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OZET

Renal transplantasyon sonrasi greft yasam siiresinin uzamasi nedeni ile
metabolik komplikasyonlarla daha sik oranda karsilasilmaya baslanmistir. Bunlar
arasinda kemik ve mineral metabolizmasi hastaliklart 6nemli yer tutar. Kronik
bobrek yetmezlikli hastalarin biiyiik bir kisminda vitamin D yetersizligi ve eksikligi
bildirilmektedir. Bu hasta grubunda D vitamininin sivi kromatografi-ardisik kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) gibi giivenilir ve referans bir yontemle olgiilmesi
onemlidir. Bu ¢alismanin amaci renal transplant alicilarinda D vitamini, kalsiyum,
fosfor metabolizmasi ile greft fonksiyonlar1 arasindaki iligkiyi ortaya koymak ve
1,25(0OH),D3'lin LC-MS/MS yontemiyle 6l¢limiinii yapabilmektir.

Bu c¢alismaya, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Organ Nakli
Merkezi’nde, canli vericiden bobrek nakli yapilmis ortalama yas1 40.30+12.86 olan,
30 (10 kadin-20 erkek) hasta dahil edilmistir. Hastalarin nakil éncesinde (NO) ve
nakil sonrasi (NS) 6.ayda alinan serum oOrneklerinde Kreatinin, BUN, kalsiyum,
fosfor, alkalen fosfataz, glukoz, albumin, PTH, 25(OH)D ve 1,25(0OH),D3 diizeyleri
Olgtilmistiir. Ayrica Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-
EPI) formiilii ile eGFR degerleri hesaplanmis ve elde edilen sonuglar
karsilagtirilmistir.  Plazma 1,25(OH),D3 analizi elektrospray iyonizasyon (ESI)
kaynakli LCMS-8040 triple kuadrupol ardisik kiitle spektrometresinde (Shimadzu
Corporation, Japan) coklu reaksiyon izleme (MRM) yontemi ile yapilmistir.
[statistiksel analizler i¢in SPSS 20.0 programi kullanilmustir.

Hastalarin 1,25(0OH),D3 diizeylerinde NS 6. ayda NO'ye gore istatistiksel
olarak anlamli bir artis gdzlenirken (p= 0.0001), 25(OH)D diizeylerinde anlamli bir
fark bulunamamistir (p=0.102). NS 6. ayda kalsiyum ve GFR diizeylerinde artis
gozlenirken (p= 0.0001), fosfor, PTH, kreatinin, BUN ve ALP diizeylerinde azalma
gozlenmistir  (p=0.0001, ALP igin p=0.011). Hastalarin D  vitamini
degerlendirmelerinde, NO'de %13.3 yetersizlik, %36.7 eksiklik ve %50 ciddi
eksiklik; NS 6. ayda ise %26.7 yetersizlik, %50 eksiklik ve %23.3 ciddi eksiklik
tespit edilmistir.

Ulkemizde bébrek nakli yapilmis hastalarda vitamin D yetersizligi veya
eksikligi goriilme sikligin1 gosteren calismalar yeterli degildir. Calismamizda D
vitamini eksikligi ve yetersizligi oranlar1 literatiir verilerinden daha fazla
bulunmustur. Greft fonksiyonunu olumsuz yonde etkileyebilecek D vitamini
eksikliginin belirlenmesi, renal transplant alicilarinda greft Omriinii korumaya
yonelik D vitamini takviyesi gibi tedavilerin kullanmina Onciiliik ederek
transplantasyon hastalarinin yasam siireleri ve yasam kaliteleri lizerinde olumlu bir
artis saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Renal transplantasyon, 1,25(0OH),D3, D vitamini, LC-MS/MS



ABSTRACT

Although overall survival after kidney transplantation has strongly
improved, stable renal transplant recipients remain at a strongly increased risk of
metabolic complications. These complications are more related with bone and
mineral metabolism diseases. Since vitamin D deficiency and insufficiency are
common in chronic renal failure patients, the measurement of vitamin D with a
reliable method is very important. Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS) is a gold standard method for the measurement of
vitamin D. The purpose of this study was to demonstrate the relationship between
vitamin D, calcium, phosphorus metabolism with graft function and to measure
1,25(0H),D3 levels with LC-MS/MS in renal transplant recipients.

This study included 30 renal transplant recipients (10 female, 20 male; mean
age: 40.30+12.86) from living related donors which were transplanted in Akdeniz
University, Faculty of Medicine. Blood samples were collected immediately before
and after transplantation at month 6. Serum creatinine, BUN, calcium, phosphorus,
alkaline phosphatase, glucose, albumin, PTH, 25(OH)D and 1,25(0OH);D; levels
were measured. GFR values were estimated by Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration (CKD-EPI). Plasma 1,25(0OH),D3 levels were
determined in a LCMS-8040 triple quadrupole tandem mass spectrometer (Shimadzu
Corporation, Japan) by multiple reaction monitoring (MRM). SPSS 20.0 software
was used for statistical analysis.

Although plasma 1,25(0OH),D; levels significantly increased (p=0.0001), we
did not find any significant differences for serum 25(OH)D levels after
transplantation. When posttransplant levels of serum phosphorus, PTH, creatinin,
BUN and ALP levels were found to be significantly decreased (p=0.0001, p=0.011
for ALP), we observed significantly higher calcium and GFR values (p=0.0001).
Vitamin D insufficiency was present 13.3%, deficiency 36.7%, severe deficiency
50% before transplantation, insufficiency was also seen 26.7%, deficiency 50%,
severe deficiency 23.3% after transplantation at month 6.

There are limited studies that assess the incidence of vitamin D deficiency and
insufficiency in our country after transplantation. In our study, vitamin D deficiency
and insufficiency incidences were higher than the literature data. Determination of
vitamin D deficiency and consequently treatment with vitamin D supplements could
lead to better graft surveys and ultimately improve the outcome of renal
transplantation.

Key Words: Renal transplantation, 1,25(OH),D3, vitamine D, LC-MS/MS
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GIRIS

Kronik bobrek hastaligit (KBH) renal ve kardiyovaskiiler morbiditesi ve
mortalitesi yliksek olan, yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen ve goriilme sikligi
son yillarda onemli artis gosteren bir hastaliktir [1]. Kronik bobrek hastalarina
diyaliz ve renal transplantasyon gibi renal replasman tedavileri uygulanmaktadir.
Renal transplantasyon yapilan hastalarda yasam siiresi ve kalitesi diyaliz hastalarina
gore belirgin diizelmekte ve daha az kardiyovaskiiler hastalik gozlenmektedir [2].
Ancak renal transplantasyonda akut rejeksiyon ve kronik allograft nefropatisi halen
biiyiik risk olusturmaktadir [3, 4]. Renal transplantasyonun 6nemi giderek arttigindan
greft yetmezliginde rol alan diizeltilebilir risk faktorlerini tespit edebilmek ¢ok
onemlidir.

D vitamini, kalsiyum, fosfor ve kemik metabolizmasinin diizenlenmesinde
rol alan steroid bir hormondur. Beslenme ve giines 1sinlari ile elde edilen D vitaminin
fizyolojik olarak aktif formuna (1,25-dihidroksivitamin D, kalsitriol) donlismesi i¢in
iki hidroksilasyon basamag: gereklidir. Ikinci hidroksilasyon basamagi, agirlikli
olarak bobrekte bulunan lo-hidroksilaz enzimi ile gerceklesir [5]. Glomeriiler
filtrasyon hiz1 (GFR) 30 mL/dk'dan daha diigsiikk olan hastalarda, hiperfosfatemi ile
iligskili la-hidroksilaz enzim inhibisyonu nedeniyle kalsitriol diizeyleri siklikla
yetersizdir [6]. Kronik bobrek yetmezlikli (KBH) hastalarin biiyiik bir kisminda
vitamin D yetersizligi ve eksikligi bildirilmektedir [7]. Renal transplantasyonda
hastalarin immunsupressif tedavi nedeniyle giinesten kaginmalar1 ve kullanilan
glukokortikoidler tarafindan hizlandirilan D vitamini katabolizmasi nedeniyle durum
benzerdir. KBH hastalarinda D vitamini takviyesi rehberlerde yer almasina ragmen,
hiperkalsemi, hiperfosfatemi ve hipoparatiroidizm gibi durumlarn tetikleyebilecegi
diisinildiigiinden ¢ogunlukla kullanilmamaktadir [8, 9]. Renal transplantasyon
hastalar1 i¢in ise D vitamini takviyesine yonelik spesifik bir rehber bilgisi yoktur [1].

D vitamininin renal koruyucu 6zellikleri nedeniyle eksikliginde bobrek greft
fonksiyonu etkilenebilir. D vitamini renin-anjiotensin-aldosteron sistemini negatif
olarak diizenler. insan ve hayvan modellerinde D vitamini takviyesinin, progresif
renal yetmezlik icin tanimlanmis bir risk faktorii olan proteiniiriyi azalttig
gosterilmistir [10, 11]. Renal transplant alicilarinda D vitamini yetmezligi ve
proteiniiri arasinda nedeni tam agiklanamayan anlamli bir iligki gosterilmistir [12]. D
vitamininin immun diizenleyici etkileri de renal transplantasyonda 6nemli bir rol
tistlenmektedir. T, B hiicreleri, monositler ve antijen sunan hiicreler gibi cesitli
immun hiicrelerde kalsitriol reseptorleri bulunmaktadir. Kalsitriol, yardimci T hiicre



proliferasyonunu ve dendritik hiicre differansiyasyonunu baskiladigindan
transplantasyonda koruyucu olabilir [13, 14].

D vitamininin klinik olarak dogru Olglilmesi ¢ok 6dnemlidir. Bunun i¢in bir
standardizasyon gerekmektedir ve sivi kromatografi-ardisik kiitle spektrometri (LC-
MS/MS) disindaki yontemler daha az duyarlidir. LC-MS/MS, D vitamini 6lgiimiinde
altin standart bir yontemdir [15].

Renal transplant alicilarinda D vitamini, kalsiyum, fosfor metabolizmasi ve
greft fonksiyonlar1 arasindaki iliskiyi ortaya koymak, 1,25(OH),Ds'iin LC-MS/MS
yontemiyle dl¢iimiinii yapabilmek amaciyla yaptigimiz bu ¢alismada transplantasyon
oncesi (NO) ve transplantasyon sonrasi 6. ayda (NS 6.ay) alinan hasta serumlarinda
25(0OH)D, kalsiyum, fosfor, paratiroid hormon (PTH), alkalen fosfataz (ALP),
kreatinin, BUN, albumin, glukoz ve plazmada 1,25(0OH),D3 6l¢iildii. Ayrica, Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) formiili kullanilarak
hastalara ait “Glomertiler Filtrasyon Hiz1 (GFR)” degerleri hesaplandi.

Arastirmanin, renal transplant alicilarinda transplantasyon Oncesi ve
sonrasinda D vitamini diizeyleri ve greft fonksiyonlartyla olan iliskinin
degerlendirilmesinde yarar saglayabilecegi beklenmektedir. Greft fonksiyonunu
olumsuz yonde etkileyebilecek D vitamini eksikliginin belirlenmesi, renal transplant
alicilarinda greft Omriinii korumaya yonelik D vitamini takviyesi gibi tedavilerin
kullanimina Onciiliik ederek transplantasyon hastalarin yasam siireleri ve yasam
kaliteleri iizerinde olumlu bir artis saglayabilir. 1,25(0OH),D3; diizeylerinin LC-
MS/MS yontemi ile O6l¢iimii konusunda yapilmis arastirma sayist ¢ok sinirhidir.
Ayrica, Tirk renal transplant alicilarinda yapilmis benzer bir ¢alisma
bulunmadigindan aragtirmamizin literatiire katkida bulunmasi da beklenmektedir.



GENEL BiLGILER

2.1. Kronik Bobrek Hastahigi (KBH)

KBH, nefronlarin ¢esitli nedenlerden dolayr ilerleyici ve geri doniisii
olmayan kaybi ile karakterize bir hastaliktir. Bobreklerin fonksiyonlarini kaybetmesi
cesitli nedenlerle meydana gelebilir. Bobreklerin fonksiyonlarinin kaybi sonucunda
viicutta metabolik atiklar birikir, viicuttan sivi atilimi azalir ve viicut sivilarinda
¢Oziinmiis olan maddelerin konsantrasyonlar1 degisir. Metabolik ve endokrin
fonksiyonlarin kaybmna bagli hastaliklar meydana gelir. GFR o6l¢iimii islevsel
degisimlerin en duyarli ve 6zgiil belirtecidir [16, 17]. GFR, genellikle aylar veya
yillar i¢inde giderek azalir ve bu azalma altta yatan nedene gore degiskenlik gosterir.
KBH, insidans1 ve prevalansi biitiin diinyada giderek artan 6nemli bir halk saglig
sorunudur [18, 19].

Bobrek yetmezligi gelisen kiside; anemi, hiperfosfatemi, hipokalsemi, idrar
sedimentinde genis silendirler, li¢ ay veya daha uzun siliren azotemi, uzun siireli
tiremik belirti ve bulgular ve radyolojik incelemelerde bilateral kiiclik bobrekler
olmast kronik hastalifin gostergesidir [20]. Kronik bobrek hastaliginin en sik nedeni
hipertansiyon ve Diabetes mellitus oldugundan, devamlilik gosteren proteiniiri,
hasarin temel gostergelerinden birisidir. Diger hasar bulgular: arasinda idrar sediment
anormallikleri, kan ve idrar biyokimyasal 6l¢iimlerindeki bozukluklar sayilabilir.
Bunun yami sira, kardiyovaskiiler sistem, gastrointestinal sistem, norolojik,
immiinolojik, hematolojik ve endokrin sisteme ait ¢esitli patolojiler de bu hasarin
olugsmasinda rol alir [21, 22].

KBH’nin erken evresinde bobregin fonksiyonel kapasitesinde azalma vardir,
klinik belirti veya bulgu yoktur. Orta evrede azotemi olusur ve bazi klinik belirtiler
ortaya cikabilir. ileri evre bobrek yetmezliginde ise, GFR 30 mL/dk’nm altina
diismiistiir. Bobregin atim, biyosentez ve regiilasyon fonksiyonlarmin biiyiik dlgiide
bozulmasi klinik belirti ve bulgularin ortaya ¢ikmasina neden olur [17, 22-24]. KBH,
degisen siireler igerisinde ilerleyici nefron kaybi sonucu, son donem bdbrek
yetmezligine (SDBY) ilerleyebilir. Fonksiyon kaybinin oranina gore klinik ve
laboratuvar bulgular ortaya cikar [25, 26].

KBH, NKF (National Kidney Foundation) siniflamasina gore, bdbrek
fonksiyonlarinin derecesi baz alinarak evrelerine ayrilmistir (Tablo 2.1) [21, 27].



Tablo 2.1. Kronik bobrek hastaliginin evreleri.

GFH Evreleri GFH(ml/dk/1.73 m2) Tamimlar

Gl >90 Normal veya yiiksek

G2 60-89 Hafif azalmig

G3a 45-59 Hafif / orta derecede azalmis

G3b 30-44 Orta / ciddi derecede azalmig

G4 15-29 Ciddi derecede azalmis

G5 <15 (veya diyaliz) Bobrek yetmezligi (Eger diyalizle tedavi
ediliyorsa D eklenir)

Ulkemizde SDBY’nin etyolojisinde; kronik hemodiyaliz programinda
izlenmekte olan hastalarda; diyabet %30’luk oranla birinci sirada, hipertansiyon
%27.2°lik oranla ikinci sirada yer almaktadir. Renal transplantasyon yapilan
hastalarda da, SDBY nedeni olarak 9%19.4’liik oranla hipertansiyon birinci sirada,
%14.7’lik oranla glomeriilonefrit ikinci sirada ve %8.6’lik oranla Diabetes Mellitus
ticlincti siradadir. 2010 yili icinde transplantasyon yapilan hastalarda etiyolojik
nedenlere gore dagilim Tablo 2.2°de gdsterilmistir [28].

Tablo 2.2. Ulkemizdeki renal transplantasyon yapilmis olan hastalarda KBH nedenleri (%).

Say1 %
Hipertansiyon 226 19,4
Glomeriilonefrit 171 14,7
Diabetes Mellitus 100 8,6
Tip1 DM 34 2,9
Tip 2 DM 66 57
Piyelonefrit 59 51
Polikistik Bobrek Hastalklar: 45 3,9
Amiloidoz 33 2,8
Renal Vaskiiler Hastalik 1 0,1
Diger 219 18,8
Etiyoloji Bilinmiyor 300 25,8
Kayip (Bilgi yok) 10 0,9
Toplam 1164 100
2.2, Son Déonem Bobrek Yetmezliginde Renal Replasman Tedavileri

Son donem bobrek yetmezliginde eksik olani yerine koyma tedavileri renal
replasman tedavisi (RRT) olarak tanimlanir. RRT secenekleri ise diyaliz ve bobrek
transplantasyonudur [29]. Serum kreatinin diizeyi 4 mg/dL’ye yaklasmaya
baslayinca, hasta renal replasman tedavisi agisindan degerlendirilmelidir [30, 31].




Tedaviye baglama zamanini; liremiye bagli agir anemi, egzersiz intoleransi,
halsizlik, asir1 istahsizlik, kasinti, agir asidoz, voliim fazlaligina bagl hipertansiyon,
tiremik perikardit, semptomatik hiponatremi gibi mutlak diyaliz endikasyonlar1 tayin
eder [32]. Bu asamada tedavide ii¢ ana secenek bulunmaktadir. Bunlar; hemodiyaliz
(HD), periton diyalizi (PD) ve bobrek naklidir. SDBY bulunan hastalar her iig
tedaviden de zaman igerisinde yararlanmak durumunda kalabilirler [33].

2.3. Renal Transplantasyon

Kronik bobrek yetmezliginin en ileri asamasi olan son donem bdbrek
yetmezligi, iremik sendrom da denilen, azotlu madde ve diger yikim iiriinlerinin
toksik etkilerine bagli belirti ve bulgularin tespit edilebilir bir hale geldigi klinik
durumdur. Uremik sendrom renal klirensin yaklasik olarak 10 mL/dk civarina
diistiigii sirada meydana gelir. Bu noktaya ulasmis bir hastada uygun bir dondr var
ise ya da kadavra donérii temini miimkiin ise segkin bir tedavi sekli olan
transplantasyon uygulanabilir [35].

Renal transplantasyon, renal replasman tedavisi olarak SDBY olan
hastalarin ¢ogunda tercih edilen bir tedavidir [36]. Bu hastalarda fonksiyon goren
transplante bobrek, diyalizden daha iyi fizyolojik, sosyal ve fiziksel rehabilitasyon ve
yilksek yasam kalitesi saglar [35]. Ayrica diger tedavi segenekleri ile
karsilastirildiginda bobrek nakli, hem daha ucuz, hem de hasta mortalite ve
morbiditesi daha diisiiktiir. Ulkemizde bobrek naklinin maliyeti hemodiyaliz ve
periton diyalizine gére daha uygundur [33].

Renal transplantasyon kadavra veya canli vericiden yapilabilir. Renal
transplantasyon ile 1 yillik greft yasami canli vericide %70-95 ve kadavra vericide
%50-80°dir. Bes yillik greft yasami canli vericide %60-90 ve kadavra vericide %40-
60’dir [37, 38]. Canli dondér transplantasyonu kadavra transplantasyonundan daha iyi
bir greft yasam omriine sahiptir [39]. Ulkemizde yapilan renal transplantasyonda
vericilerin yaklasik %20-30’u kadavra iken bu oran Bati iilkelerinde yaklagik
%80°dir. Yiiksek kalitede yasam yillar1 saglayan bobrek nakli tedavisi, modern
tiptaki 6nemli bir ilerleme olarak kabul edilmektedir.

