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1. AMAC VE KAPSAM
Bobrek islevleri azalmaya bagladiginda organizmanin mineral homeostazi gittikge
bozulmaya baslar. Diyalize giren kronik bobrek hastalarinin (KBH) hemen hemen
tuminde ve evre |11-1V KBH’larmim biiyiik ¢ogunlugunda tireminin neden oldugu
kemik hastaligi gelisir. Anormal mineral metabolizmasi, bozulmus kemik yapis1 ve
iskelet dis1 kalsifikasyonlar KBH olan hastalarda mortalite ve morbiditede biiyiik
artisa yol agmaktadir. Uremiye bagli kemik hastalig1 yelpazesinin bir ucunda yer alan
yuksek donguli kemik hastaliginda (Sekonder hiperparatiroidi-Osteitis fibrosa)
kemik olusum ve rezorbsiyon dengesinin diizenlenmesi rezorbsiyon yoniindedir.
Paratiroid hormon (PTH) diizeyinin yiiksekligi ve buna bagl gelisen kemik iligi
fibrozisi ile karakterizedir. Y elpazenin diger ucunda yer alan adinamik kemik
hastaliginda (AKH) ise PTH diizeyinin diisiik olmasimna bagli kemik olusumu yoktur
veya ¢ok azdir. Her iki durumu kolaylastiran faktorler (yas, eslik eden hastaliklar,
uygulanan tedaviler gibi) ve yol actig1 sonuglar iyi bilinmesine ragmen KBH
hastalarmin hangisinde adinamik, hangisinde yliksek dongiilii kemik hastaliginin
gelisecegi tahmin edilememektedir. Bu amacla kullanilabilecek yaklagimlar arasinda

en dikkat c¢ekici olani proteomiks uygulamalaridir.

Proteomiks, hiicre, doku veya biyolojik sivilarin protein profillerinin arastirilmasinda
bir anahtar teknolojidir. Proteom, bir organizma, doku veya hticrede herhangi bir
anda bulunan proteinlerin tiimiinii ifade eder. Proteomiks arastirmalari, viicut
stvilarinda, hiicrelerde ve doku biyopsilerinde protein kdkenli tanisal ve prognostik
hastalik belirte¢lerinin tanimlanmasini ve yeni tedavi stratejilerinin belirlenmesini
saglayabilir. Viicutta patolojik bir durumun meydana gelmesi proteomda meydana
gelen degisimlerle dogrudan iligkilidir ve bu degisimlerin ve nedenlerinin anlagilmasi

etkin ve nedene 6zgii tedavilerin gelistirilmesini saglayacaktir.

Hayvan ¢aligmalarinda ekzojen PTH (1-84 ve 1-34) uygulanmasi sonrast kemik iligi
hiicrelerinde ve serumda PTH bagli farkl proteinlerin ekprese oldugu gosterilmistir.
Bu proteinler osteoprogenitor hiicrelerin osteoblast Onciillerine farklilagsmasinda rol
alabilecegi veya PTH’a fizyolojik yanitin protein belirtecleri olabilecegi seklinde
yorumlanabilir. Bu ¢aligmada serum PTH diizeyinin diisiikk oldugu AKH ve yiksek
oldugu ytiksek dongiilii kemik hastaliginda PTH baglh serum protein profili
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degisikliklerini ve iiremik kemik hastaligmin iki farkli formunu tanimlayabilecek

belirtec tespit etmeyi amagladik.
2. GENEL BILGILER

2.1 KRONIiK BOBREK HASTALIGINDA KEMiK MINERAL BOZUKLUGU
(KBH-KMB)

2.1.1 Tanim

Kronik bobrek hastaligi (KBH) diinya niifusunun yaklasik % 5-10"unun etkileyen bir
halk sagligi sorunudur. Prevalans: giderek artmakta ve bobrek islevlerinin ilerleyici
kayb1, kardiyovaskiiler hastalik ve erken 610m gibi istenmeyen sonuglara yol
acmaktadir (1). Bobrek islevleri azalmaya basladiginda diger bir¢ok bozuklugun yani
sira organizmanin mineral homeostaz gittikge bozulmaya baglar. Fosfat ve
kalsiyumun doku ve serum konsantrasyonlar, ilgili hormonlarin dolasimdaki
miktarlar1 da degisir. Bu hormanlar igerisinde Paratiroid hormon (PTH), 25-
dihidroksivitamin D [25(OH)Ds], 1,25 dihidroksivitamin D [1,25(0H),D4]
(kalsitriol), diger D vitamini metabolitleri, fibroblast biiyiime faktorii-23 (FGF-23) ve
bliytime hormonu sayilabilir. PTH ve kalsitriol fosfor, kalsiyum metabolizmasini ve
kemik dongiisiinii kontrol eden hormonal aksin iki 6nemli tiyesidir. Bu iki hormon
birbirlerinin etkilerini tamamlayici olarak etki gosterir ve birgok negatif ve pozitif

feedback mekanizmasi ile kontrol edilmektedir.

Evre III KBH’ nin baglangicindan itibaren bobreklerin fosfat ekskresyonu yapabilme
kapasitesi azalir. Boylece hiperfosfatemi, PTH ve FGF-23’iin artmasina bagli olarak
kalsitriol de diisliis meydana gelmeye baslar. Kalsitriol sentezinin azalmasi ise
intestinal kalsiyum emilimini azaltir ve PTH sentezinin artmasina neden olur. Fosfat
atilimini ve kalsiyum geri emilimi saglayan PTH’a ve fosfat ekskresyonunu artiran
FGF-23’¢ bobrekler yeteri kadar yanit veremez. Ayrica D vitamini reseptorleri

dokularda sayisal olarak azalir ve PTH’a direng gelisir.

KBH’da mineral ve endokrin iglevlerin bozulmasinin hem biiyiime, gelisme
stirecinde kemik olusumu (modeling) hem de eriskinlerde kemik islev ve yapisi
Uzerinde (remodeling-yeniden sekillenme) kritik dnemi vardir. Sonug olarak diyalize

giren KBH hastalarinin hemen hemen tiimiinde ve evre III-IV KBH hastalarmin
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biiyiik cogunlugunda iireminin neden oldugu kemik hastaligi vardir. Tiim bunlara
ilave olarak KBH’da kemik mineral metabolizmasinin bozulmasi ve bu
bozukluklarin diizeltilmesi i¢in uygulanan tedaviler iskelet dis1 kalsifikasyonlarin

gelismesine neden olabilir (2).

Anormal mineral metabolizmasi, bozulmus kemik yapis1 ve iskelet dis1
kalsifikasyonlar 6zellikle vaskiler kalsifikasyonlar birlikte KBH olan hastalarda
mortalite ve morbiditede biiyiik artigsa yol agmaktadir. Bir¢ok ¢aligma mineral
metabolizmasi ile fraktiir riski, kardiyovaskiiler hastalik ve mortalite arasindaki
iliskiyi gostermektedir (3). Bu iligkiye neden olan mekanizmalar tam olarak
anlasilamamakla birlikte vaskiiler kalsifikasyonlarin neden oldugu olaylar
kardiyovaskiiler yapimin ve islevlerin degismesine yol agar. Bu degisikliklerin
KBH’larinda artmis kardivaskiiler risk ve bu nedenle olusan dliimlere katkisi
muhakkaktir. (4).

Gegmiste Renal osteodistrofi (ROD) KBH’da gelisen kemik morfolojisi
anormalliklerini tanimlamak i¢in kullanilmakta idi. Bu tanimlama KBH’da gelisen
oldukga farkl klinik yelpazeyi tam olarak kapsamadigindan Kronik Bobrek
Hastaligi-Mineral ve Kemik Bozuklular1 (KBH-KMB) tanimlamasi gelistirilmistir
(2). Bu kavram su durumlarim biri veya kombinasyonlar1 olarak ortaya ¢ikan sistemik
bir bozuklugu tanimlamaktadir: 1. Kemik dongiisii, mineralizasyon, voliim, lineer
biiyiime veya kemigin dayaniklilik anormallikleri; 2. Kalsiyum, fosfor, PTH, D
vitamini metabolizmasi bozukluklari; 3. Vaskiiler veya diger yumusak doku
kalsifikasyonlar1. Boylece renal osteodistrofi terimi sadece KBH’na bagli olarak
gelisen kemik morfolojisini tanimlar hale gelmistir. Renal osteodistrofinin kesin
tamsi ve degerlendirilmesi i¢in kemik biopsisi yapmak gerekmektedir ancak klinik

tan1 ve tedavi igin zorunlu degildir.
2.1.2 Simiflama

Kronik bobrek hastaligi kemik mineral bozukluklarinin (KBH-KMB) bir komponenti
olarak renal osteodistrofi (ROD) terimi glintimtizde Uremik hastalarda gozlemlenen
yuksek (osteitis fibrosa-sekonder hiperparatiroidi) ve diisiik dongiilii (adinamik
kemik hastaligr) kemik hastalig1 arasinda degisen kemigin degisik morfolojik
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degisikliklerini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Hastalik yelpazesinin bu iki ucu
arasinda kemik mineralizasyonunun degisik oranlarda bozuldugu osteomalazi ve

mikst dremik kemik hastaligi goriilmektedir. (Sekil 1)

Kalsiyum, D Vitamini

Diisiik D8ngiilii PTH Yiiksek Déngiilii
o
— GH/IGF —
Normal Kemik Osteitis
Fibrosa
Osteomalazi Formasyonu

A!d
Mikst Lezyon

Sekil 1. KBY de Uremik Kemik Hastaliginin Farkli Alt Tipleri

Bu hastaliklarin genel 6zellikleri su sekilde 6zetlenebilir.
2.1.2.1 Sekonder Hiperparatiroidi (Osteitis Fibrosa)

Ogteitis fibrosa kemik rezorbsiyon ve olusumunda artisa bagli olarak peritrabekiiler
fibrozisile karakterize Uremik kemik patolojisidir. Sekonder hiperparatiroidinin
kemiklerde olusturdugu bozukluktur. Diyaliz dncesinde ve diyalizin baglangicinda
hastalarin yaklasik %50’sinde goriilebilir. Osteoblast ve osteoklastlarin aktivitesi
sonucu meydana gelen kemik olusumu ve rezorbsiyonun dengesi bozulmus ve denge
yarezorbsiyon yoniine ya da olusum yoniine kaymistir. Boylece toplam kemik

volumuinde pozitif veya negatif denge tespit edilebilir.

Ogteitis fibrosada osteoid volim ve osteoid yizeyi artar. Osteoid dokunun yapisi
degisir ve tabakali hali pleksiform goriinim kazanir. Peritrabekiler fibrozis,
eritropoezi bozar ve daralmis olan kemik iliginin eritropoetine yanitini azaltir. Aktive
osteoblast ve osteoklast sayisi artar (5).

Osteitis fibrozada trabekiiler kemik ylizeyinin tamamii kapsayacak sekilde fazla
miktarda ¢ift tetrasiklinli isaretlenme olur. Bu isaretlenme kemik olusumunun

hizlandigin1 ve belirgin mineralizasyon bozuklugu olmadigini gosterir.



Siddetli osteitis fibrosada kemik rezorbsiyonunu artmasi sonucu kortikal kemik
yaygin olarak g0z g0z hale gelir. Bu durum kemik saglamliginda azalmaya ve kirik

riskinde artisa yol agar (6).

2.1.2.2 Adinamik kemik Hastalhig

Renal osteodistrofi yelpazesinin diger ucunda ise diisiik dongiilii kemik hastaligi
veya adinamik kemik hastaligi (AKH) yer alir. Tetrasiklinli isaretleme ile 6lglilen
kemik olusumunun olmamasi veya diisiik olmasiyla birlikte osteoblast ve osteoklast
sayisinin olduk¢a az oldugu klinik durumdur. Kemik donguisii belirgin olarak
baskilanmistir ve 0zgln boyalarla aktif osteoklast tespit edilemez. Kemigin
histolojisi, osteoid dokunun ve aktive olmus osteoblastlarin olmamasi, ince bandlarin
olusmasi ve kemik rezorbsiyonunun belirgin olarak baskilanmis olmasi ile

karakterizedir. Genellikle tetrasiklinle isaretlenme olmaz (Sekil 2a).

Adinamik kemik hastalig1, insidansmnin giderek artmasia, neden oldugu kemik
kiriklarna ve vaskiiler kalsifikasyonlara bagli olarak mortaliteyi artirmasi nedeniyle
klinik olarak dikkat edilmesi gereken bir durumdur. Adinamik kemik hastaliginda
direngli hiperkalsemi, kemik dis1 kalsifikasyonlar ve kalsiflaksi (kalsifik Gremik
arteriolopati) siklig1 artmakta ve kemikteki kalsiyum miktar1 diigmekte, spontan

mikrofraktiirlerin diizelmesi olmamaktadir.

Prevalans1 tiim aragtirma gruplarinda giderek artmaktadir ve biopsi serilerinde %30-
50 arasinda degigmektedir. 1985 ve 2007 yillar1 arasinda diyaliz hastalarinda yapilan
1701 biopsi sonuclarinin incelenmesi ile adinamik kemik hastalig1 prevalansi % 33;
heniiz diyalize girmeyen kronik bobrek hastalarinda ise % 8 olarak tespit edilmistir
(7).

Yasl ve diyabetik hastalarda sik olarak tespit edilmektedir. Bu hastalarda
osteoprotegerin (OPG) diizeyi artar ve boylece osteoklastogenezin baskilanmasi da
adinamik kemik hastalig1 gelismesine katkida bulunabilir (8). Genellikle
paratiroidektomi yapilmasi, kalsiyum ve/veya D vitamini tedavisi gibi nedenlere

bagli olarak gelisen iatrojenik bir durumdur (9).
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Aluminyum zehirlenmesi giiniimiizde ¢ok nadir bir durum olmasina ragmen hala
diistik dongiilii kemik hastaliginin dnemli nedenlerinden biridir (Sekil 2b). Yaklagik
on yi1l 6nce aluminyum igeren fosfat baglayicilarm sik kullanilmasi nedeniyle
kemigin trabekiiler ylizeyinde aluminyum birikimine bagli adinamik kemik hastalig1
diyaliz hastalarmin %15’inde goriilmekteydi (10). Aluminyumun adinamik kemik
hastaligina neden oldugu ilk defa 1982°de gosterilmis ve yapilan tiim ¢aligmalarda
aluminyum toksikasyonu ile kemik dongiisiiniin baskilanmas1 arasindaki iliski tespit
edilmistir. Bu metalin mineralizasyon yizeyinde biriken miktar: ile osteoblastik
aktiviteyi ve kemik olusum hizini diisiirmesi arasinda belirgin bir iligki vardir. Bu
durum, adinamik kemik hastalig1 gelisiminde mineralizasyon yiizeyinde biriken
aluminyum miktarmim serum aluminyum diizeyi veya kemikte bulunan aluminyum

miktarindan daha 6nemli oldugunu gostermektedir (11).

PTH sekresyonu azaldik¢a adinamik kemik hastaligmin gelisimi artmaktadir. Uremik
hastalarda diyabet, hipotiroidi, steroid tedavisi, ileri yas, kronik karaciger hastaligi,
demir ve florin toksikasyonu ve asidoz gibi faktorler adinamik kemik hastaliginin
gelismesine en sik neden olan faktdrlerdir (12, 13). Diyabette paratiroid bezinde
mikrovaskiiler dolagimin azalmasi, hiperglisemi ve insiilin yetersizligi nedeniyle
adinamik kemik hastalig1 gelisebilir. AKH patogezinde rol aldig1 bilinen diger bir
faktor kalsiyum igeren fosfat baglayicilar ve D vitaminin fazla alinmasina bagh
olarak gelisen hiperkalsemidir. D vitamini hem PTH salgilanmasini azaltir hem de
aralikli olarak verildiginde dogrudan PTH gen ekspresyonunu baskilayici etki
gogterir. latrojenik hipofosfatemi AKH’nin PTH aracili diger bir nedeni olarak tespit

edilmistir.

Surekli ayaktan periton diyalizinde (CAPD) ise diyalizat sivilarimin kalsiyum
iceriginin yiiksek olmasi veya yiiksek doz oral kalsiyum igeren fosfat baglayicilarin
kullanilmas1 nedeniyle adinamik kemik hastaliginin goriilme siklig1 artmistir (14).
Ayrica bu hastalarin peritoneal membrandan protein kaybinin fazla olmasina baglh
serum albumin diizeyleri diistiktiir. Serum albumin diizeyinin diisiik olmasiyla kemik

dongiisiiniin diigiikliigl arasinda korelasyon oldugu bilinmektedir.



Kullanilan diyaliz membranlarinin da adinamik kemik hastalig1 gelisimine katikisi
vardir. Poliakrilnitril diyalizorler kuprafon (seltilozik) membranlardan daha fazla
osteoblastik ve ogteoklastik aktivasyonu azaltmaktadir (15). Bu durum daha fazla
biyo uyumlu ve/veya gegirgen hemodiyaliz membranlarmin kullanilmasinin kemik
dongiisiinde azalmaya yol agtigini gostermektedir. Hiicre aktivasyonunu saglayan
mediatorler (B2-mikroglobulin, ve inflamatuar sitokinler) ultrafiltrasyona ugramakta

veya bu membranlar hiicre dongiisiiniin uyarilmasini azaltmaktadir.

Sekil 2a. Osteoklastlarin bulunmadigi1 ya da ¢ok az sayida bulundugu, osteoid
dokunun azalmis veya normal olarak tespit edildigi diisiikk dongiilii kemik hastalig1

(Toluidin mavisi boyast)

Sekil 2b. Trabekiiler yiizeyde aluminyum birikimi (azurin solokrom boyasi)



2.1.2.3 Osteomalazi

Uremik ortamda osteomalazi, aluminyuma akut veya kronik olarak maruz
kalinmasindan sonra bu metalin kemikte birikimi ve de aktif D vitamini eksikligi
sonucu meydana gelir ve kemik mineralizasyonu bozulur. Uremik hastalarin
cogunlugunda kemik mineralizasyonu bozulmasina ragmen bu hastalarin biiyiik bir
kismi1 osteomalazi kriterlerini tam olarak karsilamaz. Bu hastaligin insidansi giderek
azalmakta ve diyaliz hastalarinda yapilan kemik biops serilerinde %5’ ten daha az
tespit edilmektedir (7). Aluminyum kullaniminin azalmasiyla birlikte osteomalazi
olduk¢a nadir olarak goriilmektedir ancak ciddi D vitamini yetersizligi olan
hastalarda agir metal maruziyeti sonrast tespit edilebilmektedir. Kemigin histolojik
incelemesi osteoid yiizey ve voliimiin belirgin olarak arttigini géstermektedir.
(Sekil 2c) (16).

Osteoblastlar tarafindan kollajen sentezi ve bu kollajenin mineralizasyonu bozuktur.
AKH’den farki ise mineralizasyondaki bozukluk kemik olusumundaki bozukluktan
daha fazladir. Boylece goreceli olarak osteoid fazlaligi meydana gelmektedir.
Osteomalazide tabakali goriiniimle birlikte ince bantlar vardir. Tetrasiklin

isaretlenmesi azalmis ve bulanik goriiniimdedir. Kemik dongiisii azalmistir.

Sekil 2c. Osteoid yiizey ve voliimiin belirgin olarak artisiyla karakterize osteomalazi

2.1.2.4Mikst Uremik Osteodistrofi
Mikst tremik osteodistrofi (MUQO) sekonder hiperparatiroidizmin 6zelliklerini
gosterir ve osteoid kalinlik ve voliim artmustir. Tetrasiklinli isaretleme ile kemik

mineralizasyonu bozulmus ve lekeli veya bugulu bir goriiniim vardir (Sekil 2d).
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Sekil 2d. Mikst tiremik kemik hastaligi: hiperparatiroidizmin histolojik bulgular1 ve
bozulmus mineralizasyon, osteoblastlar, rezorbsiyon kavitesindeki osteoklastlar ve
peritrabekiiler fibrozisle kismi olarak ¢evrili osteoid ylizeyi ve kalinlig1 artirr

(Mason-Golder boyast)

2.2 KBH-KMB’NIN HISTOMORFOMETRIK TANISI

Renal osteodistrofinin tanisini kesinlestirmek, siddetini belirlemek, alt tiplerini tespit
etmek ve degerlendirebilmek igin kemik biopsisi yapmak gereklidir. invaziv ve
hastalarin tiimiine kolayca yapilamamasima ragmen ROD tanisi i¢in altin standarttir.
Kompleks bir hastalik olmas1 nedeniyle biyokimyasal testler var olan kemik
histolojisini gostermek icin yetersiz kalabilir. Bu nedenle klinik semptomlarin ve
biyokimyasal bozukluklarin etyolojisinin tespit edilemedigi durumlarda kemik
biopsisi yapilabilir. Kemik olusum hizi ¢ift tetrasiklinli isaretleme kullanilarak
hesaplanir. Hastalara ya demeklosiklin ya datetrasiklin hidroklorid 10 mg/kg/gin
dozunda ardigik iki giin verilip 10 veya 20gln sonra ilag ayn1 dozda iki giin Slreile
yeniden verilir. Hastalara antibiyotik verildigi zaman fosfat baglayici verilmemelidir.
Verilen son antibiyotikten 3-7 giin sonra kemik biopsisi yapilir. Kemik
histomorfometrisine ek olarak aluminyum veya demir birikimini gostermek igin ozel

boyama yapilabilir. Iliak kanat biopisisi hastalar1 hastaneye yatirma ihtiyaci olmadan



giivenle ve minimal komplikasyonlarla yapilabilen bir islemdir. Kemik iligi biopsisi

endikasyonlar1 sadece tanimlanan durumlarla sinirlt olmamakla birlikte sunlardir:

Biyokimyasal parametreler arasinda uyumsuzluk,

Aciklanamayan kemik kiriklar1 veya kemik agrisi,

Siddetli progresif vaskiiler kalsifikasyon,

Aciklanamayan hiperkalsemi,

Aluminyum veya olas1 diger metallerin birikimi veya toksisite siiphesi

Eger hasta ge¢miste aluminyuma maruz kaldiysa veya biyokimyasal
Olclimler sekonder veyatersiyer hiperparatiroidiyle uyumlu olmadigi
durumlarda paratiroidektomi 6ncesi

Diisiiniiliiyorsa bifosfanat tedavisi baglanmadan 6nce

Kemik biopsilerinin statik ve dinamik parametrelerinin dlgimleri histomorfometrik

olarak Amerikan kemik ve mineral arastirmalar1 toplulugunun (Nomenclature

Committee of the American Society for Bone and Mineral Research) onerileri
dogrultusunda degerlendirilmektedir (Tablo 1) (17).
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Tablo 1. Uremik Kemik Hastahigmin Histomorfometrik Tanis1

Kisaltma ve MNormal Osteitis ~ Mikst Hafif ABD Osteomalazi
Parametre .
Birimler Degerler Fibrosa Osteopati Lezyo pal+ AT AR Al
Kemik Volimi
BURV Toplam 2145 N-72 N-7 N N N N
Volumin %'si
Osteoid Volim oV/TV Topl
/X Taplatty 18+04 2 A7 N NN NN AZ AR
Volimin %'si
Osteoid Yiizey 05/Bs Topl
{B5Toptam 11+3 2 An NNANNA 77 A7
Volimin %'si
Osteoid Kalinlik pm 6.3+15 N N N NN Ny (A2 AA
Osteoblastik Kalinhk 0bls/BS Toplam 3.6+12 a2 AN N y y y \
Volimin %'si
Erode Yizey ES/BS Toplam — A7 2 N N N N N
Yazeyin %' si
Osteoklast Yuzeyi 0CS/BS Toplam 0.5+0.2 EE 2 N (NN NN NY NN
Volimin %'si
Osteoklast Sayisi NOC/T.Ar n/mm? 0.2£0.1 AA A N N NN N
Meduller fibroz Mediller - Kemik <05 0.5 0.5 N N N N N
Alaninin %'si
Mineral eklenme Hiz MAR pum/Giin 0.62+0.22 A-N A-N N N N N N
ift etiketli Yi DLS/BS Topl
Cift etiketli Yiizey ;" ] oparn 52+1 7 N-7 N N N N N
Volimin %'si
Doku Diizeyinde Kemik BFR/BS a7 = N A \
Formasyon Hizi
Aluminyum Boyanmasi 0 = H+ + + - + -
cimento gizgilerinde
Osteoid/kalsifiye kemik 0 0 7 0 i R + )

araylzlerinde

(Albert Fournier, Roxana Oprisiu, Carine Hottelart, Paule Hardy Y verneau. Renal Osteodystrophy in
Dialysis Patients: Diagnosis and Trestment. Artif Organ.1998, 22(7):530-557"den alinmustir.)

