toplar damar

a

[ Dis biige

Medulla

ic bélge

Kanallarl—y_—._,’

Sekil 1. Nefron yapisi (23).

2.1.3. Bobrek Komsuluklar:

Sag ve sol bobrekler oldukg¢a benzer yapilarla komsudur. Sag bobrek st
kutbunda suprarenal bez ile temastadir. Bunun altindaki periton tabakasiyla ayrilan
genis bir alan ile karacigerin sag lobuyla iligkilidir. Dar bir i¢ alanda duodenumun
periton dis1 da desenden kismu ile direkt olarak iliskilidir. Daha alt olarak, 6n yuzey,
periton dis1 fleksura koli dekstra ile dis yandan dogrudan temas eder ve periton ici ince
bagirsaklarin bir kismu ile igten temas eder (22). Sag bobrekte oldugu gibi sol bobrek
de Ustten, sol suprarenal bezle iliskilidir. Sol bobregin 6n ylizeyinin lateral yarisi,
periton tabakasi ile ayrilan dalakla temastadir. Santral olarak, retroperitoneal pankreas
ve splenik damarlarla direkt temas halindedir. Bunun (zerinde, dalak ve suprarenal
bolgeler arasindaki kiigiik bir bolgede, periton tabakasiyla ayrilan, mide ile komsuluk
halindedir. Pankreas ve splenik (dalak) alanlarin altinda, dogrudan retroperitoneal
fleksura koli sinistra ve kolon desenden’in baslangici ile dogrudan komsudur. Genis
icten bir alan jejunumun periton ic¢i kivrimlariyla iligkilidir. Gastrik bdlge, omental

bursa ile kaplidir, splenik ve jejunal alanlar peritonu ile ortalidur. Jejunal bolgeyi



Orten peritonun posteriorunda, sol kolik damar dallar1 bobrek ile komsuluk yapar.
Bobreklerin arka-i¢ yiizeyi yag icerisine gomilu olarak bulunur ve peritonla kaplh
degildir (22).
2.1.4. Bobrek Damarlari

Bobrek atar damari (arteri), birinci lumbal vertebra seviyesinde arteria mezenterika
superior’un hemen altindan aorta abdominalis’den ayrilarak genellikle tek bir arter
olarak 90°’lik agiyla ayrilir ve renal siniislerden bobrege ulasir. Anatomik
pozisyonundan kaynakli sag renal arter sola gére daha uzundur ve bébrek parankimine
girdikten sonra anterior ve posterior dallara ayrilip daha sonra U¢ lob damarlarina
ayrilirlar.

Renal venler ise arterlerin 6niinde bulunmaktadir. Arterin aksine sol renal ven saga
gore 3 misli daha uzundur (yaklasik olarak sol 7,5, sag 2,5 cm). Bu iki ven de vena

cava inferiora agilirlar (20).

2.1.5. Bobrek Dokusunun Mikroskopik Anatomisi

Bir bobrekte yaklasik olarak 800.000-1.000.000 nefron bulunur ve her biri idrar
yapiminda  gorevlidir. Hayati  Onemlerine  ragmen  bobrekler  nefronlari
yenileyemez. Bu sebeple, hastalik veya normal yaslanma ile birlikte nefron sayisi
giderek azalir. Nefron sayist her 10 yilda bir yaklasik ylizde 10 azalir (40 yasindan
sonra). Yani 80 yasina gelindiginde, bircok insan 40 yaginda sahip oldugundan yizde
40 daha az islevsel nefrona sahiptir. Her nefronun glomerdiler kapiller ve tubil olmak
Uzere iki temel bolimii vardir. Kandan biiyiik miktarda sivinin filtre edildigi
“glomerdler kapiller” (glomertler) ve bobrek pelvisi icindeki yolu boyunca, filtre
edilen sivinin idrara doniistiigii bir uzun “tlbul” olarak kisaca ifade edilebilirler.
Glomerdler, yaklasik 60 mm Hg’lik yiksek (diger kilcallarla kiyaslandiginda)
hidrostatik basinca sahiptir. Glomeriler, Bowman kapsiilii ile sarilmistir ve kilcal
damarlari, epitel hicreleri ile kaplanmigtir. Glomeriiler kilcal damarlar1 tarafindan
stiziilen s1v1, sirasi ile dnce Bowman kapstilune ve sonra bobregin korteksinde bulunan
proksimal tiibul igine dogru akar. Sivi buradan renal medullanin derinliklerine dogru
inen Henle kulpuna dogru akar. Her Henle kulpunun bir inen ve bir de ¢ikan kolu
bulunur. inen kolun ve ¢ikan kolun alt uglarmn duvarlar1 ¢ok incedir ve bu nedenle
ince kisim olarak adlandirilir. Henle kulpunun inen kolu kortekse geri dondukten
sonra, duvari kalinlasir ve bu kisim inen kolun kalin kismi olarak adlandirilir. Kalin

¢ikan kismin sonunda, duvarinda 6zel epitel hiicre plakasina “makula densa” adi



verilir. Makula densa’nin  6nemli gorevi nefron fonksiyonunun kontrolind
saglamaktir. Buradan sonra sivi proksimal tiibiil gibi renal korteksin iginde
bulunan distal tubiile, ardindan birlestirici tiibiile gecer ve daha sonra da kortikal
toplayic tiibiil ile devam eder. 8-10 kortikal toplama kanalinin baslangi¢ kisimlari,
medullaya dogru asag1 akan ve mediiller toplama kanali haline gelen daha buyuk bir
toplama kanali olusturmak igin bir araya gelir. Bu toplayici kanallar, renal
papillalarin uglar1 yoluyla sonunda renal pelvis igine bosalan, giderek biiyiiyen
kanallar (yaklasik 4000 nefrondan idrar toplayan 250 kadar) olusturmak tizere birlesir
(21).

Bobregin yapisi ve her bir birimin fonksiyonu asagidaki maddeler seklinde
siralanabilir:

1) Renal Kapsiil: Bobregi distan cevreleyen zar; ince fakat saglam ve lifli
yapidadir. 2) Renal Korteks: Kortikal yapilarin uzantilarini igeren bobregin dis
bolgesi, yaklasik olarak bir milyon nefron igerir. 3) Medulla: 8-12 renal piramit igeren
bobregin i¢ bolgesidir; bu piramitler kalikse bosalir. 4) Meduller Piramitler: Toplama
kanallarimin olusturdugu bobregin i¢ kismi. 5) Nefron: Bobreklerdeki filtrasyonun
gerceklestigi birimleridir. 6) Renal Arter: Aorttan ayrilan dallar, nefron iginde
stiziilmek tiizere bobrege atik kani getirirler. 7) Renal Ven: Filtrelenmis kani
bobreklerden vena cava inferior’a ulastirirlar. 8) Renal Kaliks: Renal pelvisin
uzantisidir; idrari piramitlerden renal pelvise ulastirirlar. 9) Renal Pelvis: Nefrondan
idrar toplayan ve iist uca dogru daralan ve iiretere baglanan yap1. 10) Ureter: Bobrek

pelvisinden mesaneye suzlntuyi ve idrari ulastirir (24).

2.1.5. Bobrek Fizyolojisi

Viicut s1v1 ve elektrolit dengesini korumak bobregin temel hayati gorevidir. Ayni
zamanda metabolizmanin atik riinlerini uzaklastirmak, vitamin D aktivasyonu ve
eritropoetin yapimi diger 6nemli fonksiyonlaridir.
Saglikli bir insanda tam fonksiyonlarin1 yerine getirebilen bobrek; metabolik atik
tirtinleri ve yabanci kimyasallarin atilmasi, su ve elektrolit dengelerinin diizenlenmesi,
viicut sivi ozmolalitesi ve elektrolit konsantrasyonlarinin diizenlenmesi, arteriyel
basincin diizenlenmesi, asit-baz dengesinin dizenlenmesi, eritrosit Uretiminin
diizenlenmesi, hormonlarin salgilanmasi, metabolizmasi ve atilimi ve glukoneogenez
gibi bir cok gorevi ustlenir (21).

Bu gorevlerini bdbrek; glomertler ultrafiltrasyon, tibdler geri emilim ve

sekresyon islemleri ile gerceklestirir.



2.1.6. Glomerduler Filtrasyon

Glomertiler kilcal damarlardan biiyiik miktarda sivinin Bowman kapsiiliine her
giin yaklasik olarak 180 litre suziilmesi idrar olusumundaki ilk basamaktir. Oldukca
degisken olmakla birlikte bu stzintinln biyik bolimdi, her giin sadece 1 litre sivi
atilmasi icin tekrar emilir. Yiksek glomertiler filtrasyon hizi, yiiksek oranda bobrek
kan akigina ve ayrica glomeriiler kilcal membranlarin &zelliklerine bagli olarak
gerceklesir (25).

Karsilikli olarak kilcal duvar boyunca uygulanan kuvvetlerin net sonucu
glomeriiler filtrasyonu olusturur. Glomeriiler kilcal hidrostatik basing (ultrafiltrasyon
kuvveti), afferent ve efferent arteriyollerin tonusuyla sistemik arteriyel kan
basincindaki degisikliklerin adaptif bir sonucudur. Esas ultrafiltrasyon kuvvetine
neden olan, kilcal damar icindeki plazma proteinlerinin ylksek konsantrasyonu ile
Bowman kapsulindeki neredeyse protein icermeyen ultrafiltrat arasindaki olusturulan
onkotik basingtir. Glomeriiler plazma akisi, Bowman’mn alani i¢indeki hidrostatik
basing veya glomeriiler kilcal duvarin gecirgenligi bunu degistirebilir (26).

Proteinlere, glomeriiler kilcal damarlar da nispeten gecirimsizdir, bu nedenle
normal kosullarda filtrelenen siv1 protein icermez ve eritrositler de dahil olmak tizere
hlcresel elemanlarin da gorilmesi beklenemez. Organik molekdllerin ve ¢ogu tuzun
plazmadaki konsantrasyonlar1 glomeruler filtrattaki konsantrasyonlar1 ile benzerdir.
Bu genellemenin istisnalar1 da vardir. Bu istisnalara drnek kalsiyum (Ca) ve yag
asitleri gibi serbestce siiziilmeyen birkag diisiik molekiiler agirlikli madde sayilabilir.
Ca ve yag asitleri plazma proteinlerine kismen de olsa baglanir. GFR’yi belirleyen esas
mekanizma; kilcal zar1 boyunca etki eden hidrostatik ve ozmotik kuvvet dengesi,
kilcallarin gegirgenligi ve filtrelenen yiizey alanimin iirlinii olan kilcal filtrasyon
katsayisidir (K f). GFR’nin yaklasik degeri 125 ml / dak veya 180 L / gundur. Bébrek
boyunca akan plazmanin yaklasik 1/5°1 glomeriiler kilcal damarlardan filtre edilir.
Filtrelenen filtrasyon fraksiyonu ortalama 0,2’dir.

Bunlarin sonucu olarak siizme oraninin hesabi “Filtrasyon fraksiyonu = GFR / Bobrek
Plazma Akimi1” seklinde yapilir (25).

GFR elbette cocuklarda ve eriskin insanlarda farklidir. Bu farki karsilastirmak
icin, GFR viicut yiizey alam kullanilir. “ideal” 70 kg’lik bir yetiskin icin 1,73 m?
standardize edilmistir. Bir cocugun GFR degeri 3 yasina kadar eriskin degerlerine
yaklagmaz. GFR’nin degerini tahmin etmede, serum Kreatinin seviyesi kullanilabilir.

Kreatinin, kasta enerji kaynagi olarak gorev yapan bir kreatin fosfat metaboliti olarak
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turetilir. Uretiminin belirli sinirlar i¢inde tutulmas1 oldukga énemlidir ve atilimu,
oncelikle glomertler filtrasyondan ge¢cmesi bobrek yetmezliginde serum kreatinin
degerinin Onemini arttirrr. Serum Kreatinin seviyesi, kas kutlesi ve glomertler
fonksiyon seviyesinden etkilenir. Kan Ure azotu ise hidrasyon durumundan ve azot
dengesinden etkilenir (26).

Bobrek yetmezliginde tubuler sekresyon daha énemli duruma gelen kreatinin
tiretimi normal sartlarda Oncelikle kaynak maddenin miktarina, ekskresyonu ise
oncelikle glomerdler filtrasyona baglidir. GFR normalin %70’inin altina inmedikge
serum Kreatinini yikselmez. Akut bobrek yetmezliginin (ABY) erken
déneminde veya aniiride bobrek fonksiyonlar: bozuk oldugu halde serum kreatinini
normal olabilir (27).

Serum Ure ve Kkreatinin dizeylerinin kullanilmasina ragmen GFR’nin
belirlenmesinde daha siklikla iire ve kreatinin klirensi kullanilir.

1. 24 saatlik idrarda; Kreatinin klirensi (Kr kl) (ml/dk)= Idrar kreatinin(mg/dl) X
Gunlik idrar hacmi (ml)/ Serum Kreatinin (mg/dl) x 1440
2. Yas, cinsiyet ve viicut agirhgmin dikkate alindigi serum kreatinin degerleri
kullanilarak
GFR hesaplama formiilleri gelistirilmistir. Baz1 durumlarda pratikte idrar
kreatinini 6lgmek her zaman mumkun olamayabilir, bu formal ile kan kreatinini ile
GFR hesaplanabilmesinde kullanilir.
Cockroft - Gault formlu:
Erkekler icin; Kr kl= ((140-yas) x viicut agirligi) / (serum kreatinin x 72),
Kadinlar i¢in; Kr kl= ((140-yas) x viicut agirlig1 / (serum kreatinin x 72) x 0,85.
Hesaplama yapilirken yasin yil cinsinden, viicut agirliginin kilogram cinsinden,
serum Kkreatininin ise mg/dl cinsinden ifade edilmesi gerekir ve bulunan kreatinin
Klirensinin birimi ml/dk olarak belirlenir.
3. Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) formiilii kullanilarak hesaplanan
GFR Cockroft-Gault formilu ile hesaplanan degere gore daha diisiik bulunur.
GFR= 186 x (serum kreatinin(mg/dl))-1,154 x (yas)-0,203 x 0,742 (kadin ise) x 1,21
(siyah irktan ise) (28).



2.2. Bobrek Yetmezligi
2.2.1 Akut Bobrek Yetmezligi (ABY)

Akut bobrek yetmezligi genellikle geri dontistimlii olarak glomeriiler filtrasyon
hizinda (GFR) azalma olarak tanimlanir. Akut olarak baslayan, 24 saatlik idrar
miktarinin, ¢ogu hastada 400 ml altina diismesi ve kanda iire — kreatinin ylkselmesiyle
karakterize bir sendromdur.

ABY’nin klinikte derecesini belirlemek icin son glnlerde RIFLE (RISK, INJURY,
FAILURE, LOSS, ENDSTAGE RENAL DISEASE) 6l¢egi bulgular1 yaygin olmasa
da kullanilmaktadir. Risk’ de 1,5 misli, injury’ de 2 misli, failure’ da 3 misli yiikselis
vardir. GFR, sirasiyla %25, %50, %75 diismektedir. Idrar miktarinda 750/giin altina
kademeli inis vardir. Loss’da bobrek fonksiyonlari 4 haftadan, Endstage’ de ise 3
aydan uzun tam olarak kaybolmustur. Oligiiri (giinliik 400ml altindaki idrar) olmasa
dahi akut olarak plazma kreatininin yukselmesi, akut bobrek yetmezligi i¢in iyi bir
belirtectir (1).

ABY sendromu klinikte (¢ tablo olarak gézlenebilir. (prerenal, intrensek-renal ve
postrenal)
1)  Yapisal ve fonsiyonel olarak normal olan nefronlarca hipotansiyon ve siddetli
voliim deplesyonuna verilen adaptif bir yanit olarak
2)  Renal yap1 ve fonksiyonu anormal olan bobreklerin sitotoksik maruziyetine
cevap olarak
3)  Idrarin akim pasaji bloke oldugunda,
Akut bobrek yetmezligine en sik yol agan nedenleri prerenal, renal ve postrenal olarak
inceleyebilecegimiz gibi iskemik ve toksik olarak iki blyuk grupta da inceleyebiliriz.
Iskeminin siiresi ve siddeti oldukga énemlidir. Hayvan deneyleri, 60 dakikadan fazla

sliren renal arter tikanmalarinin akut tiibiiler nekroza yol agtigini géstermistir (29).