Yasli popiilasyonun, diyabet ve hipertansiyon prevalansinin giderek artmasi,
gelecek  yillarda SDBY  prevalansinin  da  artacagini  diisiindiirmektedir.
Transplantasyon ve diyaliz, yeni bir yontem bulunana kadar, tim diinyada giderek
daha sik uygulanan tedavi segenegi olmaya devam edecektir [35].

Bobrek naklinde en basarili sonug, doku uygunluk antijenlerinde tam uyum
olan vericilerden yapilan nakillerde olmaktadir [40, 41]. Giinlimiizde, bobrek
naklinin en Onemli dezavantaji, organ reddinin Onlenmesi i¢in verilen immiin
baskilayici ilaglarin neden oldugu yan etkiler ve komplikasyonlardir [42].

2.3.1. Renal Transplantasyonun Komplikasyonlari

Renal transplantasyon, bobrek yetmezliginin son doneminde olan hastalar
icin 6nemli ve hayat kurtarici bir tedavi yontemi olmakla birlikte, transplantasyonu
takip eden donemlerde erken ya da ge¢ komplikasyonlar ortaya g¢ikabilmektedir.
Transplantasyondan sonraki ilk iki ayda ortaya ¢ikan komplikasyonlar genellikle



erken komplikasyonlar olarak kabul edilmektedir. Transplantasyon sonrasi erken
komplikasyonlar, alt gruplara ayrilabilmektedir. Bunlar, greft yasami ve fonksiyonu
ile iliskili olanlar (greft trombozu, renal arter daralmasi, infeksiyonlar, operasyon
sonrast kanamalar, idrar kagirma, {ireteral obstriiksiyon, greftin akut rejeksiyonu) ve
cerrahi yaralara bagli gelisenler (yara infeksiyonu ya da yara agilmasi ve lenfosel)
seklindedir [43]. Ge¢ komplikasyonlar ise, kardiyovaskiiler hastaliklar, kronik
allogreft nefropatisi, kilo artisi, infeksiyonlar, hipertansiyon, hiperlipidemi ile
timorler, osteoporoz ve yara iyilesmesinde gecikme gibi cerrahi problemleri
icermektedir [44].

2.4. Renal Osteodistrofi

Bobrek naklinden sonra saptanan kemik hastaligi bobrek yetmezligi
doneminde baslayip, nakil sonrasi kullanilan immunsupresifler ve bazi bagimsiz risk
faktorleri ile daha da agirlasabilmektedir. Bagimsiz risk faktorleri olarak sigara ve
inaktiviteyi sayabiliriz. Basarili bir bobrek naklinden sonra bobrek fonksiyonlarinin
hizl1 diizelmesi ve serum kalsitriol diizeyinin normal degerlere ulagsmasina ragmen
mineral-metabolizma bozuklugu devam edebilir. Bu durum kemik hastaligi ile
sonuclanabilir. Bobrek nakli sonrasi serum parathormon (PTH) diizeyi birgok
hastada iki hafta i¢inde normal diizeye gelmektedir.

Nakil sonras1 ortaya cikan kemik hastaligi hayat kalitesini bozmaktadir.
Normal toplumla karsilagtirildiginda bu olgularda kirik riski 4 kat artmaktadir [45].
Nakil yapilan olgularda agirlik tasiyan kemiklerde avaskiiler nekroz sikligi
artmaktadir. Bobrek nakli sonrasi ortaya ¢ikan kemik hastaligi diger solid organ
naklinden sonra ortaya ¢ikan kemik hastaligindan farklidir. Bobrek dis1 organ nakli
sonrast ortaya c¢ikan kemik hastaligi, kortikosteroidlerin sebep oldugu kemik
hastaligina benzemektedir. Bobrek nakli sonrasi ortaya ¢ikan kemik hastaligi ise
nakil dncesi bobrek yetmezligi ve diyaliz siiresince ortaya ¢ikan kemik hastaligiyla
iligkilidir. Ayrica bobrek nakli oncesinde varolan hiperparatiroidizm, metabolik
asidoz, hiperfosfatemi ve diger metabolik ve hormonal faktorler, nakil sonrasi kemik
kaybina katkida bulunabilir [46-48]. Nakil sonrasinda iskelet sistemi diizelen
metabolik durumdan yararlansa da bazi faktorler nedeniyle yeni kemik hastaligi
olusabilir veya varolan renal osteodistrofi siddetlenebilir [49]. Bobrek nakli sonrasi
kemik hastaligina sebep olan faktorler Tablo 2.3" de gosterilmistir [S0]. Bobrek nakli
sonrast kemik kaybina bir ¢ok faktoriin katkisi olmasimna ragmen, en 6nemli risk
faktorleri immiinsupressif ilaglar, direngli hiperparatiroidizm, elektrolit bozuklugu ve
D vitamini sentezindeki yetersizliktir [46, 51].

Renal osteodistrofi hastalarinda gelisen spesifik kemik degisiklikleri 3
genel sinifta toplanirlar:

1) Normal veya yiiksek dongiilii (turnoverli) tiremik kemik hastaliklar
a) Hafif hiperparatiroidizm
b) Ciddi hiperparatiroidizm
2) Diisiik dongiilii iremik kemik hastaliklar
a) Osteomalazi
b) Adinamik veya aplastik iiremik kemik hastalig1
3) Mikst tiremik kemik hastaligi [52]



Tablo 2.3. Bobrek nakli sonrasi ortaya ¢ikan kemik hastaliginin nedenleri

Bobrek hastahigindan Transplantasyon ile iliskili
bagimsiz faktorler: faktorler:
e DM e Direncli
e Metabolik asidoz Hiperparatiroidizm
e Hipogonadizm e Hipofosfatemi
e llaclar: (antikonviilsanlar, o Kullanilan
heparin, loop ditiretikleri) immunsupresifler
e ileri yas e D vitamini diizeyi
e inaktivite NAKIL ONCESI e Nakil bobregin islevi
e Sigara icilmesi KEMIK HASTALIGI e Hipomagnezemi
\ 4 \ 4 \ 4

NAKIL SONRASI KEMiK HASTALIGI

Sekonder hiperparatiroidizm, son dénem kronik bobrek yetmezligi bulunan
hastalarin hemen hemen hepsinde degisik derecelerde bulunmakta, hasta morbidite
ve mortalitesinde 6nemli rol oynamaktadir. Diyet ve medikal tedavi ile kontrol altina
alinmadig1 zaman ciddi sekonder hiperparatiroidizm tablosu olusmakta, uzun siireli
ve kontrolsiiz PTH artis1 ile liremik kardiyomiyopati, liremik ensefalopati, néropati,
karbonhidrat intoleransi, empotans, hipertansiyon ve aneminin kontrolsiizligli gibi
tiremik komplikasyonlarin gelisimine neden olmaktadir [52, 53].

2.4.1. Sekonder Hiperparatiroidizmin Patogenezi

Kronik bobrek yetmezlikli hastalarin kalsiyum ve fosfor homeostazisinin
bozulmasina bagl ¢esitli derecelerde PTH artis1, kemik mineral metabolizmasindaki
degisiklikler ve paratiroid bezinin hiperplazisi goriiliir. Bu durum sekonder
hiperparatiroidizm olarak adlandirilir. Kronik bdbrek yetmezliginde sekonder
hiperparatiroidizmin nedenleri :

1) Fosfat retansiyonu,

2) Hipokalsemi,

3) Degismis vitamin D metabolizmasi ve kalsitriole direng,

4) Parathormonun kalsemik etkisine iskelet rezistansi,

5) Otonom paratiroid hiicre proliferasyonu,

6) Azalmis parathormon yikimi,

7) Kalsiyum kontrollii PTH saliniminin regiilasyonundaki anormallik ve
8) Kalsitonin’dir [52-54].

Giliniimiizde sekonder hiperparatiroidizmin patogenezinden sorumlu tutulan
en Onemli faktorler; fosfat retansiyonu, hipokalsemi ve serum Kkalsitriol
(1,25(0OH);D3) seviyelerindeki azalmadir.



Fosfat Retansiyonu

Son 20 yildan beri yapilan ¢alismalar, sekonder hiperparatiroidizmin
patogenezinde hiperfosfateminin biiyiik bir rol oynadigimi gostermistir [55]. Bu
etkinin olusumunda ileri siiriilen mekanizmalar;

1) 1,25(0OH),Dj3 seviyelerinde fosfora bagli azalma,

2) Fosfora bagli hipokalsemi,

3) Serum 1,25(OH),D3 ve iyonize kalsiyum diizeylerindeki degisikliklerden
bagimsiz olarak, fosforun direkt paratiroid bezdeki etkisine bagl gelisen
hiperparatiroidizm seklinde 6zetlenebilir [55, 56].

Son yillarda bobrek yetmezliginin erken doneminde, serum PTH ve fosfor
seviyeleri normal olsa bile geride kalan nefron basina diisen fosfor yiikiiniin arttig
kabul edilmektedir [56]. Bu fosfor yiikii, 1a-hidroksilaz enzim aktivitesini azaltir ve
sonucta azalan kalsitriol diizeyleri ise paratiroid bezlerde PTH salinimin arttirirlar.

Fosfor retansiyonu, sekonder hiperparatiroidizmi ¢esitli mekanizmalarla
uyarir. Yiiksek fosforun PTH’ a kalsemik cevabi azalttigi ve renal yetmezligi olan
hastalarda hipokalsemiye yol agtig1 bilinmektedir. Yapilan in vitro caligmalarda,
yiiksek serum fosforunun paratiroid bezlerde direkt olarak posttranskripsiyonel PTH
sentez ve sekresyonunu arttirdigt gosterilmistir [57]. Fosfor paratiroid hiicre
membraninn fosfolipid icerigini, kalsiyum akisini ve vitamin D reseptorlerini (VDR)
ve muhtemelen paratiroid hiicre membranindaki kalsiyum reseptorlerini de
etkileyebilir [58].

Hipokalsemi

Sekonder hiperparatiroidizme yol agan ¢ogu faktdr hipokalsemiye neden
olabilir ve boylece PTH iiretimini arttirabilir. Bu faktérlerden en 6onemlileri, serum
kalsitriol yetersizligi ve fosfat retansiyonudur [52, 56]. Ekstraseliiler sividaki iyonize
kalsiyum konsantrasyonuyla PTH sekresyonu arasinda bir iligki vardir [54].
Sekonder hiperparatiroidizmde normal serum kalsiyumu, asir1 PTH sentez ve
sekresyonunu Onlemede yeterli degildir. Paratiroid bezin ekstraselliiler kalsiyuma
olan duyarliligi, serum PTH ve kalsiyum konsantrasyonlariyla birlikte
degerlendirilmelidir. Insanlarda paratiroid bezlerde kalsiyuma duyarli reseptdrlerin
varligina ragmen, sekonder hiperparatiroidizmde kalsiyuma anormal duyarlilik ile
kalsiyuma duyarlt reseptorler (CaR) arasindaki iligki Onemlidir. Sekonder
hiperparatiroidili hastalarda, CaR’ nin ve mRNA ekspresyonunun azalmasiyla
paratiroid bezin proliferasyonu arasinda gii¢lii bir iligki vardir. Bu azalmanin bir
nedeni de, vitamin D eksikligi ve vitamin D’ye rezistans olabilir.

Degismis Vitamin D Metabolizmasi ve Kalsitriole Direnc

Anormal  kalsitriol = metabolizmas1  sekonder  hiperparatiroidinin
patofizyolojisinde énemli bir role sahiptir. Bu durum anormal immiin, kardiyak ve
iskelet kas1 fonksiyonlar1 gibi renal yetmezlikte goriilen diger bozukluklarda da rol
oynayabilir [56]. Renal yetmezlikte kalsitriol metabolizmasindaki degisiklikler
konusunda 3 temel nokta tizerinde durulmaktadir:



1) Kalsitriol iiretiminin azalmasi,

2) Kalsitriol reseptor yogunlugunun azalmasi,

3) Reseptor-hormon kompleksinin niikleer kromatin ile iliskisinin bozulmasi
olup bu durum muhtemelen artmis iiremik toksinlere baghdir. Bu degisiklikler,
kalsitriole end-organ cevapsizligina yol agarlar [52, 54, 56].

Kronik borek yetmezliginde kalsitrioliin serum seviyesi azalmigtir. Renal
yetmezligin erken donemlerinde dahi serum kalsitriol seviyesinde azalma oldugu
tespit edilmistir [52, 54]. Renal yetmezlikte diisiik serum kalsitriol seviyesinin esas
nedeni bobrekteki yapiminin azalmasidir. Bu duruma renal kitlede azalma, fosfat
retansiyonu ve metabolik asidoz gibi faktorler de katkida bulunurlar. Burada azalmis
renal kitlenin biiyiikk énemi vardir. Ileri dsnem bobrek yetmezligi olan hastalarda,
GFR’ nin azalmasiyla birlikte artan fosfor yiikii 1a-hidroksilaz enzim aktivitesini
azaltarak kalsitrioliin bdbrekteki yapimini azaltir [56]. Ancak, diyette fosfor
kisitlamasi yapildiginda, normal bireylerde ve renal yetmezligi olan hastalarda serum
kalsitriol seviyesinin arttigr goriilmiistiir. Yine renal yetmezlikte akut metabolik
asidozun kalsitriol liretimini azalttig1, kronik asidozun ise azaltmadig1 bilinir. Asidoz
bu etkisini, indirekt olarak la-hidroksilaz enzim aktivitesini azaltarak gosterir.
Kalsitriol tiretimini iiremik toksinler de azaltir. Renal yetmezlikli hastalarda azalmis
kalsitriol tiretimi, hipokalsemiye katkida bulunan kalsiyumun barsak emiliminin ve
iskelet iizerinde PTH’ a kalsemik cevabin azalmasina neden olur. Diisiik serum
kalsitriol seviyeleri, PTH sentez ve salgilanmasini da arttirabilir [52].

Kalsitriol, PTH salgilanmasi iizerine major etkisini DNA transkripsiyonunu
engelleyerek sentezini azaltmasi seklinde gosterir. PTH sentez ve saliniminda
kalsitrioliin baskilayict etkisinin yoklugu sekonder hiperparatiroidinin gelismesine
neden olabilir [52, 56].

Kalsitriol, diger steroid hormonlar gibi biyolojik etkisini bir hormon-
sitoplazmik reseptdr kompleksi iizerinden gergeklestirir. Aktif hormon-reseptor
kompleksi, niikleer kromatinle etkilesmekte ve etkilenen genlerin spesifik bolgesi
olan 5 ucuna baglanarak prekiirsor mMRNA  molekiillerine DNA’nin
transkripsiyonunu degistirmektedir [52]. VDR, basta barsak ve paratiroid bezi olmak
tizere degisik dokularda vardir. Kronik bobrek yetmezlikli hastalarin paratiroid
bezlerindeki VDR sayisinda azalma vardir [58, 59]. Kalsitriole biyolojik cevabin
hiicre i¢indeki VDR yogunluguyla orantili olmasindan dolayi, VDR sayisindaki
azalma DNA ile etkileserek kalsitriole biyolojik cevabi azaltabilir [58].

Strom ve arkadaslari, vitamin D eksikligi olan ratlarda kalsitriol tedavisiyle
VDR mRNA sentezinin ve reseptdr sayismin arttigmi bildirmislerdir [60].
Kalsitrioliin ratlarin paratiroid bezlerindeki, CaR’ lerin diizenlenmesinde de 6nemli
rol oynadig1 ve bezlerdeki CaR mRNA diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir [61, 62].



2.5. D Vitamini

2.5.1. D Vitamininin Tanimi

D vitamini, A, E, ve K vitaminleri ile birlikte yagda eriyen vitaminler
grubuna girmekte olup, ayn1 zamanda bir dokuda sentezlenip, hedef dokuya etki
etmesi i¢in dolasim sistemine salinan, miktar1 feedback mekanizmasi ile
diizenlendigi icin vitamin Ozelligi yaninda hormon olarak da gorev yapan bir
metabolittir [63]. D vitamini anne karnindaki yasamdan 6liime kadar, insanin iskelet
sistemi, biiyiime, gelisme ve korunma gibi birgok fonksiyonlar i¢in gereklidir [64].

2.5.2. D Vitamininin Genel Ozellikleri

D vitamininin, insan viicudunda giines 1smlarimin etkisi ile tretildigi ve
bitkiler aracilig1 ile hazir alindig1 gibi 750 milyon yil dncesinden beri okyanuslarda
yasayan planktonlar tarafindan da tiretildigi belirtilmistir [64].

Ik kez 1919 - 1920°li yillarda vitamin olarak adlandirilan D vitamininin,
insanlarda eksikliginin ilk olarak Endiistri Devriminin ortaya ¢ikmasi ile giindeme
geldigi belirtilmistir [65]. Cocuklarda D vitamini eksikliginden kaynaklanan bir
hastalik olan rasitizm 17.yy’da ciddi bir sorun haline gelmis, bu siire¢ 19.yy
sonlarina kadar siirmiistiir. 19.yy sonlarinda Kuzey Amerika ve Avrupa’da endiistrisi
ilerleyen {ilkelerde yasayan ¢ocuklarin % 90’min rasitizm oldugu tahmin edilmistir
[64].

D vitamininin 6neminin anlasilmasi ile rasitizm tedavisinde dnemli sonuglar
elde edilmistir. Bir¢ok gida maddesinin D vitamini yoniinden zenginlestirilmesi ile
1930 - 1940’1 yillarda rasitizmin Oniine gecilmistir. 1970’11 yillarin sonlarinda,
kandaki D vitamini seviyesinin sadece kalsiyum ve fosfor metabolizmasi tlizerinde
etkili oldugu sanilmaktaydi. Ancak ilerleyen yillarda bir¢ok dokuda (pankreas,
meme, bagirsak, akciger, gonadlar, T ve B lenfositler, mide, deri, beyin, kalp)
VDR’nin varlig1 saptaninca D vitamininin sadece kalsiyum ve fosfor metabolizmasi
degil de bir¢ok dokuda etkili oldugu anlagilmistir [64].

2.5.3. D Vitamininin Olusumuna Etki Eden Faktorler

Insanlarda giines 15181 vitamini olarak bilinen vitamininin ortalama % 90 -
95’1 giines 15181 yardimi ile olustugu gibi hazir olarak da alinabilir. Cilde ulasan
giines miktarin1 ve 7-dehidroksikolesteroliin olusum miktarini etkileyen faktorler
ayni zamanda ciltte D vitamininin yapimin1 da etkilemis olur. Bu sentezi bir¢ok
faktor etkileyebilir. Bunlar arasinda, yasanilan bdlgenin enlemi, giines koruyucu
kremler, mevsimler, deri pigmenti, giineslenme saati ve siiresi, beden kitle indeksi
olarak siralanabilir [66].

Yasanilan bolgenin enlemi

Ulkemiz 36 - 42 derece kuzey enlemleri ve bol giines alan jeopolitik bir
alanda bulundugu i¢in yilin sadece 4 ay1 D vitamini liretimine yetersiz giines 15151
almaktadir. Yilin geri kalan aylarinda gelen giines 15181, D vitamini yapimi agisindan
yeterli diizeydedir [64]. Yapilan ¢alismalarda, serum D vitamini seviyesinin ilkbahar
ve kis aylarinda daha diisiik oldugu saptanmustir [63] (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Mevsimsel serum 25(OH)D seviyeleri (6)

Yasanilan bolgeye gelen giines acis1 (Zenith Ac¢isi)

Zenith Acisi, D vitamini sentezi i¢in gerekli giines 1511 agisidir. Bu aginin
biiylimesi, gilines 1s1@indaki fotonlarin daha uzun yol kat etmelerine neden
olmaktadir. Bu da bize neden 35 derece enlemden daha biiylik enlemlerde
yasayanlarin D vitamini sentezi agisindan yetersiz oldugunu agiklamaktadir [64].