Ana kriterler kutu i¢inde gosterilmistir.
Bu parametreler:
e Kemik Volimu (BV/TV): Doku volimtnun ytzdesi olarak ifade edilen
mineralize olmus kemik voliimii
e Osteoid Voliim (OV/BV): Kemik voliimiiniin yilizde olarak ifade edilmis
hali
e Osteoblast Ylzeyi (Ob.S/BS): Trabekuler kemik yiizeyinin ytizde olarak
ifade edilmis hali
e Osteoid Kalinlik: pm olarak Slgiiliir
o Osteoklast Ylzeyi (Oc.S/BS): Trabekiler kemik ylzeyinin yizde olarak
ifade edilmis hali
e Mineralizasyon Duraklama Zamani ( Mlt): Gun olarak ifade edilir
e Mineral Eklenme (kemiklesme) Hizi: um/giin olarak ifade edilir.
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e Doku Voliimiine gore Kemik Olusum Hizi (BFR/TV): pm®/mm?/giin
olarak ifade edilir. Trabekiler kemik ylizeyinde giinde birim basmna yeni
mineralize olan kemik miktarmin voliimetrik 6lgtimiidiir.

e Kemik Y Uzeyine gbre Kemik Olusum Hizi1 (BFR/BS): um/giin
Histomorfometrik veriler kullanilarak belirlenen osteodistrofi tiplerinin dlgiimleri su
sekildedir (17): Hiperparatiroidi, OV/BV > 3%, BFR/TV > 600 mm*/mm?/giin, MIt
<25 giin; Osteomalazi, OV/BV > 11%, BFR/TV < 400 mm*/mm?/giin; mikst lezyon
OV/BV > 11%, BFR/TV >400 mm’/mm?giin, M1t > 25 giin; Adinamik Kemik
hastaligi, OV/BV < 11%, BER/TV < 210 mm*/mm?/giin, ve Normal kemik histolojisi
OV/BV 2-11%, BFR/TV 210-600 mm*/mm?/guin.

Renal osteodistrofinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan kemik biopsilerinin
yorumlanmasi i¢in kemik dongiisii, mineralizasyon, voliim (TMV sistemi) olarak

belirlenen ii¢ histolojik tanimlayici kavram kullanilmaktadir (2) (Tablo 2, Sekil 3).

Tablo 2. Renal Osteodistrofide TMV Sistemi

Doéngu Miner alizasyon Volim

Diisiik Diisiik
Normal

Normal Normal
Anorma

Y Uksek Y Uksek

Kemik dongusi (turnover) kemik olusum ve rezorbsiyon siireci tarafindan
belirlenen iskelet yeniden sekillenmesini ifade eder. Cift tetrasiklinli isaretleme ile
osteoblast iglevi dinamik olarak 6lgiiliip histomorfometrik olarak degerlendirilir.
Kemik olusum hiz1 ve aktivasyon siklig1 kemik dongiisiinii degerlendirmek i¢in
kabul edilebilir parametreler saglar.

Mineralizasyon iskelet yeniden sekillenmesinin olusum fazinda kemik kollajeninin
ne kadar iyi kalsifiye oldugunu ifade eder. Osteoid voliim ve osteoid kalinligin statik
Ol¢timleri, mineralizasyon duraklama zamani ve osteoid maturasyon zamaninin ¢ift

tetrasiklinli isaretleme ile dinamik olarak olculerek degerlendirilir. Mineralizasyonun

12



bozulma nedenleri D vitamini eksikligi, mineral yetersizligi, asidoz ve aluminyum
toksisitesidir.

Volum her bir doku basina diisen kemik miktarimni gosterir. Kemik volimu
stingerimsi kemikte statik olarak histomorfometrik olarak degerlendirilir. Bazen
kortikal kemik voliimii ve kalinligimin 6l¢iimii ek bilgi saglayabilir. Genel
populasyon ve KBH hastalarinda kemik voliimiiniin belirleyicileri yas, ik, cinsiyet,
genetik faktorler, endokrin bozukluklar, mekanik uyarilar, toksisiteler, ndrolojik

islevler, vaskiiler dolagimin yeterliligi, bliylime faktorler ve sitokinlerdir.

Yiksek

Kemik
Vollimii

Diisik

Mormal

Mineralizasyon

Anormal

DEEU\
Dongii

Sekil 3. Kemik Histomorfometrisinin TMV smiflamasi.

Yiksek

Her eksen TMYV smiflamasinin tanimlayici kavramlarint géstermektedir: Dongii (diisiik dongiiden
yiiksege), mineralizasyon (normalden anormale), kemik voliimii (diisiik voliimden yiiksege). Her bir
hastanin parametreleri grafik {izerine isaretlenebilir veya ortalamalar ve gruplanmis verilerin araliklar1
gosterilebilir. Kirmiz siitun diisiik kemik doéngiisii ve anormal mineralizasyonla tanimlanan
osteomalaziyi (OM) gostermektedir. Kemik voliimii osteopatinin siddeti ve siiresine ve diger
faktorlere bagli olarak diisiik ve orta derece arasinda olabilir. Adinamik kemik hastaligini1 (AKH)
temsil eden yesil siitun, diisiik kemik dongiisii, normal mineralizasyon ve diisiik kemik voliimiinii
gostermektedir. Sari siitun ( hafif hiperparatiroidiye —HPT- bagli osteodistrofi) ve mor siitun ( OF,
osteitis fibrosa veya siddetli hiperparatiroidizme bagli osteodistrofi) orta, yiiksek kemik dongiisii ve
osteodistrofinin siiresine bagl olarak degisken kemik voliimiinii temsil eder. Mavi siitun (mikst
Uremik osteodistrofi, MUQ) yilksek kemik dongiisii, normal kemik vol im, anormal mineralizasyonu
gosterir. TMV siniflama sistemi KHB’liginda meydana gelen kemik bozukluklarini kesin olarak
tanimlar.
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2.3 KRONIK BOBREK HASTALIGI-KEMIK VE MIiNERAL
BOZUK LUK LARINDA HISTOPATOLOJIK TiPLERIN
ETYOPATOGENEZI

2.3.1 Reseptor Aktivator Nukleer Faktor Kappa B Ligand (RANKL), Reseptér
Aktivator Niikleer Faktor Kappa B (RANK), Osteoprotegerin (OPG) Aks1

Osteoblast ve osteoklastlar arasindaki iletisim ve aktivasyon mekanizmalari tam
anlagilamamakla birlikte reseptor aktivator nikleer faktor kappa B (NF-kB) ligand
(RANKL), reseptor aktivator nikleer faktor kappa B (RANK), osteoprotegerin
(OPG) aksinin tespit edilmesi bu karmasik etkilesimin kismen de olsa anlagilmasini
saglamistir. OPG, osteoblastlar tarafindan tiretilen, in vitro osteoklastik aktivasyonu,
in vivo kemik rezorbsiyonunu inhibe eden bir proteindir (18). RANKL (TNF ile
iliskili protein) osteoklastogenezisin diizenlenmesinde anahtar roll olan bir
faktordir. Osteoblastlar, aktive stromal hiicreler ve sinovyal fibroblastlar da RANKL
ekspresyonu yapmaktadir. RANKL bu hiicrelerin yiizeyinde bulunan tip I
transmembran proteinidir ve eriyik haldeki sekli proteolitik olarak salinir (19).
Osteoklast 6nctilti olan hiicreler (progenitor) yuzeylerinde RANKL igin reseptor
olan RANK eksprese (ifade) ederler. RANK ve RANKL baglanmasi osteoklastlarin
farklilagmas1 ve aktivasyonuna ayrica bu reseptorleri ylizeylerinde eksprese
etmelerine neden olur (20). RANKL icin tuzak reseptor olan OPG, RANKL’ n
RANK’a baglanmasini engeller ve boylece osteoklastogenezisin aktivasyonu inhibe
olur. RANKL/OPG oran osteoklast gelisimi i¢in temel bir faktordir. Osteoblastlar
olgunlastiginda RANKL ekspresyonu diiserken OPG ekspresyonu degismeden kalir
(21). Bu da osteoblastlarin olgunlasma durumuna bagl olarak osteoklastogenezisi
hem inhibe hem de kontrol ettigini gosterir. Ayrica, osteoblast farklilagmasinin ana
diizenleyicisi olan BMP (kemik morfojenik protein) ve Wnt (‘ Wingless integration
site’ genleri) de RANKL/OPG aksini etkileyebilir. Bu bulgularm tiimii kemik
yeniden sekillenmesi sirasinda kemik olusum ve rezorbsiyon dengesinin

kompleksligini vurgulamaktadir.

RANKL/RANK/OPG sistemi PTH, kalsitriol, 6strojen, glukokortikoidler,

interlokinler, transforming growth faktor-f (TGF-) gibi hormon ve sitokinler
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tarafindan oldukga sik1 bir sekilde kontrol edilmektedir (Sekil 5). Bu sistem kemik
yeniden sekillenmesinin son ortak yolag1 olarak diisiiniilebilir. Uremik kosullarda ise

bu aks belirgin olarak etkilenmektedir (Sekil 4).

osteoblast
osteoclast

1,25D3
IL18 (»)
PTHIP

IL-6 +sIL-6R
IL-11
ete.

osteoblast

osteoclast

@ osteoprotegerin YRANKL Q@ rank

Sekil 4. Uremide OPG birikiminin rolii. (A) PTH diizeyi normal veya diisiik. (B) PTH diizeyi yiiksek.
OPG birikimi PTH diizeyinden bagimsiz olarak meydana gelir. PTH diizeyi yiiksek oldugunda
osteoblast yiizeyinde cok miktarda RANKL eksprese edilmektedir. RANKL aktivitesinin OPG
tarafinfan engellenmesi tespit edilmemektedir (B). Tedavi ile PTH supresyonu sonrasi meydana gelir

(A).
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Sekil 5. RANKL ve OPG’nin osteoklast aktivitesi ve sayist iizerine etkisinin diagram
olarak gosterilmesi

2.3.2 Sekonder hiperparatiroidizmin (sHPT) Patogenezi

ROD’de kemik yeniden sekillenmesi, kemik olusum ve rezorbsiyon dengesinin
diizenlenmesi bozulur. Sekonder hiperparatiroidinin (sSHPT) bu stiregten sorumlu
oldugu uzun zamandir bilinmektedir. PTH osteoblastlarda RANKL ekspresyonunu
artirarak ve OPG ekspresyonunu azaltarak (RANKL/OPG oranini degistirerek)
osteoklastogenezisi ve kemik rezorbsiyonunu artirir (Sekil 4) (22). PTH in
osteoblastogenezis ve kemik olusumu tzerindeki etkileri oldukca az bilinmektedir.

Yapilan hayvan ¢alismalarinda genetik olarak PTH defekti (PTH -/- ) olusturulmus
farelerde kemigin biiyliyen parcasinda (spongiosa) osteoblast sayisinin azalmast
nedeniyle biiyiime durakladigi gosterilmistir. (23). Ayrica, bu farelerde kortikal
kalinlik artarken osteoblast defekti trabekiiler kemik kiitlesinin diismesine neden
olmaktadir. PTH -/- farelerde osteoblast sayisimin azalmasmim mezenkimal
hiicrelerden osteoprogenittr hiicrelere doniisiimiin azalmasina ve osteoblast

apoptozunun artmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir. PTH -/- farelerde sonradan
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kemik rezorbsiyonun azalmasi yiiziinden trabekiler kemik kiitlesi ve PTH iligkili
peptitlerin anabolik aktivitesi artmaktadir (24).

PTH’mn kortikal ve trabekiiler kemik {izerinde etkilerinin farkli oldugu
gorulmektedir. PTH reseptoriiniin aktive olmasi kortikal kemigin azalmasina ve
trabekiiler kemigin artmasina neden olur (25). Osteoklast sayis1 ve kemik
rezorbsiyonu kortikal ve trabekiiler kemikte artarken osteoblast sayisi periost atinda
azalir fakat trabekUler kemik ve endosteumda artar. Primer hiperparatiroidizimde
yapilan kemik dansitometrisi (26) ve histoloji (27) ¢alismalar1 kortikal kemik kayb1
ile birlikte trabekiiler kemigin korundugunu veya arttigini ortaya ¢ikarmistir. Benzer
bulgular ROD ile birlikte sekonder hiperparatiroidide tanimlanmistir (28). Sonug
olarak, paratiroid hormon artis1 kortikal poroziteyi artirirken trabekuler kemik

hacmini koruyor veya artirtyor gériinmektedir.

In vitro ¢alismalarda PTH’ un aralikli olarak verilmesi osteoblast proliferasyonunu
uyarirken siirekli verilmesi inhibe ettigi gosterilmistir. (29). Aralikli PTH
verildiginde artan osteoblast sayis1 mezenkimal KOk hticrenin osteoblastlara
farklilagmasindan ¢ok osteoblast dmriiniin uzamasina ve apoptozun azalmasina bagl
olahilir (30). Diger hticre serilerinin veya osteositlerin osteoblastlara doniistiimi
osteoblast sayisinda artisa katki saglayan baska bir faktor olabilir (31). Ayrica, in
vitro ¢alismalar PTH’1in mezenkimal kdk hiicreyi osteoblast serisine farklilasmasi
i¢in uyardigini ancak olgun osteoblastlara farklilagsmay1 kontrol etmek i¢in yetersiz

oldugunu da gostermistir (32).

PTH’ nun uzun siireli ve yiksek diizeyde kalmasi kemik iliginde fibrozise de yol agar
(33). Kemik iligi fibrozisi osteitis fibrosanin patolojik bulgusudur. Fibrozis hem
primer hem de sekonder hiperparatiroidide gorulir. Gergekte pre-osteoblast olan
fibroblast benzeri hiicrelerin kemik iligi fibrozisinden sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir (35). Bu hiicreler PTH’a yanit olarak prolifere olup osteoblast
oncullerini (progenitor) eksprese ederler ancak osteoblasta farklilagsmasi bozuktur ve
kemik olusturamazlar. Fibroblast benzeri hiicreler PTH uyarisi ile mezenkimal kok

hiicreden kaynaklanmakta ve tam olarak osteoblastlara farklilasamamaktadir. Bobrek
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islevlerinin normal oldugu primer hiperparatiroidide bu hticreler PTH duizeyinin
normale dondur tilmesinden sonra tamamen osteoblastlara doniismektedir. Bu
bulgular PTH’n osteogenezisin kontroliinde yetersiz bir faktor oldugunu
gostermektedir.

Pre-osteoblast oldugu diisiiniilen, fibroblast benzeri hlicreler osteogenezi kontrol
eden faktorler tarafindan osteoblastlara doniistiiriilebilir. Kemik morfojenik faktorler
(BMPs) kemik tzerinde oldukca giiglii anabolizan etkisi olan faktorlerdir. Bu
faktorlerden biri olan BMP-7 primer olarak bobrekler tarafindan iiretilir ve normal
bobrek gelisimi igin gerekli bir faktordiir (34). BMP-7'nin farelerde genetik
delesyonu displastik bobrek, iskelet gelismesine ve lens defektlerine yol agmaktadir.
BMP-7'nin mezenkimal kok hticrenin osteoblast serisine farklilagmasini kontrol
edebilen tek faktor olarak yeterlidir. Bu nedenle BMP-7 osteitis fibrosanin
tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bir hayvan modelinde, BMP-7
tedavisi KBH ve sHPT peritrabekiler fibrozisi tamamen geri dondiirmiistiir (35) ve
kemik iligi fibrozisindeki gerileme PTH diizeyinden bagimsizdir. Ayrica, BMP-7
osteoblast sayisini1 ve kemik olusumunu daha da artirmaktadir.

Bobrek islevleri normal ve primer hiperparatirodizm tespit edilen hastalarda PTH
dizeyinin normale donmesiyle kemik yeniden sekillenmesi normale doner (36)

ancak ayni durum sHPT de gbrilmez.

2.3.3 Adinamik Kemik Hastahgmn Patogenezi (AKH)

KBH’ nin klinik seyrinde PTH’un diizeyinin diisiik olmasimnin yani sira fizyolojik
diizeylerde de AKH ortaya ¢ikabilmektedir (37). Bu durum su sekilde agiklanabilir:
Uremik kemik PTH’ nun etkisine bir sekilde direnglidir ve iskelet yeniden
sekillenmesini stirdiirmek i¢in hormon diizeylerinin fizyolojik sinirlarin iistiinde
olmasi gerekir. Kemigin PTH’a kars1 direngli olmasi sadece KBH’na 6zgu bir
durumdur.

AKH'’ da kemik olusumunun diisiik olmasinin bir¢ok nedeni vardir. D vitamini
yetersizligi, fosfor diizeyinin yiiksek olmasi, metabolik asidoz ve dolasimda sitokin
diizeylerinin yiiksek olmasi, strojen ve testesteron diizeylerinin diisiik olmasi gibi
faktorler diizeltilebilir nedenler arasindadir. PTH direnci, dolagimdaki inhibitér PTH

fragmanlarinin (PTH genis C fragmani) iiremik durumda artmis olmasi ve kemikte

18



PTH reseptor ekspresyonunun azalmasi hipotezi ile agiklanabilir. (37). Biriken PTH
(7-84) fragmam sHPT de azalmis olan PTH reseptoriine baglanarak PTH’1n kemik
Uzerindeki anabolik etkilerini antagonize eder (38). PTH da kendi reseptérlerinin
downregulasyonuna neden olur. PTH’1n osteoblast farklilasmasindaki yetersizligi
dikkate alindiginda AKH’de kemik yeniden sekillenmesinin belirgin olarak kaybi
sadece PTH direncine baglanamaz.

Genetik olarak LDL reseptor defekti (LDL -/-) olusturulmus fareler fazla yagl
diyetle beslendiklerinde kemik yeniden sekillenmesinde belirgin olarak diisme
goriilmiistdr (39). KBH olusturulmus, LDL -/-, fazla yagli diyetle beslenen farelerde
belirgin sHPT gelismesine ragmen AKH gelismistir. Bu bulgular KBH nin dogrudan
kemik yeniden sekillenmesinin azalmasina katkist oldugunu ve bu durumun PTH
etkisinden kismi olarak bagimsiz oldugunu gostermektedir. KBH’da kemik yeniden
sekillenmesini kontrol eden faktorlerin kaybolmasi veya kemik anabolizmasi inhibe
eden faktorlerin birikmesi VDR (D vitamini Reseptdrii) aracili yolaklar1 veya diger
mekanizmalar1 bozarak kemik olusumunun azalmasina neden olur. 1,25
dihidroksivitamin D diizeyinin diisiik olmas1 VDR ekspresyonunun diisiik olmasina
neden olur. VDR, osteoblast farklilagsmasini1 dogrudan artirdigindan normal kemik
olusumu ve mineralizasyonu icin en 6nemli faktordir. Osteoblastlar Gzerindeki
VDR’ niin akivasyonu osteoblast apoptozunu da 6nler (40). Ayrica, ostoblastlarin la.-
hidroksilaz aktivitesi vardir ve 1,25 dihidroksivitamin D Uretirler. Serum PTH
diizeyinin yliksek olmasi bazi hastalarda yiliksek dongiilii kemik hastaligina neden
olurken bazi hastalarda eslik eden durumlarin katkisiyla VDR downregilasyonuna
yol agar. Bu durum kemik olusumunun daha da diismesine neden olur. Yiiksek fosfat
duzeyi bobreklerden lo-hidroksilaz ekspresyonunu diisiirerek 1,25 hidroksivitamin D
dizeyini, kemiklerde ve paratiroid bezinde VDR ekspresyonunu azaltir. Metabolik
asidoz da la-hidroksilaz aktivitesini inhibe eder ayrica dogrudan osteoblast
islevlerini etkileyerek kollajen sentezini azaltir. Osteoklastik aktiviteyi artirarak
kemik rezorbisyonunu uyarir. TUm bu faktorler osteoblastik aktiviteyi azaltarak
kemik olusumunun diismesine neden olmaktadr. Ileri glikasyon son iiriinlerinin
(AGEs) birikimi de osteoblastik apoptozu kolaylastirir. Urik asit birikimi ise 1,25

dihidroksivitamin D sentezini baskilamaktadir.
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Ostoblast apoptozunun diizenlenmesi kemik olusum hizini belirleyen ana
mekanizmalardan biridir. Kemik yeniden sekillenme birimlerinde osteoblastlarin
yaklasik %60-90’1 apoptozis ile 6lmekte ve geri kalanlar ise osteosit ve diger kemik
cizgisindeki hticrelere dontismektedir. Aktif osteoblastlardaki antiapoptotik
proteinler TGFB, Wnt, IGF-1, FGF-2, PTHrP ve IL-6 iken 0strojen, androjen ve D
vitamini analoglar1 antiapoptotik hormonlardir. Aralikli olarak PTH enjeksiyonu
kemik olusumu ve kitlesini artirarak antiapoptotik etki gosterir. TNFa, IL-1, BMP ve
AGE ise proapoptotik proteinlerdir.