2.2.2.1. ABY Patolojisi

Vazomotor bir nefropati olan akut renal vyetersizlikte kortikal
vazokonstriksiyonla beraber tubuluslarda olusan (genellikle proksimal tubulis ve
henle kulpunda mediiller ¢ikan kisimda) lezyonlar; iyilesebilen hiicre hasarindan,
apoptozis (hiicrenin programli ve telafi edilebilir 6liimii) ve tubuler nekroz (hirenin
patolojik ve telafi edilemeyen 6limu)dan olugsmaktadir. Klinkteki seyir ve prognoz bu
patoloji tdrleri ile ilgilidir. Ayrica akut tubuler nekrozda; idrarda interlokin 18 serum
ILG ve bobrek hasart molekiilleri (ELAM1, TNF alfa v.s.) endotelyal adezyon



molekild timér nekrotizan  faktér, ince laboratuvar metotlar1 ile ortaya
konulabilmektedir. Akut tubuler nekrozda hipovolemi veya efektif ekstraselliiler sivi
volimii disiikliige veya nefrotoksik nedenlere bagl olarak oligiirinin patogenezi iKi
ana nedene baglanabilir. Bu nedenler vaskiiler faktor (glomeriler vazospazm) ve
tubuler faktor (hiicre hasari, hiicre apoptoz ve nekrozuna bagli tubuler obstriiksiyon ve
stvinin peritubuler bolgeye fazla geri kacisi ve tubiiliis hiicrelerinin sismesi) olarak

adlandirilabilir (29).
2.2.3 Kronik Bobrek Yetmezligi (KBY)

2.2.3.1 Tanim

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), GFR’de ve histopatolojik olarak c¢esitli
hastaliklara bagli olarak nefronlarin progresif, geri doniisii miimkiin olmayan kaybr ile
kendini gosteren bir sendromdur. GFR, ¢ogunlukla yillar iginde giderek azalir ve bu
azalma, siirekli ve belirti vermeden son dénem boébrek yetmezligine (SDBY) kadar
ilerleyebilir (30). KBY, Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) 2012
kilavuzunda belirtildigi tizere bobrek yapisinda ve fonksiyonunda hasar olmasi, bu
degisikligin bireyin sagligina etki etmesi ve 3 aydan uzun sirmesidir. Bu tanimlamaya
gore bobrek hasarimi gosteren bulgular ise GFR’nin 60ml/dk/1,73 m? den diisiik
olmasi, idrar sediment bozukluklari, tiibiiler bozukluklara bagl elektrolit bozukluklari,
histolojik olarak normal yapiya gore degisikliklerin belirlenmesi, goruntiileme
yontemlerinde bobrek yapisinda anormallik gézlenmesi, hastanin bobrek nakli oykiisii
olmasi ve alblminiri olarak siralanabilir.

KBY, 5 evre ile American National Kidney Foundation’s Kidney Disease

Outcomes Quality Initiative (NKF-K/DOQI), GFR’ye goére degerlendirilebilecegini
Onermektedir (Tablo 1) (31).
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Tablo 1. NKF-K/DOQI Siniflandirmasina gore KBH evreleri (31).

EVRE GFH (ml/dk/1,73 m2) Tanim

1 >90 Normal ya da yiiksek GFH’li
bobrek hasart

2 60-89 Hafif azalmis GFH’li bobrek
hasar1

3 30-59 Orta azalmig GFH’li bobrek hasart

4 15-29 Agir azalmig GFH’li bobrek hasari

5 <15 veya diyaliz Kronik B6brek Yetmezligi

Tablo 2. Albuminuri Evreleri (31).

Albtiminiiri Evresi AAH (mg/giin) Terminoloji

Al <30 Normal-Hafif Artmig
A2 30-30 Orta Artmig

A3 >300 Ciddi Artmus

Kronik Bobrek Yetmezligi Tarama Y Ontemleri

1. Serum {Ure, kreatinin 6l¢imi dolayisiyla glomeriiler filtrasyon hizinin
saptanmasi

2. Diizenli olarak idrar analizi

3 Idrarda mikroalbumin ve protein tayini

4, USG ve diger goriintiileme yontemleri

5 Serum sistatin-C 6l¢timdi
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2.2.3.2 KBY nedenleri

KBY, en sik nedenleri sistemik hastaliklar olan diabetus mellitus (DM) ve
hipertansiyon (HT) veya glomerulenefrit, Kistik bobrek hastaliginin komplikasyonu
olarak da gelisebilmektedir. DM, KBY’nin %35,87’lik oranla en sik karsilasilan
nedenidir. Diyabetik hastalarin 20 yildan uzun sureli takibi boyunca %20-40’inda
bobrek hastaligi gelisebilmektedir. Hem Tip | hem de Tip 11 DM hasta sayisinin tim
diinyada yapilan arastirmalarda arttig1 g6z 6niine alindiginda, DM’ ye bagli KBY’ nin
artabilecegi global bir sorundur. Tip Il DM’ de KBY gelisebilme riski genellikle daha
fazladir. HT, eriskinlerde %25’lik bir oranla KBY’ nin DM’ den sonra ikinci en ¢ok
rastlanilan sebebidir. Ancak bazi gelismekte olan iilkelerde, gelismis tilkelerdekinin
aksine, daha geng hastalarda glomertlonefrit ve idiopatik durumlar etyolojide DM ve
HT’ ye karsin daha sik rol oynamaktadir. Bu duruma 6rnek olarak bazi Orta Asya
ulkelerini kapsayan bir ¢alismada KBY” li hastalarin neredeyse yarisinda DM veya HT
tespit edilememistir. Ulkemizde, Tiirk Nefroloji Dernegi 2014 registry raporuna gore,
hemodiyalize giren hastalarda ilk ¢ neden: DM, HT ve glomerilonefrit olarak
siralanirken, periton diyalizine giren hastalarda, birinci HT, ikinci DM ve Gg¢lnci
olarak glomertlonefrit olarak siralanmaktadir. KBY konusunda tiim diinyay1 kapsayan

bir registry ve rapor sistemi olmadigindan net bir tablo ¢izilememektedir (20).

2.2.3.3.KBY Prevelansi

KBY tim dinyada oldugu gibi tilkemizde de oldukca 6nemli ve hayati bir halk
sagligi problemidir. Chronic Renal Disease in Turkey (CREDIT) degerlendirmesine
gore KBY prevelans: erigkin populasyonda 9%15,7°lik bir farkla, kadinlarda
erkeklerden anlamli olarak daha sik goriiliir. KBY olan kisilerin ¢ogunlugu evre 1-3
arasindadir, KBY evre 1, 2, 3, 4 ve 5 prevalansi sirasiyla %5,4, %5,2, %4,7, %0,3 ve
%0,2’dir. KBY sonucu diyaliz tedavisine ihtiya¢ duyan hasta sayisi ise 69.815 olarak
tespit edilmistir. CREDIT’e gore KBY hastalarinda HT prevalanst %32,7, DM
prevalans1 %12,7, dislipidemi prevalanst %76,3, obezite prevalansi %20,1 ve
metabolik sendrom (MS) prevalans1 %31,3 olarak siralanmistir. Ulkemizde KBY’ nin
hayati acidan oldukca 6nemli bir sorun oldugunun gostergesi olarak kabul edilebilir

(32).
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2.2.3.4. KBY Fizyopatolojisi

KBY’nin fizyopatolojisini agiklayabilmek i¢in, bobrek kitlesindeki uzun sureli
kayip sonucu ortaya cikan ve progresyona bagli olarak ilerlemeye yol acan
mekanizmalar1 agiklamamiz gerekir. Bobrek Kitlesindeki azalmanin sebep oldugu
bobrek fonksiyon kaybi, geride kalan nefronlar ile karsilanmaya g¢aligilir. Bu durum
baslangigta adaptif cevap olarak olusan hiperfiltrasyon, glomeruler kapiller basincin
ve glomeruler akimin artmasi ile sonuglanir. Bu degisiklikler nefronda skleroza zemin
hazirlayan bozulmus uyum cevaplarinin baslamasina neden olur (30). Belirgin
proteindri ve progresif sistemik hipertansiyon baslangici, glomeruler basing artisinin
kapiller hasarlanmaya, fokal ve segmental glomeruloskleroza ardindan global
glomeruloskleroza doniismesiyle olur. Bu da beraberinde renin anjiotensin sisteminin
(RAS) de artmis aktivitesini getirir ki bunun da hem baslangigtaki hiperfiltrasyona
hem de daha sonra olusan hipertrofi ve skleroza katkisi olur. Anjiotensin 2 (AT-2)’nin
transforming growth factor beta (TGF-B) gibi buyume faktorlerini uyarma etkisi
disinda dogrudan inflamatuvar ve fibrinojenik etkisi yoluyla da yapmaktadir. Nefron
kaybmin hizlanmasina katkida bulunan diger bir mekanizma da tubdlointertisyel
fibrozistir.

Progresif bobrek hasarmin olusmasinda 6nem tasiyan diger faktorler; sistemik
HT, nefrotoksinler, azalmis bobrek kanlanmasina sekonder akut hasarlanmalar,
proteindiri, i¢ hasara bagl olarak bobrek amonyak sentezindeki artis, kalsiyum (Ca)-
fosfat(P) birikimi, nitrik oksit (NO) diizeylerinde azalmadir (33).

2.2.3.5. Kronik Bobrek Yetmezligi Klinik Bulgular

KBY’ nin derecesi ve progresyonu hastalarin klinik semptom ve bulgulari ile
degerlendirilir. Genellikle noktiiri ve anemiye bagli halsizlik hastalarin ilk
semptomlari arasinda sayilabilir. Ancak hastalarda glomertiler filtrasyon degeri 35-50
ml/dakikanin altina inmedikge hastalarda semptom gorulmeyebilir. GFR 20-25
ml/dakika oldugunda ise hastada liremiye bagli ssmptomlarin ortaya ¢ikmasi beklenir.
GFR 15 ml/dakika oldugunda son dénem borek hastaligi (SDBY) ifadesi kullanilmaya
baglanir ve hastalar igin hemodiyaliz, renal transplantasyon ve periton diyalizi gibi
renal replasman tedavileri elzem hale gelir (34).

KBY’nin belirtileri sonug olarak tiim sistemleri etkilemektedir. Bunun sebebi
olarak sivi- elektrolit ve asit-baz dengesi bozukluklari ve protein yikim iriinlerinin

kanda artmasi1 gosterilebilir. KBY ile ¢ogu kaynakta es anlamli kullanilan tiremik
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sendrom; hastalarda bazi 6zel semptomlar goériilmesine ragmen birgok sistemin
bozuklugundan kaynaklanmaktadir. Uremik sendrom ayrica idrarda normalde atilan
son Urlnlerin kanda birikmesinden kaynaklanan anormallikler olarak kabul edilebilir.
Esasen “iiremik sendrom” daha ilerlemis bobrek yetmezliginin ileriki evrelerinde
ortaya c¢ikan kompleks ¢oklu organ bozuklugundan kaynaklanan klinik belirtiler
toplamidir.

Uremik sendrom tiim sistemleri etkileyen islevsel bozukluklara neden olur.
Uremik sendromun olusumundaki temel nedenler, normalde renal atilima ugramasi
gereken protein metabolizma Grdnlerini iceren toksinlerin birikimi, buna bagl sivi ve
elektrolit dengesi bozulmasi, hormonal fonksiyonlarin bozulmasi, ilerleyici sistemik

inflamasyon ve onun vaskiiler ve nutrisyonel sonuglari olarak 6zetlenebilir (35).
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2.2.3.6. Kronik Bébrek Yetmezliginin Klinik Ozellikleri
Kronik bobrek yetmezliginin klinik 6zellikleri soyle siralanabilir (34).

SIVI-ELEKTROLIT
BOZUKLUKLARI

Hipovolemi,
hipernatremi,

hipervolemi,
hipermagnezemi,
hiponatremi, hipokalsemi,
hipopotasemi, hiperfosfatemi,
hiperpotasemi, metabolik asidoz

NOROMUSKULER
BULGULAR

Stupor, koma, konusma bozukluklari,
uyku bozukluklari, demans, kramp,
konsantrasyon bozukluklari,
yorgunluk,  meningism, huzursuz
bacak (restless leg) sendromu, tik,
tremor, myoklonus, ter
fonksiyonlarinda  bozulma, ruhsal
bozukluklar, konvulsiyon,
polindropati, sersemlik,
irritabilite

basagrisi,

GASTROINTESTINAL
BULGULAR

Higkirik, parotit, gastrit, istahsizlik,
stomatit, pankreatit, motilite
bozukluklari, Ozafajit (kandida,
herpes...), intestinal obstriiksiyon,
perforasyon, asit, iilser, bulanti,
kusma,  gastrointestinal  kanama,
kronik hepatit

HEMATOLOJI-
IMMUNOLOIJI
BULGULAR

Normokrom  normositer  anemi,
eritrosit frajilitesinde artis, kanama,
lenfopeni, infeksiyonlara yatkinlik,
immiin hastaliklarin yatismasi, kanser,
mikrositik anemi (aliminyuma bagli),
astyla saglanan immiinitede azalma,
tiiberkiilin  gibi  tanisal testlerde
bozulma

KARDIYOVASKULER
BULGULAR

Perikardit, ©6dem, hipertansiyon,
kardiyomyopati, hizlanmis
atheroskleroz, aritmi, kapak hastaligi

PULMONER BULGULAR

Plevral sivi, pulmoner 6dem, iiremik
akciger

METABOLIK-ENDOKRIN
BULGULAR

Glukoz intoleransi, hiperprolaktinemi,
hiperlipidemi, hiperpasicaniroidi,
bliyime  geriligi,  hipogonadizm,
impotans, libido azalmasi,
hiperurisemi, malnutrisyon,
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KEMIK BULGULARI Uremik kemik hastalig,
hiperpasiganiroidi, amiloidoz (beta2-

mikroglobilin), D vitamini
metabolizmasi bozukluklari, artrit

DERMATOLOJIK Kasmti, hiperpigmentasyon, iiremik

BULGULAR dokiintii, lilserasyon, nekroz gecikmis
yara iyilesmesi, solukluk, tirnak
atrofisi

DIGER Susuzluk, kilo kaybi, hipotermi,
iremik agiz kokusu, miyopati,
yumusak doku

kalsifikasyonu, akkiz renal Kistik
hastalik, karpal tiinel sendromu,
noktari

2.3. Uremik Sendrom

Uremik sendrom tanimlanirken ciddi bébrek yetmezliginin Klinik belirtileri
kastedilir. Kalp-damar, gastrointestinal, kan Gretimi, bagisiklik, hormonal ve sinir
sistemleri gibi bircok sistemi etkileyen genel toksin birikimi durumudur. Hicrenin
duzenleyici mekanizmasini bozan toksik maddelerin birikmesi ile birlikte renal atilim
mekanizmalarinda azalma sonuglarindandir. Ayrica bobregin endokrin ve metabolik
fonksiyonlarinin bozulmasi seklinde de ifade edilebilir. Uremik sendrom yalmizca
toksin birikimiyle degil hormonal degisikliklerle, eritropoietin (EPO) ve aktif vitamin
D Uretiminin azalmasiyla, azalmis insiilin klirensi, insiilin ve PTH’ da i¢ organ direnci
ve asir1 PTH Uretimi ile karakterizedir. Bobrek fonksiyon kaybinin hiz ve siddetine
gore uremik hastalardaki belirti ve bulgular farklilik gosterir.

Bu farkliliklarin daha net anlagilmasi igin, tek iiremik toksinin ortaya konulmasina
yonelik bir¢ok aragtirma yapilmasina ragmen patogenez de etkili birgok faktorin var
oldugu goriisii cok daha etkili bulunmustur (Tablo 3). Bu arastirmalarin 1s1ginda
uremik sendromdan Ozellikle diyalizle uzaklastirilabilen orta molekiil agirlikli
toksinler ile kiiclik molekiil agirlikli olup orta molekiil agirlikli gibi davranan

toksinlerin sorumlu tutulabilecegi gosterilmistir (36).
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Tablo 3. Molekiil agirliklarina gére bazi iiremik toksinler (36).

Nitrik oksit 30 Dalton Hippurat 179 Dalton

Ure 60 Dalton Myoinozitol 180 Dalton

Fosfat 96 Dalton Dimetilarginin 202 Dalton
Kreatinin 113 Dalton Asimetrik dimetilarginin 202 Dalton
Urat 168 Dalton Fenilasetil glutamin 264 Dalton
Parathormon 9425 Dalton R2 Mikroglobulin 11818 Dalton
Guanidostksinat 175 Dalton B-endorfin 2465 Dalton

Indol asetat 175 Dalton Metilguanidin 73 Dalton

2.3.1. Kardiovaskdler Sistem

Uremik sendrom dolayli ya da direkt olarak cogu sistemi etkiler. En énemlisi
hayati agidan kalp damar sistemi izerine olan etkileridir. SDBY hastalarinin yaklasik
%80’inde su ve tuz retansiyonuna bagli olarak HT karsimiza ¢ikar. Kardiyovaskiler
hastaliklarin bu denli 6nemli olusu konjestif kalp yetmezligi ve serebrovaskiiler
hastaliklar i¢in 6nemli risk olusturmasina baghdir. Ayrica riskin artmasinda HT’ye
katkida bulunan RAS aktivasyonu, artmig aldesteron (retimi, vazodilatator
hormonlarin azalmis iiretimi de rol oynamaktadir.

Uremik sendromda goriilebilen kalp kaynakli problemler, elektrolit dengesizligi
veya koroner arter, non-aterosklerotik kaynakli koroner arter hastalig1 ve semptomatik
miyokard iskemisidir. Uremik hastalarda daha 6nce de belirttigimiz gibi yiiksek risk
faktoriine baglh olarak konjestif kalp yetmezligi de siklikla karsimiza cikar. Uremide
gelisen hiperparatiroidizim ve fosfat retansiyonu arteryel kalsifikasyona neden olabilir
ve bunun sonucunda miyokardiyal kalsifikasyon ise tremik kardiyomiyopatiye yol
acabilir (37).