Giineslenme saati ve siiresi

Yapilan arastirmalara gore, eller ve ylizlin haftada en az 2 saat veya giinde
en az 20 dk olmak iizere direk giines 15181 almas1 gerektigini belirtmislerdir. D
vitamini sentezi i¢in derideki siir deger cm2 basina 18 - 20 mj (UVB) olarak
belirlenmistir. D vitamini sentezi i¢in en uygun saatin saat 1100 ile 1500 aras1 oldugu
belirtilmistir. D vitamini sentezi i¢in pencere cami arkasindan gilineslenmek yeterli
degildir nedeni, pencere camindan 320 nm diisiik giines 1sinlar1 ge¢irmedigi i¢in cam
arkasindan giineslenmenin D vitamini sentezinde etkisinin olmadigi belirtilmistir
[66].

Deri pigmenti (Melanin)

Melanin, D vitamini sentezini etkileyen bir filtre olup 290 - 310 nmol dalga
boyunda UVB 1smlarin1 absorbe eder. Baska bir deyisle derideki ultraviole 1sinlarin
emilimini azaltarak D vitamini olusumunu % 99 oraninda azaltabilecegi
belirtilmistir. Melanin, bir filtre gorevi gordiigii ve koyu tenli kisilerdeki melanin
orani agik tenlilere oranla daha fazla oldugundan, koyu tenlilerin D vitamini sentezi
icin acgik tenlilere gore gilines 1518inda daha fazla kalmasi gerekmektedir. Ciinkii
melanin, D vitamini sentezi i¢in proD3 vitamini denilen 7-dehidroksikolesterol ve
giines 15181 ile yarigsma halindedir. A¢ik tenli birinin kol ve bacaklarinin ortalama 10-
20 dak giineste kalmasi ile yeterli D vitamini miktarinin yarisini alabilir bu da oral
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yoldan alman 3000 IU ’ye esittir. Ancak koyu tenli bir kisinin yeterli D vitamini
almast i¢in acik tenli birine oranla 3 - 6 kat daha fazla gilineste kalmas1 gerekmektigi
belirtilmistir [64, 66].

Cilde siiriilen giines koruyucu kremlerin etkisi

Gilines koruyucu kremlerin, D vitamini sentezi ile aralarinda ters bir
kolerasyon vardir. Giines koruyucu kremler, giines 1sinlarinin etkisini belirgin
derecede azaltir. Ornegin, koruyucu krem eger 8 faktdr degerinde ise D vitamini
tiretimini % 92.5, 15 faktor degerinde ise % 99 oraninda azalttig1 belirtilmistir [64].

Beden kitle indeksi

Beden kitle indeksi ile 25(OH)D arasinda ters kolerasyon vardir. D vitamini
yagda eriyen bir vitamin oldugu i¢in kilolu kisilerde artan yag dokusu ile orantili
olarak depolama oran1 da artar. Boylelikle dolasimdaki miktar1 azalir. Fazla miktarda
sentezlenen D vitamininin toksik etkisi yoktur. Nedeni ise giines 151gina maruz
kalindiginda UVB 1simnlart 6nciil molekiil olan preD vitaminini, D vitaminine
donistiirdiigii gibi viicuttaki D vitaminini inaktif metabolitlere ¢evirir. Bu durum
neden fazla gilineslenmenin D vitamini toksisitesine yol agmadigini agiklanmistir

[64].

2.5.4. D Vitamini Olusumu

Organizmaya bitkisel ve hayvansal yollarla alinan D vitamini, sterol tlirevi
olup  kolesterolden endojen olarak sentezlenerek, pro vitamin (7-
dehidroksikolesterol) seklinde bulunur. 7-dehidroksikolesterol, D vitamini yapiminda
onciil maddedir, karacigerde sentezlenerek dolagim sistemi araciligi ile derideki
malpighi tabakasina gelir.

7-dehidroksikolesterol, derinin malpighi tabakasindaki, keratinositlerin
plazma memraninda bulunur ve pro-Dj3 vitamini olarak adlandirilir. Glines 1sinlari,
derinin malpighi tabakasina etki ederek pro-D3 vitaminini, pre-D3 vitaminine gevirir
[66].

D vitamini Tiirevleri: D vitamininin 2 ¢esidi bulunmaktadir.

° Kolekalsiferol
e  Ergokalsiferol

Kolekalsiferol

25(0OH)D3 veya D3 vitamini olarak adlandirilan kolekalsiferol, kolesteroliin
oksitlenme {irlinii olan 7-dehidroksikolesterolden sentezlenmektedir. Genellikle balik
yagi, somon, morino, sardalya, ringa, uskumru, alabalik, ton, hamsi gibi bir¢cok balik
tiiri, yumurta sarisi, balik karacigerinde bulunmaktadir [66].

Ergokalsiferol

25(0OH)D; veya D, olarak adlandirilan ergokalsiferol, daima disaridan hazir
olarak alinmaktadir. D, vitamini genellikle yumurta sarisi, siit, brokoli, yesil sogan,
maydanoz, su teresi ve mantarlarda bulunmaktadir [63].
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Kolekalsiferol ve ergokalsiferol etki mekanizmasi acisindan aymi etkiyi
gosterir. Ancak insan viicudunda yalniz kolekalsiferol sentezlenir, ergokalsiferol
disaridan hazir almmaktadir. Insan viicudu, yeteri kadar 7-dehidroksikolesterol
icermektedir. Yasin ilerlemesine bagli olarak epidermisteki 7-dehidroksikolesterol
miktar1 azalir bu nedenle 70 yasindaki bir Kisi ile 20 yasindaki bir Kkisi
karsilastirildiginda ayni stirede giines 1s18ina maruz kalma durumunda, 70 yasindaki
bir kisinin 20 yasindakine oranla % 25 daha az D vitamini sentezledigi bilinmektedir.
Ancak yeteri miktarda giines 1s18ina maruz kalindiginda yaslilarda bu agigin
kapandigi bilinmektedir [66, 67].

2.5.5. D Vitamininin Olusum Mekanizmasi

D vitamini, deride pre-vitamin olarak sentezlendikten veya diyet ile
disaridan alindiktan sonra D vitamini baglayic1 protein (D-binding protein; DBP)
olan a-1 globuline baglanarak karacigere tasinir. DBP, D vitamininin biitiin
sekillerini baglar. Serbest formda bulunan miktar1 % 1-3 iken DBP bagli miktar1 %
97-99 oranindadir. Karacigere gelen D vitamininde ilk hidroksillenme 25-
hidroksilaz enzimi (CYP2, CYPA4, CYP2R1, CYP27A1) araciligi ile mitokondri ve
mikrozomlarda 25. pozisyonda gergeklesir, besinin disaridan hazir alinip
alinmamasma bagli olarak, 25-hidroksiergokalsiferol 25(OH)D, veya 25
hidroksikolekalsiferol 25(OH)D3 olusur (47). Deride tiretilen ve disaridan alinan D
vitamini, sitokrom p450 ve 25-hidroksilaz (CYPA27A1) enzimi araciligi ile
25(0OH)D’ye doniisiir. Bu madde ‘kalsidiol’ olarak adlandirilmaktadir [66].

Kalsidiol, DBP’ye baglanarak dolasim yolu ile bobrege gelir. Bobrekte
proksimal tiibiil hiicrelerinin mitokondrileri, la-hidroksilaz enzimi igerigi
bakimindan zengindir. Kalsidiol, bobrekte 1a-hidroksilaz enzimi (CYP27B1) ile 1.
pozisyonda tekrar hidroksillenerek 1,25-hidroksikolekalsiferol (1,25(OH)D3) veya
1,25-hidroksiergokalsiferol’e (1,25(OH)D,) doniisiir ve olusan madde 1,25(0OH)2D
“’kalsitriol*’ olarak adlandirilir [66].

D vitamini, karacigerde depolanir, bir hormon olarak goérev yaptigi i¢in
miktart feedback mekanizma ile ayarlanir ve plazma membrant {izerindeki
reseptoriine baglanip ikinci haberciler olan cAMP ve AMP' yi etkileyerek pankreas
beta hiicreleri, vaskiiler diiz kas, bagirsaklar, monositler, kalsiyum kanallar1 tizerinde
etkili olabilmektedir (Sekil 2.2). Bu mekanizmadaki kilit enzim 1la-hidroksilaz
enzimidir ve la-hidroksilaz enziminin diizenlenmesinde PTH, fosfor, kalsiyum,
fibroblast growth factor 23 (FGF23) etkin rol oynamaktadir [66, 67]. Bu diizenleme
4 kisima ayrilir;

1- Serum kalsiyum ve fosfor diizeyindeki diisiikliik, 1a-hidroksilaz enzimini
aktiflestirerek D vitamini sentezini arttir [65].

2- PTH bobrek tiibiiliis hiicrelerinin 1o-hidroksilaz enzimini stimiile ederek,
D vitamini sentezini arttirir [65].

3- D vitamininin katabolize olmasi 24-hidroksilaz enzimi araciligi ile
gerceklesir. 24-hidroksilaz enzimi dokulardaki aktif olan 1,25(OH),D’ye baglanarak
etkisini inaktif hale getirir. 1,25(0OH),D’nin yeterli miktara ulagmasi, 24-hidroksilaz
enzimini aktif duruma gegirir ve feedback mekanizma yardimi ile inaktif
1,25(0OH);D’nin fazlas1 safra yolu ile atilir. Diger yandan 1,25(OH),D miktari
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azaldiginda lo-hidroksilaz enzimi artarken 24-hidroksilaz enzim aktivitesi azalir
[66].

4-FGF23 kemikten salgilanan ve 1,25(OH),D yapimini baskilayan bir
mekanizmaya sahiptir. FGF23; 1,25(0OH),D yapimini baskiladig1 gibi ayn1 zamanda
24 -hidroksilaz enzimini de aktive eder. Boylece 1,25(OH),D inaktif forma doniisiir
[65].

Ayrica meme dokusu, prostat, meme, kolon ve makrofajlarda da
25(0OH)Ds’tin 1,25(0OH),D3’e doniisebildigi belirtilmistir (Sekil 2.2). 25-hidroksilaz
ve la-hidroksilaz enzimlerinin reaksiyonu gergeklestirmesi ig¢in sitokrom p450,
NADPH ve molekiiler oksijen varligina ihtiya¢ vardir. Ayrica bu reaksiyonda gerekli
parametrelerden biri ise magnezyumdur. Magnezyum, hem 25-hidroksilaz, hem de
la-hidroksilaz enzimlerinin aktivasyonu i¢in gereklidir. Magnezyum, ayni zamanda
parathormon salgisi ve etkisi igin gerekli olan cAMP olusumu sirasinda, adenilat
siklaz aktivitesinin artmasmi saglamaktadir. D vitamini olusumu sirasindaki hiz
sinirlayict basamak, la hidroksilaz enzimin hidroksilasyon reaksiyonudur [64, 66,

68].
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2.5.6. Kandaki D Vitamini Miktari

D vitamini lipofilik oldugundan, karaciger ve adipoz dokuda depolanabilir
boylece, D vitamini aliminda eksiklik veya yokluk durumunda 6 aya kadar viicudun
ihtiyacini karsilayabilir [68].

D vitamininin Ozellikleri arasinda, steroid bir hormon ve yagda eriyen
vitamin oldugundan ve artan yag oranina bagli olarak depolanan miktar
artacagindan, obez kisilerde D vitamini eksikligi goriilmesi olas1 bir sonugtur. Obez
kisilerde 25 hidroksi vitamin D’nin diisiik olmasinin nedeninin, D vitamininin yag
dokusunda sekestrasyonu ve obeziteye bagli malabsorsiyonuna bagh oldugu
diistintilmiistiir [68].

D vitamininin aktif formu 1,25(OH)D'dir. Ancak viicuttaki miktar1
hakkindaki en giivenilir bilgiyi veren parametre 25(OH)D’dir. Ciinkii D vitamininin
en aktif sekli olan 1,25(OH)2D‘nin yarilanma Omri 3-6 saat, 25(OH)D‘nin
yartlanma omri ise 20 giindiir. Bu nedenle D vitamini eksikligi tanisinda 25(OH)D
oOl¢iitli kullanilmaktadir [66]. Nedeni ise viicutta 1,25(OH)D’ye oranla 1000 kat daha
fazla bulunmasi ve yarilanma omriiniin 1,25(OH)D’ye oranla daha uzun olmasidir.
25(0OH)D ve 1,25(0OH)D; ve 1,25(0OH)D3 normal degerleri Tablo 2.4' de verilmistir
[65].

Tablo 2.4. D vitamini metabolitlerinin normal degerleri [65]

D VITAMINI METABOLITLERININ NORMAL DEGERLERI

25(0OH)D, 4-10 ng/mL
25(0H)D, 12-40 ng/mL
24,25(0H)D, 1-4 ng/mL
1,25(0OH).D; Infant 70 -100 pg/mL

Cocukluk Dénemi 30-50 pg/mL

Adolesan 40-80 pg/mL

Erigkin 20-35 pg/mL

Holick MF tarafindan yapilan ve D vitamini diizeyi ve paratiroid hormon
diizeyini karsilastiran bir ¢alismada, plato ¢izen paratiroid hormona karsilik gelen D
vitamini miktar1 32 ng/mL olarak bildirilmis ve bu deger normal deger olarak kabul
edilmistir. Calismada 21 — 29 ng/mL aras1 ¢ikan degerler yetersizlik, 20 ng/mL alt1
c¢ikan degerler ise eksiklik olarak degerlendirilmistir [66]. Ayn1 zamanda sigara, asir1
cay ve kahve tiiketen kisilerde D vitamini eksikligi daha fazla goriilmektedir [65].

ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for Disease Control and

Prevention - CDCP)’nin degerlendirmesine gore D vitamini diizeyleri Tablo 2.5’de
verilmistir.
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Tablo 2.5. Serum 25(OH)D degerinin yorumu [66]

D vitamini diizeyi (nmol/L) | Yorum

Bebek ve cocuklarda ragitizm ile eriskinlerde

<30 osteomalazi ile iliskili D vitamini eksikligi
Saglikli bireylerde kemik ve genel saglk
30-50 N P
agisindan D vitamini yetersizligi
50-125 Saglikli bireylerde kemik ve genel saglk

acisindan yeterli D vitamini diizeyi

Kidney Dialysis Outcomes Quality Initiative (K-DOQI) rehberine gore ise
dolasimdaki 25(OH)D diizeyi 5 ng/mL’den diisiik ise ciddi vitamin D eksikligi, 5-15
ng/mL arasinda ise hafif vitamin D eksikligi, 15-29 ng/mL arasinda ise vitamin D
yetersizligi, 30 mg/mL den yliksek ise normal vitamin D diizeyi, 150 ng/mL’den
yiiksek ise vitamin D intoksikasyonu olarak degerlendirilmektedir [106].

2.5.7. D vitamininin Hormonal Kontrolii

Giines 1ginlari ile artan ve kimyasal yapisi itibari ile steroid hormon grubu
igerisinde bulunan D vitamini endokrin sistem tarafindan kontrol edilir ve bu etkisini
otokrin ve parakrin etkilerle gosterir. 1,25(OH),D'nin paratiroid hormon, fibroblast
biiyltime faktorii 23(FGF23), kalsiyum ve fosfor diizeyleri ile siki bir baglantist vardir
[64].

D vitamini eksikliginde bagirsaklardan kalsiyum ve iyonize kalsiyum
emilimi azalir. Buna bagl olarak paratiroid hormon sentezi artar. Paratiroid hormon
sentezi artisina bagli olarak bobreklerde 1,25(0OH);D yapimi artar. Bu da
kemiklerdeki kalsiyum mobilizasyonu ve paratiroid hormon artigina bagli olarak
serum 1,25(0OH);D seviyesinin normal simirlar icerisinde tutulmasini saglar [66].
Prolaktin, D vitamini olusumunu stimiile eder, Ostrojen ise karacigerde D vitamini

baglayan protein sentezini ve plazma diizeyini arttirarak 1,25(OH),D diizeyini arttirir
[63, 68].

D vitamini ve parathormon

Paratiroid hormon, parotiroid bezinde sentezlenmekte, kalsitonin ve aktif D
vitamini metaboliti ile birlikte kalsiyum ve fosfor metabolizmas: {izerinde aktif
olarak rol oynamaktadir. D vitamininin PTH ile ters korelasyonlu bir iligkisi vardir.
Bobrek proksimal tiibiil hiicrelerindeki D vitamini hidroksilasyonu, parathormon
araciligr ile gergeklesir. PTH hiicre zar reseptdriine baglanir ve adenilat siklazi
uyararak cAMP sentezini arttirtr, cAMP ise la-hidroksilazi akvite eder [66].
Bobreklerden kalsiyumun geri emilimi ve fosfat homeostazi iizerinde pozitif etkiye
sahiptir. Serumda artan 1,25(OH)D miktar1 ile feedback mekanizmasi sonrasinda
PTH salinimi inhibe olur [65]. Boylece D vitamini viicudun kalsiyum ve fosfor
dengesini saglar. D vitamini, bobreklerden kalsiyum ve fosfor atilimini azaltir.
Primer  hiperparatiroidizmde, 25(OH)D  metabolizmast  hizlanir, hizlanan
metabolizmaya bagl olarak serum 25(OH)D diizeyi azalir [64].
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D vitamini ve insulin

Hayvan modelleri iizerindeki ¢alismalar 1s1ginda, D vitamini eksikliginin
insiilin sekresyonunun inhibe ettigi gozlemlenmistir. Bu nedenle D vitamini
yetersizligi bulunan kisilerde, Tip 2 DM riski bulunmaktadir.

Tip 2 DM olan kisiler ve diyabetik olmayan kontrol grubunu karsilagtiran
bir ¢aligmada; D vitamini takviyesi verilmesi ile insiilin salinimimin diizeldigi
belirtilmistir [65].

2.5.8. D Vitamininin Biyokimyasal Yapisi

D vitamini biyokimyasal agidan en biiyiik steroid yapidaki hormondur. Ayni
zamanda reseptorii olan VDR de sterol tiirevi olarak gorev yapmaktadir [68]. D
vitamininin, 37 metabolitinin oldugu bilinmektedir fakat bu metabolitlerin birgogu
inaktiftir. Bunlara 6rnek verilecek olunursa 25,26(OH),D; 1,24,25,(0OH)3D; 1,25,26
(OH)3D; 25(0OH)26,23-lakton olup bu metabolitlerin biyolojik aktiviteleri heniiz
saptanmamustir [68]. Ancak en aktif sekli 1,25(OH),D'dir. D vitamini 1s1, 1s1k,
saklama kosullarina duyarlidir [63].

Kolekalsiferol (25-OH-D3 vitamini)

3 adet ¢ift baga sahiptir.

Erime noktas1 84-85°C*dir.

Suda ¢oziinme 6zelligi yoktur.

Kolekalsiferoliin halkasal yapis1 sekilde gosterilmistir (Sekil 2.3).

Ergokalsiferol (25-OH-D; vitamini)

4 adet ¢ift baga sahiptir.

Kaynama noktas1 112°C'dir.

Suda ¢o6ziinme 6zelligi yoktur.

Ergokalsiferoliin halkasal yapisi sekilde gosterilmistir (Sekil 2.3).
Ergokalsiferol, kolekalsiferolden farkli bir yan zincire sahiptir Cy4°de
bir metil grubu, C,, ve Cy3 de bir ¢ift baga sahiptir [68]. Ayrica 17 nolu karbon
atomuna bagli yan kolda, kolekalsiferolde 8, ergokalsiferolde 9 karbon atomu
bulunmaktadir [65].