2.3.4 Sitokinlerin Renal Osteodistrofideki Roll

Kronik bobrek yetersizliginde (KBY) bir¢ok sitokin kemik yeniden sekillenmesini
siklusunun farkli evrelerinde etkileyebilir ve yeniden sekillenme (remodelling)
bozukluklarinin patogenezinde 6nemli rolleri vardir. Diyaliz hastalarinda interlokin-1
(IL-1) diizeyinin yiiksek olmasi1 kemik dongustint etkiler. IL-1 reseptor antagonisti
(IL-1Ra) de KBY hastalarinda yiiksek olarak bulunmaktadir ve IL-1Ra ile osteoblast
ylizeyi arasinda ters bir iligki tespit edilmistir (41). Bir diger yeniden sekillenme
aktivatoru olan timor nekroz faktori-a (TNF-a)) da iiremik hastalarin serumunda

yiiksek olarak bulunmaktadir.

Osteoklasteogenesis ve osteoklast islevleri RANK/RANKL/OPG sisteminin yani sira
rezorbtif bir sitokin olan IL-6 tarafindan da etkilenmektedir. Diyalize girmeyen
bobrek yetersizlikli hastalarda ve diyaliz hastalarinda 1L-6 ve etkisini diizenleyen
solubil IL-6 reseptorii (sIL-6R) diizeyi yiksektir. Uremik hastalarda s|L-6R/IL-6
orani ile osteoklast yiizeyi arasinda ters bir iliski oldugu gosterilmistir (41). Ayrica
Uremik hastalarda osteoklastlarda I L-6 reseptorinin mRNA ekspresyon diizeyinin
osteoklastlarin rezorbtif kapasitesi ile paralel oldugu tespit edilmistir (42). sIL-
6R/IL-6 diizeyindeki dengenin bozulmasi ile birlikte paratiroid bezi islevlerindeki ve
kalsitriol diizeylerindeki degisikliklerin yiiksek veya diisiik dongiilii kemik
hastaligia yol actig1 kabul edilmektedir. Bu sonuglara gore IL-6, PTH ve kemik
rezorbsiyonunu uyaran diger faktorleri etkileyebilen bir faktordur (43). Tum bu
sitokinler osteoblast islevlerin1 dogrudan azaltarak adinamik kemik hastaligi

gelisimine katkida bulunabilir.
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Osteoblast biiyiimesi, farklilasmas1 ve aktivitesini diizenledigi bilinen faktorlerin de
iiremik durumda degistigi bilinmektedir. Uremide insiilin benzeri biiyiime faktdriiniin
(IGF-1) arttig1 ve KBH olan hastalarda kemik olusum hizi ile IGF-1 arasinda
PTH’dan bagimsiz bir korelasyon oldugu tespit edilmistir (44). |GF-1 diizeyinin ya
da IGFBP-5 (Insiilin benzeri biiyiime faktérii baglayici protein) diizeyinin diisiik
olmasima bagli kemik olusumu azalabilir. A¢iklandigi gibi BMP-7 biyuk oranda
bobreklerde tiretilmektedir. Akut veya kronik bobrek yetersizligi olan bazi hayvan
modellerinde BMP-7 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (45). Renal hasar
sonucu BMP-7’nin kaybinin AKH patogenezine katkida bulunabilir. BMP-7 AKH’11
hayvan modellerinde kemik yeniden sekillenmesini diizeltmektedir. BMP-7 eksikligi
potansiyel olarak PTH direncine neden olmasina ragmen BMP-7"nin PTH reseptor
ekspresyonunu artirdig1 ve osteoblast benzeri hiicreler lizerinde PTH etkisini artirdigi
gosterilmistir (46). Ayrica BMP-7 ve Wnt aktivitesinin olmamasi durumunda kemik

iliginde kok hiicre regiilasyonu i¢in PTH diizeyinin yiiksek olmas1 gerekir (47).

24 FOSFAT HOMEOSTAZI

Fosfat hiicre yapis1 ve metabolizmasinda 6nemli rolii olan ana minerallerden biridir.
Enerji metabolizmasi, proteinlerin fosforilasyonu araciligiyla hiicrelerdeki sinyal
yolaklarmin aktivasyonu, niikleik asit metabolizmasi, hiicre biitlinliigii ve kemik
metabolizmasinda fosfat primer olarak rol alir. Eriskin bir erkekte viicudunda toplam
15-20 mol arasinda (12 g/kg) fosfat bulunmaktadir bunun da ¢ogunlugu (%80-90)
kemik ve dislerde kalsiyumla birlikte hidroksiapatit olusturur. Geri kalan fosfat
yumusak dokuda, hiicre dis1 stvida ve eritrositlerde bulunmaktadir. Yumusak doku
fosfor miktar1 dokularin yas agirhigimin %0,02°si kadardir. Plazma veya serumda
fosfor inorganik fosfor (Pi, 0,71-1,36 mmol), lipid fosforu (2,23-3,13 mmol) ve
fosforik asit (0,86-1,45 mmol) olarak bulunur. Plazmada viicut toplam fosforunun
kiigtik bir kism1 bulunmaktadir ve inorganik fosfat viicuttaki toplam fosfor depolarini
yansitmaz. Fosfatin atom agirligi 31°dir,[ mmol/L= (mg/dl x 10)/molekiil agirlig1 ]

formalt ile mmol/L olarak olgulebilir.

Hiicre dis1 fosfat konsantrasyonu kalsiyum kadar sik1 bir sekilde kontrol edilmez.

Gun icinde konsantrasyonu oldukga degiskendir. Sabah erken saatlerde en diisiik
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degerindeyken en yiiksek degerine aksam 20:00 civarinda ulasir. Ayrica yaz
aylarinda kis mevsimiyle karsilastirildiginda daha yiiksektir.

Yeterli fosfat i¢eren bir diyetle yaklagik 20 mg/kg/giin ( ~1500 mg) fosfat
alinmaktadir. Bunun yaklagik 16 mg/kg/giin (~1100 mg) ince bagirsaktan emilmekte
ve 3 mg/kg/giin (~200 mg) pankreatik ve ince bagirsak salgilari ile sekrete
edilmektedir. Boylece net 13 mg/kg/gin (~900 mg) emilimi olmakta, 7 mg/kg/gin
fosfor fecesle atilmaktadir. Emilen fosfor hiicre dis1 siviya gegmekte ve ihtiyag
durumuna gore kemiklere yerlesmekte veya kemiklerden ¢ikmaktadir (~3
mg/kg/gin). Kemigin yeniden sekillenme hizi (olusum ve rezorbsiyon) serum fosfor
konsantrasyonunun belirlenmesi igin dnemli bir faktordur. Plazma fosforu
glomerullerden filtre edilir ve tubuler siviya geger. Kalsiyum gibi plazma
proteinlerine bagli olmadigindan fosforun tamami tubuler siviya gecer ve plazma ile
yaklasik ayni konsantrasyonda bulunur. Yaklasik 13 mg/kg/giin fosfor, bagirsaktan
emildigi miktara esit miktarda idrarla atilir (48) (Sekil 6).

{
Gidalar .
Kemik %
20 me/ke/giin i )
e/ke/e Formasyon \ Rezorbsiyon
Bagirsaktan Emilen o ¥ ) -
Toplam Fosfor 3 mg/kg/giin 3 mg/kg/glin
s
16 mg/kg/giin
s Fosfor
Bagirsak ‘{: Depolan
Sindirim Sivisinda Fosfor
3 mg/kg/giin N
o
Feges
7 mg/kg/giin idrar
13 mg/kg/giin

Sekil 6. Insanlarda Fosfor Homeostazi

(Theresa J. Berndt, Susan Schiavi and Rajiv Kumar. “Phaosphatonins’ and the regulation of
phosphorus homeostasis. Am J Physiol Renal Physiol 2005; 289: F1170-+1182"den almmustir.)

Fosfor ince bagirsaktan, dzellikle jejenumdan, transselller ve paraselller olarak
emilmektedir. Transselller mekanizma sodyum-fosfat tip 11b kotransporter (NaPi-
[1b) sistemi ile saglanmaktadir (49). Fosfat emiliminin paraseliiler yolaginda fosfor

emilimi bagirsak liimenindeki fosfor konsantrasyonuna baglidir. Diyetle alinan fosfor
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miktari arttik¢a fosfor emilimi de artmaktadir. Fosfor dolasima veya hiicre dis1 siviya
ulagtiktan sonra fosfor kemikler basta olmak iizere ¢esitli dokulara girer. Bunun bir
kismini1 da NaPi-III kotransporter aktivitesiyle saglar. Plazma inorganik fosfati
glomerullere fitre olduktan sonra biyik bir bolumi proksimal tubulden NaPi-11a
kotransporter araciligiyla geri emilir (50). NaPi-11a kotransporter aktivitesi serum Pi
diizeyi diisiikligii ve 1,25 (OH), D3 vitamini ile artirilirken PTH ve fosfatoninler
tarafinfan azaltilir.

Fosfor homeostazmin diizenlenmesi paratiroid hormon ve D vitaminin rol aldig1
kompleks bir olaydir. Ancak inorganik fosfat heomeostazina paratiroid hormon ve D
vitamininin yani sira fosfatonin [Fibroblast growth fakt6r-23 (FGF-23) ve klotho,
fibroblast growth faktor-7 (FGF-7), secreted frizzled-related protein 4 (sFRP-4),
matriks ekstraselller fosfoglikoporotein (MEPE)] olarak tanimlanan faktorler de
katkida bulunmaktadir. Ayrica, diyetteki fosfat miktari, dopamin, adrenerjik aktivite
ve kan pH’1 da plazma inorganik fosfor konsantrasyonunu etkiler. Bagirsaktaki fosfat
konsatrasyonunun artmasi ile salinan 6zgiin intestinal faktorler (‘intestinal
fosfatoninler’) fosfatin bobreklerden geri emilimini degistirmektedir (51). Intestinal
fosfatoninler gidalarla fosfat alindiktan sonra bobreklerden fraksiyone fosfat
ekskresyonunu akut olarak etkilemekte ve diyetteki fosfat degisikliklerine akut
adaptasyonda rol aliyor gériinmektedir. Diyetteki fosfat degisimine uzun stireli
adaptasyon PTH, kalsitriol ve fosfatoninlerce saglanmaktadir.

FGF-23 ve sFRP-4 proksimal tubulden fosfat geri emilimini, 1,25(OH),D sentezini
ve bagirsaklardan fosfat emilimi azaltarak dogrudan ve dolayli olarak negatif fosfat
dengesi saglar. FGF-7 ve MEPE ise bobrek epitelyal hiicrelerde fosfat transpotunu
inhibe eder ve MEPE nin fosfatiirik etkisi vardir. Ancak FGF-7 ve MEPE’nin
hipofosfatemiye sekonder olarak 1,25(0OH),D3 artisini 6nledigi veya 1 o hidroksilaz
aktivitesini inhibe ettigi gosterilmemistir.

Kronik bobrek hastaliginda ise fosfat homeostazi gastrointestinal emilim, spesifik
hedef organlada etkisini gosteren bir takim hormonlar tarafindan endokrin kontrol
[paratiroid hormon, D vitamini, fibroblast blyime faktori (FGF-23) ve klotho] ve
renal ekskresyon tarafindan siirdiiriiliir. Kalsitriol {iretiminin azalmasi kalsiyumun

intestinal emilimin azaltarak hipokalsemiye neden olur. Hipokalsemi tarafindan PTH
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sekresyonunun uyarilmasi glomeruler filtrasyon hizinin diismesine ragmen fosfat
ekskresyonun artirir.

Kalsitriol iiretiminin azalmasi ayrica osteosit ve osteoblastlarin FGF-23 Uretimi igin
olumsuz bir sinyaldir. FGF-23 bobreklerde hem fosfat emilimini hem de kalsitriol
sentezini inhibe eder (52).

Kronik bobrek hastaliginda 6nemli bir tampon sisteminin kaybedilmesine ragmen
hiperfosfatemi fosfatin intraseliiler ortama ge¢mesi veya kemik, yumusak dokuya
birikimi ile diizeltilebilir. Bu nedenle iskelet, kronik bobrek hastaliginda mineral
dizeylerini tamponlayabilme kapasitesi nedeniyle fosfat dengesinde anahtar faktor
olarak gorinmektedir. Bu a¢idan bakildiginda, bozulmus mineral metabolizmasimin
yol a¢t1g1 klinik sonuglarin 6nlenmesinde kemigin saglikli olmasinin ¢ok biiylik
onemi vardir (53). Kronik bobrek hastaliginda kemikler fosfat tamponlamasi
yapamaz ve hiperfosfatemiyi artirir. KBH’da kemik yeniden sekillenmesinin dengesi
diisiik veya yiiksek dongii yoniinde olabilir. Adinamik kemik hastaliginda mineraller
diistik dongii ve mineral alim kapasitesinin diisiik olmas1 yiiziinden kemige normal
olarak giremez. Hiperparatiroid kemik hastaliginda ise kemikten net mineral ¢ikigi
olur. Bu yiizden her iki durum hiperfosfatemiye katkida bulunur. Kemigin rezervuar
islevini yapamamasi pozitif fosfat dengesine yol agar. Kemikler artan fosfat
diizeylerini kompanse edemedigi zaman damarlar ve yumusak dokular mineral
birikimi icin hedef organ haline gelmektedir

Serum fosfat diizeyi tiim viicut fosfatm duyarli olmayan bir 6lcimudur. V Ucuttaki
fosfatin sadece % 1’1 serumda bulunmaktadir ve sabah ve aksam 6l¢iimleri arasinda
yaklasik % 30 fark tespit edilebilmektedir. Serum fosfat diizeyi glomeruler filtrasyon
hiz1 30 ml/dk’nin altina diisiinceye kadar mineral homeostazimin diger
parametrelerinde bozukluklar meydana gelmesine ragmen normal sinirlara arasinda
kalabilmektedir. (54). NHANES (National Health & Nutrition Examination Survey)
Il veritabaninda 14772 hastanin bilgileri analiz edildiginde, kreatinin klirensindeki
her 10 ml/dk’lik diisiisiin serum fosfat diizeyini sadece 0,03 mmol/L (0,093 mg/dl)
artirdig, kreatinin klirensi 20 ml/dk’nin altina diisiinceye kadar serum fosfat
diizeyinin bobrek islevleri normal olan kisilerden sadece 0,30 mmol/1 (0,93 mg/dl)
yiiksek oldugu goriilmiistiir (55). Bu ince degisiklikler ve gece giindiiz degiskenligi
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serum fosfat dl¢limiiniin evre III ve IV kronik bobrek hastaliginda klinik kullanim

degerini azaltmaktadir.

2.4.1 Fosfatoninler

Fosfatonin terimi, ilk defa 1994 ylinda tiimoriin neden oldugu osteomalazi
olgularinda (TIO) proksimal tubul hiicrelerinde fosfat transportunu etkileyen faktor
veya faktorleri tanimlamak i¢in kullanilmaya baslanmustir. Fosfatoninler CAMP’ den
bagimsiz olarak etki gosteren, 25-hidroksivitamin D’ nin 1-o hidroksilasyonunu
azaltan dolagimdaki fosfatiirik faktorlerdir. Sonug olarak hipofosfatemiye neden
olmaktadirlar (56).

2.4.1.1 Fibroblast Growth Faktor-23/Klotho Aksi

Fibroblast growth faktor-23 (FGF-23) serum fosfat diizeyini diisiiren bir hormondur.
Serum fosfat diizeyi yiikseldiginde kemiklerden salinir ve bobreklerde fosfatiirik ve
D vitamini sentezini baskilayici olarak etki gosterir. FGF-23'Un FGF reseptorine

baglanabilmesi i¢in bir koreseptor olan Klotho’ya ihitiyact vardir.

FGF-23 ilk defa otozomal dominant hipofosfatemik rikets (ADHR) hastalarinda
mutant bir gen olarak tespit edilmistir (57). ADHR hastalarinda FGF-23 geninde
missense mutasyonu vardir ve bu mutasyon FGF-23’iin proteolitik yikimini engeller.
Sonug olarak ADHR hastalarinda FGF-23 duizeyi yuksektir. FGF-23 etkisi sonucu
negatif fosfat dengesi meydana geldiginden bu hastalarda hipofosfatemi ve rikests
geligir. FGF-23"{lin yiiksek olmasinin neden oldugu bir¢ok fosfat kaybettirici
sendrom tespit edilmistir. Onkojenik osteomalazi veya tiimoriin neden oldugu
osteomalazi (T10) FGF-23 iireten tiimorler tarafindan olusturulur ve timaorin
¢ikarilmasindan sonra FGF-23 diizeyi zamanla normale doner (58). X’e bagh
hipofosfatemik rikets (XLH) ve otozomal resesif hipofosfatemik rikets (ARHR)
sirastyla PHEX ve DMP-1 (dentin matriks protein-1) genlerindeki mutasyon
nedeniyle meydana gelir. PHEX X kromozomu Uzerindeki endopeptidazlarla
benzerlik gosteren fosfat diizenleyici bir gendir ve fosfattirik peptitlerin
parcalanmasindan sorumludur. Osteositler tarafindan eksprese edilen bu iki gen

FGF-23'le birlikte Uretilir ve sekrete edilir. PHEX gen delesyonu olan Hyp
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farelerinde (insanlardaki X’e bagli hipofosfatemik Rikets esdegeri fareler) XLH
hastalarinda goriildiigii gibi FGF-23 ekspresyonu ve serum duizeyi yuksektir. Buna
bagli olarak hipofosfatemi ve kemik mineral bozuklugu gorilmektedir (59). DMP-1
geni olmayan farelerde de ARHR hastalarinda oldugu gibi FGF-23 seviyesi yuksektir
ve fosfat kaybettirici bir fenotip mevcuttur. Familyal timdral kalsinozis (FTC) ise
fosfat kaybettirici hastaliklarin aksine serum FGF-23 diizeyinin diisiikk olmasina bagl
olarak hiperfosfatemi ve ektopik kalsifikasyonlarla karakterizedir. FTC GALNT3
genindeki mutasyon tarafindan olusturulur. Bu gen bir glikozil transferaz olan enzimi
kodlar. Bu enzim FGF-23' Uin pargalanma bdlgesinin O-glikolizasyonunu saglayarak
FGF-23’1i proteolitik parcalanmaya duyarl hale getirir (60). FGF-23'tn hig
sentezlenmedigi farelerde yaygm yumusak doku kalsifikasyonlar1 ve hiperfosfatemi
meydana geldigi gozlenmistir. (61).

FGF-19, FGF-21 ve FGF-23 diger klasik FGF’lerin aksine etkilerini endokrin olarak
gogerir ve endokrin FGF’ler olarak adlandirilirlar. Endokrin olarak etki
gostermelerinin nedeni heparan siilfata (HS) afinitelerinin diisiik olmasi olabilir.
Genel olarak FGF ligandlarmin HS baglayici bélgenin bulundugu 12 antiparald}
sarmalindan olusan bir ¢ekirdek bdlgesi vardir. Endokrin FGF’lerin HS baglayict
bolgeleri diger parakrin etkili FGF’lerden farklidir ve bu fark HS ile HS baglayict
bdlgedeki aminoasit kalintilar1 arasinda hidrojen bagi olsumunu engeller. Boylece
heparan siilfat afinitesi azalir. Endokrin FGF’lerin HS afinitesinin diisiik olmas1 bu
faktorlerin HS tan zengin hiicre dis1 matriksten kurtularak sistemik dolagima
katilmalarini saglar. HS afinitelerinin diisiik olmasi, endokrin olarak etki
gosterebilmeleri icin avantg) olsa da endokrin FGF lerin FGF reseptdrlerine (FGFR)
yiiksek afinite ile baglanabilmeleri i¢in HS gerekli oldugundan dezavantaj yaratan bir
durumdur. Bu nedenle endokrin FGF’lerin FGFR’iine baglanarak aktivasyon ve
dimerizasyon saglayabilmek icin bir kofaktore ihtiyact vardir. Bu kofaktorde
klothodur (62)

Klotho ilk defa otozomal ressesif olarak aktarilan, kalitsal bir erken yaglanma
sendromu olan fare rkinda mutant bir gen olarak tespit edilmistir (63). Klotho gen
ekspresyonu yapamayan farelerde dogumdan 3-4 hafta sonra buytmede duraklama,
hipogonadotropik hipogonadizm, timus atrofisi, cilt atrofisi, sarkopeni, vaskiler

kalsifikasyon, osteopeni, amfizem, isitme bozukluklar1 ve motor dejenerasyon gibi
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yaslanma benzeri fenotip gelismekte ve bu fareler ortalama iki ay i¢inde 6lmektedir.
Klotho genini fazla eksprese eden transgenik fareler ise normalden daha uzun
yagsamaktadir. Bu nedenle klotho geni yasam siiresini uzatan, yaglanmay1 6nleyen bir
gen olabilir (64). Klotho polimorfizmi insanlarda da yasam siiresinin yani sira kemik
mineral dansitesini, yiksek dansiteli lipoproteini, kolesterol diizeyini, kan basincini,
koroner arter hastaligini ve kognitif iglevleri etkileyerek yaslanma siirecinin
duzenleyicisi olabilir. Klotho geninin kodladig1 transmembran proteini bobreklerde
proksimal tubullerde ve beyinde koroid pleksusta bulunur (63). Klotho proteininin
vitro zayif B glukuronidaz aktivitesi vardir (65)

Klotho proteinin igslevi FGF-23 ve klotho sentezleyemeyen farelerde benzer fenotipin
gelistiginin farkedilmesiyle anlasilmistir. Her iki durumda da erken yaslanma ve
hiperfosfatemi gelismektedir. Bu durum klotho ve FGF-23' iin ortak sinyal iletim
yolunu kullandiklarini géstermistir. Aslinda, klotho proteini bir¢ok FGF reseptor
izoformu ile (FGFR1c, 3¢, 4) ikili kompleks olusturur ve 6zellikle FGF-23'tin bu
FGF reseptorlerine afinitesini belirgin olarak artirir (66). Bu nedenle klotho proteini
FGF-23 icin zorunlu kofaktdrdur. Klothonun bobrekte 6zgiin bir bicimde ekprese
olmasi, FGF izoformlarimi eksprese eden diger bir¢ok organ arasinda neden bobregin
FGF-23’iin hedef organi oldugunuda agiklar. Klotho proteini FGF-23' Gin heparan
stilfata kars1 diistik olan afinitesini kompanse eder ve FGFR’ iintin FGF-23 ile
aktivasyonunu saglar.