2.3.2. Gastrointestinal Sistem

KBY’de sik goriilen gastrointestinal semptomlar baslangicta tek belirti olabilir.
Yeme bozuklugu, bulanti, kusma ve iiremik olarak belirtilen karakteristik agiz kokusu
seklinde ortaya ¢ikar. KBY’nin diyaliz ve transplantasyon ile tedavi edilemeyen ya da
edilmemis durumlarinda yetmezligin ilerlemesine bagh olarak stomatit, gastrit ve
enterit gelisebilir. Mukozal Ulserasyonlar, gastrointestinal yolun her seviyesinde

tiremide olusan gastrointestinal sistem (GiS) kanamadan biiy(ik élctide sorumlu olarak

17



gosterilebilir. Ayrica bunlarin yani sira petit Glser de tiremide yaklasik 1/4 oraninda
hastalarda ortaya ¢ikabilir (37).

2.3.3. Anemi

Bobrek yetmezligi sirasinda anemi erken gelisir ve bobrek fonksiyonlari
kotiilestikce kendini hasta ve halsiz hissetmenin ana nedenlerindendir (29). Uremideki
aneminin patogenezi bir¢ok nedene bagli olarak ortaya ¢ikabilir. KBY’de anemi
gelisimine katkida bulunan bu nedenler EPO eksikligi, eritrosit sag kaliminin
kisalmasi, eritrosit yapiminda tiremik inhibitorlerinin varligi, hemoliz, kanama, tedavi
amagli hemodiyaliz esnasindaki kan kaybi ve dolayli demir eksikligidir. Normalde,
dolagimdaki EPO diizeyleri yiiksek degildir ancak homeostazin devami igin anemiye
yanit olarak hizla artar. Ancak KBY’de bu iliskiden s6z etmek mumkin olmaz ¢inkd
bobrek fonksiyonlarindaki bozulma EPO diizeyini kontrol edemez. Bu sebebe
dayanarak KBY’de aneminin olasi en Onemli sebebi EPO eksikligi olarak
aciklanabilir. Serum EPO dlzeyleri ve olgunlasmamis eritrosit sayimi, bobrek
yetmezligi olmadan ayni diizey anemisi olan hastalarin sonuglari karsilastirildiginda
diisiik sonuglarla karsilasilir. Demir parametreleri ise normaldir (37).
KBY’de anemi tedavisini rekombinant insan eritropoietin olduk¢a degistirmistir.
Aneminin tedavisinde ayrica kardiyak semptomlari, santral sinir sistemi semptomlari

ve istahin diizeltilmesi olduk¢a anlamlidir (29).

2.3.4. Deri Bulgular:

Deri, pek ¢ok sistemi etkileyen hastalik durumunda dolayli veya direkt olarak
yer almaktadir. Ozellikle bu durum bizim igin bébrek hastaliklarinda ayrica dnemlidir
(38). Esasen bobrek fonksiyonlarinda bozulma birgok organ ve sistemde sorunlara yol
acar. Uremik sendromda ise cesitli deri lezyonlarmin gériilmesi yiizyildan fazla
zamandan beri dikkatleri gekmektedir. Deri lezyonlariin sikligi ve siddeti, genellikle
bobrek yetmezliginin derecesi ile dogru orantili olmakla beraber ciddi dermatolojik
sorunlara da sebep olmaktadir. Deride solukluk, ekimoz, kasinti, pigmentasyon ve
dehidratasyon genellikle bobrek yetmezliginin ileri dénemlerinde ortaya gikar. Deri
genellikle kuru ve atrofiktir (29). Son yillardaki bobrek yetmezliginin tedavisinde
kaydedilen gelismeler sayesinde hasta Omriiniin uzatilmasinin yani sira yasam
kalitesinde de sistemik olarak ilerleme kaydedilmektedir (39).

Bobrek fonksiyonlarinin reversible bozulmasinin sebep oldugu tremik sendrom,

deride ciddi belirti ve bulgulara yol acarak (6zellikle deri kurulugu-kasint1 ve bunun
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yani sira perforan dermatozlar, kalsifik remik arteriyolopati) hastalarin yasam
kalitesini oldukca azaltmaktadir. Uremik hastalardaki bulgularin sebepleri konusunda
birgok neden varligi tartisilmakla beraber ileri siiriildiigii gibi kalsiyum, magnezyum
ve fosfat, vitamin D ve PTH metabolizmasi ile arasinda iliskinin kesin kanitlar1 elde
edilememistir (5).

Uzerinde durulan mekanizmalardan bazilari, paratiroit hormon ve divalan iyon
metabolizmasi bozukluklar1 ve mast hiicrelerle ilgili bozukluklar; histamin, seratonin
ve substans P’nin karistigi olaylarla ilgili diizensizlikler; ter ve yag glandiiler
yapilarindaki atrofi, sinirlerin terminal dallanmadaki bozukluklar1 olarak siralanabilir.
Immiin sistemi ilgilendiren bozukluklar ve opioid reseptdr sistemindeki
dengesizliklerle iliskili belirtiler de bildirilmistir. Uremik toksinlerin tim bu

bulgularin olusumunda merkezi bir rolii bulunmaktadir (5,40-44).

2.3.5. Kemik Bulgular:

KBY, kalsiyum ve fosfat homeostaz diizenlemesini degistirir. Sekonder
hiperparatiroidizm, metabolik kemik hastaliklari, yamusak doku kalsifikasyonlar1 ve
morbidite ve mortalitede anlamli etkileri olan diger metabolik duizensizliklere yol agar
(29). Saglikli bobrekleri olan kisilerde, normal fosfor ve kalsiyum diizeyleri ii¢ hormon
PTH, 1,25 (OH):Ds (kalsitriol) ve FGF23’Un etkilesimi ile korunur. Mineral
metabolizmasindaki degisiklikler KBY’de evre 2’de kendini gosterir ve bobrek
fonksiyonlarinin azalmasina bagli olarak kotiilesir (45).

Sekonder hiperparatiroidizm dolasimdaki PTH konsantrasyonundaki artis olarak
adlandirilir. PTH yiikselisindeki baslica anormal metabolik nedenler; azalmis kalsitriol
uretimi, serum kalsiyumunda azalma ve serum fosforunda artmasidir. PTH serum
kalsiyumu dar bir aralikta, bébrek distal tubulleri Gizerinde kalsiyum reabsorbsiyonunu
arttirict ve kemik tizerinde kalsiyum ve fosfat akisini arttirici direkt etkisiyle diizenler.
Genellikle renal proksimal tiibulde 1-alfa-hidroksilaz enzimini uyararak 1,25-(OH).D3
uretimini stimlle eder. Deride 7-dehidrokolesteroliin solar radyasyonu almasiyla
vitamin D3 olusur. Vitamin ayn1 zamanda somonda ve baliklarin karacigerinde (KC)
bulunmaktadir. 1,25-(OH).D3 KC’de hidroksilasyona ugrayarak biyolojik olarak
inaktif form 25-hidroksi vitamin D’ye doniisiir. Daha sonra ise renal proksimal tiibiilde
1-alfa-hidroksilaz enzimi ile aktif forma doniistiiriiliir. Kalsitriol, GIS’de kalsiyum ve
fosfatin emilimini arttirir. Osteoklastlarin olgunlagmasini saglar. Bozulmus bobrek
fonksiyonu, vitamin D ve PTH Uzerindeki etkileri de dahil olmak tizere karmasik bir

kalsiyum ve fosfat metabolizmasinin aksamasina neden olur.
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KBY’de FGF23 artar ve bobrek fonksiyonlariin kaybina bagli adaptif cevapta
6nemli rol oynar. KBY de karakteristik olarak paratiroid hastaligi ile PTH sekresyonu
ve PTH salgilayan hiicre miktarindaki artis olur. GFR’nin 60ml/dk/1,73m? nin altina
diismesi ile serum PTH seviyesindeki artis belirgin hale gelir. Bu durum rutin
laboratuvar testleri ile hiperfosfatemi, 1,25(OH). vitamin D3 diizeyindeki azalma ve
hipokalsemi ile saptanabilir.

Bobrek fonksiyonu azaldikca PTH diizeyi progresif olarak artar, evre 5’teki
tedavisiz hastalarin yiiksek PTH diizeylerine sahip olmalari beklenir (29).

2.4. Kalsiyum-Fosfor Metabolizmasi

2.4.1. Kalsiyum

Kalsiyum, hiicre membraninin biitiinliigiiniin korunmasi, néromiiskiiler aktivite,
endokrin ve ekzokrin salgi aktivitelerinin dilizenlenmesi, kanin pihtilagmasi,
kompleman sisteminin aktivasyonu ve kemik metabolizmasi olmak (zere birgok
fizyolojik olayda onemli rol oynar (46). Kalsiyum, vicutta en ¢ok bulunan 5.
elementtir ve total kalsiyumun yaklasik %40°1 serum proteinlerine, bunun %80-90’1
ise albiimine bagli olarak bulunur. Saglikli bir erigkinde, yaklasik olarak 1,0-1,3 kg
kalsiyum bulunmaktadir (47). Kalsiyum, bu 6nemli gorevleri gergeklestirirken fosfor
(fosfat-HPO4) ve magnezyumla beraber hareket eder (48). Vucut kalsiyumu kemik
dokuda %99 oraninda hidroksiapatit formda, geriye kalan %21’i ekstraseluler ve
intraseliiler s1vida bulunur (49).

Kalsiyum, kemik mineralizasyonunun yani sira pthtilagma, sinir iletimi, enzim
aktivitesi, endokrin, muskiler sistem ve plazma membran potansiyelinin devamliligini
da icine alan fizyolojik sureclerde 6nemli rol oynamaktadir. Kalsiyumun Kkritik 6nemi
nedeniyle, hiicre dis1 sivida iyonize konsantrasyonu belirli bir aralikta tutulmasi
elzemdir (50). Kalsiyum degerlerinin dengede tutulmasi iki dnemli gorevi yerine
getirmesinde, normal iskelet gelisimi ve mineralizasyonu i¢in hiicresel fonksiyonlarin
saglanmasi agisindan oldukga anlamlhidir (51). Serum kalsiyum konsantrasyonunun
belirli bir aralikta tutulabilmesi pek ¢ok faktore baghdir. Bu faktdrler Ca?* duyarl
reseptér (CaSR); PTH ve PTH reseptori [PTH-related protein (PTHrP)-R]; tiroid

parafolikiler C hiicrelerinden salinan kalsitonin ve reseptorii ve D vitaminidir (52,53).
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Sekil 2. Kalsiyum ve fosfat homeostazinin PTH, D vitamini ve FGF23 ile
dizenlenmesi (54).

Normal bireylerde idrarla atilimi 6nemli degiskenlik gostermekle beraber,
agizdan alimminin idrarla giinliik kalsiyum atilimina etkisi azdir (46). Glomerllerden
giinde ortalama 8-10 gram kalsiyum filtre edilir, giinliik kalsiyum atiliminin st sinir1
erkeklerde 300 mg’dan az kadinlarda ise 250 mg’dan ya da 4mg/kg olarak hesaplanir.
Kalsiyumun biytk bir bolumi kandan paraselliiler olarak geri emilerek
glomertllerden filtre edilir (proksimal tubillerde sodyum-potasyum-klor (Na+-K+-
2Cl-) tastyicist ile).

Kalsiyumun %20’si Henle kulpunun c¢ikan kalin kolundaki geri emilimi
parasellin-1 adi verilen bir tight-junction proteini ile yine paraselliler yol ile
gerceklesir. Kanda kalsiyum veya magnezyum seviyeleri yiikseldiginde, homeostazi
dizenlemek igin Henle kulpunun ¢ikan kalin kolunda CaSR aktif hale gelir, Na+-K+-
2Cl tastyicist inhibe olur ve ¢ikan kalin kolun limeninin pozitif voltaji azaltilarak
kalsiyumun bobrekteki geri emilimi azaltilmis olur. Bdylelikle serum iyonize
kalsiyum dlzeyi, PTH ve 1,25(0OH):D’den bagimsiz olarak CaSR’nin bu islevi
sonucunda dizenlenmis olur. Kalsiyumun %10°u ise, distal tubiillerde farkli olarak

transselltler bir mekanizma ile geri emilir.
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Transselltler geri emilimdeki bu farki intestinal epitel hiicrelerinde oldugu gibi,
kalsiyumun apikal ylzeyden transient receptor potential vanilloid 5 (TRPV5) ile
hiicreye igine girisi, kalbindin D’ye baglanarak bazolateral membrana taginmasi, Na*-
Ca?* pompasi ve kalsiyum pompasi1 (Ca-ATPaz) araciligi ile dolasima aktarilmasi ile
gerceklesir. Bu islemin uyaricilart ise PTH, PTHrP ve 1,25(0OH).Ds’dir (50). Esas
olarak ekstraselliiler sivida iyonize kalsiyum diizeyi, PTH ve 1,25(OH)2D3 tarafindan
dizenlenmektedir. Paratiroid sef hiicrelerinde bulunan CaSR’ler serum iyonize
kalsiyum diizeyindeki en kiicuk degisiklige olduk¢a duyarlidir ve bunun sonucu olarak
en kisa siirede PTH diizenlemektedirler. PTH ve 1,25(OH)2Dz3’nin esas etkisi kemik,
bobrek ve bagirsaklarda gozlenir (Sekil 2) (55).

2.4.2. Fosfor

Insan viicudunda total kalsiyum 1,0-1,5 kg, fosfor ise 0,5-0,8 kg arasinda
degismektedir. Bu miktarin %85 kadari, kemik dokuda ve kalsiyum fosfat formunda,
total kalsiyum ise %99 oraninda kemikte bulunmaktadir. Hem fosforun hem de
kalsiyumun %21°1ik kismi ise inorganik fosfat formunda hiicre dis1 sivida ve geri kalani
da hiicre i¢i organik fosfat bilesikleri olarak yumusak dokuda bulunmaktadir. Kandaki
organik fosfat bilesikleri, agirlikli olarak eritrositlerde bulunur ve bu da toplam kan
fosforunun 2/3’nii olusturur. Inorganik fosfat ise plazma da bulunmaktadir. Klinik
laboratuvarlardaki rutin olarak 6lculen fraksiyon inorganik fosfor olup, bu hiicre igi
fosfat miktarin1 dogru olarak gdstermeyebilir. Besinle kalsiyum ve fosfor alinimi
olduk¢a degisken olabilir. Inorganik fosforun yaklasik %85’i filtre olur, serumda
mono valan (H2PO4) ve di valan (H2PO4?) fosfat iyonlari seklinde bulunmaktadir.
H2PO4: HoPO4?2 orani da pH’a bagimlidir. Glomeriiler filtrat proksimal tubuluslarin
sonuna geldiginde filtre edilen fosforun %70’i geri emilir. Henle kulpunda hi¢ fosfor
emilmez. Serumdaki fosforun bir kismi sodyum, kalsiyum ve magnezyum ile
kompleks seklinde, bir kismi serbest halde, geri kalan 1/10’luk kismi ise proteinlere
bagli olarak bulunur (56,46).

Idrarla fosfor atilimi, biiyiik 6lgiide oral almimima baghdir. Fosfor atilimi
yastan da etkilenir (46). Hem hiicre dis1 hem de hiicre i¢i dagilimda fosfor, kemiklerin,
dislerin ve  DNA/RNA’ nin yapisal bir bileseni olarak islev goriir ve lipid
membranlarinin ve dolagimdaki lipoproteinlerin iki kutuplulugunu saglar. Metabolik
olarak fosfor, fosfat baglarinda (ATP) enerji iretmek ve depolamak, kani
tamponlamak, gen transkripsiyonunu diizenlemek, enzim katalizini etkinlestirmek ve

bobrek salgisindan immiin tepkiye kadar cesitli organ fonksiyonlarini etkileyen
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diizenleyici yolaklarin sinyal iletimini miimkiin kilmak igin kritik yollarda ¢alisir (57).
Serum fosfor konsantrasyonlarinin 2,5 ila 4,5 mg/dL (0,81 ila 1,45 mmol/L)

seviyelerinde tutulmasi normal homeostazin 6neminden dolayidir (58).
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Sekil 3. Fosfor metabolizmasi (59).