Vitamin D2 (Ergocalciferol) Vitamin D3 (Cholecalciferol) 1,25-dihydroxycholecalciferol (Calcitriol)

Sekil 2.3. C,gH4,03 (ergokalsiferol), C,7H4403 (kolekalsiferol), Cx;H4405 (Kalsitriol)
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2.5.9. D Vitamininin Etki Mekanizmasi

Organizmadaki fosfor diizeyi bobrekler, kalsiyum diizeyi ise bagirsaklar
tizerinden diizenlenir. D vitamini olmadiginda, fosforun % 60’1, kalsiyumun % 10-
15’1 emilmektedir. 1,25(OH),D ile VDR etkilesimi sonucunda kalsiyum emilimi %
30- 40, fosfor emilimi % 80’e ¢ikmaktadir [66].

D vitamininin eksik oldugu durumlarda paratiroid hormon diizeyi artar,
artan PTH’a bagl olarak la-hidroksilaz enzimi aktiflenir, aktiflenen 1a-hidrokilaz
1,25(OH)D miktarinin artmasina neden olur. PTH ve 1,25(OH)D etkileri ile
kemiklerden kalsiyum salinimi baslayarak, serum kalsiyum diizeyi normal sinirlara
ulagincaya kadar olay devam eder ve serum kalsiyum diizeyinin sabit kalmasi
saglanir. Ancak bu sekilde kemik mineralizasyonu bozulur. Nutrisyonel ragitizm
denilen olay serum kalsiyum ve D vitamini yetersizligi sonucu, bagirsaklardan
kalsiyum emilimini arttirmak yerine kemiklerden kalsiyum saliniminin artigina baglh
olarak olarak gelisir [66]. D vitamininin genomik ve non genomik etkileri vardir.

D vitamininin genomik etki mekanizmasi

D vitamini, genomik etkisini transkripsiyon iizerinde gostermektedir ve
(Sekil 2.4) 200°den fazla geni kontrol etmektedir. Bu genler, hiicrede apoptoz,
anjiyogenez, diferansiasyon, proliferasyon mekanizmalari ile ilgilidir [66].

D vitamininin etkileri;

1-Hiicresel biiyiimenin diizenlenmesi
2-Apoptoz

3-Diferansiasyon

4-DNA onarimi

5-Membran transportu

6-Adezyon

7-Hiicresel metabolizma

8-Oksidatif stres

D vitamini hiicresel diizeydeki etkilerini VDR reseptoriiniin aktiflesmesi ile
saglamaktadir. Yapisinda 427 adet aminoasit iceren VDR, membran1 geger ve etki
edecegi niikleer reseptdr ile etkilesime girerek retinoik asit reseptoriine baglanir.
1,25(0OH)D,-VDR-RXR kompleksini olusturur. Bu kompleks niikleus kromatinine
baglanir. Reseptorde hem aktif D vitaminini baglayan bir bolge, hem de DNA’ya
baglanmasin1 saglayan 2 adet ¢inko atomu bulunmaktadir. Olusan 1,25(OH)D,-
VDR-RXR yapisi transkripsiyonu baslatir ve hiicredeki genomik etkisi ortaya ¢ikar.
Boylece bagirsaklardaki kalsiyum kanallart acilir ve kalbindin ekspresyonu
gercekleserek bagirsaklardan kalsiyum emilimi saglanir [64, 66, 69].
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Sekil 2.4. D vitamini olusumu ve transkripsiyona etkisi [66]

D vitamininin non genomik etki mekanizmasi

D vitamini, hiicre membraninda bulunan VDR’ye baglanarak kisa bir siire
igerisinde etkisini gosterir. Membrandaki VDR ’ne D vitamini baglanmas1 sonucunda
kalsiyum ve Klor trans-membran gecisini degisebilir veya hiicre igi sinyal yolaklart
(cCAMP, PKA, PLC, PI-3 kinaz ve MAP kinaz) aktive olabilir. Non-genomik etki
bagirsaklar, vaskiiler diiz kas, monositler ve pankreasin beta hiicrelerinde etkilidir
[66].

D vitamininin, bir¢ok kanser c¢esidi iizerinde etkili oldugu, ozellikle
invazyon, proliferasyon, anjiyogenez, metastaz {izerine azaltici, apoptoz ve
diferansiasyon iizerine arttirici genomik etkileri bulundugu belirtilmektedir [66].

2.5.10. D Vitamininin Cesitli Sistemlerle Iliskisi

Bagisiklik sistemi iizerine etkisi
D vitamininin sadece kalsiyum ve fosfor metabolizmasi iizerinde degil
bunun disinda bir¢ok dokuda da etkisinin oldugu bilinmektedir [66].

D vitamini, immun sistem iizerinde diizenleyici etki gostermektedir.
Ozellikle makrofaj, dendritik hiicre ve aktive T lenfositler iizerinde VDR bulunmast,
D vitamininin immiinomodiilatér etkisini kanitlamaktadir. 1,25(OH),D3 dendritik
hiicrelerin ve makrofajlarin antijen sunma kapasitelerini baskilayarak makrofajlarin
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aktivitelerini ve bakteri Oliimlerinin stimiilasyonunu saglar [66]. D vitamini
reseptorli, timus ve periferik T hiicrelerinde bulunmaktadir. D vitamininin T
hiicrelerinin  ¢ogalmasini  engelledigi ve kazanmilmis immun cevap tizerinde
baskilayict 6zellige sahip oldugu belirtilmistir. T hiicreleri antijen ile uyarildiktan
sonra sitokin tiretimine bagl olarak Th1 ve Th2 olmak iizere 2 farkli T hiicrelerine
ayrilir. Bu iki hiicre bir denge halinde c¢alismaktadir. Bu iki hiicre arasindaki
dengenin bozulmasi, immun cevabin hangi yonde c¢alisacagini belirtilir [65, 66].

D vitamini ayn1 zamanda proinflamatuar Thl aracilif1 ile antiinflamatuar
etki gostermektedir. Bu etkiyi IFN gamma, IL-2, IL-3, TNF alfa salinimini1 inhibe
ederek yapmaktadir. 1,25(0OH),D, B hiicrelerinin plazma hiicrelerine doniigiimiinii
engeller. D vitamini eksikligi durumunda, artmis Thl cevabina bagl olarak, immun
yanit bozulur ve infeksiyon egilimi artar [66].

Kas- Iskelet sistemi iizerine etkisi

D vitamini, osteoklastik, osteoblastik aktivite ve kemik mineralizasyonu
tizerinde etkilidir. Eger bagirsaklardan kalsiyum emilimi yeterli diizeyde ise
1,25(0OH);D miktar1 normal sinirlar igerisinde olur, buna bagli olarak kalsiyum ve
fosfor emilimi devam ederken kemik mineralizasyonu saglanmaktadir. Organizma
acisindan serum kalsiyum miktari, kemik kalsiyum miktarina oranla daha 6nemli
oldugundan, D vitamini kemik mineralizasyonu yerine kemik mobilizasyununu
saglamaktadir. 1,25(OH)D ve PTH hormonun ortak etkilesimi ile kemiklerden
kalsiyum salinimi artar [66].

Normal D vitamini diizeyi iyi bir kas fonksiyonu i¢in gereklidir. Kas
dokusunda da VDR bulunmaktadir. Eger D vitamini eksikligi var ise kronik
yorgunluk ve kas giigsiizliigli goriilmektedir.

Sinir sistemi iizerine etkisi

D vitamini, sinir sisteminde norotransmitter gibi hareket etmektedir. D
vitamini eksikligi goriilen ¢ocuklarin, ileriki yaglarinda sizofreni goriilme riskinin
arttig1 belirtilmistir. D vitamini eksikliginin uzun dénemde kalic1 6grenme ve hafiza
kaybina neden oldugu bildirilmektedir. D vitamininin beyin hiicrelerini koruyucu
etkisi gozlemlenmistir. Yine yaslilarda, Alzheimer ve ¢ocuklarda otizmin, D vitamini
eksikligi ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir [66].

Dolasim sistemi iizerine etkisi

D vitamininin iskelet ve noérolojik sistemlerin yani sira kardiyovaskiiler
sistem {izerinde de etkili oldugu belirtilmistir. Yapilan bir arastirmaya gore,
hipertansiyon hastalarinin 3 ay siire ile haftada 3 kez giines 1s1g1ina maruz kalmasi ile
D vitamini miktar1 %80 oraninda artmis ve kan basinglar1 diizelmistir [66].

D vitamininin kalp ve damar hastaliklarina kars1 koruyucu etkisi vardir.
Yapilan arastirmalarda Kuzey iilkelerinde kalp hastaliklarmin oraninin yiiksek
oldugu, kalp krizinin 6zellikle kis aylarinda % 53 oraninda arttig1 belirtilmistir. D
vitamini miyokard dokusunun kasilma yetenegini arttirmaktadir. D vitamini diizeyi
yiiksek olan kardiyovaskiiler hastalarin mortalite oranlarinin, D vitamini diizeyi
diisiik olan kardiyovaskiiler hastalarin mortalite oranlarindan daha diisiik oldugu
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gozlenmistir. Bu etki 6zellikle D vitamini diizeyi 20-25 ng/mL altinda olan
kardiyovaskiiler hastalarda belirgindir [66].

3.577 kisi tizerinde yapilan bir arastirmada; yiliksek tansiyon, yiiksek kan
sekeri, metabolik sendromla birlikte, D vitamini eksikligi bulunan kisiler se¢ilmis,
yas, cinsiyet, irk, yasanilan yer ve fiziksel aktivite gibi etkiler goz ardi edilerek
yapilan karsilagtirmalarda, ortalama D vitamini diizeyi 15 ng/mL olanlarda, 26
ng/mL olanlara oranla yiiksek tansiyon, yiiksek kan sekeri ve metabolik sendromun 2
— 4 kat daha fazla oldugu gozlenmistir [66].

Transplantasyon ile iliskisi

Yapilan calismalara gore kalp, bobrek, karaciger, pankreas, bagirsak,
akciger doku trasplantasyonu sonrasinda yeni dokunun uyum saglamasinin, D
vitamini miktarii % 10 - 13 arttirdig1 gézlemlenmistir [66].

2.6. D Vitamini ve Metabolitlerinin Ol¢iimii

2.6.1. 25(OH)D Olciimii

25(0OH)D ol¢limiinde ilk kullanilan 6l¢tim 1971°de bildirilen vitamin D
baglayici protein (DBP)’in baglayici olarak kullanildigi kompetitif protein baglama
yontemidir [70]. Y6ntemin avantaji DBP’nin 25(OH)D ile 25(OH)D3 ’ii esit olarak
tanmimasidir. Yontemin kisitliligr ise 6l¢iimiin 24, 25(0OH),D; 25, 26(OH).D; 23-
lactone gibi diger polar vitamin D metabolitlerini de kapsamasi ve 10 giin gibi uzun
inkiibasyon siiresinin olmasidir. Ancak sonradan silisik asit kromotografisinin
kullanildig1 yarismali protein baglama yontemi gelistirilerek inkiibasyon siiresi 1
saate distrilmiistiir [70-72].

Yiiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC) yontemi 1977°de
gelistirilmistir. Bu ydntemde UV absorbsiyonu ile 6l¢iim yapilmaktadir. interferans
veren lipidlerin ve vitamin D metabolitlerinin uzaklastirilmasi, 25(OH)D, ve
25(OH)D3’lin dlgiilebilmesi yontemin en 6nemli avantajlaridir. Ancak bu yontem iyi
bir donanim ve deneyim gerektirmektedir [70, 72].

RIA yontemi 1985°de gelistirilmistir. Bu yontem i¢in 6rnek saflastirmasi
gerekli degildir. Bu yontemin uygulamasi kolay ve sonuglar1 HPLC ile uyumludur.
Yarigmali protein baglama olgiimdeki gibi 25(OH)D; ile 25(OH)D3 i esit oranda
tanimakta ve diger polar vitamin D metabolitlerini de kapsamaktadir. Bu nedenle
25(0OH)D ol¢iimleri %10-20 fazla bulunmaktadir [70, 72, 73].

ELISA yontemi, RIA ve kompetitif protein baglama dl¢limiindeki gibi diger
polar vitamin D metabolitlerini de kapsamaktadir (24, 25(OH),D; 25, 26(OH),D; 23-
lactone). Kemiluminesans yontem ise 25(OH)D, ve 25(OH)D; i¢in esit oranda
spesifiktir, ancak bu yontemin maliyeti daha yiiksektir [70].

Sivi Kromatografi-Ardisik Kiitle Spektrometresi (LC-MS/ MS) 25(0OH)D,
ve 25(OH)D3’1i nicel olarak 6lgen ve altin standart olarak tanimlanan bir yontemdir.
25(0OH)D 6l¢timii i¢in immunolojik tekniklerin kullanildig: laboratuvar yontemleri
ise son zamanlarda tekrar gézden gecirilmektedir.
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Bazi yayinlarda 25(OH)D olgiimiinde uluslararas:t bir standardizasyon
gerekliligini savunmakta ve bunun i¢in RIA yontemi Onerilmektedir [74]. Oysa
LC/MS/MS yontemi radyoaktif materyallerin kullanilmadigi bir yontemdir ve son
derece gilivenilir sonuglar vermektedir [75]. LC-MS/MS ile ilgili son
degerlendirmeler bu yontemi immunassay yOnteme alternatif bir teknik olarak
onermektedir ve bu yontemin duyarlilik ve 6zgiilliiglinlin bir ¢ok analit i¢in yliksek
oldugunu belirtmektedir. Bu nedenle 25(OH)Dj3 6l¢iimiinde referans yontem olarak
gosterilmektedir [76].

Gilinimiizde 25(OH)D o6l¢iimii igin siklikla kullanilan otomatik immun
analizlerin ¢ogu smirli hassasiyete ve Ol¢im araligina sahiptir, standardizasyon
yeterli degildir ve dolagimda bulunan D vitamini metabolitleri ile ¢apraz reaktivite
gosterir (6r. 24R, 25(OH);D3). Otomatize immun analizlerde, organik ¢oziiciisiiz
ekstraksiyon ve 25(OH)D'nin antikor yapisini1 bozmadan baglayici proteinden ayrimi
hassas bir dengeyle saglanmaktadir. Bu yontemler serum orneklerindeki matriks
etkisine oldukg¢a duyarhidir [77, 78]. Kromatografik yontemler ise immun analizlere
gore matriks etkilerine daha az duyarhidir ve 25(OH)D3;, 25(OH)D, ve 3-epi-
25(0OH)D3’li ayr1 ayri 6lgebilme avantajlarina sahiptir.

LC-MS/MS, 25(OH)D 6l¢iimii i¢in dogru ve hassas bir referans yontem
olma potansiyeline sahiptir, ancak yontemlerin dikkatle gelistirilmesi, kalibre
edilmesi ve validasyonlarinin yapilmast gereklidir.Yontem gelistirme; Ornek
hazirlig1, kromatografik ayirma, iyonizasyon ve kiitle spektrometrik deteksiyon igin
gereken tim  basamaklarin  optimizasyonunu kapsar. Cogu LC-MS/MS
uygulamasinda, 25(OH)D3; ve D; yi ayiramayan yada kismen ayirabilen hareketsiz
faz-C18 kolonu kullanilmaktadir. Ozellikle izomerik ve izobarik bilesikler
olgiiliirken, ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) ozelligi yeterince spesifik olmayabilir.
Daha kapsamli kromatografik ayirim i¢in 6zel kolonlar gereklidir.

LC-MS/MS analizinde elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve atmosferik
basinglt kimyasal iyonizasyon (APCI) modlar1 en yaygin kullanilan tekniklerdir.
Bunlarin  disinda atmosferik basingli  foto iyonizasyon (APPI) teknigi de
kullanilmaktadir. ESI ile yapilan 25(OH)D ol¢timlerinin APCI ile yapilanlara gore
daha fazla varyasyon gosterdigini bildirmislerdir [79]. Cogu laboratuvar 25(OH)D
kantitasyonu ig¢in tek gegisli kiitle spektrometresini kullanmakta ve daha hassas
Olclim saglayan iiriin iyon (product ion) oranlarini kullanmamaktadir [80].

LC-MS/MS yoénteminin 6nemli bir avantaji da ekstraksiyon kayiplarinin ve
iyon baskilanmasinin etkilerini gidermek icin gerekli olan internal standardin
kullanimidir. Internal standart i¢in izotop isaretli ve dlgiilecek analite kimyasal olarak
benzeyen bilesikler segilir.

Déteryumlu standartlar, 13-C isaretli internal standartlara gére daha diistik
maliyetlidir ve daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Cogu laboratuvar 6-déteryumlu
25(0H)D3 kullanmaktadir. Internal standart olarak 6-déteryumlu 25(OH)D;
kullanildiginda 25(OH)D, ve 25(OH)D3 i¢in kromatografik ayrim gereklidir. Bunun
nedeni, internal standardin sinyalinin analitlerle olusturdugu sinyal ile iist iiste
gelmesidir. 25(OH)D3; ve 25(OH)D,'nin kromatografik ayriminin yapilmadigi
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yontemlerde 25(OH)D, kantitasyonu i¢in 3-déteryumlu 25(OH)D; internal standart
olarak tercih edilir [80].

25(OH)D o6l¢giimiinde bagka bir onemli konu da kalibrasyondur. Kalibrator
matriksi olarak analit icermeyen serum orneklerinin kullanimi idealdir. Ancak bunu
elde etmek zordur. Kalibrator olarak, komiir ile muamele edilen insan serumu, sigir
serumu albumini, etanolik kalibratorler ya da ticari olarak bulunan insan serumu
bazli kalibratorler kullanilmaktadir [81].

25(OH)D'nin LCMS/MS ile analizi i¢in baz1 tiirevlendirme teknikleri
gelistirilmigtir. Tirevlendirme, D vitamini metabolitlerinin zayif iyonizasyon
verimliligini artirir, daha yiiksek duyarlilik ve daha spesifik bir deteksiyon saglar.
Dezavantaj1 ise numune hazirlama agamasinin daha zahmetli olmasidir [82].

2.6.2. 1,25(0H)2D Ol¢iimii

Tim steroid hormonlar gibi 1.25(OH),D’nin de kantitatif analizi oldukga
zordur. Dolagimda ¢ok diisiikk konsantrasyonlarda bulunur (20.16-70.56 pg/mL),
oldukga lipofilik ve nispeten kararsizdir [83].

Gilinimiizde 1,25(0OH),D analizlerinde RIA, ELISA, HPLC-UV ve LC-
MS/MS kullanilmaktadir. Ancak geleneksel yontemler yeterince duyarli degildir.
RIA yontemi 26, 23-lactone; 1,24,25(0OH);D3; 1,25,26(0OH)3D3 gibi vitamin D
metabolitleri ile interferans vermektedir [76, 84-86]. Radyoreseptor analizleri ya da
RIA 1,25-Dihidroksi vitamin D’nin iki izoformunu ayiramaz. Benzer sekilde HPLC-
UV de 1,25-Dihidroksi vitamin D, ve Dj3’lin diisiik seviyeleri i¢in duyarliliktan
yoksundur.

1,25(0OH),D'nin  LC-MS/MS ile Kkantitasyonu, serumdaki diisiik
konsantrasyonlar1 ve interferans veren maddelerin varligi nedeniyle genellikle
zordur. Iyonize olabilen polar gruplarin eksikligi nedeniyle ESI ve APCI’da
iyonlasma verimi diisiiktiir. Iyonlasma verimliligini artirmak icin bazi arastirmacilar,
amonyum yada lityum katilma triinii kullanmiglardir [15, 87, 88]. 1,25(OH),D’nin
LCMS/MS ile ilk olglimii sican (rat) ve domuz serumunda, Kissmeyer ve ark.
tarafindan rapor edilmistir. Bu ¢alismada 48 pmol/L’den daha diisiik bir kantitasyon
alt sinir1 (LLOQ) elde etmek icin amonyum kullanilmistir. Ancak bu calismada
insan serumu ile ilgili veriler bulunmamaktadir [87].