FGF-23 ve klotho tarafindan diizenlenen kemik bobrek aksi fosfat homeostazinin en
Onemli duzenleyisidir. FGF-23 proksimal tubullerin firgams1 kenarinda sodyum-
fosfat kotransporter (NaPi-11a) sayisini azaltir ve boylece bobreklerden fosfat
ekskresyonunu kontrol eder. Ayrica FGF-23 proksimal tubullerde D vitaminin
sentezini azaltir ve 1,25 dihidroksivitamin D3’ Uin pargalanmasini kolaylastirir (67).
FGF-23 1-a hidroksilaz enzimini kodlayan Cyp27b1 geninin ekspresyonunu azaltir
ve boylece aktif D vitamini sentezlenemez. Ayrica FGF-23 Cyp24 geninin
ekspresyonunu artirir. Bu gen 1,25 dihidroksivitamin D3’ U hidrolize ederek inaktif
hale getiren 24-hidroksilaz enziminin sentezlenmesini saglar. D vitamini sentezinin
azalmasiyla bobreklerden fosfat emilimi de azalir ve negatif fosfat dengesi saglanmig

olur. 1,25 dihidroksivitamin D3 FGF-23 geninin ekspresyonunu artirir (Sekil 7).
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Klotho proteini distal kivrimli tubullerde proksimal tubullerden daha fazla eksprese
edilmektedir ancak hem fosfat geri emilimi hem de D vitamini sentezi proksimal
tubullerde gergeklesmektedir. Bu fark iki olasilikla agiklanabilir. Birincisi, proksimal
tubullerdeki koltho ekspresyonu distal tubullerdeki kadar fazla olmamasina ragmen
FGF-23, proksimal tubullerdeki FGFR-Klotho kompleksi i¢in sinyal olabilir ve
NaPi-I1a ekspresyonunu ve D vitamini sentezini dogrudan kontrol edebilir. Tkinci
olasilik, FGF-23 ilk 6nce distal kivrimli tubullerde etkisini gosterir ve sonra
proksimal tubullerde fosfat geri emilimini ve D vitamini sentezini azaltan sekonder
sinyal olusturur. Yapilan hayvan ¢aligmalari ikinci olasilig1 desteklemektedir (68).
Paratiroid hormon da fosfatirik bir hormondur ancak Cyp27b1 gen ekspresyonunu
artirarak 1,25 dihidroksivitamin D3’iin sentezini artirir (69). Paratiroid bezi de
endojen olarak yeterli miktarda Klotho proteini eksprese eden birkag organdan biridir
yani paratiroid bezi FGF-23’ilin hedef organlarindan biridir. Gergektende, FGF-23 in
vivo vein vitro olarak PTH gen ekspresyonunu azaltir ve PTH sekresyonunu azaltir
(70). Kronik bobrek hastaliginda sekonder hiperparatiroidizmle birlikte FGF-23
diizeyinin yiliksek olmasi bu faktoriin PTH {iretimini baskilayici ve sekresyonunu
azaltici etkileri ile ¢elismektedir. Bu durumun olas1 agiklamalarindan biri, kronik
bobrek hastaliginda D vitamini diizeyinin diigsmesine bagl olarak Klotho
ekspresyonunun hem bobrekte hem de paratiroid bezinde azalmasi ve bu organlarda

FGF-23'e karsi1 dire¢ gelismesidir.
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Sekil 7. FGF-23-Klotho Aks1 ve Islevleri. Kemik-bobrek-paratiroid endokrin akst FGF-23 ve
Klotho tarafindan diizenlenmektedir. D vitamini kemikte reseptdriine baglanir (VDR). Ligandi
ile baglanan VDR niikleer reseptor RXR ile heterodimer olusturur ve FGF-23 geninin
ekspresyonunu aktive eder. FGF-23 kemiklerden salinir ve bobreklerde ve paratiroid glandinda
eksprese edilen klotho-FGFR kompleksi lizerinde etkisini gosterir. FGF-23 bobreklerde Cyp27bl
ekspresyonunu azaltarak aktif D vitamini sentezini baskilar ve Cyp24 gen ekspresyonunu artirir.
Boylece D vitamini homeostazi igin negatif feedback kolu kapanmis olur. Paratiroid galandinda
FGF-23 PTH iiretimini ve sekresyonunu baskilar. PTH ise bobreklerde reseptoriine baglanarak
Cyp27blgen ekspresyonunu artirir. Boylece FGF-23tin PTH supresyonu yapmasi Cyp27blgen
ekspresyonunu ve aktif D vitamini diizeyini azaltir. D vitamini homeostazinin diger negatif

feedback kolu da kapanmis olur.

FGF-23-Klotho endokrin aksinin diizenlenmesinin bozulmasi kronik bobrek
hastaliginda fosfat homeoatazinin siirdiiriilememesinin nedenlerinden biridir. Kronik
bobrek hastaliginin evresi arttikga serum FGF-23 diizeyi artmakta ve bobreklerdeki
Klotho ekspresyonu azalmaktadir (71). Kronik bobrek hastaliginin erken evrelerinde
serum fosfat diizeyini normal sinirlarda tutabilmek i¢in serum FGF-23 diizeyinin
saglikli insanlardan daha yiiksek olmasi gerekir. Boylece bobreklerde klotho
ekspresyonunu azalmasina bagli olarak gelisen FGF-23 direnci kompanse edilmis
olur. Ayrica kronik bobrek hastaliginda serum fosfat diizeyi artmaya baglamadan
once D vitamini diizeyinin diistiigii bilinmektedir (72). Epidemiyolojik ¢caligmalarda
serum FGF-23 diizeyinin yiiksek olmasinin diyaliz hastalarinda kétii prognozla
iliskili oldugu gosterilmistir (73).
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Hayvan ¢aligmalarinda Klothonun bdbregi koruyan bir faktor olarak islev gosterdigi
tespit edilmistir. Mekanizmasi tam olarak anlagilamamasima ragmen klotho
ekspresyonunun fazla olmasi glomerulonefrit ve akut bobrek yetersizligi olusturulan
fare modellerinde renal hasari iyilestirmektedir (74). Bu nedenle kronik bobrek
hastaliginda bobreklerin Klotho ekspresyonunu devam ettirebilmesinin iyilestirici bir
etkisi olabilir. Klotho ekspresyonu anjiotensin II tarafindan azaltilirken (75)
peroxisome proliferator-activated receptor-gamma (PPARY) agonistleri
(tiazolinedionlar) tarafinan artirilir (76). Bu gozleme dayanarak anjiotensin
donistiiren enzim inhibitdrleri ve tiazolinedionlarin renoprotektif etkilerini kismi
olarak bobreklerden klotho ekspresyonunu artirarak sagladigi sdylenebilir. Klotho
ekspresyonu kalsitriol tarafindan da artirilir (77). Sekonder hiper-FGF-23-emi
tarafindan azaltilan serum D vitamini diizeyi klotho ekspresyonunu daha da diisiiriir.
Klotho proteini bir¢ok iyon kanal1 ve biiylime faktoriiniin aktivitesini diizenleyen
humoral faktdr olarak da islevu gostermektedir (78). Klotho proteininin hiicre dis1
pargasi hiicre membranina bagli olarak bulunur (membran-anchored protease ADAM
10/17 ile baglhidir) ve ekstraseliiler alana salinir. Salgilanan klotho proteini
(ektodomain) kan, idrar ve beyin omurilik sivisinda tespit edilebilir. Salgilanan
klotho proteininin bir¢ok iyon kanalinda glikanlarin terminal sialik asit pargasini
aciga cikaran sialidaz aktivitesi oldugu varsayilmaktadir. Bu aktivite ile kalsiyum
kanal1 olan transient reseptor potansiyel vanilloid tip isoform 5 (TRPV5) ve bir
potasyum kanali1 olan renal outer meduller potassium channel-1 (ROMK-1)’in hticre
ylizeyinde kalmasimni saglar. Boylece distal nefronda transepitelyal kalsiyum emilimi
ve potasyum selkresyonu artar. Boylece klotho proteini hem FGF-23 kofaktori
olarak fosfat metabolizmasinda hem de TRPV5 ve ROMK-1 araciligiyla kalsiyum ve
potasyum metabolizmasinda etkili olan bir faktor olarak tespit edilmektedir.

2.4.1.2 SFRP-4 (secreted frizzled-related protein-4)

SFRP-4 fosfatonin aktivitesi olan proteinlerden biridir. Yapilan ¢aligmalarda (79)
SFRP-4 keseli sigan bobreginde doza bagl olarak sodyum fosfat transport sistemini
inhibe eder. Mutlak fosfat ekskresyonunu artirir. Sodyum ekskresyonunu ¢ok az
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etkilerken kalsiyum ekskresyonunu degistirmez. sFRP-4 infiizyonu yapildiginda
sekizinci saatte serum fosfat diizeyi diiser, fosfat ekskresyonu artar ancak
bobreklerde 1-a hidroksilaz mRNA konsantrasyonu deggisme z. Ayrica sFRP-4 -
katenin diizeyini diisiiriir ve fosforillenmis f-katenin diizeyini artirir. Boylece sFRP-
4 bobrekte Wnt molekiilii antagonisti olarak etki gogterir. ilave olarak sFRP-4
onkojenik osteomalazili hastalarda tespit edilen plazma proteinlerinden biridir.
24.1.3MEPE

MEPE bdbreklerden fosfat kaybettiren tumdr drnekleri ve osteomalazide oldukca
fazla eksprese edilen proteinlerden biridir. In vivo bobreklerden fosfat kaybina ve
serum fosfat diizeyinin diismesine neden olur (80). Ayrica, MEPE kemik
mineralizasyonunu inhibe eder. Bu protein X’e bagl hipofosfatemik rikets
patogenezinde rol alabilir. MEPE 1,25(OH),D3 Uretimini inhibe etmez.

2.5 KRONIK BOBREK HASTALIGI-KEMIK VE MINERAL
BOZUKLUKLARINDA UREMIK TOKSINLER

Uremik sendrom saglikl1 bobreklerden normal kosullarda atilan ¢ok sayida bilesigin
progresif olarak birikimini tanimlayan bir kavramdir. Bu bilesikler organizmanin
islevlerini olumsuz olarak etkilediklerinden iiremik toksinler olarak adlandirilir.
Biriken bilesikleri tiremik toksin olarak kabul etmeden 6nce bazi kosullara uygun
olmasi gerekir: 1. Bilesikler kimyasal olarak tespit edilebilmeli ve biyolojik sivilarda
kantitatif olarak dlgulebilmelidir. 2. Total vicut ve plazma konsantrasyonu tremik
hastalarda yiiksek olmalidir. 3. Yiiksek konsantrasyonunun neden oldugu spesifik
tremik islev bozukluklar1 ve/veya semptomlar bilesiklerin konsantrasyonu
diistiigiinde azalmal1 veya kaybolmalidir. 4. Uremik durumda gézlemlenen klinik
degisikliklere uygun biyolojik etkileri iv vivo, ex vivo, in vitro ¢aligmalarla
kanitlanabilmelidir. 5. Bu ¢alismalardaki konsantrasyonlar iiremik hastalarin doku
veya viicut sivilarinda tespit edilen miktarlarla uyumlu olmalidir.

En 6nemli organik tremik toksinler Tablo 3'te 6zetlenmistir (81).
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Tablo 3 Uremik Toksinlerin Smiflanmasi

Kuglk Suda Eriyen
Solutler

Orta Caph Molekiiller

Proteinlere Bagh Solutler

Asimetrik dimetilarjinin
B-Lipotropin
Kreatinin

Guanidin

Hipoksantin

Mal ondial dehit
Metilguanidin

Oksalat

Simetrik dimetilarjinin
Ure

Urik asit

Ksantin

Osteoprotegerin

Adrenomedulin
Atrial NatriUretik Peptit
B, mikroglobulin

Kompleman D

Degranul asyon inhi bisyon proteini |

Endotelin

Hyaluronik asit
Interlokin 1-B
Interlokin-6

Leptin

Paratiroid hormon
Retinol baglayici protein

Tumér Nekroz Faktori-a

Furan Propionik asit
Hippurik asit
Homosistein

Indol-3 asetik asit
Indoksil siilfat
N-karboksimetillizin
P-Kresol

Pentosidin

Fenal

Kinolinik asit

Spermidin

2.5.1 Parathormon

Uremik hastalarda yiiksek paratiroid hormon (PTH) diizeyi tiremik toksin olarak

davranip bazi anormalliklere neden olur. PTH dliz kas hiicreleri disinda bir¢ok

hlicrede tip-1 kalsiyum kanallarini aktive ederek hiicre i¢i kalsiyum diizeyini artirir.

Uremik durumda periferik ndropati, karbonhidrat intoleransi, hiperlipidemi gibi

degisikliklere yol agan patogenik faktordur.

PTH diizeyinin yiiksek olmasi eritrositlerdeki kalsiyum miktarini artirir ve hiice

biitiinliiging etkiler (82). Hem amino terminal (1-34) PTH hem de intakt PTH (1-84)

eritrositlerin osmotik frajilitesini artirir. Bu da tiremik durumda eritrosit yagsam

stiresinin neden azaldigmi agiklar. PTH’ un eritrositlere kalsiyum girmesine neden

olmasi kalsiyum ionoforlaria benzetilir. Hiicre dis1 kalsiyum konsantrasyonuna

bagli bu etki kismi olarak verapamil tarafindan bloke edilir. Ayrica PTH kemik iligi
fibrozisine neden olarak dogrudan eritropoezi azaltir (83).
Yiiksek PTH diizeyi kalp kasinda mitokondrial solunumu inhibe eder, fosforilasyonu

azaltir ve oksidatif fosforilasyonu engeller. Oksidatif fosforilasyonun azalmasi ATP
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sentezinin bozulmasina neden olur. Bu olaylar uzun dénemde miyokardda
istenmeyen sonuclara yol agar (84). PTH un enerji tiretimi ve kullanimimdaki
inhibitdr etkisi iskelet kaslarinda da goriilir. Verapamil tedavisi PTH’ un istenmeyen
tim etkilerini geri dondiiriir. Sekonder hiperparatiroidi gelisen liremik hastalarda
PTH, kas islevlerinin bozulmasindan ve kas zayifligindan sorumludur. Hemodiyaliz
hastalarinda yiiksek PTH diizeyinin sol ventrikiil islevleri ve kardiyak hipertrofi
iizerinde olumsuz etkileri vardir (85). Uremik farelerde PTH’m kardiyak fibrozisi
uyarici etkisi gosterilmistir (86). PTH vaskuler diiz kas hticre proliferasyonunu ve
sayisini artiramaz ancak kollajenin yeniden diizenlenmesini ve tiretimini artirir (87).
Periferik ndropati kronik {ireminin sik bir komplikasyonudur. Uremik durumda PTH
periferik sinir hiicrelerindeki kalsiyumu artirir ve motor sinir iletim hizin1 yavaslatir.
Uremik hayvanlarla yapilan deneysel ¢aligmalarda yiiksek PTH diizeyi iiremiye baglh
olarak glukoz intoleransina neden olur. Kronik bobrek yetersizliginde PTH pankreas
B hiicrelerinin diizgiin bir sekilde insiilin salgilamasmi engeller. Hiperparatiroidizm
tremik durumda aldosteron sekresyonunu artirir, serum testesteron diizeyini azaltir
ve dolagimdaki prolaktin seviyesini artirir (88).

PTH’un lenfosit ve polimorfoniikleer 16kositler iizerinde direkt etkisi vardir ve
sekonder hiperparatiroidizm immiin sistemde anormalliklerin gelismesine neden
olmaktadir. PTH’un siirekli yiiksek olmasi lenfosit proliferasyonunu azaltir. Diyaliz
hastalarinda B lenfositlerin immiinglobulin {iretimi azalir. Fagositoz diyaliz
hastalarinda belirgin olarak bozulur fakat verapamil ile normale donebilir (89).
Bobrek yetersizligi olan farelerde plazma trigliserid diizeyi doku lipoprotein lipaz
aktivitesinin azalmasina bagl olarak artmakta ve paratiroidektomi sonrasi veya

verapamil tedavisi ile normale donmektedir (90).

Plazma PTH’ u, 84 aminoasitlik (1-84) tek zincirli polipeptit olan intakt PTH (veya
‘biitiin’ PTH) ve diisiik molekiil agirlikli karboksil terminal par¢adan (C-PTH)
olusur. Hormonal pargalar periferik organlarda 1-84 PTH'un parg¢alanmasiyla birlikte
paratiroid bezinden C-PTH pargasinin salgilanmasiyla meydana gelir. PTH’un
biyolojik etkisini gbstermesi igin gereken yap1 molekiiliin amino terminal pargasidir.

C-PTH pargasi igin de spesifik reseptorlerin varligi gosterilmistir.
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Paratiroid bezi hiicreleri hem PTH (1-84) hem de C-PTH salgilar (91). C-PTH
pargasi ayrica karacigerde PTH (1-84)’un par¢alanmasiyla da meydana gelir. C-PTH
viicuttan bobrek yoluyla uzaklastirilir bu nedenle bobrek yetersizliginde viicutta C-
PTH birikimi olur. PTH’un amino terminal parcast (N-PTH) karaciger Kupffer
hiicrelerinde intakt PTH un par¢alanmasiyla meydana gelir ve hizla yikilir.
Hiperkalsemide PTH (1-84)’ un sekresyonu C-PTH’dan daha fazla azalir. Saghkli
insanlarda C-PTH’un klirensi biiyiik oranda bobrekler tarafindan (%33) saglanirken

bobrek yetersizliginde ise kaslar (%25) tarafindan saglanmaktadir.

Diyaliz hastalarinda dolasimda amino terminali olmayan C-PTH uzun zamandir
‘intakt PTH testi’ olarak adlandirilan iki parcali immunassay ile 6l¢iilmektedir.
Ancak bu test sadece bioaktif olmayan C-PTH pargasini tespit eder. Amino
terminaldeki serin amino asidi PTH un PTH reseptoriine (PTHR1) baglanmasi ve
sonugta biyolojik aktivite i¢in gereklidir. Bobrek yetersizliginde amino terminali
olmayan C-PTH toplam immiinreaktivitenin % 50°sinden fazlasini olusturur. Bu
nedenle geleneksel ‘intakt PTH’ testi hem PTH(1-84) molekulini hem de amino
terminali olmayan blyik C-PTH pargasini 6lger (92). Bu nedenle PTH (1-84)
molekiiliinii tanimlamak i¢in ‘bioaktif PTH’ veya ‘biitiin PTH’ terimi kullanilmaya
baslanmistir.

Birinci nesil PTH radioimmunassay (RIA)’ de karboksil (C) ve amino (N) terminal
PTH pargalarina kars1 antikor kullanilmaktadir (Sekil 8 A ve B). Bu test dolagimdaki
tiim PTH pargalarmi (1-84 PTH, C-PTH ) 6lgmektedir. Ikinci nesil test olan
IRMA’da (Immunoradiometric Assay) molekilin N terminaline (1-34) ve C
terminaline (39-84 PTH) karsi iki antikor kullanilmaktadir. Bu test intakt PTH
molekiiliinii tespit etmenin yani1 sira bazi biiyiik C terminal parcalar1 da 6lgmektedir
(Sekil 8 C). Bu test kullanilarak yapilan klinik ¢aligmalarda testin kemik
histomorfometrik Sl¢iimleri ile korele oldugu tespit edilmis ve yillarca intakt PTH
(IRMA) testinin altin standart test oldugu diisiiniilmiistiir. Yakin zamanda ise ti¢lincii
nesil testlerde PTH molekdli N terminalin ilk 4-5 aminoasidine kars1 antikor
gelistirilmis ve C terminal antikorlarla kombine edilerek ‘bitin PTH un’ ol¢tlmesi
saglanmustir (Sekil 8 D).

PTH’un N terminali adenilat siklaz aktivitesini saglar ve C terminali (6rnegin 15-35

kalintis1 gibi) ise reseptore yiiksek afinite ile baglanmasi i¢in gereklidir. PTH
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reseptorii (PTHR1) G proteinine baglidir ve 1-84 PTH, N-terminal PTH ve PTH’ la
iligkili peptit (PTHrP) tarafindan esit sekilde aktive edilmektedir. PTHR1 kemik ve
bobrekte oldukga fazla bulunmakla birlikte PTH’ un klasik olarak hedefi olmayan
organlarda da bulunmaktadir. Bu durum PTH’un tiim viicutta etkili olmasinin
nedenini ve bobrek yetersizliginde {iremik toksin olarak kabul edilmesinin sebebini
aciklar. Diger bir PTH reseptorii olan PTHR2 genellikler santral sinir sistemi, tiroid
bezi, gastrointestinal sistem, pankreas adacik hiicreleri ve kardiyovaskiiler sistemde
bulunmaktadir. Ancak PTHR2 bobrek tubullerinde ve kemiklerde eksprese
edilmemekte ve PTHrP tarafindan da aktive edilmemektedir. PTHR2 PTH tarafindan
aktive edilir ve cAMP aracilifiyla hiicre i¢i kalsiyum miktarini artirir.