Genelde dengeli bir beslenme ile fosfor alimi ortalama 800- 1500 mg’dir, bunun
icin kaynak stt Grtnleri, tahillar, yumurta ve ettir. Alinan fosforun yaklasik %50-60’i
ince bagirsakta jejunumda emilir. in vitro alismalar fosforun bagirsaktaki emiliminin
aktif bir eylem oldugunu gostermektedir. Bobrekte ise fosfor, proksimal tubulusun
fircams1 kenar membranindan, yiiksek bir elektrokimyasal gradiyente karsi, sodyum-
fosfor ko-transpotu yoluyla girer. Bu giris igin enerji bazolateral sodyum pompasinin
yarattig1 gradiyent ile saglanir. Bazolateral membran tarafinda fosforun hiicre disina
cikist %70 sodyuma bagli, %30 ise sodyumdan bagimsiz bir anyon sistemiyle
gerceklesir. 1,25(0OH)2D3 varliginda uyarilan aktif transport mekanizmasi ise emilimi
%85-90 diizeylerine kadar arttirabilir (50). Beslenme ile alimina bagli olarak idrar ile
atilm degiskenlik gosterir. Dolayisiyla serum fosfor dizeylerinin kontrolu, filtre

edilen ve renal tubullerde geri emilimi ile miimkiin olmaktadir. Glomerdillerden filtre
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edilen fosforun az bir kismu distal tubiilde, %80’den fazlas1 ise proksimal tubtilde geri
emilir. Proksimal tubtldeki geri emilim fircamsi kenar membraninda bulunan
sodyum/fosfat ko-transport proteinleri NaPi-2a ve NaPi-2c ve Nat/K+-ATPaz
aracili@i ile gerceklesir. Renal fosfor geri emiliminin diizenlenmesi, proksimal
tubulustaki NaPi-2a ve NaPi-2¢’nin miktar ve aktivitesindeki degisikliklere baghdir.
Na-Pi tasiyict proteinlerinin ekspresyonu ise PTH, PTHrP, fosfat diizeyi, buyiime
hormonu, tiroid hormonu, instlin ve instlin benzeri biylme hormonu, FGF23 gibi
etkenlerin varligindan bagimsiz degildir (Sekil 3) (50,56).
2.4.3. D vitamini

Vitamin D terimi ilk kez, 1922°de McCollum tarafindan morina baligindan anti-
ragitik faktor igin kullanilmistir (60). D vitamininin dogal iki dnciisii vardir: Bitkilerde
bulunan ergosterol ve hayvanlarda ve insanda bulunan 7-dehidrokolestrol. Ergosterol,
D> vitamininin gilines 1s1gma maruz kalmasi yoluyla endojen olarak {iretilir ve
kalsiferol olarak bilinen ergokalsiferole doniisiir. insanlarda D vitamininin ana
kaynag1 deride 7-dehidrokolestrol ultraviyole isinina maruz kalarak Uretilen Ds
vitaminidir. Vitaminin biyolojik olarak aktif formu kalsiyum ve fosfat
metabolizmasini diizenler (46).
D vitamini gergek bir vitaminden ziyade daha ¢ok bir “Oncti hormon”dur. D vitamini
steroid yapida bir 6nctl hormon olup, kemik metabolizmasi ve sinir-kas fonksiyonlar
acisindan Onemli bir role sahiptir. D vitamini, kan Ca ve P seviyelerinin
diizenlenmesinde, kemik dongiisliniin uygun bicimde devaminin saglanmasinda
gerekli olmakla birlikte birgok fizyolojik fonksiyonda gorev alir (Sekil 6).
Kolekalsiferol temel formudur ve daha once de belirtildigi iizere giines 1s18inin
ultraviyole B kismina maruz kalindiginda deride 7-dehidrokolesterolden dogal olarak
uretilmektedir. Bunun yani sira bu iki oncii birbirinden; D> vitamini, 22. ve 23. karbon
arasindaki ¢ift bag ve karbon tzerindeki bir metil grubu ile D3 vitamininden ayrilir
(Sekil 4) (47).

24



Giinez Izign

Termal Enerji

7-Dehidrokolesterol 0l ki
(provitamin D:) v K
HO™ N3

28 28

CH, CH

Vitamin D,
(Kolekalsiferol)

Vitamin D:
(Ergokalsiferol)

Ergosterol
(provitamin D:)

Sekil 4. D3 vitamini (kolekalsiferol) ve D2 vitamini (ergokalsiferol) yapilari ve
onculleri (47).

Deride ultraviyole 1sim1 ile sentezlenen veya beslenmeyle alinan D vitaminleri
biyolojik olarak aktif durumda degildir. Dolagimdaki D vitamini, vitamin D baglayict
protein ile KC’ye taginir ve buradaki enzim 25-hidroksilaz ile 25-hidroksivitamin D’ye
[25(OH)D] dontstiiriiliir. Ayrica D vitaminin aktif formuna donisebilmesi icin
gereken diger bir asama bobreklerde 1a-hidroksilaz enzimi ile 1,25-dihidroksivitamin
D’ye [1,25(OH).D3] (aktif olan form) dontstiiriilmesi ile gergeklesmektedir (Sekil 5)
(61).
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Sekil 5. D vitamini metabolizmasi D2 vitamini ve D3 vitamini karacigerde 25-
hidroksivitamin D’ye ve ayrica bobrekler tarafindan 1,25-dihidroksivitamin
D’ye enzimatik olarak hidroksile edilir. 1,25-Dihidroksivitamin D2 ve 1,25-
dihidroksivitamin D3, D vitamininin biyolojik olarak aktif formlaridir (47).

1,25(0OH).Dz’0n  konsantrasyonunun  dizenlenmesi de sentezi kadar
multifaktoriyeldir, oOzellikle PTH olmak (zere, fosfat, kalsiyum, FGF23 ve
1,25(0OH).D3 seviyeleri ile siki bir sekilde kontrol edilir (62,63). FGF23’{in vitamin D
metabolizmasindaki etkili roltinu 1-alfa-hidroksilaz enzim aktivitesini azaltarak ve 24-
alfa-hidroksilaz aktivitesini arttirarak gosterir. Dolayistyla FGF23 etkisi, kalsitriol
diizeylerini azaltma yonundedir olarak ifade edilebilir (64). FGF23’un D vitamini
Uzerine olan bu etkisi ile hipofosfateminin olusmasinda da rolii oldugu sdylenebilir
(65). Buna karsilik kalsitriol, osteositlerde FGF23 ekspresyonunu arttirmaktadir (66).
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Sekil 6. Kalsiyum ve fosfat homeostazinin regiilasyonu (67). Paratitoid hormon

’A

(PTH) kalsitriol (1,25-dihidroksivitamin D3) sentezini bobrekte artirmaktadir

(a).Kalsitriol negatif feedback ile PTH’yi azaltmaktadir (b). FGF23 kemikten
salinmakta ve kalsitriol sentezini azaltmak icin bobrekte etki gostermektedir
(c). Kalsitriol kemikte FGF23 ekspresyonunu arttirmaktadir (d). FGF23
bobrekten PTH salinimini azaltmaktadir (e). PTH, FGF23 ekspresyonunu
arttirmaktadir (f).

2.5. Fibroblast Buyume Faktori (FGF23)

2.5.1. Fibroblast Biiyiime Faktorii 23 Yapisi ve Sentezi

FGF23, FGF ailesine mensup olup, diger aile elemanlarindan ayr tutulur. FGF-
19 ve FGF-21 ile birlikte endokrin FGF’ ler olarak adlandirilir. Bobrek fonksiyonlarini
diizenleyerek mineral iyonu homeostazin1 koruyan, kemik dokuda osteositten ve
osteoblasttan tiiretilmis bir hormon olan FGF23, fosfor metabolizmasini diizenleyen
temel hormondur ve FGF23 geninin 12p13.3 lokusundan eksprese edilmektedir (68-
69-70). Yaklasik olarak 32 kDa olan bu protein bir N-terminal sinyal peptid parcasi
(18 kDa) ve bir de C-terminal pargasindan (12 kDa) olusmaktadir.(Sekil 7).

2001 yilinda Yamashita ve arkadaslar1 tarafindan ilk kez timor kaynakli
osteomalazide renal fosfat kaybinin neden oldugu hipofosfatemi arastirilirken
farelerde klonlanmigtir (71). Osteoblast ve osteositler tarafindan iiretilmekle beraber

son zamanlarda ayrica tukiriik bezi, kas, beyin, meme glandi, dalak, karaciger ve kalp
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olmak Uzere bir¢cok dokuda da eksprese oldugu yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir
(68,6,72).
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Sekil 7. insan FGF23 geni ve proteini (73).

FGF23, FGF filogenetik ailesinin bir Gyesidir (Sekil 8). Ik Fibroblast biiyiime
faktoru (FGF), 1973’te Armelin tarafindan hipofiz ekstraktlarinda tanimlanmustir (74).
Fibroblast blytme faktorleri (FGF) genis bir biyiume faktori ailesine aittir. FGF” ler,
anjiyogenez, yara iyilesmesi, embriyonik gelisim ve metabolizma diizenlemesi dahil
olmak iizere sayisiz biyolojik ve patofizyolojik siirece aracilik etmek igin parakrin
veya endokrin sinyalini kullanir (75).

FGF’ ler, bes parakrin alt ailesi ve bir endokrin alt ailesi olmak tizere alt1 alt aile
olarak siniflandirtlir (76). Klasik FGF ailesi iiyeleri embriyonik gelisim sirasinda
doku ve organlarin olusumunu diizenleyen parakrin faktorler olarak kabul
edilir. FGF19 alt ailesi uyeleri (FGF19, FGF21 ve FGF23), endokrin FGF’ lerdir (77).
Endokrin FGF’ ler olarak adlandirilan bu {giiniin endokrin fonksiyonlarina kars1 diger

FGF’ lerin parakrin veya otokrin fonksiyonu vardir (78).
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Sekil 8. FGF filogenetik agaci (79).

Ekstraselliller alana salinan FGF’ler heparin sulfata (HS) bagimh
proteinlerdir. FGF’ lerin 12 antiparalel  dizisinden olusan heparan siilfat baglanma
bolgesi vardir, B1 — B2 dongii yapist ve genisletilmis f10 — B12 bolge ile tanimlanir ve
HS’ ye baglanma igin ¢6ziiclye maruz kalan basit amino asitleri ve temel atomlarini
tanitir (76). Parakrin FGF’ lerde, heparan siilfatin baglanmasi, FGF ligandiyla
sonuglanir ve pozitif yliklerle stirekli bir ylizey olusturur. Farkli olarak, bir kofaktor
olarak HS kullanmayan endokrin FGF alt aile tyelerinde (FGF19, FGF21 ve FGF23)
FGF’ lerin heparin veya heparan siilfat ile baglanmasi bir kofaktor islevi goriir ve bunu
ligand-reseptor etkilesimini kolaylastirarak ve reseptor sinyal iletim yolaklarini aktive
ederek yapar (80). Ancak FGF19, FGF21 ve FGF23’(in heparan siilfata afinitesi azdir.
Afinitedeki bu zayiflik endokrin FGF’lerin HS zengin ekstraseluler matrise

baglanmadan sistemik dolagimda bulunmalarina sebep olur (79,81).
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Sekil 9. FGF ligandlar1 ve FGF reseptorleri ailesi (82).

FGFR’ler ya heparan siilfat ya da Klotho’ya bagli yollardan FGF sinyal
transdiiksiyonuna aracilik eden transmembran tirozin kinaz reseptorleridir (83).
Heparan siilfat FGF ile FGFR etkilesimine katilir ve FGFR tirozin kinaz aktivasyonu
icin gerekli olan FGF-FGFR sinyal kompleksi olusumunu uyarirlar (84). Bu nedenle
endokrin FGF’ ler FGFR’nin etkin dimerizasyon ve aktivasyonunu saglamak i¢in

heparan stlfata ilaveten baska bir kofaktor a-Klotho proteinine ihtiyag duyar (85).

2.5.2. FGF23 Reseptorleri

FGF’ ler ve reseptorleri (FGFR’ ler), gelisim ve yetiskin yagami boyunca hiicre
cogalmasini, hayatta kalma, go¢ ve farklilagsmay1 siki bir sekilde diizenlemek icin
temel rol oynar (82). FGFR’ ler gelisim ve doku onarimi sirasinda hiicre ¢gogalmasi
ve farklilagmasi dahil olmak tizere énemli biyolojik surecleri diizenler. Gegtigimiz on
yillar boyunca, FGFR’ lerin sinyal agmin anlasilmasi i¢in yapilan ¢alismalarin bir
sonucu olarak sayisiz patolojik kosul ve gelisimsel sendrom ortaya ¢ikmustir (83).
Reseptor tirozin kinazlarin (RTK” ler) bir alt ailesi olan insan FGFR ailesi, dort aile
tiyesinden olusur - FGFR1, FGFR2, FGFR3 ve FGFRA4. FGF sinyal tirozin kinaz alani
olan FGFR5’ten (FGFRL1 olarak da bilinir) yoksun olan yakindan iliskili bir reseptor,
yakin zamanda FGF’ler olarak bilinen FGFR baglayic1 ligandlarla etkilesime
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dayanarak kesfedilmistir (86). Fibroblast blylme faktorlerinin etkilerini géstermeleri
FGF reseptorlerine (FGFR) baglanmalar: ile olur (69). FGF19 alt familya Uyesi,
FGF19, FGF21 ve FGF23, heparan siilfata zayif yakinliklarindan otiirii, ko-
reseptorlerini heparan siilfata bagl bir sekilde aktive etmemektedir. Bunun yerine,
reseptorlerini aktive etmek ve dimerize etmek icin o-Klotho’ ya baglanirlar (82). Dort
tip bagimsiz gen tarafindan kodlanan FGFR tanimlanmistir: FGFR1, FGFR2, FGFR3
ve FGFRA4. Bu FGFR’ ler; hiicre dis1 bir bdlge, bir zar 6tesi bolge ve hiicre i¢i bir
bolgeden olusan tek zincirli glikoproteinlerdir (87). Bdbrek tubulus hicreleri
tarafindan eksprese edilen FGFR1 ile FGF23 ylksek afinitede baglanir (88). FGFR1
distal tiibiil tarafindan salgilanir; ancak temel FGF reseptorii olan FGFR3, proksimal
tiibiil tarafindan salgilanir ve fosfat regiilasyonunda gorev alir (89,90). Tumu tirozin
kinaz ailesine ait olan FGF reseptorleri doku ekspresyonu, aktivite ve ligand baglama
acisindan farkliliklar gosterirler. Dort FGF reseptorii (FGFR 1-4) ve bunlarin alternatif
eklenmelerin sonucu olan ¢ok sayida izoformu (FGFR 1a, 1b, 1c,2b, 2c, 3b, 3c ve 4)
bulunmaktadir (Sekil 9). Her FGFR, ekstraselliiler ligand baglanma bdlgesi, bir
transmembran parca ve intraselluler tirozin kinaz bolgesi olusturur (91,92). FGFR’ ler,
uc immiinoglobulin (Ig) benzeri alandan (I-111), bir transmembran alandan ve bir hiicre
i¢i tirozin kinaz alanindan olusan hiicre dis1 bir alan igerir. Igl ve IgIl kivrimlari
arasinda, reseptor oto-inhibisyonunda 6nemli bir rol oynayan bir baglayict bolge
gorevi goren asitten zengin bir alan (asidik kutusu olarak adlandirilir) bulunmaktadir
(93). FGFR1, 2 ve 3’0 kodlayan 19 ekson vardir. Ayrica FGF reseptorleri bu 19
eksona, ekson 8 veya 9’un eklenmesi ile olusur. mRNA transkriptine ekson 8’in
eklenmesi ile FGFR’nin b izoformu olusurken; ekson 9’un eklenmesi ile FGFR’nin ¢
izoformu olusur. Ve FGF23 birgok FGFR’nin c¢ izoformuna baglanmaktadir
(53,94,95). FGF23 N-terminal bolgesi ile FGFR’lere baglanirken, C-terminal kismi ile
de kofaktori olan a-Klothoya baglanir (81).
2.5.3.Klotho

Klotho, beta-glukuronidaz enzimleri ile homoloji gosteren bir transmembran
protein olup, ilk olarak Kuro ve arkadaslar1 tarafindan, yaslanmanin bazi fenotipik
ozelliklerini baskilayan bir gen olarak tanimlanmistir. Bu protein ayn1 zamanda FGF23
icin zorunlu ko-reseptor islevi goren bir proteindir. Farelerde Klotho gen ekspresyon
defektinin, azalmis yasam siiresi, infertilite, deri atrofisi ve osteoporoz gibi yaslanma
belirtilerine neden oldugu gorilmiistiir (9). Klotho geni baslica bobrek distal tiibiil

epiteli ve beyin koroid pleksuslarindan, ayrica osteositler, osteoblastlar, bobrekler,
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paratiroid bezleri, endotel hicreleri, timus, lenf bezleri, ventrolateral talamik

cekirdeklerde eksprese edilmektedir (6).

A FGF2+HS FGF2 FGF23 )
3 HS baglama bélgesi Ortu

B ADAM10/17
X
1 58 506 517 953 | 1012
\ A / vY A4 v
N [SPH KL1 - KL2 }—TM}—cC
linker A A

Sekil 10. Klotho yapisi ve FGF23 reseptort

Kl geni, insanlarda 1012 amino asit tek gegisli bir transmembran proteinini
kodlayan 5 ekzon igerir; bunlar, ¢ok kisa bir hiicre i¢i zinciri (9aa)- bilinen bir
fonksiyonel alan olmadan- bir transmembran bolgesi (20aa) ve olusan daha kapsamli
bir ektodomain igerir, iki tandem homolog B-glikosidaz benzeri alana KL1 ve KL2 adi
verilir (70). a-Klotho, 130 kDa agirliginda bir transmembran proteindir. Sitoplazmada

ve membran yizeyinde olmak Uzere hiicre disinda bulunan iki kisimdan olusur.
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Klothonun membrana baglh ve ¢dzlnlr olmak (zere iki tirevi vardir. FGF23 i¢in ko-
reseptér gorevi yapan membrana bagli a-Klotho, fibroblast buyume fakotiri
reseptorleri (FGFR) ile kompleks olusturur (Sekil 10). Membran ylizeyindeki pargasi
proteazlar tarafindan dolasima salinmakta, bu da a-Klotho’nun viicut sivilarinda
saptanabilen ¢oziiniir seklini olusturmaktadir (96). Klotho yoklugunda FGF23’(in
kendi reseptoriine afinitesi oldukca azalmakta ve biyolojik fonksiyonlarini yerine
getirememektedir (97,98).