2010 yilinda, Casetta ve ark. stabil lityum katilim dirlinleri ile insan
serumunda 1,25(0OH),D’nin kantitasyonu i¢in bir metod gelistirmislerdir. Bu
calismada bir perflizyon kolonu ile online ekstraksiyon yapilmis ve sonrasinda iki
ayr1 kolon kullanilarak 1,25(OH),D3 izobarik interferanslarindan uzaklastirilarak
oOlgiilebilmistir. Bu caligmada fizyolojik konsantrasyon diizeylerinde, %5-15'lik
varyasyon katsayilar1 (CV) ile 36 pmol/L ‘lik LLOQ elde edilmistir [88].

Glinlimiizde LC-MS/MS, duyarlilig1 ve tekrar edilebilirligi nedeniyle 1,25-
dihidroksi vitamin D analizi i¢in tercih edilen bir yontem haline gelmistir. Ancak
iyonize olabilen polar gruplarin eksikligi dolayisiyla iyonizasyon verimliliginin zayif
olmas1 LC-MS/MS’in kullaniminda bir sorun olmaya devam etmektedir.
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Iyonizasyon verimliligini gelistirmek icin baska bir yol da Diels-Alder
tirevlendirmesidir. Bu tiirevlendirme ile daha diisiik LLOQ degerlerine ulasilmistir
[83, 89-92]. 2011 yilinda Dey ve Ark.'min kuarterner aminli bir Cookson reaktifi
kullanarak 1,25(OH),D ol¢imiinde 10 pmol/L kantitasyon alt sinir1 (LLOQ)’na
ulastiklar1 bildirilmistir [80].

D vitamini 6l¢iimlerinde kullanilan gesitli tiirevlendirme ajanlari olmasina
ragmen sadece 4-fenil-1,2,4-triazol-3-5-dion (PTAD) reaktifi; 1,25(0OH),D, ve D3
analizi i¢in kanitlanmis ve ticari olarak piyasaya siiriilmistir. PTAD
tiirevlendirmesine ek olarak c¢oklu kati faz ekstraksiyon teknikleri biiyiik ol¢iide
duyarliligin artmasina, kantitasyon ve deteksiyon limitlerinin alt sinirinin
diisiiriilmesine ve 6rnek miktarinin azalmasina katki saglamaktadir.

2014 yilinda yayinlanan bir ¢alismada 1,25(OH),D, ve D3’lin analizlerinde
kullanilmak iizere yeni bir tiirevlendirme ajani denenmistir: Amplifex diene (AB
SCIEX). Diger reaktiflerin aksine Amplifex, pozitif yiiklii u¢ kismi ve aktive edilmis
dienofil kismi nedeniyle MS/MS analizi i¢in optimize edilmistir. Bu reaktifin
gelismis iyonizasyon kabiliyeti nedeniyle duyarlilifin ve seciciligin artmasini
sagladig diistinilmektedir [93].

Son yillarda, 6l¢tim duyarliligini artirmak i¢in MS kosullarini optimize etme
cabasi, yerini Ornek hazirliginda iyilestirmelere birakmustir. Immunoaffinite
saflastirma yontemi analit zenginlestirme igin iyi bir yoldur. Immiinoaffinite
ekstrasyonu izobarik interferanslari ve hasta serumunda bulunan matriksin etkilerini
ortadan kaldirir. Boylece immonoaffinite saflastirma yontemi kullanilarak LLOQ
degerleri 1,25(0OH),D3 igin 8.2 pmol/L, 1,25(0OH),D; igin 9.1 pmol/L bulunmustur
[15].

1,25(0H),D o6l¢iimiinde, RIA ile LC-MS/MS yontemleri karsilastirildiginda
sistematik olarak LC-MS/MS ile daha diisiik sonuglar gozlenmektedir (%27.1).
Bunun sebebinin de RIA yontemindeki 6rnek hazirliginda, capraz reaksiyon gosteren
maddelerin uzaklastirilamamasi oldugu diisiiniilmektedir [15].

Bu yiizden, immunoaffinite saflastirma, lityum katilma {iriinii olusturma
veya tiirevlendirme teknikleri 1,25(0OH),D' nin diisikk konsantrasyonlarinin LC-
MS/MS ile 6lgiimiinde 6nerilmektedir.

2.6.3.  3-Epi-25-Hidroksivitamin D; Ol¢iimii

Son zamanlarda 25(0OH)Ds'iin 1,25(OH),D3; ve 24,25(0H),D3 gibi C-3
epimerizasyon yolu ile metabolize oldugu gosterilmistir [94, 95]. Halen 3-epi-
25(OH)D’nin biyolojik 6nemi aydinlatilamamustir. C3- epimeri, 6zellikle 1 yasindan
kiigiik bebeklerin %23"{iniin serumlarinda tespit edilerek dikkat cekmistir [96].

LC-MS/MS yontemi ile tespit edilen total 25(OH)D'nin %9-61'1 oraninda 3-
epi-25(OH)D bulunmaktadir. 3-epi-25(OH)D metabolitinin kimyasal yapist 3
numarali karbona bagli OH grubunun konumu disinda 25(OH)D ile aynidir. Her iki
formu da kiitle spektrometresinde MRM modunda ayni kiitle gegislerine sahiptir. Bu
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nedenle C3 epimerinin yeterli ayrilamamasi 25(OH)D3'lin daha yiiksek 6l¢ililmesine
yol agar [80].

C3-epimerizasyon yolunun fizyolojik rolii heniiz ag¢iklanmamis olsada 3-
epi(OH)D'nin rutin ol¢iimii gelecekte Onemli hale gelebilir [98]. Giiniimiizde,
25(OH)D o6l¢iimii i¢in protein baglama analizleri kullanilarak olasi C3-epimeri
katkis1 ortadan kaldirilmaya ¢alisiimaktadir.

2.6.4. 24 R,25- Dihidroksivitamin D3z Ol¢iimii

24R,25-dihidroksivitamin D3, dolasimindaki dihidroksivitamin D3'lin
Oonemli bir metabolitidir. Sitokrom p450 tarafindan 24-hidroksilaz enzimi
(CYP24A1) ile 25(0OH)D3' iin C24 hidroksilasyonu yoluyla olusturulmaktadir. 24.
karbondaki hidroksilasyon, 25(OH)Ds'lin deaktivasyondaki ilk basamagidir.
25(0OH)D3' iin inaktif kataboliti olmasinin yami sira 24R,25(OH);D3' iin kendi
biyolojik foksiyonuna sahip olup olmadigi konusunda kararsizliklar mevcuttur.
Farmakolojik olarak uygulandiginda, hayvanlarda 24R,25(OH);D3' iin kemik
hacminde ve mekanik giligte artisa neden oldugu gosterilmistir. Son zamanlarda
24R,25(0OH),D3' iin Ol¢timii onerilmekte, 25(OH)D3 katabolizmasinda yeni bir
belirteg olarak timit vaat ettigi ve vitamin D3 takviyesiyle serum 25(OH)Dj3 yanitinin
belirleyicisi olabilecegi diisiiniilmektedir [80].

24R,25(0H),D3; 25(0OH),D’den sonra dolasimda en bol bulunan D vitamini
metabolitidir. Insan serumundaki konsantrasyonlar1 0,7-24 nmol/L arasindadir [80].
Serum 24R,25(0OH),D diizeyleri serum 25(OH),Ds; seviyeleri ile koreledir. Bu
analitin ESI ve APCI ile kantitasyonu, diisiik serum diizeyleri ve iyonlasma verimi
nedeniyle zordur [89, 98].

2.6.4. Diger Metabolitlerin Ol¢iimii

D vitamini metabolitlerinin LC-MS/MS ile 6lglimiinde izomerik ve izobarik
bilesenlerden gelen interferanslarm farkinda olunmalidir. Izomerik bilesikler 6zdes
bir molekiiler formiile ve nominal kiitleye sahiptir ancak farkli bir yap1 gosterirler.
Epimerler, aynt zamanda diastomerlerdir, sadece tek bir sterojenik merkezin
konfigiirasyonu farklidir. Izobarik bilesikler ayn1 nominal kiitleye fakat farkli bir
molekiiler formiile sahiptirler. Izomer ve izobarlarin ayirt edilmesi MS’deki
kromatografik davraniglarinin ve pargalanmalarmin farkliligiyla miimkiin olabilir.

Kimyasal olarak sentezlenmis analoglar1 disinda D vitaminin 40-50 adet
metaboliti tespit edilmistir [99, 100]. 1,25(OH);D3' iin LC-MS/MS analizinde dogal
olarak dolagimda bulunan dihidroksillenmis D vitamini bilesiklerinin kromatografik
olarak ayrilabilmesi  gerekir, 23,25(OH),D; 25,26(0OH),D; 24,25(0OH).D,
4B,25(OH),D gibi metabolitler ayn1 molekiiler agirliga ve m/z oranlarina sahiptirler.

1,25(0OH);D i¢in kullanilan bazi immiinoanalizlerin 25(OH)Ds3-26,23-
laktonla c¢apraz reaksiyonu nedeniyle 1,25(OH);D konsantrasyonlarni oldugundan
fazla Olctiglii  bilinmektedir. 25(OH)D3-26,23-laktonun  molekiiler agirlig
1,25(0OH),;Ds'den farklidir. Bu nedenle 1,25(OH)Ds’iin LC-MS/MS ile analizinde
interferansa sebep olmaz.
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2.7. D Vitamini Analizinin Standardizasyonu

Klinik kimyada amag, gelismis yoOntemlerle Olclilen hedef analit
konsantrasyonlarina yakin degerleri rutin tani testleri ile elde etmektir. Steroid
hormonlar1 i¢gin GC-MS tabanli referans yontemlerin kullanima ge¢mesi 1980°1i
yillarda gerceklesmistir. Klasik steroid hormonlarin aksine serum 25(OH)D analizi
icin GS-MS tabanli giivenilir ve pratik yontemler mevcut degildir. LC-MS/MS
teknolojisinin kullanilmaya baslamasiyla izotop diliisyonlu kiitle spektrometrik
yontemler gelistirilmistir.  Kiitle spektrometrik yontemler kararli izotop isaretli
internal standart kullanimina olanak saglamaktadir. Bu izotop diliisyon teknolojisi,
bir hedef analit ve onun kararli izotop isaretli muadilinin benzer fiziksel ve kimyasal
davraniglar gostermesi nedeniyle yiiksek analitik giivenilirlik saglayabilir.

25(OH)D'nin yarismali ligand baglama yontemi ile yapilan analizlerinde
analit, protein baglarindan tamamen ayrilmaktadir. Bu da, manuel RIA yontemlerini
kullanirken asetonitril gibi ¢oziiciiler ile elde edilebilir. 2003°den bu yana gelistirilen
otomatize test sistemlerinde ise protein baglarinin ayrimi ¢ok zordur.

25(0OH)D’nin rutin testlerinde analiz standardizasyonu ile ilgili onemli
sorunlar ortaya ¢ikmistir [72]. Bu nedenle D vitamini testlerinin kalitesini artirmak
i¢cin 2010 yilinda ABD Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan bir program baslatilmistir.
D Vitamini Standardizasyon Programinin (VDSP) amaci Amerikan Hastalik ve
Onleme Merkezinin calismalarini koordine etmek ve diinya c¢apinda saglk
arastirmalarinda D vitamini diizeylerinin laboratuvar degerlendirmesini standardize
etmektir [101].

LC-MS/MS ile serum 25(OH)D kantitasyonu i¢in birgok klinik laboratuvar
kendi gelistirdigi (in-house) yontemleri kullanmaktadir ancak son zamanlarda farkli
LC-MS/MS Kitleri ticari olarak piyasaya siiriilmistiir. Bu Kitler, kalibrasyon ve kalite
kontrol i¢in liyofilize materyalleri, kararli izotop isaretli internal standart bilesikleri,
ornek hazirlama materyallerini, mobil fazlari ve analitik kolonlar1 igermektedir. Bu

kitler hem 25(OH)D3; hem de 25(OH)D; analizi yapabilmektedir.

Piyasada LC-MS/MS ile 1,25(0OH),D kantitasyonu igin ticari olarak temin
edilebilir tek bir kit mevcuttur. Bu test, immiin affinite mikro kolonlar1 kullanarak
ornek ekstraksiyonuna dayanir. Bu kit ¢ok diisik konsantrasyon araliklarini
Olgebilme potansiyeline sahiptir ancak kullanimi yiiksek duyarliliktaki LC-MS/MS
cihazlart ile sinirhdir.
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BIiREYLER VE YONTEM

3.1. Hasta Secimi ve Izlemi

Bu ¢alismaya, Mart 2013-Mart 2015 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Organ Nakli Merkezi’nde, canli vericiden bobrek transplantasyonu
yapilmis olan, yerel etik kurul (Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu,
Karar Numarasi: 225) ve hasta onayi alinan 18 yas iistii 35 (12 kadin-23 erkek) hasta
alindi. Hastalarla ilgili yas, cinsiyet, primer hastaligi ve diyaliz siiresi gibi
demografik bilgiler toplanarak kaydedildi. Bu hastalarin yas ortalamasi
(ortalama=SD) 40.30+12.85 yil olarak bulundu. Viicut Kitle indeksi (VKI) = Agirlik
(kg)/ boy? (m?) formiilii kullanilarak hesaplandi. Hastalarin transplantasyon éncesi
(NO) dénemde ve transplantasyon sonrasi 6.ayda (NS 6.ay) alinan orneklerinde
Olctimler yapilarak elde edilen sonuglar karsilastirildi.

Hastalara immunsupresif tedavi protokolii olarak kalsinorin inhibitori
(Tacrolimus), Mikofenolat Mofetil, Basiliksimab/Everolimus/Sirolimus
uygulanmstir.

3.1.1. Cahsmaya Ahinmama Kriterleri

Kadavra donorden nakil

Daha 6nce bobrek nakli dykiisiiniin olmast

Bagka organ yetmezliginin olmasi

Remisyonda malignitesi olmasi

Ayrica NS bobrek dis1 organ nakil gerekliligi tespit edilen,
immunsupresif tedavi protokolii degistirilen, greft kaybi ve/veya nefrektomi olan
hastalar ¢alisma dis1 birakildi.

ko

Operasyondan sonra greft reddi gelisen 2 hasta, ex olan 1 hasta ve nakil
sonras1 kontrollerine gelmeyen 2 hasta bu kriterler nedeniyle  calismadan
cikarilmistir.

3.2. Laboratuvar Calismalari
3.2.1. Kullanilan Cihaz, Kit ve Sarf Malzemeleri

Roche-COBAS-8000 otoanalizorii

Santrifiij (Hettich Rotina 35)

Vorteks (Rx3 Velp-Scientifica)

Sogutmali santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5403)
LC-MS/MS cihazi (Shimadzu 8040)

Disposibl enjektor 10 ml’lik

ogakrwndE
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7. Mavi pipet ucu

8.  Sari pipet ucu

9.  Mikro pipet ucu

10. Otomatik pipet (10 pL, 200 pL, 1000 pL)

11. 10 mI’lik disposibl plastik tiip (santrifiij edilebilir)
12. Sari veya kirmizi1 kapakli jelli tiip

13. Ependorf (1.5 mL, 2 mL)

14. 12 x 75 polisteren tiip

15.  Labor-ildam Sanyo (-80°) derin dondurucu

16. Balon Joje

17. Heidolph-Rotamax 120 (Rotator shaker) karistiric
18. Kreatinin kolorimetrik kit

19. Kalsiyum kolorimetrik Kit

20. Fosfor kolorimetrik kit

21. BUN kolorimetrik kit

22.  Albumin kolorimetrik kit

23. Glukoz enzimatik kit

24. Alkalen fosfataz (ALP) kolorimetrik kit

25. PTH immunassay Kiti

26. 25(OH)D immunassay Kiti

27. 1,25(0OH),D3; LC-MS/MS Kkiti

28. 1,25(0H),D3 ekstraksiyon Kiti

29. 1,25(0H),D3 optimizasyon Kkiti

30. Roche-Cobas 602 immunassay analizorii

31. Raptor™ ARC-18 (100x2.1 mm; 2.7 um particle size) kolon
32. LC-MS/MS vial, mikro vial

3.2.2. Hasta Ornekleri

Calisma kapsamina alinan kisilerden, 10-12 saatlik aglik sonrasinda vendz
kan 6rnekleri jelli biyokimya tiipiine ve EDTA-K3 igeren mor kapakli tiiplere alindi.
Alinan kan ornekleri santrifiij edilip, elde edilen serum ve plazmalar, alikuatlandiktan
sonra analiz zamanina kadar -80°C’de saklandi. Analiz zamaninda ornekler
¢ozdiiriilerek ilgili parametreler calisildi. Calismada NO ve NS 6. ayda 30 hastaya
ait (n=30) serum oOrneklerinde Kreatinin, BUN, kalsiyum, fosfor, alkalen fosfataz,
glukoz, albumin, PTH, 25(OH)D ve plazma orneklerinde 1,25(OH);D3 o6lgiimleri
yapildi.

Hastalarin serum kreatinin degerleri kullanilarak asagida verilen Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) formiilii ile glomeriiler
filtrasyon hiz1 (GFR) hesaplandi.

GFRckp-ep1 (ML/dk/1.73 m2)= [141 x min(Serum Kreatinin/k, 1)* X max

(Serum Kreatinin / x, 1)?% x 0.993*] x 1.018 [kadin ise] X 1.159 [ siyah k], (K:
kadin i¢in 0.7, erkek igin 0.9; a: kadin i¢in -0.329, erkek igin -0.411) [19].
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3.3. Ayrmtih Yontemler

3.3.1.  Serum Kreatinin Analizi

Serum kreatinin diizeyleri, Roche-CREJ2 ticari kiti kullanilarak Roche-
COBAS 8000 otoanalizériinde kolorimetrik yontemle ol¢iilmiistiir. Birimler mg/dL
olarak ifade edilmistir. Referans aralig1: 0.50-1.20 mg/dL, Olgiim araligi: 0.17-24.9
mg/dL, LOD: 0.17 mg/dL'dir.

Test prensibi

Kreatinin; alkali soliisyonda pikrat ile sari-turuncu renkte bir kompleks
olusturur. Boya olusumunun orani Ornek igindeki kreatinin konsantrasyonu ile
orantilidir. Testte, bilirubin interferansinin en aza indirgenmesi i¢in "rate-blanking"™
kullanilir. Proteinler ve ketonlar dahil olmak iizere serum/plazma psodo-kreatinin
kromojenlerin neden oldugu spesifik olmayan reaksiyonu diizeltmek ig¢in, serum
veya plazma sonuglari -0.3 mg/dL ile diizeltilir.

3.3.2.  Serum BUN Analizi

Serum BUN diizeyleri, Roche-UREAL ticari kiti kullanilarak Roche-
COBAS 8000 otoanalizdriinde kolorimetrik yontemle ol¢iilmiistiir. Birimler mg/dL
olarak ifade edilmistir. Referans araligi: <50 mg/dL, Olgiim araligi: 3.0-240 mg/dL,
LOD: 3.0 mg/dL'dir.

Test prensibi

Ureaz ve glutamat dehidrogenazin kinetik testine dayanir. Ure, amonyum
ve karbonat olusturmak iizere iireaz ile hidrolize edilir. Ikinci reaksiyonda 2-
oxoglutarat, L-glutamat tiretmek igin glutamat dehidrojenaz ve koenzim NADH
mevcudiyetinde amonyum ile reaksiyona girer. Bu reaksiyonda hidrolize olan her
mol iire igin 2 mol NADH, NAD™ya oksitlenir. NADH konsantrasyonundaki azalma
hizi, numunedeki iire konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve fotometrik olarak
Olgiiliir.