Bazi ¢aligmalarda N terminal PTH’un intakt hormonun (1-84) baglandigi dokulara
kismi olarak etkili oldugu gosterilmistir. Bu da intakt hormonun baglandig1 dokularin
tiimiinde PTHun N terminali i¢in reseptdr bulunmadigint ve C-PTH’un bu dokulara
baglandigini gosterir. PTH (1-34) ve PTH (53-84) kullanilarak yapilan bir ¢alismada
bobreklerde C terminalin ve N terminalin baglandigi bolgeler gosterilmistir. C
terminal bolgesinin afinitesi diisiiktiir ve adenilat siklaz aktivasyonu olusturmaz (93).
Uremik hastalarda (7-84) PTH gibi biiyiik C-PTH pargalar1 belirgin olarak
artmaktadir. PTH (7-84)’un hipokalsemik etkisi vardir, PTH (1-84)’un serum
kalsiyumunu yikseltmesini onler ve fosfatirik etkisini azaltir. Ayrica PTH (7-84)
bobrek yetersizliginde PTH (1-84) olusturdugu kemik dongiisiinii antagonize eder.
C-PTH reseporleri araciligiyla osteoklast prekiirsorlerini azaltarak kemik
rezorbsiyonunu inhibe eder ve serum kalsiyumunu diisiiriir. Diyaliz hastalarinda 1-84
PTH/C-PTH orani kemik voliimiindeki degisikliklerin anlagilmasinda faydali
olabilir. C-PTH reseptorlerinin C-PTH pargalart ile aktivasyonu N terminal PTH ile
aktive edilen PTHRL1 sisteminin etkilerini antagonize eder (Sekil 9).
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Sekil 8. PTH testlerinin farkl: tipleri. Birinci nesil testlerde (A ve B) PTH’un C veya N
terminaline kars1 antikor kullanilir. ikinci nesil testlerde (C) PTH’un C terminaline ve amino
terminalin farkli dizelerine kars1 dogrudan iki antikor kullanilir. Ugiincii nesil testlerde (D) C

terminale ve N terminalin 1-4 aminoasidine karsi antikor kullanilir.
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10 84
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PTH1 Reseptar: " Cterminal PTH Reseptor:
N-PTH,1-84 PT_H,PTI-!r.P C-PTH parcalari tarafindan aktive
tarafindan aktive edilir. edilir. (N terminal PTH’a cevap
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1Ca,| P, Tkemik Biyolojik Etkileri
déngiisi 1Ca, 1P, | kemik déngsti

Sekil 9. PTHR1 ve C terminal PTH resept6rii aktivasyonunun biyolojik
etkilerinin sematik olarak gosterilmesi
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2.5.2 indoksil Siilfat

Indoksil siilfat (IS) triptofan metabolizmasi sonucu iiretilir. Triptofan bagirsakta
bakteriler tarafindan metabolize edilir ve indol olusur. Bagirsaklardan emilen indol
karacigerde indoksil ve indoksil siilfata doniistiiriiliir. IS proksimal tubullerden
sekrete edilir bu nedenle bobrek yetersizliginde birikir. 1S serum konsantrasyonu
diyalize girmeyen kronik bobrek hastalarinda saglikli kisilerden 30-80 kat daha
yiiksektir. IS, iiremik kosullara kan damarlar1 ve kemiklerin verdigi yanitta rol
oynamaktadir (94). Uremik bir toksin olan IS renal yetersizligin progresyonunu
hizlandirir.

Kronik bobrek yetersizliginde diisiik kemik dongiisii varliginda bobrek islevleri
kotiilestikce osteoblast islevleri da giderek bozulmaktadir. Bu gozlem kanda biriken
iiremik toksinlerin (indoksil siilfat gibi) diisiik dongiilii kemik hastaligina neden
oldugu hipotezi ile uyumlu olabilir (37). IS’n kanda birikmesini 6nleyen oral komiir,
AST-120, hayvan caligmalarinda diisiik dongiilii kemik hastaligi gelismesini
onlemistir (95). Bu durumdan IS birikiminin osteoblast islevlerint bozdugu sonucu
cikarilabilir. Ayrica serbest radikal iiretimini kontrol ederek sitotoksik etki de
gosterir; hiicre canliligini azaltir. Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stres
osteoblast gelisimini ve mineralizasyon kapasitesini azaltir. 1S Uremik durumda
kemigin PTH’a kars1 direncinden sorumlu faktorlerden biri olabilir.

IS vaskiiler toksin olarak da etki gosterebilir. Konsantrasyona bagli olarak farelerde

vaskuler duiz kas hiicrelere proliferasyonunu dogrudan uyarmaktadir (96).

253 Leptin

Leptin, hipotalamusta etkisini gosteren, istahi ve termogenezi kontrol eden 16 kDa
agirhigida peptit yapida bir hormondur. Esas olarak beyaz yag doku hiicreleri
tarafindan sentezlenir. Bu nedenle serum leptin diizeyi genellikle viicuttaki yag
dokusunun miktar1 hakkinda fikir verir. Leptin hem obezitede hem de kronik bobrek
yetersizliginde artar. Bobrek yetersizliginde leptin diizeyindeki artis
ultrafiltrasyondaki azalmaya baglidir (97). Leptin etkilerini alt1 farkli reseptor
araciligiyla gosterir (ObRa, ObRb, ObRc, ObRd, ObRe ve ObRf). Leptin dolagimda

vaskiler endotelyal hiicrelerden salinan ObRa reseptoriiyle tagnir. Boylece kan
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beyin bariyerini gegerek hipotalamusta ObRb reseptoriint aktive eder. ObRb
reseptorinin aktivasyonu hipotalamik osteoblast inhibitor faktorin (HOBIF)
ekspresyonunu uyarir boylece osteoblastlarin matriks sentezleme kapasitesini azaltir
(98). JAK-STAT yolagi ile etkisini gdsterir. Leptinin osteotropik etkileri de vardir.
Kemik iligi stromal hiicrelerin osteoblastlar farklilasmasini kontrol eder ve osteoklast
olusumunu inhibe eder. 46 hemodiyaliz hastasi ile yapilan bir kohortta serum leptin
diizeyi ile kemik histomorfometrik dl¢iimleri arasinda ters bir iliski tespit edilmistir
(99). Bu iliski leptinin osteoblast dnciilleri tizerindeki dogrudan uyarici etkisi ile
kemik aktivitesi tizerinde hipotalamus araciligiyla dolayli supresif etkisi arasinda
ince bir denge oldugunu gosterir.

Leptin vaskuler kalsifikasyon gibi heterotopik kemik olusumunda da rol
oynamaktadir. Yapilan bir ¢alismada farelerin arter duvarinda leptin reseptorii
ekspresyonu tespit edilmis ve leptinin in vitro osteoblast farklilagsmasini ve vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde kalsifikasyona neden oldugu gosterilmistir (100). Ayrica
kalsifikayon inhibitorii olan fetuin A ve leptin arasinda ters korelasyon tespit

edilmistir.

2.6 KRONIK BOBREK HASTALIGI- KEMIiK MINERAL
BOZUKLUKLARINDA VASKULER KALSIFIKASYONLAR

Kalsifikasyon terimi kemik ve dislerde meydana gelen normal bir siireci tanimlar
ancak kan damarlarinda, yumusak dokuda, eklem cevresinde, kalp ve diger solid
organlarda olustugunda patolojik bir olay1 tanimlamak i¢in kullanilir. Saglikli
kisilerde kemik ve dislerin disinda olugsmamasi yumusak dokulardan salinan bazi
faktorler tarafindan kalsifikasyonun aktif olarak inhibe edildigini gosterir. Hastalik
durumunda ise anormal yerlerde kalsifikasyon olusabilir ve bu sireg normal
kalsifikasyon siireci ile benzer bir sekilde kontrol edilir. Etiyolojilerine gére
tanimlanan iki farkli patolojik kalsifikasyon tipi mevcuttur: metastatik ve distrofik
kalsifikasyon. Metastatik kalsifikasyon kalsiyum veya fosfor metabolizmasindaki
bozukluklara bagl olarak gelisir ve son donem bobrek yetersizliginde kalp, kan

damarlar1 ve yumusak dokularda olusur. Distrofik kalsifikasyon ise kalsiyum ve
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fosfor metabolizmasinda bozukluk olmadan nekrotik dokular veya aterosklerotik
plaklarda goraldr (101).

Yumusak doku kalsifikasyonu ile vaskiiler kalsifikasyon farkli olaylardir.

Kalsifik iiremik arteriolopati (kalsiflaksi) cilt alt1 dokunun ve kii¢iik damarlarin
metastatik kalsifikasyonuna bagli olarak olusan deri iilserleri ile karakterize ciddi ve
oliimctil bir durumdur. Diyaliz ve transplant hastalarinda vaskiiler kalsifikasyonlara
gore insidansi oldukca diistiktiir. Kadinlarda, serum albumininin diisiik oldugu,
fosfor, alkalen fosfataz (ALP) ve CaxP yiiksek oldugu durumlarda daha sik
goriilmektedir. Ayrica protein C ve S eksikligi, obezite, lokal travma ve warfarin
tedavisi de kalsiflaksi gelisimini kolaylastirmaktadir. Fulminan sepsis mortalite ve
morbiditenin sik nedenir (102). Hayati tehdit eden bir durum olmasi nedeniyle
paratiroidektomi gibi agresif bir girisimle tedavi edilmesi gerekebilir.

Uremik hastalarda metastatik ve distrofik kalsifikasyon genellikle birlikte bulunur.
Uremik ortamda dokulardaki anormal kalsifikasyon siirecini tanimlamak igin
genellikle “tiremik kalsifikasyon” kavramini kullanmak oldukga uygundur.

Son donem bobrek yetersizliginde vaskiiler kalsifikasyon damar duvarmin iki
tabakasinda da olusur. Media tabakasinda diiz kas hiicrelerinde ve intimada ise
aterosklerotik plakta meydana gelir. intima kalsifikasyonu aterosklerotik tikayici
lezyonlara bagli olarak diizensizdir ve sa¢ilmis bir halde bulunur. Periferik arterlerin
medial kalsifikasyonu yaslanmaya 6zgiidiir ancak Uremide ve diyabette de oldukca
sik goriilir. Monckeberg’in sklerozu olarak da bilinen medial kalsifikasyon media
tabakasinda lamina elastika internada olusur. Son donem bobrek yetersizliginde
kalsifikasyonun her iki tipi sag kalimi vaskiiler kalsifikasyon gelismeyenlere gore
belirgin olarak azaltmaktadir. Ancak medial kalsifikasyon bulunan hastalarin sag
kalimi1 intimal kalsifikasyon olanlardan kismi olarak daha iyidir (103). Medial ve
intimal kalsifikasyon ayni hastanin ayn1 damarinda bir arada bulunabilir (6rnegin
koroner arterler). Bu nedenle her iki durum bdbrek yetersizliginde kardiyovaskiiler

olaylarin yiiksek oranda olmasindan birlikte sorumludur (104).
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2.6.1 Kalsifikasyon Aktivatorleri

Uremik kalsifikasyonlarin mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamustir. Yillardir
hakim olan goriis, vaskiiler ve yumusak doku kalsifikasyonlarinin serum fosfor ve
kalsiyum diizeyinin artmasina bagli olarak pasif olarak meydana geldigi ve kalsiyum
x fosfor (Cax P) yiiksekligi nedeniyle plazmanin bu iyonlara doygun olmasmin
stirece neden olduguydu. Giiniimiizde ise vaskiiler kalsifikasyonlarin sadece divalan
iyonlarin presipitasyonuna bagli olarak meydana gelmedigi olduk¢a aktif olarak
diizenlenen bir siire¢ oldugu bilinmektedir. Bu siirecte kemik mineral
metabolizmasini kontrol eden ¢esitli proteinler (osteopontin, alkalen fosfataz, kemik
sialoproteini, tip | kollajen, kemik morfojenik protein-2a gibi) etkili olmaktave
kalsifiye arteryel lezyonlar tarafindan iiretilmektedir (Sekil 10). Damar duvarinda bu
proteinlerin eksprese edilmesi vaskiler diiz kas huicrelerinin kalsifikasyon yapan

hiicrelere fenotipik olarak doniismesine neden olmaktadir.

AKTIVATORLER

INHIBITORLER Fosfor, Gremik toksinler, D
Vitamini, okside LDL,
inflamasyaon, ileriglikasyon
son dranleri

| :

@ Osteoblastik

farkllagma

Fetuin, MGP, OPG,
Osteopontin, PTHrP...

Vaskilerdiz kas hiicresi -
Kalsifikasyon yapan

vaskiler hiicre

Sekil 10. Vaskuler kalsifikasyon mekanizmalari

Adventisya perisitleri de diyabetik hastalarda gozlemlendigi gibi kalsifikasyon yapan
vaskiiler hiicrelere doniisebilir (105). Ilerlemis lezyonlarda media tabakasi osteosit ve
kemik trabekiilleri ile cepecevre kaplanir, lezyonun ilerlemesi ile kemik iligi
olusumu da gozlenebilir (106).

Son donem bobrek yetersizliginde kalsiyum, fosfor gibi iyonlarin artmig

konsantrasyonunun kalsifikasyona neden oldugu mekanizma tam olarak
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anlagilamamustir. In vitro bir ¢alismada tiremik serum ve fosfat vericisi olan -
gliserofosfat sigir diiz kas hiicrelerinde alkalen fosfataz aktivitesine ve osteopontin
ekspresyonuna neden olmustur (107). Fosforun neden oldugu benzer sonuglar insan
aortik diiz kas hiicrelerinde de gosterilmistir (108). Bu ¢alismada hiicre dis1 fosfat
konsantrasyonu yiksek oldugunda fosfor tip 11 sodyum-fosfat kotransporter sistemi
(NaPi-I1I) ile hiicre igine alinir. Boylece hiicre iginde mineralizasyon siireci baglamig
olur. Fosfatin en 6nemli etkisi core binding factor-1 (Cbfa-1) ekspresyonunu
artirmaktir. Cbfa-1 osteoblast farklilasmasi ve osteopontin, osteokalsin ve diger
matriks proteinlerinin diizenlenmesi i¢in dnemli bir transkripsiyon faktortudur. Chfa-
I’in osteoblast farklilagmasi i¢in anahtar gen oldugu diisiiniilmektedir. Aterosklerotik
plaklarda platelet kokenli biytme faktorti (PDGF) diizeyinin artmasi mineral
dengesizligi olmasa da Pit-1 (NaPi-11I) mRNA ekspresyonunun uyarilmasi i¢in
Onemli bir faktordir. Bu nedenle PDGF hiicre igine fosfar girigini artirarak
aterosklerotik plaklarda fosfor diizeyinin normal oldugu kosullarda kalsifikasyon
gelismesini kontrol eder (109). Hiicre i¢i fosfat miktarinin artmasi hem osteojenik
gen ekspresyonunun artmasi hem de SM220 ve SMa. gibi diiz kas hticrelerine

spesifik gen ekspresyonun azalmasi i¢in uygun bir ortam olusturur. (Sekil 11)

Na Pi

Hiicre ici Pi 4

Diiz Kas Osteojenik
Hiicresi Belirteg

HSMC

VASKULER KALSIFIKASYON

Sekil 11. Diiz Kas Hiicrelerinde Fosfat Metabolizmasinin Diizenlenmesi. Diiz kas hiicrelerinde fosfat
konsantrasyonunun artmasi cbfa-1 ve osteokalsin gibi osteoblastlara spesifik genlerin ekspresyonunu

artirarak vaskiiler kalsifikasyonu artirir.

Uremik vaskiiler kalsifikasyona hiperfosfateminin yam sira {iremik serumdaki diger
faktorler de neden olur. Hicre ici osteojenik gen ekspresyonu, osteoblastik doniisiim

ve damar duvarlarindan bazi kemik matriks proteinlerinin salgilanmasimi saglayan

41



bazi faktorler bilinmektedir. Okside LDL, kolesterol, tumor nekroz faktort (TNF)-a,
kalsitriol, fibronektin, tip | kollgjen, transforming growth factor (TGF)-1a, 25-
hidroksikolesterol ve ileri glikasyon son Urtinleri (AGES) gibi faktorler vaskiler
hicrelerin osteojenik transolusumunu uyarir. Damar duvarinda hiicre 6liimii ve
apoptoz da kalsiyum ve fosfora hiicre gecirgenligini artirarak kalsifikasyonu
baglatabilir ve distrofik kalsifikasyon gelismesini kolaylastirir. Hipertansiyonun
neden oldugu hemodinamik degisiklikler, kronik vaskuler hasar, kronik siv1 yiikii ve
renin anjiotensin sisteminin (RAS) sistemik olarak aktivasyonu diz kas hticre
proliferasyonu, medial hiperplazisine neden olur, damar duvar gerilimini artirir;

sonug olarak damar duvarinda osteoblast benzeri hiicrelerin olugmasini saglar.

2.6.2 Kalsifikasyon Inhibitorleri
Fetuin, matriks Gla protein, Osteoprotegerin (OPG) ve osteopontin sagliklt

insanlarda vaskiiler kalsifikasyonun en 6nemli dogal inhibitorleridir (110).

a-2 Heremans-Schmid glikoproteini (AHSG) olarak da adlandirilan fetuin-A
karacigerde sentezlenen ve hidroksiapatit yapisma baglanarak kalsifikasyonu inhibe
eden bir proteindir (111). Serum fetuin-A konsantrasyonu akut inflamasyon
stirecinde diiser yani albumin gibi negatif akut faz reaktani olarak davramr. Kronik
bobrek yetersizliginde proinflamatuar sitokin konsantrasyonu (IL-1p, CRP) ile
Fetuin-A konsantasyonu arasindaki korelasyon zittir (112). Bu durum fetuin-A
ekspresyonunun inflamasyona bagl olarak azaldigini gostermektedir. Fetuin-A
diizeyinin diisiikk olmasi kardiyovaskiiler ve biitiin nedenlere bagl mortalitedeki
artisla neden olmaktadir ve tiremik kosullarda aterosklerozun hizlanmasindan
sorumludur (113). Belki de fetuin-A konsantrasyonu treminin erken evrelerinde
vaskuler kalsifikasyonu 6nlemek icin artmakta ancak bobrek yetersizliginin ileri
evrelerinde iiremik toksinlerin artmasi veya hemodiyalizle klirensinin artmasina
bagli olarak diismektedir (112). Diyabetik hastalarda fetuin-A duizeyi ile koroner

kalsifikasyonun siddeti arasinda gii¢lii ve pozitif bir korelasyon vardir.

Matriks Gla protein (MGP) kondrosit ve diiz kas hiicreleri tarafindan sentezlenen

arteryel ve kikirdak kalsifikasyonunun diger bir inhibitoriidiir. Minerallere ve
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mineral iyonlarinaa -karboksil glutamik asit kalintisi ile baglanir (114). MGP BMP-2
aktivitesini inhibe ederek osteojenik farklisamayi azaltir. Warfarin kullanimi

MGP nin a-karboksilasyonunu inhibe eder ve diyaliz hastalarinda kalsiflaksi
gelismesi i¢in risk olusturur. Bobrek yetersizligi olmayan hastalarda MGP serum
duzeyi ile koroner kalsifikasyon skoru arasinda korelasyon oldugu tespit edilmistir
(115) ancak tiremik hastalarda korelasyon olup olmadigi bilinmemektedir.
Osteoprotegerin (OPG) ana gorevi osteoklast farklilagmasini ve aktivasyonunu
inhibe etmek olan osteoblast kaynakli bir faktordiir. OPG defekti olan farelerle
yapilan ¢aligmalarda kemik dansitesinde azalma, paryetal kemikte belirgin olarak
incelme, fraktur riskinde artma ve renal arter ve aortada medial kalsifikasyon

gelistigi gosterilmistir (116).

Osteopontin normalde kemik ve dislerde bulunan asidik fosfoproteindir. Bu protein
kristal yiizeyine baglanarak apatit biiylimesini dogrudan inhibe ederek vaskiiler
kalsifikasyon gelismesini dnler vauv 3 integrin araciligiyla osteoklast aktivasyonu
yapar. Osteopontin ayrica monositlerde karbonikanhidraz II iiretimini kontrol eder ve
hiicre dist ortamin asidifikasyonunu artirir (117). Karbonik anhidraz eksikligi
insanlarda yumusak doku kalsifikasyonuna ve osteopetrozise neden olur.
Osteopontin vaskiiler ve yumusak doku kalsifikasyonlarin1 dogrudan ve dolayli
olarak dnlemektedir. Bu nedenle ektopik kalsifikasyonlarin tedavisinide
osteopontinin potansiyel bir tedavi se¢enegi olabilir.

Paratiroid hormonla iligkili peptit (PTHrP) ekspresyonu BMP-2 ve alkalen fosfataz
aktivitesini azaltir ve kalsifikasyonu onler. Kalsitriol PTHrP ekspresyonunu

dogrudan inhibe eder ve diiz kas hiicrelerinde vaskiiler kalsifikasyonu kolaylastirir.
2.6.3 Vaskuler Kalsfikasyonu K olaylastiric1 Faktorler

Yillardir yapilan ¢aligmalar kronik bobrek yetersizliginde vaskiiler kalsifikasyon
gelismesine neden olan potansiyel risk faktorlerini tespit etmek i¢in ugragsmaktadir.
Bobrek yetersizligi olan hastalarda ateroskleroz ve aterosklerotik kalsifikasyon
gelisgmesine hem geleneksel olarak bilinen hem de tliremiyle iligkili faktorler neden
olmaktadir. Serum fosfor, kalsiyum ve kalsiyum x fosfor gibi metabolik faktdrlerin

yani sira bu faktorlerin tedavisi i¢in kullanilan ilaglar (kalsiyum iceren fosfat
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baglayicilar) bobrek yetersizligi olan hastalarda kardiyovaskiiler kalsifikasyon
gelismesine neden olmaktadir (Tablo 4).

Tablo 4. Uremik hastalarda vaskiler kalsifikasyon icin risk faktorleri

Degistirilebilir Risk Faktorleri Degistirilemeyen Risk Faktorleri
Serum fosfor diizeyi Ileri yas

Serum kalsiyum diizeyi Diyaliz siiresi

Kalsiyum x Fosfor degeri Cinsiyet

Kalsiyum igeren fosfat baglayici Irk ?