Son caligmalar, FGF23-FGFR-a-Klohto sinyal kompleksi olusumunu ve aktivitesini
destekleyen yapisal etkilesimler konusundaki anlayisimizi biiyiik 6l¢iide ilerletmis
olsa da, ¢6zlnilr a-Klotho’ nun fizyolojik fonksiyonlari ve dogrudan FGF23 olmadan
hareket edip etmeyecegi ile ilgili tartismalar devam etmektedir (99,70).

2.5.4. FGF23 Etki Mekanizmasi

FGF23, ko-faktori Klotho’nun bulundugu bobrek, paratirod bezi, koroid pleksus
ve hipofiz bezi tzerinde fizyolojik etkileri gortilmektedir. FGF23 “iin ana hedef organ:
ise bobrektir. FGF23’iin salgilanmasi 6zellikle 1-25(0OH)2Ds (kalsitriol), PTH, diyetle
fosfat alimi ve inflamasyonla stimile edilmektedir (100). D vitamini ve fosfor
homeostazinda, FGF23 6nemli bir rol oynamaktadir. Serum fosfat dizeylerinin
artmast PTH ve FGF23 sekresyonunun artmasiyla sonuglanir (Sekil 11). Bu artis,
bobrek proksimal tiibiil hiicrelerinin apikal membraninda fosfor reabsorbsiyonundan
sorumlu NaPi2a ve NaPi-2c¢ kotransporter ekspresyonu azalirken fosfat
reabsorbsiyonu azalir ve dolasiyla {iriner atilimi artar. PTH, 1-alfa hidroksilazi
uyararak 1-25(OH).D3z Uretimini arttirir, FGF23 Uretim ve salinimini uyarir. FGF23 de
PTH sentez inhibitéri olan 1-25(0OH).D3z Uretimini azaltir ve ayrica PTH sekresyonunu
azaltir. 1-alfa hidroksilazi kodlayan Cyp27b1 geninin ekspresyonunu baskilayip, 1-
25(0H).D3’u inaktive eden 24-hidroksilaz enzimini kodlayan Cyp24 geninin
ekspresyonunu artirarak D vitamini (zerine etkilerini gosterir (101). D vitaminin
yiksek seviyelerinde ise, niikleer retinoid X reseptori (RXR) ile nukleer vitamin D
reseptori (VDR)’ne baglanarak kemikte FGF23 gen ekspresyonunu uyarir (102).
FGF23’ Un mitojen ile aktive olan protein kinazi (MAPK) aktive ederek PTH gen
ekspresyonu ve PTH sekresyonunu azalttigi in vivo ve in vitro c¢alismalarda
gosterilmistir (103,104). PTH’ nin etkisi ise kemik dokuda FGF23 (retiminin
uyarilmasidir.

PTH seviyeleri yiikseldiginde osteositlerde PTH reseptorleri uyarilmakta ve
FGF23 ekspresyonu artmaktadir (105,106). FGF23 ve kalsiyum arasindaki iliskiyi
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arastiran ¢alismalarda ise primer hiperparatiroidili hastalarda kontrol gruplarina gore
FGF23 duzeyleri daha yiksek olarak belirlenirken, paratidektomi yapildiginda ise
FGF23 diizeyleri diismiis ve postoperatif FGF23 diizeyleri diizeltilmis kalsiyum
diizeyleri arasinda iliski bulunmustur (107). Ayrica diger bir ¢alismada Vitamin D
reseptori olmayan siganlarda bazal FGF23 diizeyleri ¢ok diisiik iken diyetle kalsiyum
verilmesi sonrasinda kemikte FGF23 mRNA diizeyi ve dolasimda FGF23
diizeylerinde artis gozlenmistir (108). Bu c¢aligmalardaki sonuglari gbéz Online
aldigimizda kalsiyumun vitamin D’den bagimsiz olarak FGF23 Uretimi Uzerine etkisi

olabilecegi diisiinulebilir.
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Sekil 11. FGF23 regilasyonu ve aktivitesi. (Kesik cizgiler FGF23’iin diger

mihtemel etkilerini gostermektedir (109).
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2.5.5. FGF23 ve Kronik Bobrek Yetmezligi

Hiperfosfatemi KBY’ nin en 6nemli bulgularindan biridir. GFR azaldik¢a nefron
bagina diisen fosfat ekskresyonu artacak ve GFR diistiikge tiibiiler fosfat
reabsorbsiyonu %10-20’ye diiserken filtre edilen yiikiin %80-90 1 ekskresyona
ugramis olacaktir. Bununla birlikte toplam nefron sayisinin azalmasindan dolay1
serum fosfat1 yiikselir (110). KBY” deki FGF23’ Un diizenleme mekanizmalar1 hala
tam olarak anlasilmis degildir. FGF23, fosfat homeostazisini dizenler ve kronik
bobrek yetmezligi (KBY) olan hastalarda erken yiikselisi, tiim nedenlere bagl
olimlerle bagimsiz olarak iliskilidir. Inflamasyon KBY ’nin karakteristik 6zelligi
oldugundan ve artmig plazma FGF23 ile iliskili oldugundan, inflamasyonun dogrudan
FGF23’ (i tesvik edip etmedigi hala merak konusudur (111).

FGF23’iin, bobrek yetmezligi nedeniyle fosfat tutulmasina karsi bir telafi edici
cevap olarak yiikseldigi ilk olarak diistiniilmektedir. Ancak FGF23 artigi, serum
fosfatindaki artistan 6nce gelir. KBY nin ilerlemesinde kilit rol oynayan Klotho’ nun
azaltilmasimin, FGF23’ln inhibit6r etkisine paratiroid direncinin KBY” de FGF23’teki
ilk artistan sorumlu olabilecegi one siiriilmiistiir. Ancak KBY’ li hastalar boyle bir
durumda, 1-25(0OH)2Ds, serum fosfat ve kalsiyum seviyelerinde hafif bir artis gibi
Klotho azalmasi1 gostermelidir. Fakat bu erken KBY’ de g6zlenmemektedir (112).
Ayrica, Kronik Bobrek Yetersizligi Toplulugu (CRIC) ¢alismasinda, T. Isakova ve
arkadaglar1 (2011), “Metabolik degisikliklerin (...) artmus FGF23* (n Klotho
eksikliginden oOnce geldigini” one stirmiiglerdir (5). Bu bilim insanlari, bobrek
hasarinin kendisinin KBY” li hastalarda FGF23 salgilanmasi i¢in ilk uyarict
olabilecegi ileri siirmiistiir. Hayvan ¢alismalar1 bu fikri destekleme ydntndedir, bunun
da nedeni serum fosfatin yiikselmesinden 6nce FGF23 bobrek hasarindan hemen sonra
ve dogrudan artmig olmasidir. Diger bir bagka hipotez, sistatin C’nin FGF23 lzerine
biylk bir etkisi olabileceginden, renal klirensin KBY’nin erken evrelerinde FGF23
yukselmesinden sorumlu oldugunu 6ne siirmektedir (113).

Kronik bobrek yetmezliginde yapilan diger calismalarda, ileri evre KBY’ de
fosfor retansiyonunun 6nlenemedigi ve artan FGF23 diizeylerine direng gelistigi, 1-
25(0H).D3’iin azaldigi bobrek hasarinin arttigr gosterilmistir. Diger calismalarda
KBY” li hastalarda bobrek hasarinin ilerlemesiyle ve tim nedenlere bagli liimlerle
FGF23’in iliskili oldugu ortaya konmustur (6,7). Kronik bodbrek yetmezliginde
bozulan fosfat dengesinden FGF23-Klotho yolundaki aksakliklarin sorumlu
olabilecegi diistiniilmektedir (109,116).
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Kronik bobrek yetmezliginde bobrekte Klotho ekspresyonu ilerleyici olarak
azalirken serum FGF23 diizeyleri artmaktadir (110). FGF23, 1-25(0OH)2Ds seviyelerini
azaltarak hipokalsemiye ve PTH’ nin artmasina neden olur (FGF23’iin artmas: ile)
(117). Diistik serum 1-25(0OH)2Ds seviyeleri Klotho ekspresyonunu daha da bozarak
kisirdongii yasanir. PTH sentezini, fosfat retansiyonu ve diisiik 1-25(0OH).D3

konsantrasyonu iyonize kalsiyum seviyelerinden bagimsiz olarak artirir (118).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez calismasi, Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda etik kurul izni (Etik No: 2018-113)
alindiktan sonra gerceklestirilmistir. Calismada strese maruz kalmamis ve standarda
uygun kafeslerde bakilan eriskin 32 adet Wistar Albino si¢can kullanilmistir. Sivas
Cumhuriyet Universitesi Hayvan Laboratuvaridan elde edilen her biri 12-16 haftalik
ve yaklasik 290-310 gram agirliginda olan siganlar kullanilmistir.

Tim deney hayvanlar1 22420 °C oda sicakliinda, 12 saatlik aydinlik/karanlik
dongiiniin saglandigi, sesten yalitilmis odada ve %535 bagil nem oranina sahip
ortamda tutulmustur. Yeterli ve uygun oranlarda beslenmeleri saglanan deney
hayvanlariyla calismalar 09:00-15:00 saatleri arasinda yapilmis, 151k ve ses diizeyi
sirekli kontrol altinda tutulmustur. Tiim siganlarin kuyruklari, gruplarini ve hangi
hayvan oldugunu belirtecek sekilde numaralandirilmistir. Hayvanlar kafeslere beserli
olarak dagitilmstir.

Hayvanlar 14 hafta (5/6 nefrektomi prosediriinden itibaren) takip edildikten
sonra feda edilmistir. Feda etme islemi hayvanlar derin anestezi altinda iken
ekssanguinasyon (kansizlastirma) ile gergeklestirilmistir. Hayvanlarda bobrek
fonksiyon testleri, serum biyokimyasal incelemeleri, deri immdunhistopatolojik

incelemeleri ve Western Blot yontemiyle protein tayini yapilmustir.

3.1. Deney Gruplari

Toplam 30 Wistar Albino cinsi sigan, rastgele iki gruba [Sham Grup (SG, n=8)
ve Uremik Grup (UG, n=22)] ayrilmistir. Daha sonra UG’ye 5/6 nefrektomi modeli
olusturulmak tizere cerrahi yontem uygulanmistir. Cerrahi prosediir sirasinda bir sigan
anestezi nedeniyle (%3,3), bir sigan ise cerrahi prosediiriin hemen akabinde, deneyin
takibi sirasinda ise bes sican daha kaybedilmistir (%16,6). Deney sonunda UG’de
uremi diizeyi en diisiik olan yedi sican deney disinda birakilmistir. Son haliyle tim
analizler 8 SG (n=8) ve 8 UG (n=8) olmak iizere 16 sigan iizerinden gerceklestirilmistir
(Tablo 4).
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Tablo 4. Deney Gruplari ve Sayilari

Deney ve kontrol gruplari Grup basina hayvan adedi
Uremik Grup (UG) 8
Sham Grubu (SG) 8

Standart sartlar altinda bakimi yapilan siganlar 14 hafta boyunca haftalik olarak
izlenmistir. Hayvanlarin beslemesi 6zel olarak hazirlanan %6 tuz-%40 protein icerikli
sigan yemi ile yapilmistir. Izlem sirasinda haftalik klinik muayene ve agirlik dl¢iimii
yapilmistir. Laboratuvar izlemi, daha 6nceden programlandigi gibi iiremi kontrolii igin
serum (re, kreatinin degerlerine deney baslamadan, 6. Haftada ve 14 haftasonunda;
kalsiyum, fosfor, magnezyum diizeylerine cerrahi prosediiriin tamamlanmasinin
ardindan, 6. haftada ve 14. haftada bakilarak gergeklestirilmistir (Tablo 5). Tam kan
saymmi, immunhistokimyasal incelemesi, deri FGF23 tayini (Western Blot teknigi) ve
FGF23-1,25(0H).D3 ELISA testi 14. haftanin sonunda gergeklestirilmistir (Tablo 6).
Laboratuvar testleri i¢in alinan kanlar santrifiij edilip serumlart ayrilmis ve daha

sonraki analizler icin -80 °C’de muhafaza edilmis.

Tablo 5. Bakim siiresince izlenilen laboratuvar takipleri

Yapilan takip Takip sikhig

Kan Ure dizeyi Baglangi¢ -6.-14. haftada
Kan kreatinin dizeyi Baslangig -6.-14. haftada
Agirlik 6lgimi Haftada bir

Tablo 6. Deney slresince yapilan tetkikler ve zaman gizelgesi

Serum biyokimyasal tetkikler Tarih

Tam kan sayimi 14. hafta

Serum Kreatinin Baslangig - 6 hafta — 14. hafta
Serum (re Baslangig - 6 hafta — 14. hafta
Serum kalsiyum 6 hafta — 14. hafta

Serum fosfat 6 hafta — 14. hafta

Serum magnezyum 6 hafta — 14. hafta

FGFR1 immunhistokimya 14. hafta

Deri FGF23 tayini (Western Blot teknigi)) | 14. hafta

FGF23 ve 1,25(0H),D3 ELISA testi 14. hafta
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3.2. Cerrahi prosedir

Nefrektomi prosediiri, 5/6 nefrektomi adi verilen sub-total nefrektomi,
insanlarda bobrek kitlesi kaybini takiben ilerleyici bobrek yetmezligini taklit eder.
Tiim operasyonlar, ksilazin (5 mg/kg) ve ketaminin (80 mg/kg) bir karisiminin intra-
peritoneal (i.p) enjeksiyonu ile total anestezi altinda gergeklestirilmistir. Cerrahi
sirasinda tirag makinesi, terazi, steril gazli bez 5x5 ve 10x10, %0,9 NaCl ¢ozeltisi, jel
kopiik yastiklari: spongostan, Vicryl 4.0 ve 5.0, 1 ml siringa, doku forsepsi, Olsen-
Hegar makasli igne tutucu, Semken forseps, iris makasi, mayo makasi, standart desen

forseps ve ameliyat sonrasi siganlar i¢in temiz kafes kullanilmistir.

Sekil 12. Cerrahi prosediir 6ncesi hazirlik ve sonrasi.
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Iki basamakl1 bir prosediir uygulanmistir (Sekil 12):

1. Genel anestezi altinda [ksilazin (5mg/kg, ip) ve ketamin (80 mg/kg, i.p)
uygulanarak] sol paravertebral 5-8 mm’lik kesi ile sol bobrek agiga ¢ikarilarak,
kapstlii siyrilarak bobrekiistii bezi korunmaya dikkat edilerek bobregin her iki
ucundan 2/3’ liikk kism1 kesilmis ve jel kopiik pedlerle kanama kontrolii saglandiktan
sonra tekrar batin icine yerlestirilerek anatomik yapilar usuline uygun bigimde
kapatilmigtir. Sicanlar kafeslerine konarak standart sartlar altinda iyilesmeleri
beklenmistir.

2. Ik operasyondan yedi giin sonra genel anestezi altinda [ksilazin (5Smg/kg, ip) ve
ketamin (80 mg/kg, i.p) uygulanarak] sag paravertebral 5-8 mm’lik kesi ile sag bobrek
aciga cikarilarak, kapsiilii siyrilarak bobrekisti bezi korunmaya dikkat edilerek
bobregin tamami ¢ikarilmistir. Anatomik yapilar usuliine uygun sekilde kapatilmistir.
Her iki bobrek hesaba katildiginda ikinci operasyon sonunda tiim bobrek dokusunun
altida besi c¢ikarilmistir. Bu model litaratirde 5/6 nefrektomi modeli olarak
bilinmektedir. Siganlar kafeslerine konarak deney suresince takip edilmistir.

Sham Grup, nefrektomi (bobrek cikarma ameliyat:) hari¢ olmak iizere, UG’de
yapilan tiim islemler aynmi sekilde yapilmis; yani bobrek dokusunun tamami (6/6)
hayvanda kalmaistir.

Standart sartlar altinda bakimi yapilacak olan siganlar 14 hafta siireyle izlenmistir.
[zlem sirasinda haftalik klinik muayene ve agirlik 6lgiimii yapilmigtir. Uremi kontroli
i¢in kan iire ve kreatinin diizeylerine bakilmistir. Uremik gruptaki deneklerin izlemi
sirasinda iiremi gelismedigi tespit edilen denekler calisma dis1 birakilarak itlaf
edilmistir. Cerrahi vb. nedenlerle 6len ya da model olusmayan siganlarin yerine yedek
sicanlar kullanilmistir (nefrektomi yapilan sicanlarin yaklasik %60’1inda 6liim veya
model olusmama durumu beklenebilir).