3.3.3.  Serum Kalsiyum Analizi

Serum kalsiyum diizeyleri, Roche-CA2 ticari kiti kullanilarak Roche-
COBAS 8000 otoanalizoriinde kolorimetrik yontemle dl¢iilmiistiir. Birimler mg/dL
olarak ifade edilmistir. Referans araligi: 8.6-10.2 mg/dL, Olgiim araligi: 0.8-20.1
mg/dL, LOD: 0.8 mg/dLdir.

Test prensibi

Kalsiyum iyonlari, alkalin kosullar altinda 5-nitro-5-metil-BAPTA (NM-
BAPTA) ile reaksiyona girerek bir kompleks olusturur. Bu kompleks, ikinci adimda
EDTA ile reaksiyona girer. Absorbansdaki degisim, kalsiyum konsantrasyonu ile
dogru orantilidir ve fotometrik olarak dl¢iiliir.

3.3.4.  Serum Fosfor Analizi

Serum fosfor diizeyleri, Roche-PHOS2 ticari kiti kullanilarak Roche-
COBAS 8000 otoanalizdriinde kolorimetrik yontemle ol¢iilmiistiir. Birimler mg/dL
olarak ifade edilmistir. Referans araligi: 2.5-4.5 mg/dL, Ol¢iim araligi: 0.31-20.0
mg/dL, LOD: 0.31 mg/dLdir.
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Test prensibi

Inorganik fosfat, siilfirik asit varliginda amonuyum molibdat ile
(NH4)3[PO4(Mo00O3)12] formiiliine sahip bir amonyum fosfomolibdat kompleksi
olusturur. Olusan fosfomolibdatin konsantrasyonu, inorganik fosfat konsantrasyonu
ile dogru orantilidir ve fotometrik olarak ol¢iiliir.

3.3.5. Serum Albiimin Analizi

Serum albiimin diizeyleri, Roche-ALB2 ticari kiti kullanilarak Roche-
COBAS 8000 otoanalizoriinde kolorimetrik yontemle olg¢iilmiistiir. Birimler g/dL
olarak ifade edilmistir. Referans araligi: 3.5-5.2 g/dL, Olgiim araligi: 0.2-6 g/dL,
LOD: 0.2 g/dLdir.

Test prensibi

4.1 pH degerinde albiimin, mavi-yesil bir kompleks olusturmak {izere
anyonik bir boya olan bromokrezol yesiliyle (BCG) baglanmak ic¢in yeterli bir
katyonik karakter sergiler. Olusan mavi-yesil rengin renk yogunlugu numunede
albiimin konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve fotometrik olarak dl¢iiliir.

3.3.6.  Serum Glukoz Analizi

Serum glukoz diizeyleri, Roche-GLUC3 ticari kiti kullanilarak Roche-
COBAS 8000 otoanalizoriinde enzimatik yontemle olgiilmistiir. Birimler mg/dL
olarak ifade edilmistir. Referans araligr: 74-106 mg/dL, Olgiim araligi: 2-750 mg/dL,
LOD: 2 mg/dLdir.

Test prensibi

Bu analiz i¢in hekzokinaz ile birlikte enzimatik referans yontemi kullanilir.
4,5 Hekzokinaz (HK) glikozun fosforilasyonunu ATP ile katalize eder ve glukoz-6-
fosfat ile ADP olusur. Reaksiyonun ardindan ikinci bir enzim glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6PDH), glikoz-6-fosfatin yiikseltgenmesinin NADP" ile Katalize
edilmesinde kullanilir vee NADPH olusur. Olusan NADPH’nin konsantrasyonu
glukoz konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Absorbanstaki artis 340 nm’de Slgiilerek
tayin edilir.

3.3.7.  Serum ALP Analizi

Serum ALP diizeyleri, Roche-ALP2 ticari kiti kullanilarak Roche-COBAS
8000 otoanalizoriinde kolorimetrik yontemle olglilmiistiir. Birimler U/L olarak ifade
edilmistir. Referans araligi: Erkekler 40-130 U/L; Kadmlar 35-105 U/L, Olgiim
araligi: 5-1200 U/L, LOD: 5 U/L'dir.

Test prensibi

Magnezyum ve ¢inko iyonlar1 varliginda p-nitrofenil fosfat, fosfatazlar
tarafindan fosfat ve p-nitrofenole boliiniir. Serbest kalan p-nitrofenol, katalitik ALP
aktivitesiyle dogru orantilidir. Absorbanstaki artis 6l¢iilerek tayin edilir.

3.3.8. Serum PTH Analizi

Serum PTH diizeyleri, Roche-PTH ticari kiti kullanilarak Roche-COBAS E-
602 otoanalizoriinde Elektrokemiluminesans immunassay (ECLIA) ydntemle
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Ol¢iilmiistiir. Birimler pg/dL olarak ifade edilmistir. Referans araligi: 15-65 pg/mL,
Olgiim aralig:: 1.20-5000 pg/mL, Alt Olgiim Siniri: 1.20 pg/mL'dir.

Test prensibi
Sandvig prensibi ile 6l¢iim yapilir. Toplam test siiresi: 18 dakikadir.

1. Inkiibasyon: 50 pL numune, biotinlenmis monoklonal PTH'ye o6zgii
antikor ve rutenyum kompleksi ile isaretlenmis monoklonal PTH'ye 6zgii antikor, bir
sandvi¢ kompleksi olusturur.

2. Inkiibasyon: Streptavidin-kapli mikropartikiiller eklendikten sonra biyotin
ile streptavidinin etkilesimi araciligiyla kompleks kati1 faza baglanmis hale gelir.

Reaksiyon karigimi, mikropartikiillerin elektrodun yilizeyine manyetik olarak
yakalandiklar1 6l¢iim hiicresi i¢ine aspire edilir. Bundan sonra baglanmamis
maddeler ProCell/ProCell M ile uzaklastirilir. Elektrot iizerine voltaj uygulanmasi
kemiliiminesans emisyonunu indiikler, bu da bir fotogogaltic ile 6l¢iiliir.

Sonuglar, 2 noktali kalibrasyon ile cihaza 06zel olarak olusturulmus bir
kalibrasyon egrisi ve reaktif barkodu araciligiyla edinilen bir ana egri (master) ile
tayin edilir.

3.3.9. Serum 25(OH)D (Total Vitamin D) Analizi

Serum 25(0OH)D diizeyleri, Roche-Vitamin D Total ticari kiti kullanilarak
Roche-COBAS E-602 otoanalizériinde Elektrokemiluminesans immunassay
(ECLIA) yontemle olgilmistiir. Birimler ng/dL olarak ifade edilmistir. Referans
aralig: > 30 ng/mL, Olgiim aralig: 3.00-70.0 ng/mL, Alt Olgiim Smiri: 3.00
ng/mL'dir.

Test prensibi
Bu analiz yarismali kemiluminesans immunassay yontemiyle yapilmaktadir.
Toplam analiz stiresi 27 dakikadir.

1. Inkiibasyon: D vitamini baglayici proteine baglanmis halde bulunan
ornekteki D vitamini 6n islem reaktifi 1 ve 2 ile enkiibe edilerek baglayici
proteinden ayrilir.

2. Inkiibasyon: Ornekteki D vitamini ve reaktiflerdeki rutenyumlanmis D
vitamini baglayici protein arasinda bir kompleks olusturulur.

3. Inkiibasyon: Streptavidin kapli mikropartikiiller ve biotinle isaretlenmis D
vitamini eklenir. Rutenyumlanmis D vitamini baglayic1 protein ve biotinlenmis D
vitamininden olusan bir kompleks olusur ve biotin ve streptavidinin etkilesimi
araciligiyla kati faza baglanmis hale gelir.

Reaksiyon karisimi, mikropartikiillerin elektrodun yiizeyine manyetik olarak
yakalandiklar1 Ol¢im hiicresi i¢ine aspire edilir. Bundan sonra baglanmamis
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maddeler ProCell/ProCell M ile uzaklastirilir. Elektrot iizerine voltaj uygulanmasi
kemiliiminesans emisyonunu indiikler, bu da bir fotogogaltic ile 6l¢iiliir.

Sonuglar, 2 noktali kalibrasyon ile cihaza 06zel olarak olusturulmus bir
kalibrasyon egrisi ve reaktif barkodu araciligiyla edinilen bir ana egri (master) ile
tayin edilir.

3.3.10. Plazma 1,25(0OH),D3; Analizi

1,25(0OH); Vitamin D3'lin analizi igin ticari kit (1,25(OH),D3/D, ImmuTube
LC/MS/MS Kit, Immundiagnostik AG, Katalog no: KM1000, Bensheim, Germany)
kullanilmistir. Bu yontem 1,25(OH);D3'lin serum veya plazmada ekstraksiyonundan
sonra Kkantitatif olarak Olglilmesine dayanir. 1,25(OH),D3 analizi elektrospray
iyonizasyon (ESI) kaynakli ultra hizli sivi kromatografisi (LC-20 AD UFLC XR,
Shimadzu Corporation, Japan) ile kombine LCMS-8040 triple kuadrupol tandem
kiitle spektrometresinde (Shimadzu Corporation, Japan) optimize edilmis ¢oklu
reaksiyon izleme (MRM) yontemi kullanilarak yapilmistir. Cihaz, ESI (+) pozitif
modda kullanilmistir.

Optimizasyon Calismalari

Analizler Oncesinde cihazin optimizasyonu i¢in Immundiagnostik AG
marka 1,25(0OH), Vitamin D3 LC-MS/MS Tuning Kit kullanilmistir. Kitte bulunan,
yiiksek saflikta 1 pg/mL konsantrasyonda izotop isaretli 1,25(OH), Vitamin Ds-d6
igeren optimizasyon c¢ozeltileri ile 0, 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 pg/mL
konsantrasyonlarinda diliisyon serileri hazirlanmistir. Mobil faz A'nin akis hiz1 0.2
mL/dk., siringa pompasinin 1,25(OH),;D; igeren soliisyonla akis hizi 20 pL/dk.
olarak ayarlanmistir. ESI pozitif modda MRM gegisleri gozlenmistir. Prekiirsor ve
yavru iyonlarin m/z degerleri 1,25(OH),D3 igin sirasiyla 399.11, 134.58 Da; d6
isaretli internal standart i¢in sirasiyla 405.21, 134.68 Da olarak belirlenmistir. 50 pL
enjeksiyon yapilarak, bilinen konsantrasyonlara karsilik elde edilen alanlar i¢in lineer
regresyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 3.1). 1 pg/mL konsantrasyondaki optimizasyon
¢ozeltisinin kromatogrami Sekil 3.2'de verilmistir. Analiz siiresi toplam 6 dakikadir.
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Sekil 3.2. 1 ug/mL 1,25(0OH),D; i¢eren optimizasyon ¢ozeltisinin kromatogrami
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(::)rneklerin Ekstraksiyonu ve LC-MS/MS ile Analizi
Ornekler cihaza verilmeden Once ektraksiyon asamalarindan gegirilmistir.
Ekstraksiyon i¢in kullanilan 6zel aparatlar (ImmuTube) Sekil 3.3'de gosterilmistir.

a)
1.

2.

10.

11.

12.

Orneklerin Ekstraksiyonu
Analiz 6ncesinde tiim 6rnekler ve soliisyonlar oda 1sisina getirilmistir.

Plazma ornekleri, kalibratorler ve kontroller 10,000 g'de 5 dk santrifiij
edilmistir.

ImmuTube'ler 2 mL'lik eppendorflara  konularak  dikkatlice
vortekslenmistir.

ImmuTube'lerin kapaklar1 agilarak her birine kalibratdr, kontrol ya da
ornekler hizli bir sekilde eklenmistir. Her bir ImmuTube igine 10 uL
internal standart eklenerek kapaklari kapatilmistir.

ImmuTube'ler 1 saat siiresince calkalayicida (shaker) dondiiriilmistiir.

Daha sonra ImmuTube'ler 2 mL'lik eppendorflara konularak 1 dk
stiresince 550 g'de santrifiij edilmistir.

ImmuTube'lerin alt uglar1 kirilip kapaklart acgilmistir. Tekrar 2 mL'lik
eppendorflara konularak 2 dk siiresince 550 g'de santriflij edilmistir.
ImmuTube'lerden siiziilen kisim atilmustir.

500 pL WASHSOL (yikama soliisyonu) eklenmis ve yine 2 mL'lik
eppendorflara konularak 2 dk siiresince 550 g'de santriflij edilmistir.
ImmuTube'lerden siiziilen kistm atilmis ve bu basamak 2 kez
tekrarlanmistir.

ImmuTube'ler temiz cam tiiplere konulmustur.

ImmuTube'lere 250 uLL ELUREAG (eliisyon ¢ozeltisi) eklenmistir. 2 dk
550 g'de santrifiij edilmis, cam tiiplerdeki 1,25(OH), Vitamin Ds
eltiatlar1 toplanmustir.

Cam tiiplerdeki eliiatlar 37°C'de azot gazi ile ugurulmustur.

Her bir tiipe 100 pL aktif Soliisyon A konularak vortekslendikten sonra

ornekler viallere aktarilarak 50 pL'lik enjeksiyonla LC-MS/MS'e
verilmistir.
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Sekil 3.3. ImmuTube

b) Orneklerin LC-MS/MS ile Analizi

Omek analizi i¢in Immundiagnostik AG marka 1,25(0OH), Vitamin Ds
ImmuTube LC-MS/MS Kiti kullanilmistir. Kitin igerisinde konsantrasyonlart 18.1
pg/mL ve 182.3 pg/mL olan iki adet ticari kalibrator ve hedef aralig1 28-46.6 pg/mL
ve 57.7-96.1 pg/mL olan iki adet kontrol (CTRL1 ve CTRL2) bulunmaktadir.
Kalibrasyon egrisi Sekil 3.4'de, CTRL1 ve CTRL2'ye ait kromatografik piklerin
goriintiileri ise Sekil 3.6 ve Sekil 3.7'de gosterilmistir.

Hareketli faz i¢in Mobil Faz A ve Mobil Faz B olmak iizere iki farkli
¢oziicii, internal standart ic¢in de izotop isaretli 1,25(0OH), Vitamin Ds-d6
kullanilmistir. Her analit i¢in bir MRM (multiple-reaction monitoring) gecisi ve
internal standart verileri elde edilmistir. m/z degerleri 1,25(OH), Vitamin Dj igin
399.11/134.58; 1,25(0OH), Vitamin Ds3-d6 (internal standart) i¢in 405.21/134.68
olarak bulunmustur. Kromatografik ayirma iglemi igin Raptor™ ARC-18 (100x2.1
mm; 2.7 um particle size) kolonu kullanilmistir. Cihazin akis hiz1 0,3 mL/dk., kolon
sicaklig1 45°C ve enjeksiyon hacmi 50 pL, gradient programi solvent B, 10% (0.01-
2.49 dk.), 100% (2.5-3.5 dk.), 10% (3.51-6 dk.) olarak ayarlanmistir (Sekil 3.5). Her
bir numune igin analiz ve kolonun temizlenme siiresi 6 dk. olarak belirlenmistir.

| <> Calibration Curve/Spectrum View
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Sekil 3.4. Kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.5. LC zamana gore pompa akis diagraminin ekran goriintiisii

Intensite (cpm)

6000/1:d3 TIC(+)

2:istd TIC(+)

50001:d3 399,10>134,70(+) CE: -19,0
2:istd 405,35>135,25(+) CE: -18,0

40004

30004

300 325 350

Inten.

min

100 134.7 1353

50

134,0 1345 135,0 135,5

136,0 m/z

Sekil 3.6. Kontrol 1 kromatogrami
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Intensite (cpm)

6000-1:d3 TIC(+)

2:istd TIC(+)

5000{1:d3 399,10>134,70(+) CE: -19,0
2:istd 405,35>135,25(+) CE: -18,0

40004
30004

20004

10004

300 3% 35 375  min

100 134.7 135,3

134,0 134,5 135,0 135,5 136,0 m/z

Sekil 3.7. Kontrol 2 kromatogrami

Intensite (cpm)

1:d3 TIC(+)

2:istd TIC(+)

4000+1:d3 399,10>134,70(+) CE: -19,0
2:istd 405,35>135,25(+) CE: -18,0

30004

20004

300 32 35 375  min

1:d3 TIC(+)

5000-2:istd TIC(+)

1:d3 399,10>134,70(+) CE: -19,0
R:istd 405,35>135,25(+) CE: -18,0
40004

30004

20004

Intensite (cpm)

300 32 35 375  min

Sekil 3.8. Ornek hasta kromatogramlari
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3.4.  Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows 20.0 programi
kullanilmistir. Orneklemi tanimlamak igin yiizde, ortalama (mean), standart sapma
(SD) gibi tanimlayici istatistiklerden yararlanilmistir. NO ve NS 6. ay olmak iizere
iki grup olusturularak tim parametrelerin normal dagilima uyup uymadigi
Kolmogrov-Simirnov testi ile kontrol edilmistir. Normal dagilima uyan
parametrelerin zamana gore degisimlerinin analizinde iki ortalama arasi fark testi
(Students' t-test), normal dagilima uymayan parametreler i¢in "Wilcoxon Signed
Ranks Test" kullanilmigtir. Gruplar arasi siirekli degiskenlerin karsilastirilmasinda,
dagilim varsayimlarma gore iki ortalama arasi fark testi (Students' t-test) ya da
Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Siirekli degiskenler arasindaki iligki dagilim
varsayimima gore Spearman ya da Pearson Korelasyon analizi kullanilarak
belirlenmistir. p < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

Calisma kapsamma Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Organ Nakli
Merkezi’nde, SDBY tanistyla canli vericiden bdbrek transplantasyonu yapilmig olan
30 hasta alindi. Hastalarin yas ortalamasi 40.30+12.86 yildir (ortalama+SD, yas
araligi: 19-70). Bu hastalarin 20’si (%66.7) erkek, 10'u (%33.3) kadindir. Donérlerin
yas ortalamalar1 41.43+12.82 yildir (ortalama+SD, yas araligi: 24-70). Calismaya
dahil edilen hastalarin viicut kitle indeks ortalamasi 23.74+ 4.76 kg/m?® olarak
bulundu.

Bu hastalarin KBH etiyolojileri; Glomeriilonefritler 5 (%16.67), Diabetes
mellitus (DM) 4 (%13.33), Hipertansiyon 3 (%10), Veziko Uretral Reflii (VUR) 3
(%10), Polikistik Bobrek Hastaligi (PKBH) 3 (%10), Etyolojisi bilinmeyen 9 (%30),
diger nedenler 3 (%10) olarak kaydedilmistir. Buna gore calismamizda gozlenen en
stk KBH nedenleri; etyolojisi bilinmeyen, glomeriilonefritler ve DM’dur (Tablo 4.1)

Tablo 4.1. Calismaya katilan hastalarin KBH nedenleri (%).

Say1 %
Glomertilonefritler 5 16.67
Diabetes Mellitus (DM) 4 13.33
Hipertansiyon 3 10
VUR 3 10
PKBH 3 10
Etiyolojisi Bilinmeyen 9 30
Diger 3 10
Toplam 30 100

Transplantasyon Oncesinde c¢aligmaya katilan hastalarin 12°si hemodiyaliz
(HD), 5’1 periton diyalizi (PD) tedavisi almistir. 13 hastaya ise preemptif bobrek
nakli yapilmistir (Sekil 4.2).
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mHD
uPD

Preemptif

Sekil 4.1. Calismaya katilan hastalarin renal transplantasyon oncesi tedavileri (%).