Hiperparatiroidizm Genetik

D vitamini kullanimi

Didlipidemi

Inflamasyon

Hipertansiyon

Diger: oksidatif stres, warfarin, glukoz, ileri glikasyon son rinl eri

homosistein, leptin, demir yiki

Serum fosfor diizeyinin (>6,5 mg/dl; rolatif risk-RR- 1,27) ve fosfor x kalsiyum
sonucunun (> 72 mg?/dirolatif risk 1,34) yiiksek olmasi diyaliz hastalarmda
mortalite i¢cin bagimsiz risk faktoridiir (118). Kalsiyum ve PTH risk faktori olarak
diistiniilmemektedir ancak hiperkalsemi presipitasyona neden olarak kalsifikasyon
sirecini kolaylastirmaktadir. Kalsiyum igeren fosfat baglayicilarin fizyolojik dozlarmn
tizerinde yaygin olarak kullanilmasi hiperkalseminin nedenlerinden biridir. Giderek
artan veriler diyaliz hastalarinda kalsiyum igeren fosfat baglayicilarin kiimiilatif dozu
ile kardiyovaskiiler kalsifikasyon ve olaylar arasinda bir iligki oldugunu
gostermektedir (119). Uremik kosullarda PTH bircok metabolik bozukluga neden
olmasina ve kardiyovaskiiler risk faktorii olarak diigiilmesine ragmen PTH diizeyinin
yiiksek olmasi ile kardiyovaskiiler kalsifikasyon arasindaki iliski kesin degildir.
Ayrica PTH diizeyinin diisiik oldugu diisitk dongiilii kemik hastaliginda arteryel
kalsifikasyonlar oldukga fazladir. Kalsiyum igeren fosfat baglayicilarin ve D vitamini
analoglar1 kullaniminin PTH sekresyonunu baskilamasi bu bulgularin kismen
aciklayabilir.

Aktif D vitamini sekonder hiperparatiroidizmin tedavisinde hiperkalsemi,
hiperferfosfatemi ve kalsiyum x fosfor degerini yiikseltmesine ragmen oldukga sik
kullanilmaktadir. Ayrica aktif D vitamini PTHrP ekspresyonunu azaltmakta, alkalen

fosfataz aktivitesini ve vaskiler diz kas hiicrelerinde osteopontin gen ekspresyonunu
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artirmaktadir. D vitamini vaskiiler kalsifikasyonlar1 hizlandirmaktadir ve plazma
diizeyi vaskiiler kalsifikasyon progresyon hizi ve siddetinin belirleyicisidir (120).
Kan yaglarmin da kalsifikasyonun diizenleyicileri oldugu gosterilmistir. Okside
yaglar doza bagli olarak alkalen fosfataz aktivitesini artirir ve kalsifikasyon yapan
vaskiiler hiicrelerin genis bir alanda kalsifikasyon yapmasina neden olur. Ayrica

osteoblastlarin mineralizasyon yapmasini inhibe eder.

Ureminin kendisi ve diyaliz sirasinda kanin diyaliz membrani ve diyalizatla temas
etmesi proinflamatuar sitokin salimimini uyarir ve proinflamatuar bir ortam olusturur.
CRP ve fibrinojenin diizeyinin yiiksek ve albumin degerinin diisiik olmas1 diyaliz
hastalarinda ve genel populasyonda kardiyovaskiiler olaylarin ve kalsifikasyonun en
Onemli risk faktorleridir (121). TNF-a ve IL-6 gibi sitokinler tarafindan konrol edilen
CRP enzimatik olarak parcalanip diisiik dansiteli lipoproteine (LDL) baglanir ve
intima-media tabakasi arasinda birikir, kompleman sistemini aktive eder. TNF-a
ayrica alkalen fosfataz aktivitesini artirir ve sigir aortik diiz kas hticrelerinde matriks
mineralizasyonuna neden olur.

Kan basinci ve vaskiiler kalsifikasyon arasinda da iliski oldugu bilinmektedir.
Sistoloik kan basicinin artmasi ve diyastolik kan basincinin azamasi (yani nabiz
basicinin artmasi) arteryel kalsifikasyonla oldukga iliskili bir durumdur. Arteryel
kalsifikasyonlar arter duvar sertligine ve nabiz dalga hizinin artmasina neden olur.
Diyabetik hastalarda vaskiiler kalsifikasyonlarin 6n 6nemli gostergelerinden biri
hemoglobin A;c (HbA;c)’dir. Klinik ¢aligmalarda HbAc’de %]1°lik bir artis
kalsifikasyon riskini 2.1 kat artirmaktadir. K6t glisemik kontrol vaskiler
kalsifikasyonun guclu bir risk faktoridir. Diyabetik hastalarda aterosklerotik
plaklarin altinda olusan ileri glikasyon son iirlinleri osteoblastik farklilagmaya ve
mikrovaskuler perisitlerde kalsiyum birikimine yol acar.

Yas ve diyaliz siiresi kardiyovaskiiler olay ve kalsifikasyonlarin degistirilemeyen,
bagimsiz ve dnemli bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Kalsifikasyon hizi
diyaliz hastalarinda yasm ilerlemesiyle hizlanmaktadir. Koroner arter kalsifikasyonu
geng erigkin diyaliz hastalarinda 20 ve 30 yas arasinda olusmaya baglamaktadir
(122). Erkek cinsiyet ve beyaz irktan olmak da kalsifikasyonun diger
degistirilemeyen faktorleridir (Sekil 12).
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Geleneksel Risk Faktorleri Geleneksel Olmayan Risk Faktorleri

( HTN )

Diyabet
Sigara Akut inflamasyon )
( Genetik Faktorler ]—I 0k5|dasvon (OxLDL))
( Homosistein "e"%';';fnsl\;g;'kn )

( VASKULER HASTALIK VE Karbonil Stres J
VASKULER KALSiFlKASYDN

[ Dislipidemi ]/ ‘\[ Diisiik Fetuin-A )

(Anormal Mineral Metabolizmasu)

Sekil 12. KBH’ da geleneksel ve geleneksel olmayan risk faktorleri
2.7 HIPERFOSFATEMIYE BAGLI KLIiNiK SONUCLAR

Hiperfosfatemi, kronik bobrek hastaligi kemik mineral bozukluklarmin (KBH-KMB)
neden oldugu klinik sonuglarin esas sorumlusudur ve kardiyovaskiiler mortalite ve
morbiditenin artmasma neden olmaktadir. Diyaliz hastalarinda serum fosfat diizeyi
5,0 mg/dl (1,6 mmol/L) {izerine ¢iktik¢a Oliim rolatif riski kademeli olarak
artmaktadir. Serum fosfat diizeyi 5 mg/dl’den 6 mg/dI’ye (1,6 mmol/L’den 1,92
mmol/L) yiikseldiginde 1,07 olan rolatif 6liim riski serum fosfat diizey® 9 mg/dl
iken (2,88 mmol/L) 2,01'dir (123). Bobregin ekskresyon islevini devam ettigi evre
[11-1V KBH hastalarinda hiperfosfatemi ve kardiyovaskiiler olaylar arasindaki iliski
tartisilmaya devam etmektedir. Ancak diyalize girmeyen KBH olan hastalarda serum
fosfat diizeyinin artmasmin mortalite riskini artirdig1 gosterilmistir. KBH hastalariyla
yapilan genis bir kohortta ortalama 2 yil takip sonucu serum fosfat diizeyi > 3,5
mg/dl (0,81 mmol/L) olan hastalarda mortalite riskinin arttig1 gozlemlenmistir. 3,5
mg/dl (0,81 mmol/L) lizerine her 1 mg/dl (0,32 mmol/L) artig 6 liim riskini %23
artirmaktadir (124). Genel populasyonda yapilan uzun siireli takip (ortalama 16,1 yil)
sonucu proteiniiri ve kronik bobrek hastaligi olmayan kisilerde yiiksek serum fosfor

diizeyinin kardiyovaskiiler olay riskini artirdigi tespit edilmistir (125).
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2.8 RENAL OSTEODISTROFININ TANISINDA KEMiK DONGUSUNUN
BIYOKIMYASAL BELIRTECLERI

Kemik dongusini gosteren ideal belirtegler kemige 6zgii, histomorfometrik bulgular
ve radiokalsiyum kinetik sonuglari ile korele olmalidir. Uremide kemik déngiisiinii
takip edebilmek icin spesifik ve sensitif biyokimyasal testler arastiriimaktadir.
Birgok enzim, osteoblastlarin sentezledigi matriks proteinlerinin ve kemik
matriksinin parcalanmasiyla ortaya ¢ikan protein parcalarinin kemik olusumu ve
rezorbsiyonunun dolasimdaki biyokimyasal belirtecleri olabilecegi diistiniilmiistiir
(Tablo 5). Bu belirteglerin serum diizeylerinin kulanilmasi sirkadyen ritim, diyet,
yas, cinsiyet, menapoz, karaciger islevleri ve bobrek islevlerinin durumu gibi

faktorler tarafindan engellenmektedir (126).

Tablo 5. Kemik DOngusinin Serum Belirtegleri

Kemik Olusum Belirtegleri Kemik Rezorbsiyon Belirtegleri
Alkalen Fosfataz (ALP) Tartarata Direncli Asit Fosfataz
Kemige Spesifik Alkalen Fosfataz (BALP) Tip I Kollagen Capraz Bagh Telopeptit
Osteokalsin (OC) Piridinolin

Prokollagen tip | Karboksil Terminal Propeptit ~ Deoksipridinolin

2.8.1 Kemik Olusumunun Biyokimyasal Belirtecleri

Alkalen Fosfataz (ALP) farkli organlar tarafindan (karaciger, kemik, bobrek,
bagirsak ve plasenta) iiretilen glikozillenmis bir proteindir. Uremi ALP
izoenzimlerinin yar1 d6mriinii degistirmektedir. Bu nedenle total ALP 6l¢limii
osteoblast iglevlerini degerlendirmek i¢in yeterli degildir. Kemige spesifik alkalen
fosfataz (BALP) ol¢iimii osteoblastik aktivitenin degerlendirilmesi icin tercih edilen
tamsal bir testtir. BALP sadece osteoblastlar tarafindan tiretilen 80-kDa agirliginda
bir proteindir. Diyalizle uzaklastirilamaz ve bobrek iglevlerinden bagimsiz bir
proteindir. Karacigerde metabolize olur. Primer fizyolojik islevi kemik matriksinin

mineralizasyonu saglamak ve kemik olusumu olusturmaktir.
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Yiiksek dongiilii kemik hastaliginda BALP seviyesi, kemik dongiisii diisiik veya
normal olan hastalardan belirgin olarak yiiksektir. Yapilan bir ¢aliymada plazma
BALP diizeyi osteoklast yiizeyi (r = 0.39, p <0.0001), milimetre karedeki (mn)
osteoklast sayisi (r = 0.36, p <0.001) gibi kemik rezorbsiyon parametreleri ile orantilt
oldugu tespit edilmistir. Ayrica BALP kemik olusum parametreleri olan osteoblast
yuzeyi (r = 0.50, p <0.005), ve kemik olusum hiz1 (r = 0.91, p <0.0001) ile de
orantilidir (127).

BALP diizeyi > 20 ng/ml oldugunda pozitif ve negatif prediktif degeri, yiiksek
dongiilii kemik hastaliginin diger belirteglerinden daha yiiksektir (128). BALP
diizyeyinin yiiksek olmas1 (> 40 ng/ml) normal veya diisiik dongiilii kemik
hastaligin1 PTH diizeyinden bagimsiz olarak ekarte ettirir. BALP diizeyinin diisiik
olmas1 PTH degerinin yiiksek olmasi birlikte degerlendirildiginde hemen hemen
yiiksek dongiilii kemik hastaligi olmadig1 s6ylenebilir (129). Diger yandan BALP
diizeyi yliksek ve PTH degeri normalse PTH’ dan bagimsiz artmig kemik
rezorbsiyonu oldugu diisiiniilebilir (130). BALP ekspresyonunun azalmasi
osteoblastik aktivitenin ve kemik olusum hizinin azaldigini gosterir. Bu nedenle
diisiik BALP diizeyi, diisiik dongiilii veya adinamik kemik hastaligina isaret edebilir
(131).

BALP diizeyinin ardisik olarak dlciilmesi tedavi sonrasi kemik dongiisiiniin
kontroliinde iyi bir belirteg olabilir. Sekonder hiperparatirodinin neden oldugu
yiiksek dongiilii kemik hastaliginin tedavisinde oral kalsitriol verilen hastalarda
BALP dlizeyinin diismesi tedavinin yeterli oldugunu PTH degisikliklerinden daha iyi
gosterir. BALP’1n ardisik olarak 6l¢limii tedavinin takibi i¢in kullanilabilir ve BALP
diizeyi diisiikk kalmaya devam ederse tedavi kesilebilir (132).

Osteokalsin (OC) kemik matriksinin kollajen olmayan K vitamini bagimli bir
proteinidir. Osteokalsinin molekiiler yapis1 hidroksiapatit kristalleri ve osteokalsin
arasinda baglant1 olugturur. Osteokalsinin fizyolojik roliiniin ayrintilar1 heniiz
bilinmemektedir. OC’in kemik olusumunun klasik uyaranlarindan biri oldugu
disiiniilmektedir. OC aktif D vitaminin kontrolii ile osteoblastlar tarafindan

iiretilmektedir ve kemik rezorbsiyonu ile dolasima gegmektedir.

Renal osteodistrofide kemik olusum belirteci olarak OC kullanilmasi gesitli

nedenlerden dolay1 siirlidir. OC serumda hizla aktif ve inaktif formlarma
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par¢alanmakta ve iiremide birikmektedir. Ayrica kemik matriksinin par¢alanmasi
sirasinda da kemiklerden salinmaktadir. Varolan OC testlerin molekiiliin aktif ve

inaktif formlarmni 6lgmektedir bu nedenle testler arasinda degiskenlikler ortaya
cikmaktadir.

Prokollajen tip I karboksi terminal peptitler (PICP) tip I kollajenin kemige
baglanmasi sirasinda osteoblastlar tarafindan tiretilir. Diyaliz 6ncesi kronik bobrek
yetersizliginde PCIP kemik dongiisiiniin histomorfometrik dinamik parametreleri ve
diger humoral belirteclerle oldukga yiiksek korelasyon gostermektedir ancak statik
parametrelerle korelasyonu yoktur (133).

Serum N terminal kollajentip | propeptit (PINP) ve kemik morfojenik protein-7
(BMP-7) de kemik olusumunun diger belirtegleridir.

2.8.2 Kemik Rezorbsiyonunun Biyokimyasal Belirtegleri

Kemige spesifik tip 5b tartarata direncli asit fosfataz (TRAP) kemik rezorbsiyonu
sirasinda osteoklastlar tarafindan tiretilir. TRAP dolasimda 250 kDa’luk kompleks
olarak bulunan 30 kDa agirliginda proteindir. Osteopontin veya sialoprotein gibi
kemik matriks proteinlerinin defosforilasyonu ile olusur. TRAP osteoklastik aktivite
ve kemik rezorbsiyon hizi ile koreledir. TRAP kemik rezorbsiyon belirteci olarak sik
kullanilmaz. 14 diyaliz hastasi ile yapilan bir ¢alismada yiiksek TRAP seviyesi ile
artmig kemik rezorbsiyonu arasinda belirgin bir korelasyon bulunmustur. Y tiksek
TRAP diizeyi hiperparatirodizmde de tespit edilmektedir. Adinamik kemik hastaligi
ve mikst renal osteodistrofide serum TRAP diizey oldukea diisiik olarak bulunmustur
(134). TRAP’m en biiyiik avantaji bobrek yetersizliginde birikmemesidir.
Prokollajen tip I capraz baglh karboksil terminal telopeptit (ICTP) kemik rezorbsiyon
sirecinde kemik matriksinden salinir ve tip I kollajenin helikal olmayan ucundaki
kiigtik bir peptittir. Bobrek yetersizliginde biritiginden renal osteodistrofi tanisinda

klinik degeri duisiiktiir.

Kemik matriksinin yaklagik %901 tip I kollajenden olugsmaktadir. Kemigin stabilitesi
kollajen lifleri arasindaki baglantilara baghdir. Kemik yikimi sirasinda liziloksidaz
gibi farkli enzimler bu kollajen yap1y1 parcalar. Kollajen yikim iiriinlerinden tip I

kollajenin a zinciri pyrodinolin (PY D) olarak adlandirilir. Kemik yikimi sirasinda
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kemiklerden dolagima iki farkli protein, pyrodinolin ve dihidro-pyrodinolin (DPD),
salmir. PYD 6l¢iimii genel populasyonda osteoporoz tanisi i¢in kullanilmasina
ragmen bobreklerden elimine edilmesi ve bobrek yetersizliginde birikmesi nedeniyle
renal osteodistrofide kullanilmasi yararsizdir (135). Diyaliz hastalarinda serum PYD
ve DPD diizeyi saglikli insanlardan yaklagik 50-100 kat yUksektir. PY D duizeyi genel
olarak yliksek dongiilii kemik hastaliginda oldukca yiiksektir ve kemik olusum ve
rezorbsiyon parametreleri ile pozitif olarak koreledir.

2.8.3 B, Mikroglobulin ve Kemik Sekillenmesi

B, mikroglobulin molekiiler agirligi 11.810 Da olan bir polipeptittir. Hemodiyaliz
hastalarinda kemik ve eklem cevresinde meydana gelen amiloid birikiminin esas
elementidir. B, mikroglobulin katabolizmas1 bobrekler tarafindan saglandigindan
bobrek islevlerinin azalmasiyla birikmeye baslar ve aniirik hastalarda oldukga yiiksek
diizeylerde bulunur (136). Yiiksek dongiilii kemik hastaliginda serum diizeyi diisiik
dongiilii kemik hastaligindan daha yiiksektir. Serum B, mikroglobulin diizeyi
osteokalsin, kemige spesifik alkalen fosfataz ve de serbest pyrodinolin ile koreledir
ancak PTH ile korelasyonu yoktur. B, mikroglobulin yiksek dongult kemik

hastaliginda osteoid voltiim ile ters olarak koreledir.

2.9 KALSIFIiK UREMIK ARTERIOLOPATI (KALSIFLAKSI)

Kalsifik tiremik arteriolopati (kalsiflaksi) sik goriilmeyen ancak yasami tehdit eden
bir durumdur. Ozellikle kronik bobrek yetersizligi ve sekonder hiperparatirodizmli
hastalarda goriilmesine ragmen bdbrek islevleri ve kalsiyum, fosfor metabolizmasi
normal olan kisilerde de goriilebilir (137). Nadir bir hastalik iken kalsiyum igeren
fosfat baglayici ve D vitamini kullaniminin artmasi ile birlikte prevalansi artmaya
baglamustir. Patogenezi tam olarak anlagilamamigtir. Klinik risk faktorleriyle birlikte
histolopatolojik bulgular degerlendirildiginde kalsiyum fosfor mekanizmasinin
bozulmasi kalsiflaksi patogenezinin merkezinde yer almaktadir.

Kalsiflakside tipik olarak alt ekstremitede olduk¢a agrili skarlar vardir. Batin duvari
ve penis gibi diger bdlgeleri de etkileyebilir ancak yiiz ve {ist ekstremitede goriilmesi
olduk¢a nadirdir. Sendrom tipik olarak eriteme benzer livedo retikiilaris geligmesini

takiben etkilenen bolgede duyu kaybi ile baslar ve derin iilserlere ilerler. Cilt alt1 ele
50



gelen kalsiyum birikimleri goriilebilir. Lezyonlar olduk¢a agrilidir ve iizerindeki
doku kasmtili olabilir. Lezyonlar kan akiminin azalarak hipoksiye neden oldugu yag
dokusu bdlgelerinde ortaya ¢ikabilecegi diisiiniilmektedir ancak kalsiflaksinin yag
dokusunun bulunmadigi bolgelerde ortaya ¢ikmasi bu diisiince ile ¢elismektedir.
Malnutrisyon ve obezite kalsiflaksi gelisimi i¢in risk faktoriidiir. Obezite ile
kalsiflaksi arasindaki iliski tam olarak agiklanamamakla birlikte abdominal yag
miktarinin artmas1 yag dokusuna kan akimini azaltir ve kiigiik damarlarda tromboz
gelismesi i¢in risk faktorii olusturur. Kalsiflaksi gelisimi i¢in en 6nemli risk
faktorleri kadin olmak, diyabet ve yiiksek serum fosfor diizeyidir. Serum fosfat
diizeyinin artmasi ile kalsiflaksi gelisiminin riskinin artmasi ile koreledir.
Hiperkalsemi ve ayn1 zamandan kalsiyum x fosfat diizeyinin artmasi kalsifikasyon
gelismesi i¢in gerekli bir durumdur. PTH ile kalsiflaksi arasinda direkt bir iligki
bilinmemesine ragmen PTH kalsiflaksi gelismesine zemin hazirlayan ‘doku
diizeyinde duyarlilastirict’ olarak kabul edilmektedir (138). Primer hiperparatiroidili
ve serum fosfat diizeyi normal veya diisiik olan hastalarda kalsiflaksi goriilmesi
PTH’ un patogenezdeki rolinu desteklemektedir.

Serum albumin diizeyi beslenme durumunun belirteci olarak kullanilabilir. Serum
albumin diizeyinin diisiik olmas: ile kalsiflaksi arasinda 6nemli bir iligki oldugu
bilinmektedir. Hipoalbuminemi ayrica diyaliz hastalarinda mortalitede artis1 gdsteren
bir belirtectir ancak kalsiflaksi patogenezinde rolii olmasi olasilig1 diigiiktiir.
Kalsiflaksi tanis1 Oncelikle klinik olarak konulur ancak histolojik olarak
dogrulanmas1 gereklidir ve altin standarttir. Yumusak doku grafilerinde ince agag
dallanmasi seklinde cilt damarlarinin vaskiiler kalsifikasyonu gordlebilir. Cilt biopsi
yapmak iyilesmeyen iilserlere yol agabilir, bunun disinda 6nemli bir riski yoktur.
Etkilenen alanlardan yapilan biopsilerde kalsiflaksiye 6zgii endovaskiiler fibroz ile
birlikte vaskuler kalsifikasyon, pannikdlit ( deri alt1 yag dokunun inflamasyonu) ve
sonucta doku nekrozu gorultr. Kiguk damarlarda (kapiller, ventller ve 600 um’'den
biiyiik arteriollerde) da tromboz goriiliir. Fibrin trombozlar1 kalsiflaksinin
yayilmasina neden olan prokoagulan bir durumun oldugunu gosterebilir. Obliteratif
vaskiilopati nekroz gelismesine neden olan en 6nemli faktordiir. Kalsiflaksinin

ayirici tanisinda periferik vaskiiler hastalik, kolesterol embolisi ve kriyopresipitat
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bozukluklar1 diisiiniilmelidir. Histolojik olarak bu lezyonlar kolayca
ayrilabilmektedir.