Siganlar U¢ ay sonunda feda edilmistir. Kan ornekleri alinip santrifiij edilerek
serumlart ayrilmig ve -20 °C’de saklanmstir. Siganlarin deri dokusu ve diger organlari
da alinarak immunohistokimyasal ¢alismalar i¢in %10’lik formaldehit i¢ine konulmus,
Western blot analizleri iginde deri doku numuneleri s1vi azotta derhal dondurulmus ve

analiz icin -80 ° C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Biyokimya testleri
Sicanlarin kan numuneleri EDTA’] tiipler ve serum jelli tiiplere cerrahiden alti
hafta ve 14. haftanin sonunda sakrifiye edilmeden alinarak Sivas Cumhuriyet

Universitesi Biyokimya Laboratuarinda NUVE NF800 santrifiij cihazi ile 4000 rpm’de
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10 dk santrifiij edildikten sonra serum BUN, serum kalsiyum, serum kreatinin, serum
fosfor duzeyleri Roche Hitachi Cobas 8000 cihazi ile spektrofotometrik yontemle
dl¢iilmiistir. Hemogram degerleri Mindray BC6800 cihazi ile olgiilmiistiir. Idrar

protein tayini ise Labu Mat Uriset cihazi ile damlatma yontemi ile gergeklestirilmistir.
3.4. SDS-PAGE ve Western blot analizi

3.4.1. Doku 6rneklerinin hazirlanmasi

Hayvanlarin feda edilmesinden sonra, deri doku numuneleri sivi azotta derhal
dondurulmus ve daha fazla analiz i¢in -80 ° C’de saklanmistir. Daha sonra analizler
icin numuneler ¢ikarilip, porselen havan i¢inde ezilerek toz haline getirilmis, tartilmig
ve homojenlestirildikten sonra, Bradford metodu kullanilarak  protein

konsantrasyonlari belirlenmistir.

3.4.2.Dokudan protein izolasyonu

100 mg doku 6rnegi Uzerine 1000 pl X Tractor Buffer (Cat. No 635671) lizis
(parcalama) ¢ozeltisi ve 10 pl TaKaRa ProteoGuard™ EDTA-Free (Cat. No 635673)
proteinaz inhibitor kokteyli eklenmistir. Doku 6rnekleri homojenizator yardimiyla 10
sn boyunca buz (izerinde pargalanmistir ve bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Ornekler
+4 °C’de, 20 dk 16.000 rpm’de Centrifuge 5415 R santrifiij cihaz ile santrifiij edilerek
stipernatantlar ornekler igin ayrica adlandirilmis temiz mikrosantrifij tlpune
aktarilmis ve protein miktar tayini gerceklestirilmistir.
3.4.3. Protein miktarmmn 6lgimu

Elde edilen total protein miktarinin dlgiimiinde BIO-RAD RC DC™ Protein Assay
kiti kullanilmigtir. Kit protokoliine uygun olacak sekilde konsantrasyonlar: 20 pl
reagent s cozeltisi 1 ml DC Reagent A eklenerek Reagent A’ cozeltisi olarak
adlandirilmigtir. 5 adet protein standart diliisyonlar1 0,2 mg/ml ile 1,5 mg/ml olarak
hazirlanmistir. Her tlipe 100 pl standart pipet yardimiyla alinarak 500 pl Reagent 11
eklenip vorteks yardimiyla karigtirilmistir. Daha sonra her tiip 15.000 rpm’de 5 dk
santriftj edilmistir. 510 pl Reagent A’ tiplere eklenip vortekslenmis, 5 dk boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmistir ve tamamen ¢0zulmesi icin tekrar vortekslenmistir.
4 ml DC Reagent B her tupe eklenerek vortekslenmis ve tekrar 15 dk oda sicakliginda
inkibasyon gerceklestirilmistir. Siire sonunda standartlarin konsantrasyonlart GF-
M3000 Microplate Reader marka cihazla 750 nm dalga boyunda olculerek standart

egri hazirlanmistir. Dokudan izole edilen protein 6rnekleri de benzer sekilde
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hazirlandiktan sonra absorbans degerleri ol¢iiliip olusturulan standart egri yardimiyla

protein miktarlart belirlenmistir.

3.4.4. Orneklerin yiikleme icin hazirlanmasi

Daha onceden total protein konsantrasyonlart belirlenmis olan Orneklerin her
birinden 40 pg olacak sekilde protein karisimi alinmis ve iizerine ayni hacimde 4x
laemmli (BIO-RAD 4X Laemmli Sample Buffer Cat. No 161-0747 ) SDS jel ylkleme
tamponu eklenmistir. Daha sonra 4x laemmli tamponunun kullanim protokoliine gére
2-merkaptoethanol (BIO-RAD 2-Mercaptoethanol Cat. No 1610710) eklenmistir. Bu
karisim ile 100 °C’de 5 dk bekletilerek proteinlerin denatiirasyonu saglandiktan sonra

yiikleme islemi gerceklestirilinceye kadar +4 °C’ de bekletilmistir.

3.4.5. SDS-poliakrilamid jel elekroforezi (SDS-PAGE)

Elektroforez, protein ve nukleik asitler gibi yukli taneciklerin belirli bir pH’da
elektriksel bir alanda ve iyonize ortamda molekiil biiyiikliigli veya yiik farklarina gore
ayrilmasi ve saflastirilmasinda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Elektroforez
sirasinda kullanilan jel matriksi ¢esitli biyiiklikkteki makromolekullerin gog¢ini
engelleyen bir molekiiler elek 6zelligi gosterir. Jel matriksi nispeten hareketsiz olup
ayrilacak olan molekiillerle etkilesmez.

SDS-PAGE, denatiire edici maddeler kullanilarak proteinlerin poliakrilamid jelde
ayrilmasini saglayan bir tekniktir. Bu teknikte proteinler denatiirasyona ugrayarak ii¢
boyutlu yapidan linear yapiya dontiserek jelde ayrilirlar. Protein molekiil agirliklarina

gore jel yizdeleri belirlenir.

3.4.6.Proteinlerin  SDS-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE)
yaratulmesi

Jelin dokiilmesi sirasinda kullanilacak olan camlar dnce %70’°lik etil alkol, daha
sonra distile su ile temizlenmis ve oda sicakliginda kurutulmustur. Uzerinde toz
pargast kalmayacak sekilde temizlenmis olmasina 6zen gosterilmistir. Cam plakalar
arasina 0,75 mm kalinliginda spacer adi verilen bosluk olusturucular yerlestirilmis ve
dik vaziyette plaka tutucuya yerlestirilmistir. Bliylikk camin iizerine ayiraglar
yerlestirilip Ustline kiiciik cam kapatilmis ve hava kabarcigi kalmayacak sekilde
bantlanarak kiskaglar ile sabitlenmistir. Ayirma jelinin dokiilecegi seviyeyi belirlemek
icin camlarin arasina tarak yerlestirilerek taraklarin 1,5 cm asagisi isaretlenmistir.

Bundan sonra ayirma jeli dokiilmiistiir.
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3.4.7.Amonyum persulfat stok c¢ozeltisinin (10 ml, %10’luk) hazirlanmasi
1 gr amonyum persiilfat (APS), distile su ile 10 ml’ye tamamlanarak ¢6ziilmiistiir.

Her kullanim i¢in taze hazirlanmis, karanlik ve soguk ortamda muhafaza edilmistir.

3.4.8.%10’luk SDS-PAGE jelinin (ayirma jeli) hazirlanmasi

TGX stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit, 10% kullanim protokoliine gére 3
ml Resolver A, 3 ml Resolver B ve daha 6nceden hazirlanan %10’luk APS’den 30 pL
(amonyum persulfat, BIO-RAD Ammonium Persulfate Cat. No 161-0700) karistirilip,
3 ML N, N, N’, N’-tetrametil-etilendiamin (TEMED) (BIO-RAD TEMED Cat. No
161-0800) eklenmistir.
Bu jel karisimi daha 6nceden hazirlanan camlarin arasina hava kabarcigi kalmayacak
sekilde isaretlenen diizeye kadar dokilmiistiir. Jel dik konumda yaklasik bir saat
tutularak polimerizasyonun gergeklesmesi beklenmistir. Polimerize olduktan sonra st

kisimdaki %5°lik SDS-PAGE jelinin dokiilmesi asamasina gegilmistir.

3.4.9. %5’ lik SDS-PAGE jelinin hazirlanmas;

TGX stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit, 10% kullanim protokoliine gére 1ml
Stacker A, 1 ml Stacker B, %10’luk APS (amonyum persiilfat, BIO-RAD Ammonium
Persulfate Cat. No 161-0700) ¢ozeltisinden 10 pL ve 2 uL TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametil-etilendiamin) (BIO-RAD TEMED Cat. No 161-0800) eklenmistir. Jel
karisimi1 daha onceden polimerize olmus olan ayirma jelinin {izerine hava kabarcigi
kalmayacak sekilde dokiilmiis ve tarak yerlestirilerek kiskaglar ile sabitlenmistir. Jel

dik konumda yaklasik bir saat tutularak polimerizasyonun gergeklesmesi beklenmistir.

3.4.10. Orneklerin jele yiiklenmesi ve elektroforez islemi

Taraklar c¢ikartilarak olusan kuyucuklara, yiiklenmeye hazir olan esit
konsantrasyondaki protein ornekleri (40 pL) yuklenerek dikey olacak sekilde
elektroforez tankina yerlestirilmis ve 5X Tris-Glisin elektroforez tamponundan (BIO-
RAD Trans-Blot® Turbo™ 5X Transfer Buffer Cat. No 10026938) 1X tampon
hazirlanarak (200 ml 5X Transfer Buffer, 600 ml distile su ve 200 ml ethanol ile
karistirtlarak hazirlanir) jel tankina dokiilmistiir. Elektroforez islemi 100 V ve 300
mA akim uygulanarak baglatilmis, 6rnekler ayirma jeline gectiginde ise voltaj 150 V’a
cikartilmis ve yiikleme boyasi jelin alt kismina gelince islem sonlandirilmistir

(yaklasik 1,5-2 saat sonra) (Sekil 13).
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Sekil 13. Elektroforez islemi.

3.4.11. Elektroblotlama (protein 6rneklerinin poli-viniliden florir membrana
aktarilmasi)

Bu amagcla yari-kuru transfer yontemi kullanilmistir. Elektroforez islemi bittikten
camlarin ayrilmasi ile ¢ikarilan jelin Gst kismi ve alt kisimlari poli-viniliden florur
(PVDF) membran biiyiikliigiine uygun olacak sekilde kesilip atilmis ve jel 10X TGS
(BIO-RAD 10X TGS Cat no 161-0772) ve 1X transfer tamponu (Transfer tamponu
son konsantrasyonu %0,1 (w/v) SDS, pH 8,3 olacak sekilde 1 L’e tamamlanmustir;
100ml 10X TGS Buffer 900ml distile su ile karistirilarak hazirlanmistir) i¢eren kabin
igerisine alimmustir. Bagka bir kabin igerisinde P\VDF membran (BIO-RAD TransBlo®
Turbo™ Mini-size PVDF Membrane) transfer tamponu igerisinde islatilmistir.
Onceden transfer tamponu ile 1slatilan filtre kagitlari kullanildi. Membran filtre
kagitlar: ve jel 15 dk transfer tamponu i¢inde bekletilmistir. Elektroforetik transfer icin
membran ve protein iceren jel filtre kagitlart ile (iki filtre kagidi arasina istte jel altta
ise membran olacak sekilde) BIO-RAD TRANS-BLOT® SD SEMI-DRY
TRANSFER CELL marka transfer cihazinin iki elektrodu arasina hava kabarciklari
kalmamasina dikkat edilerek yerlestirilerek transfer iglemi 200 mA’ de 18 V akimda
20 dakika siireyle gergeklestirilmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Protein Orneklerinin Nitroseliilloz Membrana Aktarilmas1 ve Semi-Dry
Sistem.
3.4.12. Proteinlerin isaretlenmesi
Membrana aktarimdan sonra protein immiinolojik etkilesimlerle saptamak i¢in
sirasiyla bloklama, primer antikor ile inkiibasyon, yikama, sekonder antikor ile
inkiibasyon ve tekrar yikama igslemleri gergeklestirilmistir.

Bu islemler i¢in TBS (Tris-tuz 500ml) ,TBS-T (Tris-tuz-Tween20 100ml), bloklama

sollisyonu, primer antikor ve sekonder antikor ¢ozeltileri hazirlanmustir.
3.4.13. TBS (Tris-tuz 500 ml) ¢ozeltisi

10 mM Tris-HCL ve 50 mM sodyum Klorir olacak sekilde distile su ile 500 mL'e
tamamlanarak hazirlanabilen ¢6zeltiden (BIO-RAD 10X TBS (CAT. No 64170411))
100 ml alinarak distile su ile 1 L’e tamamlanarak hazilranmstir.

3.4.14. TBS-T (Tris-tuz-Tween20 100ml)

TBS-T, 100 ml TBS ¢ozeltisi icine 100 pL Tween-20 BIO-RAD Tween-20 (Cat. No
170-5017) eklenerek her Western blot islemi i¢in taze olacak sekilde hazirlanmistir.
3.4.15. Bloklama sollsyonu

2,5 gr yagsiz siit tozu (BIO-RAD Blotting-Grade Bloker Cat. No 170-6404) 50 ml
TBS-T ¢ozeltisi ile karistirilarak hazirlanmistir.

3.4.16. Primer antikor ¢ozeltisi

%S5 yagsiz siit tozu iceren 10 ml TBS-T ¢ozeltisi SinoGenecClon biotech co.,Ltd
marka HRP Linked Polyclonal Goat Anti-rabbit IgG (H+L) Antibody ( Cat. No SG-
30212G) primer antikor 1:1000 oraninda sulandirilarak hazirlanmstir.
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3.4.17. Sekonder antikor ¢ozeltisi

%S5 yagsiz siit tozu igeren 20 ml TBS-T ¢0zeltisi SinoGenecClon biotech co.,Ltd
marka Rabbit Anti-FGF23 antibody antikoru (cat no. SG-15768R) sekonder antikor
1:2000 oraninda sulandirilarak hazirlanmistir. Sekonder antikor secilirken primer
antikorun hangi tiirde tiretildigine dikkat edilmistir. Primer antikor tavsandan oldugu
icin sekonder antikor anti-rabbit olarak se¢ilmistir.
3.4.18. Bloklama

Membran yiizeyine antikorun 6zgiil olmayan baglanma yapmasini engellemek i¢in
(TBS) bloklama tamponu kullanilmistir. Bu tampona kullanmadan hemen 6nce
Tween20 eklenmistir. Daha sonra yagsiz siit tozu eklenerek hazir hale getirilmistir.
Tampon ile bloklama islemi 1 saat oda sicakliginda otomatik karistirict lizerinde
gerceklestirilmistir.
3.4.19. Membran Uzerindeki proteinin immunolojik gosterilmesi

Dokuda ifade edilen proteininin gosterilmesi ig¢in primer antikor bloklama amagh
kullanilan tamponun igerisinde 1:1000 oraninda seyreltilmistir. Membran 4°C’de
otomatik karistirici kullanilarak bir gece inkiibe edilmistir. Sire sonunda membran
TBS-T icerisinde 15 dk otomatik karistirici ile yikanmis ve yikama islemi iki kez
tekrar edilmistir. Sonra proteinleri goriiniir hale getirebilmek i¢in, primer antikorlari
taniyacak olan 1:1000 oraninda sulandirilan SinoGenecClon biotech co.,Ltd marka
Rabbit Anti-FGF23 antibody antikoru (cat no. SG-15768R) ile tekrar 60 dk inkiibe
edilmistir. Stre sonunda tekrar TBS-T igerisinde 15 dk 3 tekrarli olacak sekilde
yikanarak film ¢ekimine gecilmistir.

3.4.20 Film ¢ekimi
Membran iizerine iiretici firma talimatina uygun olarak reaktifleri 1:1 oraninda

karistirilan BIO-RAD Clarity™ Western ECL Substsicane Peroxide solution ve BIO-
RAD Clarity™ Western ECL Substsicane Luminol/ enhancer solution ile kaplandi ve
5 dakika bekletilmistir. Sonra kaset icerisine membran ve KODAK Film yerlestirilerek
1-3 dk bekletilmis ve film banyosu asamasina geg¢ilmistir. Bunun igin KONIX®
Manuel Developer ve Fixer ¢ozeltileri kullanilmistir. Bu soliisyonlarda ikiser dakika
bekletildikten sonra film distile su ile yikanmig ve protein bantlari analiz edilmistir.
Daha sonra elde edilen bu protein bantlari, Ulusal Saglik Enstitiileri ve Optik ve
Hesaplamali Enstriimantasyon Laboratuvari’nda gelistirilen Java tabanli bir goriintii

isleme programi olan ImageJ ile analiz edilmistir.
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3.5. FGF23 ve 1,25 (OH)2 D3’iin ELISA ile tayini (Enzyme-linked immunosorbent
assay)

Tez kapsaminda, FGF23 ve 1,25(0OH). vitD parametrelerine yonelik her
denekten biyokimya tiipiine kan alinmistir. Biyokimya tiipiine alinan kanlar 10’ar dk
stireyle 4000 devirde santrifiij edilerek serumlar1 ayrilmis, bu serumlar -80 °C’de
muhafazaya alinmistir. Calismada kullanilan ELISA kitleri de benzer sekilde kullanim
gunine kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir. -80 °C’de muhafaza edilmis olan
serumlar laboratuvarinda islemden 4 saat 6nce 2 °C’lik bolmeye alinmis ve ¢ozilen bu
serumlardan aynmi giin, es zamanl olarak FGF23 ve 1,25(0OH). vitD duzeyleri
calisilmugtr.