4.1. Hasta Gruplarindan Elde Edilen Veriler

Hastalarin nakil 6ncesi (NO) ve nakil sonrasi 6.ay serum (NS 6.ay)
orneklerinde olgilen 1,25(0OH),D3;, 25(OH)D, kalsiyum, fosfor, CaxP, PTH,
Kreatinin, BUN, Albumin, ALP, Glukoz, eGFR parametrelerinin ortalama+standart
sapma degerleri ve belirtilen parametreler i¢in gozlenen istatistiksel farkliliklara ait

“p” degerleri Tablo 4.2.”de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Hastalarin NO ve NS serum/plazma degerleri (ortalama=SD).

Parametreler

1,25(0OH),D; (pg/mL) 30 43,70+14,15 68,48+18,35 0.0001
25(0OH)D (ng/mL) 30 7,74+6,59 10,46+5,79 0.102
Ca (mg/dL) 30 8,38+0,87 9,08+0,50 0.0001
P (mg/dL) 30 4,78+1,10 2,90+0,62 0.0001
CaxP 30 39,89+9,88 26,38+6,26 0.0001
PTH (pg/mL) 30 424,04+399,30 116,59+82,30 0.0001
Kreatinin (mg/dL) 30 8,94+2,85 1,21+0,29 0.0001
BUN (mg/dL) 30 66,97+22,98 16,77+6,63 0.0001
eGFR (mL/dk) 30 6,80+2,55 73,17+20,10 0.0001
Albumin (g/dL) 30 4,30+0,60 4,50+0,32 0.141
ALP (U/L) 30 112,63+40,45 90,77+23,42 0.011
Glukoz (mg/dL) 30 97,60+15,96 98,93+23,74 0.959

* p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 4.2'de goriildiigii gibi, hastalarin NS 6. ayda plazma 1,25(0OH),Ds;
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenirken (p= 0.0001), serum
25(0OH)D diizeylerinde ise anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.102).

Nakil 6ncesinde Kidney Dialysis Outcomes Quality Initiative (KDOQI)
rehberine gore degerlendirilen hastalarin %13.3' tinde D vitamini yetersizligi (15-30
ng/mL), %36.7' sinde D vitamini eksikligi (5-15 ng/mL) ve %50' sinde ciddi D
vitamini eksikligi (<5 ng/mL); nakil sonrasinda ise hastalarin %26.7' sinde D
vitamini yetersizligi (15-30 ng/mL), %50' sinde D vitamini eksikligi (5-15 ng/mL) ve
%23.3" iinde ciddi D vitamini eksikligi (<5 ng/mL) tespit edilmistir.

B D vitamini yetersizligi
(15-30 ng/mL)

m D vitamini eksikligi
(5-15 ng/mL)

1 Ciddi D vitamini eksikligi
(<5 ng/mL)

Sekil 4.2. K-DOQI rehberine gore hastalarin nakil 6ncesinde D vitamini degerlendirmeleri

B D vitamini yetersizligi
(15-30 ng/mL)

B D vitamini eksikligi
(5-15 ng/mL)

1 Ciddi D vitamini eksikligi
(<5 ng/mL)

Sekil 4.3. K-DOQI rehberine gore hastalarin nakil sonrasi 6. ayda D vitamini degerlendirmeleri
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NO ve NS 6. ayda serum kalsiyum ve GFR diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis (p= 0.0001), serum fosfor, CaxP, PTH, kreatinin ve BUN
diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (p=0.0001). ALP
diizeylerindeki azalma da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.011).
Albumin ve glukoz diizeylerindeki artis ise istatistiksel olarak anlamh
bulunamamustir (sirasiyla p=0.141, p=0.959).

Hastalar, diyaliz grubu ve preemptif grup olmak iizere ikiye ayrilmis ve NO
ve NS 6. ayda tiim parametrelerin farklar1 degerlendirilmistir. Bu gruplarda NS 6.
aya ait parametreler arasinda anlamli bir fark gdzlenememistir. NO donemde
preemptif grupta kreatinin diizeylerinin daha diisiik, GFR degerlerinin ise daha
yiiksek oldugu gbzlenmis ve bu farklar Tablo 4.3'de gésterilmistir.

Tablo 4.3. Diyaliz grubu ile preemptif grubun NO degerleri (ortalama+SD).

Parametreler Diyaliz Grubu (HD+PD) Preemptif Grup

Kreatinin 10.22+2.86 7.27+1.83 0.007
BUN 58.12+22.18 78.54+19.09 0.005
eGFR 5.694+2.24 8.24+2.24 0.003
Glukoz 91.59+11.43 105.46+17.98 0.015

* p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4.2.  Parametrelere Ait Verilerin Grafikleri
NO ve NS 6. ayda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren
parametrelere ait grafikler asagida yer almaktadir (Ortalama+SD).
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Sekil 4.4. NO ve NS 6. ay plazma 1,25(0H),D; diizeyleri.
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Sekil 4.5. NO ve NS 6. ay serum 25(OH)D diizeyleri.
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Sekil 4.6. NO, NS 6. ay serum kalsiyum ve fosfor diizeyleri.
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100

Kreatinin ve BUN (mg/dL)

m NO Kreatinin ® NS 6. ay Kreatinin m NO BUN m NS 6. ay BUN

66,97

*p=0.0001

Sekil 4.7. NO, NS 6. ay serum Kreatinin ve BUN diizeyleri.
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Sekil 4.8. NO ve NS 6. ay serum CaxP degerleri.
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Sekil 4.9. NO ve NS 6. ay eGFR degerleri.
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Sekil 4.10. NO ve NS 6. ay PTH diizeyleri.
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Sekil 4.11. NO ve NS 6. ay ALP diizeyleri.
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4.3. Nakil Oncesi Doneme Ait Parametrelerin Korelasyonlari

Hastalara ait NO dénemde 6lgiilen serum/plazma parametre diizeyleri ile
hesaplanan GFR ve CaxP degerleri arasindaki iliski Tablo 4.4’te gosterilmektedir.
NO dénemde plazma 1,25(0OH),D3 diizeyleri ile diger parametreler arasinda anlamli
bir korelasyon bulunamamastir.

Hastalarin NO serum 25(OH)D diizeyleri ile kalsiyum diizeyleri arasinda
orta diizeyde pozitif bir iliski bulunmustur (= 0.447, p= 0.013). NO serum kalsiyum
diizeyleri ile PTH ve ALP diizeyleri arasinda orta diizeyde negatif bir iligki
bulunurken (sirastyla r = -0.467, p= 0.009; r= -0.431, p= 0.017), NO PTH diizeyleri
ile ALP diizeyleri arasinda ise giiglii bir pozitif korelasyon gozlenmistir (r = 0.843,
p=0.0001).

NO serum GFR degerleri ile PTH ve ALP diizeyleri arasinda orta diizeyde
negatif bir korelasyon bulunmustur (sirasiyla r= -0.395, p= 0.031; r= -0.421, p=
0.021). NO serum BUN diizeyleri ile glukoz diizeyleri arasinda ise orta diizeyde
pozitif bir iliski bulunurken (r = 0.489, p= 0.006), beklendigi gibi NO serum
kreatinin diizeyleri ile GFR degerleri arasinda da gii¢lii bir negatif korelasyon
gozlenmistir (r = -0.892, p=0.0001).
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Tablo 4.4. Hastalarin nakil dncesi parametreleri arasindaki anlamli korelasyonlar

a
= = c
T = £
S Y, <
1,25(0OH),D
3
25(0OH)D 0.447*
Ca 0.447* -0.467*%* | -0.431*
P
CaxP
- 0.843*** -0.395*
PTH 0.467*
*
-0.431* 0.843** -0.421*
ALP *
Kreatinin -0.892***
0.489*
BUN *
GFR -0.395* | -0.421* | -0.892**
Albumin
Glukoz 0.489**

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.0001
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4.4, NS 6. Aya Ait Parametrelerin Korelasyonlari

Hastalara ait NS 6. ayda olgililen serum/plazma parametre diizeyleri ile
hesaplanan GFR ve CaxP degerleri arasindaki iliski Tablo 4.5.’te gésterilmektedir.
Hastalarin NS 6. ay serum 1,25(0OH),D; diizeyleri ile kreatinin diizeyleri arasinda
orta diizeyde pozitif bir iliski bulunmustur (r = 0.378, p=0.039).

NS 6. ay serum 25(OH)D diizeyleri ile PTH diizeyleri arasinda orta diizeyde
negatif bir iliski gdzlenmistir (r = -0.365, p=0.047). NS 6. ay serum PTH diizeyleri
ile fosfor diizeyleri ve CaxP degerleri arasinda orta diizeyde negatif bir iliski
bulunmustur (sirasiyla r= -0.403, p= 0.027; r= -0.440, p= 0.015). NS 6. ay serum
kalsiyum ve alblimin diizeyleri arasinda da giiglii bir pozitif korelasyon goézlenmistir
(r =-0.588, p=0.001).

Beklendigi gibi NS 6. ay serum kreatinin diizeyleri ile GFR degerleri
arasinda giiclii bir negatif korelasyon, BUN diizeyleri arasinda da giiglii bir pozitif
korelasyon bulunmustur (sirasiyla r= -0.809, p= 0.0001; r= 0.665, p= 0.0001).
Bununla birlikte NS 6. ay serum GFR degerleri ile BUN diizeyleri arasinda da giiglii
bir negatif korelasyon mevcuttu. (r = -0.790, p=0.0001).

4.5. NO ve NS 6. Aya Ait Parametrelerin Korelasyonlari

Hastalara ait NO ve NS 6. ayda dl¢iilen serum/plazma parametre diizeyleri
ile hesaplanan GFR ve CaxP degerleri arasindaki iligki Tablo 4.6.°da
gosterilmektedir. Hastalarm NO serum 1,25(0OH),D; diizeyleri ile NS 6. ay PTH
diizeyleri arasinda orta diizeyde negatif bir iliski bulunmustur (r = -0.413, p=0.023).

NO serum 25(OH)D diizeyleri ile NS 6. ay kalsiyum diizeyleri arasinda orta
diizeyde pozitif bir iliski gdzlenmistir (r = 0.458, p=0.011). NO serum fosfor
diizeyleri ve CaxP degerleri ile NS 6. ay 1,25(0OH),D3 diizeyleri arasinda orta
diizeyde pozitif bir iliski bulunurken (sirasiyla r= 0.375, p= 0.041; r= -0.391, p=
0.032), NO serum PTH diizeyleri ile NS 6. ay kalsiyum diizeyleri arasinda orta
diizeyde negatif bir iliski gbzlenmistir (r= -0.419, p= 0.021).

NO serum ALP diizeyleri ile NS 6. ay kreatinin ve BUN diizeyleri arasinda
orta diizeyde negatif bir korelasyon gozlenmistir (sirasiyla r= 0.411, p=0.024; r= -
0.378, p=0.04). NO serum glukoz diizeyleri ile NS 6. ay 25(OH)D diizeyleri ve GFR
degerleri arasinda orta diizeyde negatif bir iliski bulurken, BUN diizeyleri ile de orta
diizeyde pozitif bir iligki gozlenmistir (sirasiyla r= -0.438, p= 0.016; r= -0.464, p=
0.01;r=0.417, p=0.022).
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Tablo 4.5. Hastalarin nakilden 6 ay sonraki parametreleri arasindaki korelasyonlar

™
q
T
Q
Lo
N
—

Kreatinin

1,25(0H),Ds 0.378*

25(0H)D -0.365*
Ca 0.588**

P -0.403*

CaxP -0.440*
PTH -0.365* -0.403* | -0.440*

ALP
Kreatinin 0.378* 0.665*** | -0.809%**

BUN 0.665** -0.790%%*
GFR -0.809%** | -0.790%**

Albumin 0.588**

Glukoz

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.0001
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Tablo 4.6. Hastalarin nakil 6ncesi ve nakilden 6 ay sonraki serum ve plazma parametreleri arasindaki korelasyonlar

™
a
T
Q
Lo
N
—

Kreatinin
Albumin

1,25(0H),D5

25(0H)D 0.458*

Ca

p 0.375

CaxP 0.391*

PTH -0.419*

ALP 0.411% | -0.378*

Kreatinin

BUN

GFR

Albumin

Glukoz -0.438* 0.417* -0.464**

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.0001
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TARTISMA

Kronik bobrek yetmezligi (KBH); nefron say1 ve fonksiyonlarinda ilerleyici
ve geri donlisimsiliz azalma ile karakterize, bir¢ok hastaliga bagli olarak gelisebilen
ve son donem bobrek yetmezligine (SDBY) gotiiren patofizyolojik bir siirectir.
Glomertiler filtrasyon hizi (GFR) genellikle aylar veya yillar i¢inde giderek
azalmakta ve bu azalmanin sonucu olarak bobrekler, sivi-elektrolit, metabolik ve
endokrin dengeleri diizenleme fonksiyonunu kaybetmektedir [102]. SDBY
hastalarina  hemodiyaliz, periton diyalizi ve transplantasyon tedavileri
uygulanmaktadir. Yapilan metaanalizlerde renal transplantasyonun diyaliz
tedavisiyle karsilastirildiginda yiiksek yasam kalitesi, diisiik morbidite ve mortalite
oranlar1 ile SDBY hastalarinda baglica ve en Onemli tedavi sekli oldugu ortaya
konmustur. Bu ¢alismanin temel amaci 25(OH)D ve 1,25(OH),D3 diizeylerinin stabil
renal transplant alicilarinda transplant Oncesi ve sonrasindaki degisimi ortaya
ymaktir.

Bobrek nakli sonrasi greft yasam siiresinin uzamasi nedeni ile metabolik
komplikasyonlarla daha sik oranda karsilagilmaya baslanmistir. Bunlar arasinda
kemik ve mineral metabolizmasi hastaliklart 6nemli yer tutar. Bobrek nakli
alicilarinda goriilen kemik hastaliklar;; kemik mineral yogunlugunda azalma,
osteoporoz, avaskiiler nekroz ve kiriklar olarak sayilabilir. Bu hastalarda kemik
mineral yogunlugunda azalma 1. ayda ¢ok fazladir, 6. ayda ortalama % 4,1 olarak
bildirilmekte, 1. yilin sonunda ise diismektedir. Erken dénemde goriilen bu yogun
kemik kaybmin en 6nemli nedeni yiiksek doz kortikosteroid kullanimidir [103].
Bunlarin disinda direngli sekonder hiperparatiroidizmin devam etmesi, osteomalazi,
hipofosfatemi, renal tiibiiler asidoz ve glomeriiler filtrasyon hizinin 70 ml/dk altinda
olmast da nakil sonrasi kemik hastaliklar1 i¢in Onemli risk faktorleridir.
Calismamizda biitce yetersizligi nedeniyle kemik mineral yogunlugu 6lgme imkam
bulunamamaistir. Bu nedenle renal transplant alicilarinda, transplantasyondan 6nce ve
sonra sadece D vitamini ve mineral metabolizmasi degerlendirilebilmistir.

D vitamini kalsiyum ve fosforun intestinal emilimini uyararak ve renal
kalsiyum geri emilimini artirarak serum kalsiyum ve fosfat diizeylerini diizenleyen
bir hormondur. D vitamini eksikligi sekonder hiperparatiroidi, mineral ve kemik
bozukluklarina yol agmaktadir. Ayrica hipertansiyon, insiilin direnci, renal fonksiyon
kaybi, konjestif kalp yetmezligi ve mortalite artig1 gibi iskelet dis1 bozukluklarda da
rol almaktadir. D vitamini, dnce karacigerde 25-hidroksivitamin D'ye daha sonra
bobreklerde 1,25-dihidroksivitamin D'ye doniigiir. Aktif olan molekiil 1,25(OH),D’
dir. la-hidroksilaz enzimi biiyiikk o6l¢iide renal tiibiiler epitel hiicrelerinde
bulunmaktadir. Bobrek hastaliklarinda bobrekteki 1a-hidroksilaz aktivitesinin
azalmasi nedeniyle progressif olarak bobrekte 1,25(OH);D olusumu azalir. Aktif D
vitamini, viicutta sentez edilmesi, bir yerde sentez edildikten sonra uzaktaki
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dokularda reseptorler araciligiyla etki gostermesi ve 'Feed-back' kontroliiniin olmasi
gibi Ozellikleri nedeniyle bir vitamin olmaktan ¢ok bir steroid hormon gibi
davranmaktadir. 25(OH)D'nin yar1 6mrii aktif D vitamininden daha uzun ve yaklasik
20 giindiir, bu nedenle organizmadaki D vitamin durumunu en iyi yansitan parametre
olarak kabul edilmektedir [104].

Cesitli caligmalarda renal transplantasyondan sonra yaygm 25(OH)D
eksikligi oldugu bildirilmistir. Bunun en 6nemli nedeninin immunsupresif tedavi ile
iligkili non-melanom deri kanseri riskinin artmasit nedeniyle hastalarin giinesten
korunmalar1 oldugu diisiiniilmektedir. Giincel bir calismada transplantasyondan
sonra 3. ayda diisiik bulunan 25(OH)D diizeylerinin, 1 y1l sonrasinda ortaya ¢ikan
renal fibrozis, renal tiibililer atrofi ve diisiik glomeriiler filtrasyon hiz1 ile iliskili
oldugu gosterilmistir. Ancak bu calismada 1,25(OH);D ve yukaridaki parametreler
arasinda bir iligki bulunamamaistir [105].

Kidney Dialysis Outcomes Quality Initiative (K-DOQI) rehberine gore
dolagimdaki 25(OH)D diizeyi 5 ng/mL’den diisiik ise ciddi vitamin D eksikligi, 5-15
ng/mL arasinda ise hafif vitamin D eksikligi, 15-29 ng/mL arasinda ise vitamin D
yetersizligi, 30 mg/mL den yliksek ise normal vitamin D diizeyi, 150 ng/mL’den
yiiksek ise vitamin D intoksikasyonu olarak degerlendirilmektedir. 25(OH)D3
diizeyleri 30 ng/mL’nin altinda ise vitamin D, (ergokalsiferol) yerine koyma tedavisi
baslanmas1 Onerilmektedir [106]. Kidney Disease Improving Global Outcomes
(KDIGO) kilavuzu da , evre 1-5 kronik bobrek hastalarinda 25(OH)D diizeylerinin
Olciilmesini ve vitamin D eksikliginin genel toplumdaki gibi tedavi edilmesini
onermektedir [107]. Calismamizda 25(OH)D diizeyi nakil Oncesinde ortalama
7,74+6,59 ng/mL olarak bulunmus, nakil sonrasinda ise bu deger 10,46+5,79
ng/mL'ye yiikselmistir. Ancak bu yiikselme istatistiksel olarak anlamh
bulunmamistir. Calismamizda hem nakil Oncesinde hem de nakil sonrasinda D
vitamini diizeyt >30 ng/mL iizerinde olan hasta bulunamamistir. Nakil 6ncesinde
hastalarin %13.3' iinde D vitamini yetersizligi (15-30 ng/mL), %36.7' sinde D
vitamini eksikligi (5-15 ng/mL) ve %50' sinde ciddi D vitamini eksikligi (<5 ng/mL);
nakil sonrasinda ise hastalarin %26.7' sinde D vitamini yetersizligi (15-30 ng/mL),
%350" sinde D vitamini eksikligi (5-15 ng/mL) ve %?23.3" iinde ciddi D vitamini
eksikligi (<5 ng/mL) tespit edilmistir. Transplantasyon sonrasinda ciddi D vitamini
eksikligi (<5 ng/mL) gozlenen hasta sayisinda bir miktar azalma gozlenmis ancak D
vitamini eksikligi (5-15 ng/mL) olan hastalarin orani artmis olarak bulunmustur. Bu
farkliliklarin 6rnek alma zamam ile ilgili mevsimsel nedenlerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Aktif D vitaminin temel gorevi intestinal kalsiyum ve fosfor emilimini
saglayarak PTH ile birlikte organizmanin kalsiyum/fosfor dengesini korumaktir. D
vitamini yoklugunda kalsiyum emilimi % 10-15 dolayindayken, D vitamini etkisiyle
% 30-80'¢ ¢ikar. D vitamini bobreklerden kalsiyum ve fosfor geri emilimini
artirmakla birlikte, bobrekler asil olarak PTH'in hedef dokusudur. D vitamininin hem
osteoblast hem de osteoklastik serinin farklilagmasinda rolii oldugu bilinmektedir.
Organizmada kalsiyum dengesi bagirsaklar, fosfor dengesi ise bobrekler iizerinden
diizenlenmektedir.
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Organizmadaki 25(OH)D diizeyinin normal oldugu durumlarda D vitamini
kemiklerin mineralizasyonu iizerinde pozitif etkiye sahiptir. Bir baska deyisle,
bagirsaklardan kalsiyum emiliminin yeterli oldugu durumlarda 1,25(0OH),D diizeyi
de normal olmakta ve bu aktif hormonun etkisiyle bir taraftan bagirsaklardan
kalsiyum ve fosfor emilimi saglanirken, 6te yanda kemik mineralizasyonu devam
etmektedir.