Vaskiiler kalsifikasyon patogenezindeki mekanizmalar kalsiflaksi gelismesi i¢in de
gecerlidir. Pasif bir siireg degildir ve aktif olarak kontrol edilmektedir. inorganik
fosfat diizeyinin artmas kalsiflaksi gelismesi i¢in en 6nemli faktor olarak
diistiniilmektedir. Yiiksek fosfor diizeyi vaskiiler diiz kas hiicrelerinde osteojenik
belirteclerin ekspresyonunu artirmakta ve neden oldugu fenotipik degisiklikler (diiz
kas hiicrelerinin osteoblastlara) kalsifikasyon i¢in ortam olusturmaktadir.
Osteopontinin vaskiler duiz kas hiicrelerinde eksprese edilmesi kalsiflaksi
lezyonlarmin olusmasini artirir ve 6lii hiicrelerin damar liimeninde diismesini
saglayarak tromboz gelismeden 6nce kan akiminin yavaglamasina yol agar (139).
Kemik morfojenik protein-4 (BMP-4) kemik dokusunun diizeltilmesi ve
gelisiminden sorumludur ancak aterosklerotik lezyonlarda da gosterilmistir.
Biopsilerde arteriollere komsu intradermal hiicrelerde ekspresyonunun arttiginin
gosterilmesiyle kalsiflakside kalsifikasyonu kontrol eden faktorlerden biri oldugu
diistiniilmistiir (140).

Diiz kas hiicreleri pluripotenttir. Uremik kosullarda hiperfosfateminin etkisi ile diiz
kas hiicresi gen ekspresyonu azalir ve osteoblastik farklilagsma artar. Bu durum
kalsiyum baglayan proteinlerin ve hiicre dis1 kalsiyum birikiminin olugmasina neden
olur. Sekonder hiperparatiroidizm ve hiperfosfatemi nedeniyle kalsiyum iceren fosfat
baglayicilarin kullanilmas1 ektopik kalsifikasyon gelismesini oldukca kolaylastirir.
Tip II diyabet hastalarinda endotel islevlerinin bozulmasi ile nitrik oksit (NO) sentezi
azalir ve sliperoksit radikallerinin olusmasi artar. Beslenmesi bozulan tiremik
hastalarda folik asit yetersizligi lokal endotelyal NO (eNO) Uretimini ve
vazodilatasyonu daha da bozar.

Warfarin kullanimi kalsiflaksi gelismesinden sorumludur. Warfarin protein Cve S
iiretimini azaltir. Bu proteinlerin eksikliginin kalsiflaksi gelismesinde 6dnemli bir rolii
yoktur (141). Matriks Gla (MGP) proteininin islev gosterebilmesi icin K vitaminine
bagliy-karboksilasyonu gereklidir. Warfarin MGP karboksilasyonunu bozarak
kalsifikasyon kaskadi dengesini degistirmekte ve vaskiiler kalsifikasyon gelismesini

kolaylagtirmaktadir.
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Son donem bobrek yetersizligi olan hastalarin bir kisminda beslenmenin ve kalsiyum
homeostazinin diizeltilmesi ile kalsiflaksi 6nlenebilir. Prognozu oldukga kéttudur ve
hastalarm yaklasik %80°1 6zellikle yara enfeksiyonuna bagli olarak 6lmektedir.
Diyetin diizenlenmesi ve fosfat baglayicilarin kalsiyum icermeyenlerle
degistirilmesinden sonra iyilesmenin saglanabilmesi i¢in yara bakiminin yapilmasi
en onemli faktordiir. Yara bakimi, vakumlu sargilar ile yaralardaki nekrotik
dokularin temizlenmesi, gergin dikis kullanilmamasi ve sistemik antibiyotik
kullanilamasi ile saglanir. Morfin teorik olarak hipotansiyona neden olup doku

perflizyonunu bozdugundan analjezi i¢in fentanil tercih edilir.

Kalsiflaksi tedavisinde hiperfosfateminin diizeltilmesi hayati 6nemi olan bir adimdir.
Kalsiyum igeren fosfat baglayicilar kalsiyum icermeyen fosfat baglayicilar veya

ciancalcet ile degistirilmeli veya secilen hastalara paratiroidektomi uygulanmalidir.

Bifosfanatlar kalsiflaksi lezyonlarinin iyilesmesini kolaylastirmaktadir. Farmakolojik
olarak hidroksiapatit kristallerinin biiylimesini ve reabsorbsiyonunu degistirir. Bu
bilesikler osteoklast oncillerinin kemik yiizeyine girmesini ve sonug olarak olgun
hiicrelere doniismesini engeller. Ayrica lokal makrofaj aktivitesini ve proinflamatuar
sitokin salmmasini azaltir. Vaskiler diiz kas hticrelerinin fenotipik olarak osteoblast
ve osteoklastlara benzemesi kalsifikasyon alanlarinda bifosfanatlarin baglanmasini

kolaylastirir ve arteryel kalsifikasyonun 6nlenmesini saglar.

Sodyum tiostlfat (NaS;0s) indirgeyici bir ajandir ve birgok metale baglanarak suda
eriyen bilesikler olugturulmasini saglar. Yaklasik 110 y1l 6nce ilk defa siyanid
zehirlenmesinin tedavisinde kullanilmigtir. Ayrica sisplatin ve karboplatinin toksik
etkilerini dnlemek ve pitriasis versikolor tedavisinde kullanilmaktadir. Kalsiflakside
kullanildiginda kalsiyum tiosiilfat olusturur ve antioksidan etki gdsterir. Kalsiyum
tioslilfat bilesiginin suda eriyebilirligi olduk¢a fazladir, boylece damar duvarinda
kalsiyum fosfat presipitasyonu azalir. Sodyum tiosiilfat ayrica serbest kalsiyum
konsantrasyonunu azaltir. Antioksidan 6zelligi endotelyal islev bozuklugunu diizeltir

ve vazodilatasyonun saglanmasina yardimc1 olur.

Histolojik kesitlerde arteryel trombiislerin izlenmesi diigiik molekiil agirlikli heparin

gibi antikoagulanlarin giivenle kullanilabilecegini gostermektedir. Diisiik molekiil
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agirhikli heparin siklikla bifosfanat ve hiperbarik oksijen tedavisi ile birlikte

kullanilmaktadir.

Hiperbarik oksijen tedavisi sekonder hiperparatiroidizme bagli olmayan
kalsiflakside, paratiroidektomiye uygun olmayan ve cerrahi girisim diisiiniilmeyen
hastalarda 6nemli bir segenektir. Hiperbarik oksijen kanda ¢oztinen ve dokulara
ulagan oksijen miktarmi artirmaktadir. Fibroblast iglevlerini uyarip kollajen matriks
olusumunu saglayarak yara iyilesmesinin artmasini saglamaktadir. Arteryel
vazokonstriksiyonu azaltarak 6dem ve reperfiizyon hasarinin diizelmesini
saglamaktadir. Ayrica nétrofillerin bakterisidal aktivitesini artirmaktadir.
Notrofillerin bakterileri dldirebilmesi icin hidrojen peroksit, sliperoksit gibi serbest
oksijen radikalleri ve hidroksil radikallerinin olusmas1 ve bunlarin olusabilmesi i¢in

molekiler oksijen gereklidir.

Sonug olarak, sodyum tiosiilfat kalsiyum tuzlarmin eriyebilirligini artirmaktadir.
Uremiye bagh vaskiiler kalsifikasyonu énlemekte, kalsiflaksi lezyonlarinin agrisin

azaltmakta ve lezyonlari iyilestirmektedir.

2.10 KRONIK BOBREK HASTALIGI-KEMIK MINERAL
BOZUKLUKLARININ TEDAVISi

2.10.1 Hiperfosfateminin Tedavis

Hiperfosfateminin tedavisi aslinda patogenezi dikkate alindiginda sekonder
hiperparatiroidinin tedavisidir. Sekonder hiperparatiroidinin patogenezine dayanarak
giinliik pratikte bircok tedavi secenegi kullanilmaktadir. Birincisi, fosfat alimini
olabildigince azaltmak (~ 800 mg/giin). Bu ancak protein alimini neredeyse kesmeyi
gerektirdiginden hastalar tarafindan pek uygulanamamakta ve zamanla protein
eksikliginin yarattig1 klinik ve laboratuar bozukluklarmna neden olmaktadur. Ikincisi,
diyaliz tekniklerinde hemodiyafiltrasyon ve genis ylizeyli diyaliz filtrelerinin
kullanilmas1 gibi gelismelerle viicuttan fosfat uzaklastirilmasi artirilabilir. Bu da
kullanilan fosfat baglayic1 dozunun azalmasini saglayabilir. Ugiinciisii, kalsiyum

iceren fosfat baglayicilar serum fosfat ve PTH diizeyini diisiiriir ancak 6zellikle D
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vitamini ile birlikte kullanildiginda serum kalsiyum diizeyini yiikseltir. Dordiinciisi,
kalsiyum ve aluminyum igermeyen yeni ilaglar, sevelamer gibi, etkinliginin diisiik
olmasina ragmen uygun hastalarda diisiiniilebilir. Besinci olarak, kalsitriol ve diger D
vitamini metabolitleri bagirsaktan kalsiyum ve fosfat emilimini artirarak
hiperfosfatemi, hiperkalsemiye neden olmak ve kemik dongiisiinii baskilayarak
adinamik kemik hastaligina yol agmak pahasina da olsa PTH diizeyini diisirir.
Ayrica kalsitriol tedavisi degisen oranlarda aortik kalsifikasyona neden olabilir.
Kronik bobrek yetersizlignin erken evrelerinde serum kalsiyumunun diigiik olmasi
sekonder hiperparatiroidiye neden oldugundan D vitamini 6nemli bir tedavi
secenegidir. Son olarak, kalsimimetikler paratiroid bezinde kalsiyum duyarlilastiric
reseptorleri aktive ederek (CaR) PTH sekresyonunu dogrudan inhibe eder.

Sekonder hiperparatiroidinin tedavisine evre 111 KBH’da (GFR < 60 ml/dk)
baglanmali ve tedavi siirecinde nefrolog, diyetisyen ve hasta iletisimi etkin bir
sekilde saglanmalidir. KBH’ nin evrelerine gore degisen tedavi hedefleri belirlenmeli
ve her zaman g6z 6niinde bulundurulmalidir. GFR < 60 ml/dk tespit edilen tim
hastalarm kalsiyum, fosfor, iPTH degerleri diizenli olarak takip edilmeli ve bu
degerlere gore tedavi yonlendirilmelidir. K/DOQI (Kidney Disease Outcome Qualty
Initiative) klavuzunun 6nerdigi 6l¢lim siklig1 ve hedef degerler KBH evrelerine gore
Tablo 6'de belirtilmistir.

Sekonder hiperparatiroidinin tedavisi U¢ basamakla Ozetlenebilir (Sekil 13):

1. Birinci basamakta, kalsiyum ve fosfor diizeyi KBH evresine gore 6nerilen
duzeylerde tutulmaya caligilmaldir. Bu degerler diyet tedavisinin
diizenlenmesi ve fosfat baglayicilarla saglanmaya ¢aligiimalidir (kalsiyum
asetat, sevelamer veya lantan). Evrelll ve IV KBH’da 25-OH D vitamini
diizeyi < 30 ng/ml ise alfakalsidiol, ergokalsiferol tedavisi baglanmasi

diistiniilmelidir.

2. Ikinci basamakta, PTH ve D vitamini diizeyleri kalsimimetik ve/veya D
vitamini analoglariyla kontrol altina almaya ¢aligilmalidir. Kalsiyum ve

fosfor degerleri normalin {ist sinirma yakin veya yiiksekse cinacalcet
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baslanabilir. Diger yandan kalsiyum degeri normal sinirlardaysa D vitamini

analogu basglamak iyi bir segenek olabilir.

3. Ugiincii basamakta, fosfat baglayicilarin, kalsimimetiklerin ve D vitamininin

dozu K/DOQI klavuzunun hedef degerlerine gore ayarlanir.

Tablo 6. KBH Evrelerine Gore Fosfor, PTH Hedef Degerleri ve Olgiim Sikliklar

Evre GFR arahign PTH Olguimii CavePi Pi Hedefi PTH Hedefi
(ml/dk/1,73m?) Olgumii (mg/dl) (pg/ml)
Il 30-59 12aydalkez 12aydalkez 2,7-4,6 30-70
v 15-29 3aydalkez 3aydalkez 2,7-4,6 70-110
\% <15 veyadiyaliz 3aydalkez Her ay 3,555 150-300
‘National Kidney Foundation 2003’ten uyarlanmistir’
Kalsiyum (mg/dL) PTH (pg/ml) Fosfat (mg/dL)

Y

¢ v

Y

(<84 ) ( 8.4-‘50.0 ] (>10.0)

(<60 ) ( 60-150 ) (>150)

v

Y

Takip Et
Y

1. Basla/} Alfakalsidiol,

Kalsitriol
2. Kalsiyum Asetat veya

Kalsiyum Karbonat Basla

1.4 Alfakalsidiol
2.Kalsiyum Karbonati Kes
3.Kalsiyum Asetat) Azalt

1.¢veya Alfakalsidiol Kes
2.{ /Kalsiyum Asetat veya
Karbonati Kes

\

\d

(150300 )

\J

(301-800 )

A

Y

A 4

1. Fosfat Baglayiciyl Kes

2. Diyeti Gozden Gegir

(800 ]

Alfakalsidiol Basla
vevaT Doz

RiskTCa ve P

0.25 mcg glinde bir kez

Parikalsitol Diislin

A4 A
Alfakalsidiol Basla
1.0 mcg ginde bir kez (RiskTCa veP)
veya T Doz
Paratiroidektomi Diiglin
Risk!cavep Sinakalset Dilgiin

Parikalsitol Dislin

Alfakalsidiol Basla 1.0 mcg giinde bir kez veya T doz

1. Diyeti Gozden Gegir
2. Fosfat Baglayicilan Baslat/Arttir
(a)Kalsiyum Asetat
3x2/Giin Yemekle Birlikte
(b)Kalsiyum Karbonat
3x1/Giin Yemekle Birlikte
(c)Lantan Karbonat
750 mg Giinde Ug Kez veya
Sevalamer 3x2-4/Giin Yemekle Birlikte
(d)Aliminyum Kapsil
3x1-2/Giin Yemekle Birlikte
3. Hasta Uyumunu Gozden Gegir
Her lla¢/Dozu Artiminda Diyeti Géizden Gegir

Sekil 13. Diyaliz hastalarinda kemik mineral bozukluklari tedavisi i¢in bir algoritma

(Delaney M. (2009). Managing Bone Mineral Disordersin CKD: An Overview of
Current Therapies. Journal of Renal Care 35(sl) 107-110.’den uyarlanmistir.)
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2.10.1.1. Diisiik Fosforlu Diyet

Bobrek yetersizliginin ilerlemesi ile kaginilmaz olarak fosfat birikmeye baslar.
Glomeruler filtrasyon hizindaki azalma ile orantili olarak diyetteki fosfat alimimin
azaltilmas1 fosfat birikimini ve yol ac¢tig1 klinik sonuglar1 6nleyebilir. Ancak giinliik
pratikte, alinmasi gereken gidalarin ¢ogunda fosfat bulunmasi ve diisiik fosfor igeren
diyete uyum saglayabilmenin olduk¢a zor olmasi nedeniyle kronik bobrek
hastaligi/yetersizliginde fosfat birikimini 6nleyebilmek pek miimkiin degildir.
Gidalarin protein ve fosfor igerigi arasinda direkt bir iliski mevcuttur (142). Besin
dengesini saglayabilmek ve protein malnutrisyonuna neden olmamak icin stabil bir
hemodiyaliz hastasinin 1,2 g/kg/giin, periton diyalizi hastalarinmn 1,3 g/kg/giin
protein iceren diyetle beslenmesi gerekir. Bu miktardaki proteinin sagladig fosfor
miktar1 > 1000 mg/giin’diir ve bu miktar haftada {i¢ giin standart diyalizin
uzaklastirilabilecegi kapasitenin ilizerindedir. Bu nedenle hemodiyaliz hastalarinda
diistik fosfor igeren diyetle birlikte fosfat baglayicilarin kullanilmasi kaginilmaz hale
gelmektedir.

Diyetteki fosfatin kisitlanmasi1 hipefosfateminin tedavisinde ve dnlenmesinde
farmakolojik tedaviyi destekleyen onemli bir tedavi yaklasimidir. Gidalarin
fosfor/protein oran1 protein dengesini bozmadan hangi gidalardan kaginilmasi
gerektigini gosteren faydal bir belirtectir. Ayn1 miktarda protein iceren ancak fosfor
icerigi diisiik olan gidalar 6zellikler tercih edilmelidir (Ornegin, yumurta beyazinin
fosfor/protein orani diisiiktiir).

Diyetteki fosfat iceriginin dogru tespit edilebilmesi i¢in {i¢ ana kaynagi gdzden
gecirmek gerekir. Bunlar dogal fosfat igeren pisirilmemis veya islenmemis gidalar;
gidalarin igslenmesi sirasinda fosfat eklenenler ve fosfor iceren diyet ilaveleridir
(vitaminler gibi).

Et, siit, siit lirtinleri, yumurta ve tahillar da dogal olarak fosfat icerir ve ortalalama bir
diyetle alman toplam fosfatin biiyiik bir kismin1 olusturur. (Tablo 7). Ayrica
gliniimiizde islenmis gida {iretiminin ve tiiketiminin artmasi ve bunlarin fosfat
iceriginin yiiksek olmasi nedeniyle giinliik fosfat alim1 da artmaktadir. Et kalitesini
artirmak amaciyla kullanilmasi gibi fosfatla gida islenmesi icin fosforik asit
kullanilmaktadir. Islenmis gidalardaki fosforik asit gastrointestinal sistemden dogal

gidalarda bulunan fosfattan daha fazla emilmektedir.
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Kalsiyum igerigi artirilmig gidalarm Uretiminde yaygin olarak kalsiyum fosfat tuzu
kullanildigindan diyetle alian fosfat miktarin1 dogrudan etkilemektedir. Ayrica
karbonat veya sitrat gibi fosfat icermeyen tuzlarla gidalarin kalsiyum igerigi
artirildiginda bu fazladan kalsiyum fosfat baglayici olarak etki gosterir ve bagirsakta
fosfatin biyoyararlhiligini azaltir.

Farkli gidalarm igerdigi fosfatin biyoyararlilig1 diyet kaynakl fosfatin
degerlendirilmesi i¢in olduk¢a 6nemli bir konudur. Bitkilerdeki fosfatin biiytik bir
kismi (~ % 75’i) fitatlardan olusur. Insanlarin ince bagirsagindan fitatlar1 pargalayip
fosfor salinmasini saglayan fitaz enzimi salgilanmaz. Bu nedenle fitat fosforunun
insanlarda biyoyararlanim1 yoktur. Ancak gidalar fitaz iceren mayalarla, ekmegin
mayalanmasinda oldugu gibi, fitazla islenirse biyoyararlanimli hale gelir. Etlerdeki
fosfor gogunlukla hiicre i¢inde organik bilesikler olarak bulunur. Ince bagirsakta
hidrolize olduktan sonra inorganik fosfor olusur ve oldukca iyi emilir. Sitteki fosfor
farkli fraksiyonlarda bulunur ve her birinin farkl biyoyararlanimi vardir. Gidalarin
islenmesi sirasinde eklenen fosfat cogunlukla inorganik fosfat tuzlaridir ve bu
nedenle bagirsaklardan hemen hemen tiimii emilir. Bu nedenle bobrek yetersizligi
olan hastalarda fosfat yiikiiniin daha da artmasma neden olur.

Sonug olarak degisik faktorlere bagl olarak karigik bir diyetteki fosforun sadece
%60’1 emilir. Bu yiizden tiiketilen gida gruplarinin hakimiyetine ve iglenmis
gidalarm tiiketim oranina bagli olarak degisir. Fosfat i¢erigi diisiik bir diyet programu
hazirlanirken fosfat biyoyararlanim diisiik bitkisel proteinler dikkate alinmalidir.
Uygun bir diyet hayvansal ve bitki kaynakl proteinleri igermelidir.

Diisiik fosfor iceren islevsel gidalar bobrek yetersizligi olan hastalarda gida
segeneklerini artirmak amaciyla gelistirilmistir. Ulkemizde bulunmamakla birlikte
diistik fosfor igeren siit ve peynir ilk iki tiriin olarak satiga sunulmustur.
Demineralizasyon yontemi gidalarin suda 1slatilarak minerallerin uzaklastirilmasi
yontemidir. Ornek olarak demineralizasyon ydntemi dncesi ve sonrasi yapilan
Olcimlerde sebzelerde %51, bakla tohumunda %38, un i¢in %70 ve ¢cedar peynirinde
%19 oraninda fosfat azalmasi olmaktadir. Bu yontemde hastalar yemeklerin
hazirlanmasi igin fazladan ugrastiklarindan ve demineralize edilen gidalarin lezzetini

kaybettiginden yakinmaktadirlar. Gidalarin haglanmasi da protein igeriginin
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korunmasini saglayarak diyetteki fosfatin biiylik dl¢iide azalmasini saglar. Yani
diyetteki proteinin grami bagina fosfat alimi diiger.

Ozetle, giiniimiizdeki diyaliz teknikleri ve fosfat baglayicilarlaiyi beslenen diyaliz
hastalarinda serum fosfor diizeyini normal sinirlarda tutmak miimkiin degildir.
Diyetteki fosfor miktarmi smirlamak i¢in klinik pratik onerile sunlar olabilir: 1. Orta
derecede protein almmali (yaklasik 1 mg/kg/giin). 2. i¢erdigi fosfat oldukca az
emildiginden protein kaynagi olarak bitkisel proteinlerin orani artirilmali, 3. Oldukga
fazla igslenmis, kolayca tiiketilebilen gidalarin tiikketiminden uzak durmak. (143).
KBH ‘da diisiik fosfor igeren diyet evre III ve IV te fosfor > 4,6 mg/dl ve evre V'te >
5,5 mg/dl oldugunda veya PTH normal degerlerinin tistiinde ve kalsiyum ve fosfor
normal sinirlarda oldugunda baglanmalidir. Yiiksek protein/diisiik fosfor iceren
diyetin sagkalim1 belirgin olarak uzattig1 ve disiik protein/diisiik fosfor igeren diyetin
mortaliteyi belirgin olarak artirdig1 bilinmektedir (144).