Calismamizda GF-M3000 Microplate Reader marka cihazla uygun olarak
SinoGeneClon Biotech Co.,Lth Sican 1,25-dihidroxyvitamin D3 (DHVD3) ELISA kit
1,25-OH vit D duzeyleri sensitivitesi 3,9 pg/ml normal aralig1 37,5 pg/ml -1200
pg/ml (Cat. No.: SG-21413); Sigan Fibroblast Growth Factor-23 (FGF23) diizeyleri
sensitivitesi 0,19 pg/ml normal araligi 1,56 pg/ml-100 pg/ml (Cat. No.: SG-20380)
ELISA kitleri kullanilmistir. Tiim uygulamalar kitlerin protokollerine uygun sekilde
gerceklestirilmistir.

3.6. Immiinohistokimya

Calismamizda FGFR1’in imminohistokimyasal belirtecleri Uremik ve Sham
Grup sigan derilerinde boyanmustir.

Fiksasyon amaciyla %10’luk formaldehitte 24 saat bekletilen doku 6rnekleri
doku takip islemine alinmigtir. Sacura marka Doku Takip Cihazi ile 15 saat stiren doku
takip isleminde alkol, ksilen ve parafin asamalarindan gecirilerek dehidratasyon,
seffaflandirma ve doku sertlestirme yapilmistir. Daha sonra Thermo Shandon marka
doku gémme cihazinda parafine gomme islemi yapilarak dokular blok haline
getirilmistir. Bloklar buzdolabinda sogutulduktan sonra Leica marka mikrotom
cihazinda 2,5 mikron kalinliginda kesitler alimmustir. Immiinohistokimya boyamasi
yapilacak olanlar pozitif yukli lama, Hematoksilen-Eozin boyama yapilacak olanlar
normal lama alinmistir. Kesit alinan preparatlar deparafinizasyon islemi i¢in etiive
kaldirilarak 65 °C’de 1,5 saat bekletilmistir. Etiivden ¢ikarilan hematoksilen-eozin
boyamasi yapilacak preparatlar ksilende 20 dakika bekletilmistir. Etil alkol serilerinde
(%100, %90, %80) 10 dk tutularak ¢esme suyunda yikanmistir. Yikama isleminden
sonra Hematoksilen boyasinda (Facepath marka) 2,5 dk bekletilmistir. Tekrar ¢esme
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suyunda yikandiktan sonra asit alkol soliisyonuna 1 defa batirilip tekrar ¢esme suyuna
alimmigtir. Amonyakli suya 3 defa batirilarak tekrar ¢esme suyunda yikamaya
almmistir. Yikama isleminden sonra Eozin soliisyonunda 1,5 dk bekletilmis ve alkol
serilerine (%80, %90, %10) 4-5 defa batirilarak boyama islemi tamamlanmuistir.

Immiinohistokimya boyamasi yapilacak preparatlar etiivden ¢ikarilarak Ventana
Bencmark XT cihazina almmustir. FGFR-1 (SinoGeneClon, Concentrate,1/25
Dillsyon, polyclonal, Ventana Bencmark XT (2013, Arizona) immunohistokimya
cihazinda 32 dk inkiibasyon islemine alinmistir. Yaklasik 4,5 saat siiren islemin
ardindan preparatlar cihazdan ¢ikarilarak yikamaya alinmis ve kurumasi igin etiive
kaldirilmistir.

Boyamasi tamamlanan preparatlar etiivden ¢ikarilarak ksilende seffaflanmasi
icin 10 dk bekletilmistir. Ksilenden ¢ikarilan preparatlara entellan damlatilarak lam

izerine lamel kapatilmis ve ardindan mikroskobik incelemeye gecilmistir.

3.7. Istatistiksel analiz

Tiim deney sonuglar1 sayisal verilere doniistiiriildiikten sonra SPSS programi
(Windows vers. 17.0) kullanilarak istatistiksel degerlendirmesi gerceklestirilmistir.
Tanimlayic1 veriler sayi, yilizde, ortalamatstandart sapma (orttss), minimum ve
maksimum olarak verilmistir. Bagimli grup ortalamalarinin (ayn1 grubun baslangic ve
son degerlerinin) karsilastirilmasinda Wilcoxon Signed Ranks Testi kullanilmstir.
Bagimsiz  gruplarin = (Uremik  Grup ve Sham  Grup) ortalamalarmin
degerlendirilmesinde Mann-Whitney U Testi (MWU) kullanilmistir. Istatistiksel
anlamhilik diizeyi p<0,05 olarak alinmustir.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda, 5/6 nefrektomi kronik bobrek yetmezligi modeli
uygulanarak tiremi olusturulan Wistar Albino cinsi si¢anlar kulanilmistir. Toplam 30
Wistar Albino cinsi sigan, 8 Sham Grup (SG) ve 22 Uremik Grup (UG) olmak Uizere
iki gruba ayrilmistir. Deney suresince toplam bir sigan anestezi nedeniyle
kaybedilmistir (%3,3). Deneyin takibi sirasinda bes si¢an (%16,6), bir sigan ise cerrahi
prosediiriin hemen akabinde kaybedilmistir. Deney sonunda UG’de uremi diizeyi en
diisiik olan yedi sigan analizlerden dislanmistir. Son analizler sekiz Sham Grup ve
sekiz Uremik Grup olmak iizere 16 sigan (izerinden gerceklestirilmistir.

Deney suresince Uremik grupta viicut agirligi kaybi, Sham Grupta ise vicut
agirhg artis1 goriilmiistiir. Uremik Grup baslangig agirligi ortalama 308,0+16,8 gr;
deney sonu agirligi ise ortalama 281,3+14,3 gr olarak bulunmustur (Wilcoxon Signed
Ranks Testi, p<0,05). Sham Grup baslangi¢ agirlig1 ortalama 306,9+16,0 gr; deney
sonu agirlig ise ortalama 340,0+19,5 gr olarak bulunmustur (Wilcoxon Signed Ranks
Testi, p<0,05). Deney baslangicinda gruplarin agirliklar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degil iken (MWU Testi, p>0,05) deney sonu agirliklart anlamli sekilde
farkli olarak bulunmustur (MWU Testi, p<0,001). Deney sonlarina dogru UG’ deki

siganlarda belirgin sekilde kasinma davranisinda artis g6zlenmistir (skorlanmadi).

Sicanlar gruplara ayrilmadan once, baslangi¢ degeri olarak, korleme olarak
secilen sekiz tanesinden kan alinarak biyokimyasal analizler yapilmistir (Tablo 7).
Model olusumunu tespit etmek amaciyla, deneyin altinc1 haftasinda UG’ den alinan
kanlarda kan Ure azotu (48,7+7) ve kreatinin (0,66+012) degerlerinin baslangig
degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi goriilmistiir (Wilcoxon
Signed Ranks Testi, p<0,05).
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Tablo 7. Biyokimya Degerleri.

*Baglangig | SG**(n=8) | UG** p1 p2 ps3
Degerleri (n=8)
(n=8)
BUN 17,6+2,6 29,6+6,8 55,2+8,9 | 0,002 0,008 0,063
(mg/dl,
ort+ss)
Kreatinin | 0,32+0,08 0,3+0,04 0,69+0,08 | 0,003 0,031 1,00
(mg/dl,
ort+ss)
P (mg/dl, | 7,9£1,3 57+1,4 7,311,1 0,093 0,125 0,063
ort+ss)
Ca 11,7£1,5 9,940,5 9,9+0,4 0,833 0,016 0,375
(mg/dl,
ort+ss)
Mg 2,310,2 2,610,2 3,0£0,3 0,019 0,016 0,375
(mg/dl,
ort+ss)

*Sicanlar gruplara ayrilamadan 6nce alinmis olan serum degerleri

** Deneyin 14. Haftasinda alinan serum degerleri

p1 degeri UG ve SG’nin deney sonu biyokimya degerlerinin karsilastirilmasini

temsil etmektedir (MWU Testi)

p2 degeri UG ile Baslangigc Degerleri karsilastiriliyor (Wilcoxon Signed Ranks

Test)

ps degeri SG ile Baslangic Degerleri karsilastiriliyor (Wilcoxon Signed Ranks

Test)
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Ayrica hayvanlarin deney baslangic ve deney sonu kalsiyum, fosfor ve
magnezyum degerleri de Kkarsilagtirilmistir. Buna istinaden sonuglar sirasiyla;
kalsiyum (11,7+1,5/9,9+0,4) UG ile baslangi¢ degerleri arasindaki fark anlamli
bulunmustur (p<0,05). Ayn1 zamanda fosfor degeri (7,9+1,3/7,3+1,1) (p>0,05) ve
magnezyum degeri (2,3+0,2/3,0+0,3) anlamli bulunmustur. (p<0,05)

Hayvanlarda UG igin deney baslangici ve deney sonu hemoglobin 16,2+0,3 ve
15,5+£2,0, I6kosit 9,0£1,7 ve 6,6+£2,5 ve trombosit 609+219 ve 852+119 seklinde

bulunmustur.
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Baslangic 14. Hafta

Kreatinin UG Kreatinin SG =~ e====BUN UG BUN SG

Sekil 17. UG ve SG’nin kan iire nitrojeni (BUN) ve kreatinin degerleri. = Serum
kreatinin ve BUN diizeyleri baslangi¢ degerlerine gore istatistiksel
olarak anlaml sekilde yiiksektir (Wilcoxon Signed Ranks Testi,
sirasiyla, p=0,031 ve p= 0,008). “Deney sonu UG’nin BUN ve
Kreatinin dizeyleri SG’ye gore istatistiksel olarak anlaml sekilde
yiiksektir (Mann Whitney U Testi, sirasiyla, p=0,002 ve p=0,003).
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4.1. Serum 1,25(OH)2 D3 Duizeyleri

SG’ de deney baslangic1 1,25(0OH)2 D3 diizeyleri 239,0 £64,6, deney sonunda
213,8+43,8 olarak bulunmustur (Wilcoxon Signed Ranks Testi, p>0,05). UG’ nin
deney sonu 1,25(0OH)2 D3 diizeyi (149,4+33,5) SG’ ye gore istatistiksel olarak anlaml
sekilde diisiik bulunmustur (MWU Testi, p<0,05). UG’ nin deney sonundaki
1,25(0OH).D3 diizeyi baslangic diizeyine gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
diisiik bulunmustur (Wilcoxon Signed Ranks Testi, p<0,05).
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Baslangi¢ 14. Hafta

Sekil 18. Uremik (UG) ve Sham Gruplarmin (SG) deney baslangici ve sonu
1,25(0H) vit D diizeyleri. *UG’nin deney sonu 1,25(0H) vit D diizeyi
SG’ye gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiiktlir ((Mann Whitney U
Testi, p<0,05).
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4.2. Serum FGF23 Duzeyleri

SG’ de deney baslangici FGF23 diizeyleri 31,5 +8,3, deney sonunda 37,2+9,7
olarak bulunmustur (Wilcoxon Signed Ranks Testi, p>0,05). UG’ nin deney sonu
FGF23 diizeyi (53,5+20,9) deney baslangi¢ diizeyine gore (31,5 +8,3) istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha yiiksek olarak bulunmustur (Wilcoxon Signed Ranks
Testi, p<0,05). Deney sonunda UG’ nin FGF23 diizeyi SG’ ye gore daha yilksek
bulunmustur, ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (MWU Testi,
p=0,072).
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Sekil 19. Uremik (UG) ve Sham Gruplarinin (SG) deney baslangici ve sonu serum
FGF23 diizeyleri. * UG’ nin deney sonu FGF23 diizeyi deney baslangig
diizeyine gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksekti
(Wilcoxon Signed Ranks Testi, p<0,05). Deney sonunda UG’nin FGF23
dizeyi SG’ ye gore daha yuksekti, ancak aradaki fark istatistiksel olarak
onemli degildi (MWU Testi, p=0,072).
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4.3. Deride FGF23 Duzeyi (Western Blot)
Sicanlarin sirt derisinde FGF23 ekspresyonu Western Blot ile belirlenmistir.
Dansitometrik analizde, deride FGF23 protein diizeyi UG’ de 186,3+16,8; SG’ de ise

148,9£25,9 olarak bulunmustur (MWU Testi, p<0,01).
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Sekil 20. FGF-23’ iin derideki ekspresyonu (Western Blot analizi). A) Uremik
Grup (UG) ve Sham Gruplarinin (SG) derideki temsili FGF-23 protein
bantlar1. B) *Dansitometrik analizde, UG’ deki FGF23 protein
ekspresyonu SG’ ye gore istatistiksel olarak anlamli sekilde ytiksektir

(Mann Whitney U Testi, p<0,01).
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4.4. Deri Immiinohistokimya Bulgulari

Ayrmtih - FGFR1 immdinhistokimya boyanma 0zelikleri Tablo 8‘de
gosterilmistir. FGFR1 yogunlugunun iiremik siganlarda sham siganlara gére tim deri
elemanlarinda daha fazla oldugu goriilmistir. SG* de, FGFR1 boyanmast ¢ogu
siganda hig tespit edilmemis, boyanma tespit edilen birkag si¢anda ise, azami 1+ (zayif
boyanma) seklinde go6zlenmistir. SG’ deki pozitif boyanmalar bdtin deri
elemanlarinda birbirine benzer sekildedir. UG’ de ise en yogun boyanma kil
follikiillerinde ve epidermiste goriilmiistiir; boyanmalar ¢ogunlukla “2+” veya “net
boyanma* olarak degerlendirilmistir. Kil folikiillerinin elemanlar1 olan sebase bezler
ve erektor pili kasindaki boyanmalar diger kil folikiilii elemanlarina gére daha zayif
sekilde gdzlenmistir. UG’ nin ter bezleri ve kan damarlarindaki boyanmalar, SG’ ye
gore daha belirgin olmakla beraber, kendi grubundaki epidermis ve kil folikiillerine
gore zayiftir.

Tablo 8. Deride FGF Reseptor 1 Dagilimi.

FGF reseptor 1 yogunlugu
SG UG

Epidermis

Suprabazal katmanlar | 0 (0-1) 2(1-2)

Bazal katman 0(0-1) 1,5 (1-2)

Pilosebase aygit 0 (0-1) 1,5 (1-2)
Kil Folikiilleri

Matriks 0(0-1) 2(1-2)

I¢ kok kilifi 0 (0-1) 2(1-2)

D1s Kok Kilifi 0 (0-1) 2(1-2)

Dermal papilla 0(0-1) 2(0-2)

Sebase bezler 0(0-1) 0(0-2)

Erektor pili kasi 0 (0-1) 0 (0-2)
Ter Bezleri 0 (0-1) 0(0-2)
Kan Damarlan 0 (0-1) 0(0-2)
Reseptor yogunlugu, gorsel olarak su sekilde degerlendirildi: Yok (0); Zayif
boyanma (1); Net boyanma (2); Gucli boyanma (3). Tabloda verilen rakamlar
medyan (minimum-maksimum) boyanma derecesini temsil etmektedir.SG: Sham
Grup UG: Uremik Grup
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Sekil 15. Uremik Grup, FGFR 1 IHK ve hemotoksilen eozin boyamasi a) FGFR-1.
I:JG’da epidermiste bazal ve suprabazal boyanma. IHKx100 biyltme b) FGFR-1
UG’da epidermiste bazal ve suprabazal boyanma. HEx100 biyitme

Sekil 16. Sham Grup, FGFR 1 IHK ve hemotoksilen eozin boyamasi a) SG, FGFR1
epidermiste bazal ve suprabazal boyanma. IHKx40 blyitme b) SG, FGFR1
epidermiste bazal ve suprabazal boyanma. HEx40 blyUtme
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5. TARTISMA

Bulgularimizi  &zetleyecek olursak, Uremik Grupta GFR anlamli sekilde
azalmistir. Uremik Grupta 1,25(0H).Ds diizeyi Sham Gruba gére anlamli sekilde
diismiistiir. Serum FGF23 diizeyi Uremik Grupta belirgin sekilde artmistir. Western
Blot ile tespit edilen deri FGF23 diizeyi istatistiksel olarak anlamli sekilde artmuistir.
Rutin histopatolojik ve immiinhistopatolojik incelemede ise, liremik si¢anlarin bir¢ok
deri elemanlarinda FGFR1 yogunlugunun arttigi tespit edilmistir.