Organizmada 25(OH)D diizeyi kritik bir diizeyin altina indiginde ya da
bagirsaklardan kalsiyum emilimi yetersiz oldugunda PTH diizeyi artmakta (sekonder
hiperparatiroidizm), PTH etkisiyle la-hidroksilaz enzimi aktive olmakta ve
1,25(0H),D diizeyi yiikselmektedir. Bu durumda D vitamininin kemiklerden
kalsiyum mobilize edici etkisi devreye girmektedir. Organizma i¢in serum kalsiyum
diizeyi daha onemli oldugundan, artmis 1,25(OH),D ve PTH aktivitesinin ortak
etkisiyle, bu kez kemiklerden kalsiyum mobilize edilerek serum kalsiyum diizeyi
normal aralikta tutulmaya c¢alisilmakta ve bu siireg boyunca kemiklerin
mineralizasyonu daha fazla bozulmaktadir. Iste osteodistrofi de, D vitamini ya da
kalsiyum yetersizligi sonucu organizmanin kalsiyum dengesinin intestinal emilim
yerine, kemiklerden kalsiyum mobilizasyonu ile saglandigi bu siire¢ sonunda
gelismektedir.

Erigkinlerdeki c¢aligmalar 25(OH)D diizeyinin 37.5 nmol/L (15 ng/mL)
altina indiginde PTH diizeyinin yiikseldigini gostermekte, dolayisiyla 15 ng/mL
degeri, erigkinlerde 25(OH)D yeterliligi i¢in 'esik deger' olarak kabul edilmektedir.
Organizma, 25 (OH)D diizeyi 15 ng/mL' nin altina indiginde 1,25(OH),D diizeyini
yiikseltmekte; artan aktif D vitamini etkisiyle kemiklerden kalsiyum mobilize
edilerek bir kompanzasyon saglanmakta, ancak serum kalsiyum diizeyini normal
degerlere yaklastiran bu silire¢ kemik mineralizasyonunu bozmaktadir. Bu nedenle,
sekonder hiperparatiroidizmli hastalarda PTH ve 1,25(0OH),D diizeyi yiiksek
bulunmaktadir. Bu durum, yani serum 1,25(0OH),D diizeyi yiiksekken osteodistrofi
varligr ilk bakista bir paradoks olarak goriinse de, aslinda, artmis 1,25(OH),D,
kemiklerden kalsiyumu mobilize ederek mineralizasyonu olumsuz etkilemektedir.

Biitiin bu nedenlerle, organizma agisindan en fizyolojik durum, serum 25
(OH)D diizeyinin PTH yiikselmesine neden olmayacak bir degerde bulunmasi ve
alinan ya da emilen kalsiyum miktarinin yeterli olmasidir. Bu nedenle, subklinik D
vitamini yetersizligi, bir bagka deyisle heniiz osteodistrofiye ait bulgularin olmadig:
ama PTH yiikselmesine neden olan 25(OH)D diisiikliigiiniin bobrek hastalarinda
tespit edilmesi onem kazanmaktadir.

25(OH)D diizey dustkligi yalnizca basit bir biyokimyasal bozukluk
olmayip; beraberinde PTH saliniminda artma, kemik yapim-yikim hizinda artma,
osteoporoz, hafif osteomalazi ve kalca ya da diger kemiklerdeki kirik olasiliginda
artma gibi fizyolojik, klinik ve patolojik bulgulara yol agmaktadir. Ornegin, kisin
kalin giyinme nedeniyle 25(OH)D diizeyleri ¢ok diisen ve D vitamini almayan
kisilerin kemikleri PTH ve 1,25(OH),D gibi osteotropik hormonlarin saldirina maruz
kalmakta, yazin D vitamini diizeyleri normale donse de, bu siire¢ kemik sagligini
olumsuz etkilemektedir. Bir bagka sdyleyisle osteodistrofi gelistirmeyen ama PTH
yiikselmesine neden olacak siddetteki subklinik D vitamini yetersizligi halk saglig
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acisindan 6nemli bir sorun konumuna gelmektedir. Bizim ¢alismamizda da hastalarin
nakil oncesi ortalama PTH diizeyleri SDBY'de beklenildigi gibi yliksek bulunmustur.
Transplantasyon sonras1 6. ayda PTH diizeylerinde anlamli ve belirgin bir azalma
gbozlenmis olsa da PTH diizeyleri referans araliklarin iistiinde bulunmustur.
Hastalarimizda renal fonksiyonlar normale donmdiis olsa bile 25(OH)D diizeylerinin
halen ciddi diistikligli nedeniyle hiperparatiroidinin devam ettigi goriilmektedir.
Ayrica, hastalarimizda 25(OH)D diizeyleri diisiikken 1,25(OH),D diizeylerinin
transplantasyon sonrasinda anlamli artis gostermesi osteodistrofi  varligin
diistindiirmektedir. Ancak bu durumu kemik mineral yogunlugundaki degisiklikleri
gostererek desteklemek miimkiin olmamistir. NKF/KDOQI' ya gore de PTH
diizeyleri renal transplantasyonu izleyen ilk yil igerisinde renal fonksiyonun
diizelmesi ve takip eden 1,25(OH),D firetimi nedeniyle siklikla diismesine ragmen
alicilarin yaklasik % 50' sinde ¢esitli derecelerde hiperparatiroidi devam etmektedir

[8, 108].

Torres ve ark., yaptiklar1 bir ¢alismada nakil sirasinda serum PTH diizeyi
250 pg/mL lizerinde olan olgularda nakilden sonraki 3 ay igerisinde vertebral kemik
kaybinin bu degerin altinda olan olgulara oranla daha hizli oldugunu goéstermislerdir
[109]. Benzer bir ¢caligmay1 Torregrosa ve arkadaslar1 yapmislar ve nakilden sonraki
6 ay icerisinde serum PTH diizeyi 240 pg/mL {izerinde olan olgularda kemik mineral
yogunlugu kaybinin bu degerin altinda olan olgulara oranla daha fazla oldugunu
gostermislerdir [110]. Bir bagka calismada ise Heaf ve ark., 3 yillik takipte PTH
diizeyinin 150 pg/mL iizerinde olmasinin nakil sonrasi osteoporoz i¢in énemli risk
faktorii oldugunu bildirmisleridir [111].

Biitiin bunlarin yani sira, son yillarda 1,25(OH),D'nin iskelet kasi, immiin
sistem ve ‘'nerve growth factor' gibi proteinlerin indiiksiyonu ve hiicre
farklilagmasinda diizenleyici role sahip oldugu, merkezi sinir sisteminde
norotransmitter gibi hareket ettigi ve D vitamini yetersizliginin diyabet, koroner kalp
hastaligi, diyabet ve tiiberkiiloz i¢in hazirlayici risk etmeni olabilecegi ileri
siriilmektedir. Yine vitamin D reseptdr polimorfizmi ile ¢esitli hastaliklar
(tiiberkiiloz, psoriazis, osteoporoz, prostat kanseri, Alzheimer ve multipl skleroz gibi)
arasinda iliski kurulmaktadir. Biitiin bunlar yasam boyunca D vitamini yetersizliginin
kemik hastaliklari ile birlikte diger olumsuz sonuclaria dikkat etmemiz gerektigini
gostermektedir.

Literatiirde D vitamininin greft fonksiyonlarinda diizelme sagladig: ve greft
fonksiyonlarimi koruduguna dair galismalar yer almaktadir. Keyzer ve ark., 435
hastada yaptiklar1 son ¢aligmalarinda, renal transplantasyon sonrasi uzun dénemde
25(0OH)D diizeylerinin 12 ng/mL'nin altinda olmasiin renal fonksiyondaki yillik
azalmada go6zlenen anlamli artisla baglantili oldugunu gostermislerdir. Ayrica
25(0OH)D'nin transplantasyon zamanindan bagimsiz olarak tiim mortalite nedenleri
ve renal fonksiyon azalmasi ile iligkisi bu ¢aligmada bildirilmektedir [114]. Bizim
calismamizda ise D vitamininin greft fonksiyonlar: tizerindeki etkisi arastirildiginda
nakil Oncesinde ve nakil sonras1 6. ayda 25(OH)D diizeyi ile kreatinin ve GFR
arasinda anlamli bir korelasyon bulunamamistir. Transplantasyon sonrasi uzun
donemi kapsayacak bir ¢aligmada 25(OH)D ile renal fonksiyonlar arasindaki iliskinin
ortaya konabilmesi daha miimkiin goriinmektedir. Calismamizda transplantasyondan
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sonra 6. ayda 1,25(0OH),D3 ile kreatinin diizeyleri arasinda orta diizeyde pozitif bir
iliski bulunmustur (r = 0.378, p=0.039). Keyzer ve ark., 1,25(0OH),D diizeylerini
bizim ¢aligmamiza benzer konsantrasyonlarda bulmuslardir ve 1,25(OH).D ile
mortalite ve greft yetmezligi arasindaki negatif iliskiyi gostermislerdir. Ancak bu
iliskinin tamamen renal fonksiyona bagl oldugunu bildirmislerdir.

Serum 25(OH)D konsantrasyonlarmin 1,25(OH);D' den yaklasik 1000 kat
fazla olmasi nedeniyle D vitamini durumunu yansitmada en iyi parametre oldugu
diistiniilmektedir. 1o-hidroksilaz ekspresyonu gosteren 1,25(OH),D'nin ¢esitli doku
ve hiicrelerde lokal iiretimi D vitamininin otokrin/parakrin etkileri i¢in dnemlidir.
Bizim ¢alismamizda hastalarimizin nakil Oncesi plazma 1,25(OH),;D diizeylerinde
belirgin bir eksiklik gozlenmemistir. Bunun nedeni olarak da 1,25(OH);D' nin bobrek
dis1 dokularda da sentezinin yapilabilmesi gosterilebilir.

Calismamizda renal transplantasyon ile 25(OH)D diizeyleri arasinda anlaml
bir degisiklik gozlenmemistir ancak 1,25(0OH),D; diizeylerinde goézlenen anlamli
artiglar, renal transplantasyon sonrasinda hastalarin kemik hastaligr agisindan
takibinde 1,25(0OH);,D3; ve PTH''n daha yararli parametreler olabilecegini
desteklemektedir. Ancak 1,25(0OH),;D3; Ol¢imii rutin laboratuvarlarda ¢ok yaygin
kullanilamamaktadir. Son yillarda serum 25(OH)D Ol¢limleri ise rutin
laboratuvarlarda siklikla kullanilmaktadir. D vitamininin dolasimdaki major
metaboliti olan ve klinik olarak 6l¢iimii daha ¢ok tercih edilen formu 25(OH)D
olmasima ragmen, bagirsaktan kalsiyum emilimi, kemik rezorpsiyonu ve paratiroid
hormon supresyonu gibi biyolojik etkilerden sorumlu olan formu 1,25(0OH),D' dir.
Genel populasyonda 1,25(0OH);D' nin o6l¢limiiniin klinik yarar1 tam olarak
anlasilamamistir ancak 6zellikle bobrek yetmezligi hastalarinda D vitamininin aktif
metabolitinin LC-MS/MS gibi giivenilir bir yontemle 6l¢iimii ¢ok 6nemlidir.

Serum referans araligt 15-60 pg/mL (36-144 pmol/L) olarak bildirilen
1,25(0OH);D'nin 6lglimiinii herhangi bir 6n islem yapmadan LC-MS/MS'de yapmak
simdiki kosullarda miimkiin degildir. Diisiik konsantrasyonlardaki 1,25(OH),D' nin
Ol¢limii igin miimkiin olan en yiiksek spesifisiteye sahip, ileri deteksiyon limitlerine
ulasan ¢ok gelismis cihazlara ihtiya¢ vardir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz LC-
MS/MS'de gerekli olan performansi elde etmek igin, Orneklerde immunoaffinite
temelli bir ektraksiyon yonteminin kullanilmasi gerekmistir. Calismamizda
1,25(0H),D' yi metabolitlerinden ve matriks bilesenlerinden ayirmak igin injeksiyon
hacmi ve pompanin akis hizlarmin degistirilmesi, farkli konsantrasyonda internal
standart eklenmesi, iyonizasyon sicakliginin arttirilmasi gibi yaklasimlar denenmistir.
Immunoekstraksiyon ile kombine edilmis kromotografi optimize edilmis ve testin
analiz siiresi kolon temizligi ile birlikte toplam 6 dakika olarak belirlenmistir. Diistik
konsantrasyonlardaki analitlerin immunoaffinite ekstraksiyonu yapilarak o&lgiilmesi,
RIA ve ELISA gibi diger immun analizlere gore dogruluk ve tekrarlanabilirlik
acisindan daha basarili sonuglar vermektedir. Kullandigimiz yontemle renal
transplantasyonun 1,25(OH),D diizeyleri tizerindeki etkisini gostermek miimkiin
olabilmistir. Ancak D vitamini durumunu en iyi yansitan parametre olarak kabul
edilen ve immunassay ile 6lgiilen 25(OH)D diizeyleri iizerinde bu etkiyi gormek
mimkiin olmamistir. 25(OH)D diizeylerinin renal transplantasyon sonrasinda artis
gosterdigi gozlenmis ancak bu artis anlamli bulunamamistir.  Bunun nedeni
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kullanilan yontemin duyarliligi ile 1ilgili olabilir. Calismamizda 25(OH)D
diizeylerinin, biitce yetersizligi nedeniyle daha gilivenilir olan LC-MS/MS ile 6l¢iimii
yapilamamustir.

Ulkemizde bdbrek nakli yapilmis hastalarda vitamin D yetersizligi veya
eksikligi goriilme sikligin1 gosteren galigmalar yeterli sayida degildir. Calismamizda
D vitamini eksikligi ve yetersizligi oranlar1 literatiir verilerinden daha fazla
bulunmustur. Hastalarimizin tamaminda D vitamini eksikligi ve yetersizligi
gozlenmistir. Bobrek nakli yapilmis hastalarda vitamin D eksikliginin yiiksek
oranlarda gbzlenmesinin nedenleri arasinda diyaliz siirecinde ve nakil sonrasinda D
vitamini desteginin verilmemesi, immiinsupressif tedavi sonucunda vitamin D
katabolizmasmin artmasi, deri kanserinden koruma amacl giinese c¢ikmanin az
tavsiye edilmesi yer almaktadir. Genel populasyonda ve kronik bobrek hastalarinda
besinsel desteklerle 25(OH)D diizeylerinin diizeltilmesinin mortalite riskini
azaltacagi kisith sayidaki ¢alismada bildirilmektedir. Greft fonksiyonunu olumsuz
yonde etkileyebilecek D vitamini eksikliginin belirlenmesi, renal transplant
alicilarinda greft Omriinii korumaya yonelik D vitamini takviyesi gibi tedavilerin
kullanimina 6nciiliik ederek transplantasyon hastalarinin yasam siireleri ve yasam
kaliteleri tizerinde olumlu bir artis saglayabilir.
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10.

SONUCLAR

Calismamizin sonuglarini su sekilde 6zetleyebiliriz:

Calismamizda renal transplantasyon  yapilmig  hastalarin  KBH
etiyolojilerinin, Glomeriilonefritler 5 (%16.67), Diabetes mellitus (DM) 4
(%13.33), Hipertansiyon 3 (%10), Veziko Uretral Reflii (VUR) 3 (%10),
Polikistik Bobrek Hastaligt (PKBH) 3 (%10), Etyolojisi bilinmeyen 9
(%30), diger nedenler 3 (%10) hasta oldugu goriilmiistiir.

Renal transplantasyon Oncesi hastalarimizin 12’si hemodiyaliz (HD), 5’1
periton diyalizi (PD) tedavisi almistir, 13 hasta ise preemptiftir.

Hem nakil oncesinde hem de nakil sonrasinda hastalarin tamaminda D
vitamini diizeyleri 30 ng/mL'nin altindadur.

Nakil dncesinde hastalarin %13.3' iinde D vitamini yetersizligi, %36.7' sinde
D vitamini eksikligi ve %350' sinde ciddi D vitamini eksikligi tespit
edilmistir.

Nakil sonras1 6. ayda hastalarin %26.7' sinde D vitamini yetersizligi, %50’
sinde D vitamini eksikligi ve %23.3" iinde ciddi D vitamini eksikligi tespit
edilmistir.

NS 6. ayda hastalarin plazma 1,25(0OH),Dj3 diizeylerinde nakil dncesine gore
istatistiksel olarak anlamli bir artig gozlenmistir.

NS 6. ayda hastalarin serum 25(OH)D diizeylerinde nakil dncesine gore
anlaml1 bir fark bulunamamustir.

NS 6. ayda hastalarin serum fosfor, CaxP, PTH, kreatinin, BUN ve ALP
diizeylerinde nakil Oncesine gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma,
kalsiyum ve GFR diizeylerinde anlamli bir artis gériilmiistiir.

Diyaliz grubu ile preemptif gruba ait ait parametreler arasinda NS 6. ayda
anlaml1 bir fark gézlenememistir. NO dénemde preemptif grupta kreatinin
diizeylerinin daha disiik, GFR degerlerinin ise daha yiiksek oldugu
gorilmiistiir.

NO dénemde plazma 1,25(0H),D; diizeyleri ile diger parametreler arasinda
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anlamli bir korelasyon bulunamamastir.

11. Hastalarin NO serum 25(OH)D diizeyleri ile kalsiyum diizeyleri arasinda
orta diizeyde pozitif bir iligki bulunmustur.

12. Hastalarin NS 6. ay serum 1,25(0OH),D3 diizeyleri ile kreatinin diizeyleri
arasinda orta diizeyde pozitif bir iliski bulunmustur.

13. NS 6. ay serum 25(OH)D diizeyleri ile PTH diizeyleri arasinda orta diizeyde
negatif bir iligki gdzlenmistir.

Sonug olarak, ¢aligmaya dahil ettigimiz hastalarin tamaminda 25(OH)D
diizeyleri 30 ng/mL'min altinda  bulunmustur. 1,25(0OH),D;  diizeyleri
transplantasyondan sonra bobrek fonksiyonlariin diizelmesine bagli olarak anlamli
bir artis gostermistir. PTH diizeylerinin, transplantasyon sonrasinda diismesine
ragmen hala referans araliklarin {izerinde oldugu goriilmiistiir. Bu da hastalarda
25(0OH)D eksikligi sebebiyle olusan hiperparatiroidinin transplantasyon sonrasinda
da devam ettigini diisiindiirmektedir.
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