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), bobreklerin yavas yavas islevini kaybettigi
uzun ve genellikle yavas bir silirectir. KBY bazi kisilerde son donem bdbrek
yetmezligine (SDBY) kadar ilerlemektedir. SDBY, hematopoetik bozukluklar, kemik-
mineral dengesi bozukluklari, yiiksek kardiyovaskiiler hastalik riskleri ve yiliksek 6liim
oranlariyla karakterize bir sendromdur (iiremik sendrom). Uremik sendromda deri ile
ilgili bozukluklar siklikla goriillmektedir (5).

Uremik hastalardaki deri bulgularinin patogenezi konusundaki bilgiler
yetersizdir. Kalsiyum, fosfor ve parathormon metabolizmasindaki bozukluklarin deri
bozukluklarina neden olabilecegi bildirilmis, fakat bozukluklarin tamamini
aciklamaktan uzaktir. Bildigimiz kadariyla FGF23’ln Gremik bir toksin olarak deri
bulgulariyla iliskili olabilecegine dair bir hipotez Ingilizce ve Tiirkge literatiirde
mevcut degildir.

Uremik deri hastaliklarinin patogenezinde bir¢ok faktdriin sorumlu olabilecegi
ileri siiriilmiistiir. Paratiroid hormon ve divalan iyon metabolizmas1 bozukluklari ve
mast hicrelerle ilgili bozukluklar; histamin, seratonin ve substans P’nin karistigi
olaylarla ilgili duzensizlikler; ter ve yag glandiiler yapilarindaki atrofi, sinirlerin
terminal dallanmadaki bozukluklari, tizerinde durulan mekanizmalardan bazilaridir.
Immiin sistemi ilgilendiren bozukluklar ve opioid reseptdr sistemindeki dengesizlik ile
ilgili bulgular da bildirilmistir. Kalsifik tremik arteriyolopatide divalan iyon
metabolizmas1 yaninda kalsifikasyon inhibitér molekiillerdeki dengesizligin rolii
olabilecegi ileri stirtilmiistiir (5). Tiim bu bulgularin olusumunda tiremik toksinlerin
merkezi bir rolii vardir.

Uremik toksin birikimi inflamasyon artis1 ve cesitli metabolik yolaklari
etkilemek yoluyla deri bulgularinin ortaya ¢ikisina yol agabilir. Nitekim tremik
kasintist olan bazi diyaliz hastalarinda kullanilan diyalizr membran1 degistirildiginde

kasintinin azaldigini bildiren ¢aligsmalar vardir; membran degisikligine bagli olarak
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kasintinin azalmasi, membranin kagintiyla ilgili iiremik toksinleri uzaklastirma
kapasitesiyle iligkilendirilmistir (119).

Daha onceki caligmalarda, iiremide goriilen kemik mineral bozuklugu ile deri
bulgular1 arasinda bir bag iizerinde durulmustur. Uremik kasintis1 olan hemodiyaliz
hastalarinda yapilan bir ¢alismada deri kalsiyum igeriginin arttig1 bildirilmistir (41).
Kasint1 patogenezinde kalsiyum, fosfor, PTH ve D-vitamini ile iligkili bozukluklarin
roliiyle ilgili bulgular olmasina ragmen, aralarinda her zaman yiiksek korelasyon tespit
edilememektedir (42,43). Deri kalsiyum igerigiyle ilgili olarak yapilan baska bir
calismada, deri kalsiyum igeriginin serum kalsiyum, serum fosfor ve diyaliz siiresiyle
iligkili olmadig1 bildirilmistir.

Bu ¢alismada asikar hiperparatiroidi olmadikca deri kalsiyum igeriginin genelde
normal oldugu, paratiroidektomi yapildiginda deri kalsiyum igeriginin ¢ogunlukla
azaldig1, ama bazi hastalarda degismedigi bildirilmistir. Yiiksek diyalizat kalsiyumu
kullanildiginda deri kalsiyum igeriginin de arttig1 gézlenmistir (44).

FGF23 artis1 ile fosfor, kalsiyum ve D vitamini arasindaki iligki gz Oniine
alindiginda, bulgularimiz; kemik-mineral bozuklugu ‘hipotezine’ yeni bir boyut
katmaktadir. Yani FGF23 artisinin lokal olarak kalsiyum, fosfor ve D vitamin
metabolizmasini  degistirip deri bulgularina katkida bulunma olasiligindan s6z
edebiliriz.

FGF23 esas olarak osteoblast ve osteositlerden salgilanir ve hedef organi esas
olarak bobreklerdir; bir yandan kemik fosfat akisina gore bobrekten fosfat atilimin
saglarken diger yandan vitamin D sentezini engellemek ve yikimini arttirmak suretiyle
asirt fosfat birikimine engel olur. Genel olarak, hiicre gelisimi, metabolizma ve
onarimiyla ilgili fonksiyonlar1 vardir. FGF23 molekiiliiniin asir1  fonksiyonu
cocuklarda otozomal dominant hipofosfatemik riketse, fonksiyon kaybi ise yumusak
doku kalsifikasyonuna neden olur (familyal tlimoral kalsinosis). FGF23 geni 12.
kromozomda lokalizedir ve bobrek disindaki organlarda eksprese olmaktadir (6).

Klotho, yaslanmay1 geciktiren bir molekiildiir; kemirgen ¢aligmalarinda Klotho
eksikliginin yagsam siiresini azalttig1, buna karsilik asir1 ekspresyonunun da yasam
stiresini %30 arttirdig1 bildirilmistir (8). a-Klotho eksikliginde, memeli yaslanmasinin
Ozellikleri olan organ atrofisi, infertilite, vaskuler kalsifikasyon, ateroskleroz,
osteomalazi ve osteoporoz gibi sorunlarin olusabildigi bildirilmistir (9). iki tiir a-
Klotho proteini vardir: Birincisi, 140 kDa agirliginda, 1012 aminoasit uzunlugunda,

membrana bagli form, membran1 bir kez gegen, intrasitoplazmik uzantis1 olan bir
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proteindir. Ikincisi, 62 kDa, 549 aminoasit uzunlugunda, serumda bulunan salgilanmis
proteindir (120). Doku proteininin antioksidan, antiapoptotik, damar koruyucu ve
damar olusturucu 6zellikleri bildirilmistir (10-12,121). a-Klotho bir¢ok dokunun yani
sira deride de aciga ¢ikmaktadir; epidermal hiicrelerde, yag bezleri ve kil folikiillerinde
yogun bi¢imde ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (15).

B-Klotho geni, FGF23’iin dokuya spesifik etkiler kazanmasini saglayan
faktorlerin sentezini saglar. a-Klotho geni ise a-Klotho proteininin sentezini saglar. a-
Klotho eksikliginde deri atrofisi de dahil olmak iizere yaslanma belirtileri
goriilmektedir. Protein ekspresyonu bir¢ok organda gergeklesmektedir. FGF23
etkinligi i¢in FGF reseptorleri ve a-Klotho protein ko-ekspresyonu gereklidir. o-
Klotho eksikligi FGF23 rezistansina yol agmakta ve bulgular FGF23 eksikligini taklit
etmektedir (6) .

Klotho gen delesyonu yapilan siganlarda yara iyilesmesinde zorluk ve deri
atrofisi gozlenmistir (yash deri 6zellikleri) (14). Viicut sivilarinda da serbest a-Klotho
tespit edilebilmektedir. Serbest a-Klotho, instlin like growth factor 1 aktivasyonunu
engelledigi ve hiicre yasam siiresini uzatmasinin bununla iligkili olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Salgilanmis a-Klotho, temel gorevi bobrekte kalsiyumun hicre igine
gegcisini saglamak olan transient reseptor potansiyel katyon kanal alt aile V Uyesi 5
(TRPVS) proteininin internalize edilmesini engeller. a-Klotho inflizyonu kalsiyum
reabsorbsiyonunu ve Vitamin D konsantrasyonunu arttirir, 6te yandan fosfat atilimini
da arttirir. Kronik bobrek yetmezligi durumunda a-Klotho konsantrasyonu azalir,
bununla iliskili olarak kalpte hipertrofi ve vaskiiler kalsifikasyon goriiliir. Insan aortik
endotel hiicrelerinde yapilan deneylerde, Klotho eksikligi nedeniyle olusan endotel
disfonksiyonu, serbest Klotho infiizyonuyla diizeltilememistir. Dolayisiyla doku
Klotho ekspresyonun sayesinde FGF23’iin bazi etkilerinin olusabildigi ileri
siirtilebilir. Yine bu ¢alismada, vaskiiler endotel hiicrelerin fosfatla muamele edilmesi
de a-Klotho ekspresyonunu azaltmistir (122).

Dort ¢esit FGF reseptorii mevcuttur. FGF23, 1, 3 ve 4 olarak adlandirilan alt
tipleri aktive edebilir; reseptoriinii aktive etmesi i¢in a-Klothoya ihtiyag vardir.
Bobrekteki etkiler icin FGFR1 ve Klotho etkilesiminin 6n planda oldugu bildirilmistir
(6). Sol ventrikiil hipertrofisi olusumunda FGFR4 aktivasyonunun rol oynadigi
bildirilmistir (123). Uremik siganlarda FGF ekspresyonundaki artis ile birlikte FGFR 1
ekspresyonunun artig deri bulgulari ile FGF 23 arasinda bag olabilecegine dair tezi

guclendirmektedir.
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Takenaka ve ark., insanlarda yaptigi ¢alismada, yaralanmis insan derisinde
FGFR1 yogunlugunun 6zellikle epidermiste bazal tabakada arttigin1 gostermislerdir
(124). insanda ve hayvanlarda sentezlenen ¢ok sayida FGF ¢esidi vardir; bunlardan bir
kisminin deride yara iyilesmesi, ¢esitli hiicrelerin proliferasyonu ile iligkili oldugu
bildirilmistir (125). Ancak, 6zel olarak, FGF-23 ve FGFR1’in normal derideki rolline
iliskin fazla literatiir bulunmamaktadir. Uremik insan veya hayvanlarda FGF-23 ve
FGFRY1’in derideki roli bilinmemektedir. Bu bakimdan ¢alismamiz bu tiir ¢alismalar
icin bir baslangi¢ olarak alinabilir.

FGF23 regilasyonunda 1,25(0OH).D3 konsantrasyonu énemlidir; 1,25(OH)2D3
konsantrasyonundaki artis FGF23’i arttirir. FGF23 sentezi Vitamin D reseptorii
(VDR) aktivasyonu araciligtyla olmakla beraber, VDR dis1 aktivasyon yolaklari da
bildirilmistir. Hayvan c¢alismalarinda serum fosfat diizeyindeki dalgalanmalar ile
FGF23 diizeylerini kisa vadede etkilemedigi, FGF konsantrasyonlarindaki artis ve
azalislarin gecikmeli olarak ortaya ¢iktig1 bildirilmistir.

PTH artis1 FGF23 diizeyini arttirmaktadir, fakat PTH etkisi de kismen Vitamin
D ile iliskilidir. Leptin ve 6strojen FGF23 sentezini arttirmaktadir (6). Elde ettigimiz
bulgularda kalsitriol diisiikliigii ve FGF23 diizeyi yiiksekligi bu modelde (5/6
nefrektomi modeli) daha 6nce bildirilmis bulgularla uyumludur. Fakat deride FGF23
ekspresyonunun artisi ilk olarak bizim ¢alismamizda elde edilmis bir bulgudur. FGF23
artigt ile deri bulgular arasinda nedensel bir iligki oldugunu kesin olarak ispat etmez.
Uremik siganlarin derisinde FGF23 artist ile deri bulgulari arasindaki bag ve varsa bu
bagin nasil olustugu konusu tartismaya acik bir konudur.

FGF23 normal deride eksprese olmaktadir. Gen¢ kemirgenlerde yapilan bir
caligmada, yaralanan deri bolgesinde FGF23 ekspresyonunun ikinci giinde, baglangica
gore 32 kat arttig1 bildirilmistir. Yasl kemirgenlerde de FGF23 mRNA ekspresyonu
artmis, ancak genglere gore daha az. Ayrica yaslilarin normal derisinde daha diisiik
diizeyde eksprese oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada, FGF23’Un hangi hiicreden
kaynaklandig1 tespit edilememis, yara bolgesine toplanan inflamatuar hiicrelerden
veya diger komsu hiicrelerden kaynaklanabilecegi spekiile edilmistir. Ayni ¢alismada
FGFR1 ve 4 ekspresyonu artmig, FGFR2 ve 3 ekspresyonu artmamigtir (125). FGF23
geni susturulan siganlarin derilerinde erken yaslanma bulgular1 goriilmistiir. Bu
siganlarda kalsitriol diizeyi ¢ok yiiksek bulunmus; fgf23 -/- ve loaHidroksilaz -/-
seklinde cift susturulmus geni olan hayvanlar kullanildiginda, vitamin D duzeyi

normallesmis, fgf 23 -/- ve loHidroksilaz +/+ hayvanlara gore yaslilik belirtileri
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azalmistir. Bu bulgulardan, FGF23 etkilerinin Vitamin D araciligiyla olustugu sonucu
cikarilmistir (7).

Yukaridaki ¢alismalarda FGF23 eksikligi ile ‘yasli deri’ 0zelikleri, yani tremik
deri bulgularinin olustugu belirtilmektedir. Uremik insanlarda (ve siganlarda) FGF23
artis1 olmasina ragmen, yaslh deri 6zelikleri goriilmesi bir ¢eligki gibi goriinmektedir.
Eger FGF23 artis1 ile deri bulgular1 arasindaki bag kanitlanabilirse, bu bagin nasil
olustugu sorusu ortada kalacaktir. Kanimizca, tiremide a-Klotho diizeyinin azalmasi
bu durumun nedeni olabilir. Yani FGF23 derideki olumlu etkilerini a-Klotho
varliginda gosterdigi seklinde bir iddia ileri stiriilebilir.

Kronik bobrek hastalarinda FGF23 konsantrasyonu, GFR diistiikge artar ve son
donem bobrek yetmezliginde, normalin 1000 katina kadar ¢ikabilir (16,17). FGF23 bir
tiremik toksin olarak degerlendirilmektedir; yapilan caligmalarda sol ventrikiil
hipertrofisi, arteryel sertlik ve kardiyovaskiiler mortalite ile iligkili bulunmustur
(126,127). Bu bulgular, bobrek yetmezligi olmayan kisilerdeki FGF23 diisikliigi
bulgulariyla ortiismektedir. Yani FGF23 yiiksek oldugu halde yashilik bulgular
gorilmektedir. Bu konuyla ilgili net bir agiklama heniiz yoktur.

Klotho yetersizligi, reseptor ve post-reseptor olaylar nedeniyle bu bulgularin

olusabilecegi spekiile edilebilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER
6.1. Sonuclar

Bu ¢alismada, asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. Uremik Grup GFR degeri anlaml1 sekilde azalmistir.

2. Elde ettigimiz bulgularda kalsitriol diistikligii ve FGF23 diizeyi yiiksekligi bu
modelde (5/6 nefrektomi modeli) daha 6nce bildirilmis bulgularla uyumludur.

3. Uremik Grupta 1,25(0OH).Ds diizeyi Sham Gruba gére anlaml1 sekilde diismiistiir.

4. Western Blot ile tespit edilen deri FGF23 diizeyi istatistiksel olarak anlamli sekilde
artmistir.

5. Rutin histopatolojik ve immiinhistopatolojik incelemede ise, liremik sicanlarin
birgok deri elemanlarinda FGFR1 yogunlugunun arttig1 tespit edilmistir.

Uremik insan veya hayvanlarda FGF-23 ve FGFR1’in derideki rolii bilinmemektedir.

Uremik siganlarmn derisinde FGF23 artist ile deri bulgular1 arasindaki bag ve
varsa bu bagm nasil olustugu konusu tartismaya agik bir konudur. Uremik insan ve
hayvanlarin derisinde FGF23 ve FGFR 1 ’nin rolii bilinmemekle beraber ¢alismamiz bu
bakimdan bir baslangi¢ olabilir. Deride FGF23 ve FGFR1’in ekspresyonunun artisi ilk
defa bizim calismamiz ile elde edilmis bir bulgudur. FGF23 ile deri bulgulari
arasindaki nedensel iliskiyi ispat etmesede; bu iligkinin varligi ve varsa nasil
olustuguyla ilgili bir tartismaya agmis olur. Uremik insanlarda (ve siganlarda) FGF23
artis1 olmasina ragmen, yasl deri 6zelikleri gortilmesi bir geliski gibi goriinmektedir.
Kanimizca, iiremide o-Klotho diizeyinin azalmasi bu durumun nedeni olabilir. Yani
FGF23 derideki olumlu etkilerini a-Klotho varliginda gosterdigi seklinde bir iddia ileri
strulebilir.

Caligmamizda ki bulgular ile liremide goriilen deri bulgularinin olusmasinda
FGF23 artis1 ile klotho eksikligi, reseptdr ve post-reseptor olaylarinin neden
olabilecegi spekiile edilmistir.

6.2. Oneriler

FGF23 yiiksek oldugu halde yaghlik bulgular1 goriilmektedir. FGF23
yuksekligine ragmen deri bulgularini agiklamada klothonun r6liiniin ne oldugu sorusu
ortada kalmaktadir. Bu konuyla ilgili net bir aciklama heniiz yoktur. Bu alanda daha

fazla ¢alisma yapilmasi Onerilmektedir.
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