Tablo 7. Bazi Gidalarin Fosfor Icerigi ve Fosfor/Protein Oranlari

Besin Porsiyon P(mg) Protein P/protein

Et
Dana eti 85qr 212 31 6,8
Tavuk 140 gr 259 35 74
Kuzu 85ar 162 22 74
Biftek 85ar 200 26,4 7,6
Hindi 85ar 208 24 8,7
Balik 85ar 221 194 11,4
Domuz 85ar 224 18 12,4
Yengec 850r 238 16,5 14,4

Ekmek, tahil ve kuru yemis
Ekmek 1dilim 25 34 73
Baget 35" 68 75 9,0
Badem 85ar 134 6 22,3
Samfistig1 85ar 137 6 22,8
Ceviz 85ar 98 4,3 22,8
Biskiivi 2,5" 98 4,2 23,3
Kahvaltilik
gevrek 1 bardak 259 52 49,8
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Tablo 7. Devam

Besin Porsiyon P(mg) Protein P/protein

S(t, st Urdnd, yumurta

Yumurta aki 1 adet 5 3,6 1,4
Tavuk yumurtasi 1 adet 96 6,3 15,3
Peynir 85qr 133 6,6 20
Yogurt 237 ml 327 11,9 275
Siit 1 bardak 222 7,9 28
Baklagiller ve pring
Bezelye 1 kase 114 75 15
Kuru fasulye 1kase 183 12 15
Mercimek 1 kase 356 17,9 19,9
Beyaz piring 1kase 74 4 18,4
Kahverengi piring 1 kase 162 5 32

(USDA Ulusal Besin Veri Tabanindan uyarlanmistir)
2.10.1.2 Bagirsaktan Fosfor Emilimini Azaltan Ilaclar
2.10.1.2.1 Fosfat Baglayicilar

Ideal bir fosfat baglayicinin dzellikleri Talo 8’de 6zetlenmistir. Bu kriterlere gore
ideal bir ilag kolayca yutulabilecek kadar ufak, tek, tadi giizel tablet veya kapstil
olmaly; giinde iki kez bir tablet dozunda fosfata oldukca iyi baglanabilmeli; 6glin
arasinda alinmal1 ve serum fosfat diizeyini normal sinirlarda tutabilmelidir (2.60-4.40
mg/dl). Fosfat baglayicilar bagirsaktan emilmeden dogrudan atilmali ve
gastrointestinal sistemin herhangi bir yerindeki pH’dan bagimsiz olarak kolayca

fosfat baglayabilmelidir.
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Tablo 8. ideal Fosfat Baglayicilarm Ozellikleri

Yiiksek afinite ile fosfat baglamali, gereken tablet sayis1 az
olmal

pH’a bagli olmadan hizla fosfat baglayabilmeli
Coziiniirliigl az olmal

Emilimi az olmali (tercihen olmamali)

Toksik ve yan etkileri olmamali

Kat1 oral formda olmali

Tad1 iyi olmali ve uyumu artirmali

Ucuz olmali

Giiniimiizde kullanilan fosfat baglayicilarin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 9'da

Ozetlenmistir.

Tablo 9. Oral Fosfat Baglayicilarin Avantaj ve Dezavantajlari

Fosfat
Baglayici Avantajlar Dezavantajlar
Kalsiyum Aluminyum icermez pH’ dan etkilenir
Karbonat Orta dece etkili Lezzetsiz
Tablet sayist ¢ok degil Hiperkal semi
Ucuz Gl yan etkileri var
Ektopik kalsifikasyon olasilig1 var
Kalsiyum Aluminyum icermez Y utulacak tabletlerin boyutu biyik
Asetat Etkinligi pH’a bagh Hiperkal semi
Ucuz olarak kabul edilebilir Gl yan etkileri var
Kalsiyum igerigi karbonattan Ektopik kalsifikasyon olasilig1 var
disiik
Aluminyum  Kalsiyum icermez Aluminyum toksisites
Tuzlar Etkinligi ¢ok iyi Kesin givenli dozu yok
Ucuz Sik izlem gerekli

pH’ dan etkilenmez

Kullanilan tablet sayist az

Sevelamer Kalsyum ve aluminyum icermez ~ Pahali
Gl emilimi yok pH’tan etkilenir
Orta derece etkili Gereken tablet sayisi fazla

Total ve LDL kolesterolii diisiiriir ~ Yagda eriyen vitaminlere baglanir
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Tablo 9. Devam

Fosfat
Baglayici Avantajlar Dezavantajlar
Lantan Kalsyum ve aluminyum icermez ~ Pahali
Karbonat Cignenir, biitlin olarak yutulmaz Gl yan etkileri var
pH’dan bagimsiz etkinligi Minima Gl emilimi var
oldukcaiyi

Kullanilan tablet sayist az

2.10.1.2.1.1 Aluminyum iceren Fosfat Baglayicilar

Aluminyum igeren tuzlar oldukga etkili fosfat baglayicilardir ve 1980°1i yillarin
ortalarina kadar yaygin olarak kullanilmiglardir. Gastrointestinal sistem aluminyum
icin gecirgen olmamasina ragmen bazi durumlarda yeteri kadar aluminyum emilerek
kan ve dokularda aluminyum konsantrasyonunu artirmaktadir. Aluminyum saglikli
insanlarda bobreklerden ekskrete edilmekte ve bu nedenle aluminyum toksisitesi
gorilmemektedir (145). Kronik bobrek hastaligi olan hastalarda ise viicutta dzellikle
kemiklerde 6nemli miktarda aluminyum birikimi olmaktadir. Gastrointestinal emilim
yeni dogan ve ¢ocuklarda erigskinlerden daha fazladir. Ayrica viicutta biriken miktar1
sitratla birlikte kullanildiginda daha da artmaktadir. Aluminyum birikimi
osteomalazi, adinamik kemik hastaligi, mikrositik anemi ve ensefalopatiye neden
olmaktadir. Diyaliz ensefalopatisi olarak adlandirilan sendrom baglangigta sadece
hemodiyaliz hastalarinda rapor edilmistir. Bu hastalarda aluminyum kaynag1 olarak
diyalizat solusyonu hazirlamak i¢in kullanilan suyun aluminyum ile kontamine
olmasi gosterilmistir. Suyu daha iyi saflastirarak aluminyumun uzaklastiriimasiyla
diyaliz ensefalopatisi goriilmemeye baglanmistir. Aluminyum birikimi Alzheimer

hastalig1 gibi diger norodejeneratif hastaliklara da neden olmaktadir.

Kidney Disease Outcome Qualty Initiative (KDOQI) klavuzu aluminyum iceren
fosfat baglayicilarin tiimiiniin kullanilmasina kars1 dikkatli olunmasi gerektigine
dikkati cekmekte; kisa siireli (< 4 hafta) ve serum fosfor diizeyinin > 7,0 g/dl (2,26
mmol/L) olmas1 durumunda, bir sefere mahsus kullanilmasini, ardindan tedavinin

diger fosfat baglayicilar ile degistirilmesini dnermektedir (146).
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Genel olarak, oral fosfat baglayicilar fosfat bagladiklar1 zaman anyonlarini birakirlar.
Ancak polimer tipi (sevelamer gibi) fosfat baglayicilarinda oldugu gibi katyonik
molekiiller anyonlarmi biraktiktan sonra serbest katyonlar olarak kalmazlar. Bu
ozelligi nedeniyle katyonik molekiiller fosfat baglayici olarak kullanilacaksa bu
metallerin gastrointestinal sistem boyunca emilimini engelleyebilmek i¢in genis
bilesiklerin i¢ine hapsedilmesi gerekir. Klinik pratikte kullanilan bu 6zellige sahip

fosfat baglayic1 bulunmamaktadir.

Metal bilesik tipi fosfat baglayici fikri boehmite tipi aluminyumun (B-alm)
gosterilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Aluminyum ¢ok etkin bir fosfat baglayicidir ancak
bagirsaklardan emilip viicutta birikerek toksik etki gostermesi nedeniyle kullanimi
olduk¢a smirhidir. Eger aluminyum katyonunun gastrointestinal sistemden emilim
engellenebilirse aluminyuma bagl biitiin sorunlar ¢6ziilmiis olacaktir. B-alm,
A/O(OH),H20 olarak ifade edilen aluminyum hidroksitten olusan bir kristaldir. Bu
kristal etanolde ¢oziinmez ve suda ¢oztinmesi oldukga zordur, gastrointestinal
sistemden emilmez. Ayrica kristal yap1 6zelligi nedeniyle aluminyum molekulleri B-
alm yapisinin dig kismida aluminyum hidroksit jelinden daha fazla bulunur. Bu
nedenle B-alm’in fosfat baglama kapasitesi alumniyum hidroksit jelinden ¢ok daha

fazladrr.

B-alm’in fosfat baglayici olarak kullanildigi klinik ¢aligma bugtine kadar
diizenlenmemistir. Kristal yapis1 oldukga stabil ve saglam olmasima ragmen bazi
kristaller alkali ortamda parcalanabilmektedir. Bu nedenle ¢ok az miktarda
aluminyum bagirsaktan emilebilir. B-alm aluminyum hidroksit jelinden daha etkin ve
guvenli bir fosfat baglayici olarak kullanilir hale gelebilir (147).

2.10.1.2.1.2 Kalsiyum Iceren Fosfat Baglayicilar

Yiiksek dozda kalsiyum karbonatin bagirsaktan Pi emilimini azalttig1 otuz yildan
fazla stredir bilinmektedir ve yaklasik yirmi yildir kalsiyum igeren tuzlar fosfat
baglayici olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde kullanilan kalsiyum iceren Pi
baglayicilar kalsiyum sitrat, kalsiyum asetat, kalsiyum karbonat ve kalsiyum
ketoglutarattir. Kalsiyum tuzlarmin mide (pH 1,5) ve bagirsak sivilarinda (pH 7,5)
parcalanma siireleri oldukga farklidir. Kalsiyum igeren tuzlar demir emilimini hafifce
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azaltmaktadir. Ayrica kalsiyum karbonatin kursun i¢cerme olasigi da ayr1 bir
kaygilandirict durumdur.

KDOQI klavuzu kalsiyum igeren fosfat baglayicilarin sagladigi toplam elementer
kalsiyumun 1500 mg/giin gegmemesini ve toplam alman kalsiyumun (diyetle alian
kalsiyum dahil) 2000 mg/giin dozunu gegmemesini 6nermektedir. Kalsiyum iceren

fosfat baglayicilar ve genel 6zellikleri su sekilde 6zetlenebilir.

Kalsyum Strat

Kalsiyum sitrat plazma Pi konsantrasyonunu ve PTH dizeyini etkin olarak
diistirebilen bir tuzdur. Aluminyumla birlikte kullanildiginda plazma aluminyum
konsantrasyonunun artmasina neden olur ve idrar aluminyum atilimi dort kat artar.
Sitrat dluminyumun paraselller transportunu artirarak emilimini daha da artirir.
Instestinal aluminyum emilimini artrmasimnin yan sira hiperkalsemi insidansmin
yiiksek olmas1 nedeniyle fosfat baglayici olarak sitrat nadiren kullanilir ancak

kalsiyum destegi i¢in kullanilmaya devam edilmektedir.

Kalsiyum Karbonat

Kalsiyum karbonat intestinal fosfat emilimini etkin olarak azaltir ve serum diizeyini
diistirtir. Kalsiyum sitrat gibi aluminyum emilimini artrmaz. Pi baglama kapasitesi
pH 1,5’te en fazladir. Nétral sivilarda kolayca ¢oziinmez ve notral pH' daPi’a
oldukca az baglanir. Kronik bobrek yetersizliginde buylk oranda asit salgilanmasi
bozulmustur ya da hastalar genellikle asit salgisini azaltan ilaglar kullanmaktadir. Bu
nedenle kalsiyum karbonatin ¢éziinmesi azalir ve Pi baglama kapasitesi diiser. Ancak
gastrik asit sekresyonunun bu inhibitor etkisi serum Pi Uzerinde pek fazla etki
gostermez.

Kalsiyum karbonat, kalsiyum asetatin yaklasik yaris1 kadar Pi baglama kapasitesine
sahiptir. Ayrica hiperkalsemik etkisi kalsiyum asetattan daha fazladir. Kalsitriol
kullanan hastalarda hiperkalsemi kalsiyum karbonat ve asetatta benzer oranlarda
gorulmektedir. Hemodiyaliz uygulanan hastalarda diisiik kalsiyum igeren diyalizatla

(2,5 mEq/L) kalsiyum igeren fosfat baglayicilarin birlikte kullanilmasi hiperkalsemi
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insidansin1 azaltir. Diistik kalsiyum igerikli diyalizat kullanilmasi teorik olarak
hiperparatiroidizme neden olur ancak diislik kalsiyum igeren diyalizatla birlikte

kalsiyum karbonat kullanilmasi ile PTH degerinde yiikselme tespit edilmemistir.
Kalsyum Asetat

Kalsiyum asetatin birgok 6zelligi kalsiyum karbonatla benzerdir fakat bazi Pi
baglama o6zellikleri farklilik gostermektedir. Kalsiyum asetat da aluminyum
emilimini artirmaz. Kalsiyum karbonatin aksine notral pH’da ¢oziiniir ve genis bir
pH araliginda Pi’a baglanir. Bu nedenle gastrik asit sekresyonunu bozulmasi Pi
baglama kapasitesini etkilemez. Kalsiyum asetat olduk¢a fazla gastrointestinal yan
etkiye neden olur bu ylzden hasta uyumu kalsiyum karbonattan kétudir. Enterik
kapl tabletler Pi baglama kapasitesinde degisiklige neden olmadan ilaca kars1
tolerasyonu artirir. Ayrica hiperkalsemiye yol agma olasilig1 daha diisiiktiir.
Kalsiyum asetat kalsiyum karbonattan daha fazla miktarda Pi baglar. Asetat tuzunun
Pi baglama kapasitesinin kalsiyum karbonattan neredeyse iki kat fazla olmasi diisiik
dozlarin kullanilmasini saglar. Diisiik dozlarda kullanilmasma ragmen kalsiyum
asetat 0zellikle kalsitriolle birlikte kullanildiginda hiperkalsemiye neden olur.
Kalsiyum karbonatin kursun ihtiva etme olasiligina karsin kalsiyum asetatta kursun

kontaminasyonu yoktur.
Kalsiyum o-Ketoglutarat

Kalsiyum a-ketoglutarat fosfat baglayici etkisi olan glutamik asit anologudur.
Ketoglutarat krebs siklusununu metabolitlerinden biri ve bircok esansiyel olmayan
amino asidin yap1 yasidir. Anabolik ve nitrojen verici 6zellikleri dolayisiyla kalsiyum
a-ketoglutarat malnutrisyonlu bircok hastada metabolik durumu diizeltmek igin
kullanilmaktadir. Hemodiyaliz hastalarina verildiginde kalsiyumo -ketoglutarat
plazma arjinin, prolin ve histidin konsantrasyonunu artirir ve serum fosfor diizeyini
diistirir. Kalsiyum karbonatla yapilan ¢caligmalardan elde edilen sonuglara gore
kalsiyum a-ketoglutarat daha giiglii Pi baglayici olarak goriinmektedir. Kalsiyum
karbonattan iki kat daha etkilidir. Kalsiyum a-ketoglutaratin ayn1 miktarda fosfati
baglayabilmesi i¢in gereken elementer kalsiyum miktar1 diisiik oldugundan diger

kalsiyum tuzlarina gore hiperkalsemi insindans1 daha diistiktiir.
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Kalsiyum iceren fosfat baglayicilarin hiperkalsemik etkileri yiiksekten disiige
kalsiyum sitrat > kalsiyum karbonat > kalsiyum asetat > kalsiyum o-ketoglutarat
seklindedir. (148)

2.10.1.2.1.3 Kalsiyum I¢ermeyen Fosfat Baglayicilar
Sevelamer

Sevelamer son donem bobrek yetersizliginde kullanilmasi kabul edilen kalsiyum ve
aluminyum igermeyen ilk fosfat baglayicidir. Fosfat anyonuna iyon degisimi ve
hidrojen bagi ile baglanan katyonik polimer [poli(alilamin hidroklorid)]’dir. 1 grami
yaklasik 2,5-2,7 mmol Pi baglar. Maksimum Pi baglayabildigi pH 6 ve 8 arasidir.
Gastrointestinal sistemden emilmez ve fegesle atilir. Sevelamer ayrica bagirsakta
safra asitlerine baglanir ve bu 6zelligi serum kolesterol konsantrasyonunun
diismesini saglar. Jel halinde bulundugundan mide ve bagirsak sivilari ile temas
ettiginde hidrate olur ve agirligiin 6-8 kati kadar siser. Notral pH’da oldukga etkin
bir bi¢imde Pi baglandigindan mide asidindeki degisiklikler etkinligini pek
degistirmez. Plasebo veya kalsiyum karbonatla karsilastirildiginda iyi tolere edilir.
Sevelamere bagli ortaya ¢ikabilecek yan etkiler bulanti, kabizlik, ishal ve dispepsidir.
Kalsiyum karbonat veya asetat gibi baz saglamadigindan sevelamer kullanimi ile
ortaya ¢ikan potansiyel sorunlardan biri metabolik asidoz gelismesi veya asidozun
daha kotl hale gelmesidir. Bu problem genellikle ilag yiuksek dozda kullanildiginda
ve heniiz diyalize girmeyen hastalarda goriiliir. Diger fosfat baglayicilarla ortak olan
bir sorun da istenilen Pi diisiiriicii etkinin elde edilmesi i¢in gereken dozun ¢ok
sayida ilag tableti ile saglanabilmesidir. Ortalama giinliikk dozun 6,3 gram oldugu goz
oniine alinacak olnursa 800 mg’lik tabletlerden 8 tane almmalidir. Ilacin maliyetinin
kalsiyum iceren fosfat baglayicilara gore 5 ila 10 kat yiliksek olmasi géz dniinde

bulunmasi gereken diger bir faktordiir.

Sevelamer kalsiyum iceren fosfat baglayicilarla karsilastilabilir oranda Pi diisiigiinii
belirgin hiperkalsemiye yol agmadan saglar. Iki klinik ¢alismada [‘Treat to Goal’
(149) ve RIND (150) ¢aligsmalari1] sevelamerle tedavi edilen hemodiyaliz hastalarinda
koroner kalsifikasyon artisinin kalsiyum igeren fosfat baglayicilarla
karsilastirildiginda oldukga yavas oldugu gdsterilmistir. Ancak bu iki caligmada
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sevelamerin bu olumlu etkisinin fosfat baglayici etkisine mi yoksa lipid (LDL-C)
diisiiriicii etkisine mi bagli oldugunu ayirt etmek miimkiin degildir. Bu nedenle
yapilan CARE-2 ¢aligmasinda (151), 1 yil atorvastatinle tedavi edilip LDL-C dizeyi
diistirtildiikten sonra kalsiyum iceren fosfat baglayici ile tedavi edilen hemodiyaliz
hastalarinin koroner arter kalsifikasyon progresyon oranlar1 sevelamerle tedavi edilen
hastalarla benzer bulunmustur.

Sevelamerin olumlu etkilerinin hastalarin klinik sonug¢larini diizeltip diizeltmedigi
bilinmemektedir. Ancak, DCOR ( Dialysis Clinical Outcome Revisited) ¢calismasinda
sevelamer ve kalsiyum igeren fosfat baglaci kullanilan gruplar arasinda mortalite
oranlarinda (primer sonlanim noktasi) fark olmadig: gosterilmistir. Sadece
sevelamerle tedavi edilen 65 yas lizerindeki hastalarda mortalite oranlar1 diisiik
bulunmustur (%22 risk azalmasi, p=0,03) ancak bu risk azalmasi kardiyovaskiler
Olumlerle bagli bulunmamistir (152). Ayni sekilde, sevelamerle tedavi edilen geng
hastalarda mortalite riski yiiksektir ancak istatiksel olarak anlam1 yoktur. DCOR
calismasi hasta diizeyi sonuglar i¢in ¢aligma giicii iyi ve sonuglar1 olumsuz olan
fosfat baglayicilarla yapilmig ilk ¢alismadir. Sevelamer alan yasli hastalarda
kardiyovaskiiler mortalite kalsiyum iceren fosfat baglayici alan hastalardan farkl
degildir. Bu nedenle, son donem bobrek yetersizliginde sevelameri ilk tercik edilecek

tedavi gjani olarak 6nermek i¢in daha erken olabilir.

Lantan (La)

Lantan periyodik cetvelde nadir toprak grubunda yer alan ii¢ degerlikli, metalik
kimyasal elementtir. Lantanidler insan ve hayvanlarda kalsiyum kanallarini bloke
eder. Noronlar gibi bircok dokuda Ca?*-adenozin trifosfat (ATPaz) ve Mg**-ATPaz
enzim aktivitesini etkiler.

Lantan karbonat en fazla pH 3-5 arasinda fosfat baglar ancak pH 1-7 arasinda da
fosfat baglamaya devam eder. Bu nedenle hem pH’1n diisiik oldugu midede hem de
yiiksek oldugu duedenum ve jejenumda etkin olarak fosfat baglar. Ayrica yagda
eriyen vitaminlerin emilimini etkilemez. Suda neredeyse erimediginden

gastrointestinal sistem boyunca emilimi olduk¢a azdir. Aluminyumla
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karsilastirildiginda viicutta birikime olasilig1 oldukca diisiiktiir. Lantan vicuttan
karaciger yoluyla uzaklastirilir, bobregin islevu yoktur. Bagirsaklardan emilen
lantanin %801 safra yoluyla uzaklastirilirken %131 bagirsak sekresyonlari ile atilir.
Lantan alumniyumda oldugu gibi kan beyin bariyerini gegmez ve bu nedenle

norolojik etkilere neden olma olasilig1 ¢ok diistiktiir.

Lantan katyonunun fosfat anyonuna karsi afinitesi oldukca fazladir ancak aluminyum
hidroksitten daha az fosfat baglar. Lantan karbonat (Fosrenol®) en az kalsiyum
karbonat kadar etkili, hiperkalsemiye yol agmayan kalsiyum ve aluminyum
icermeyen fosfat baglayici olarak oldukga timit verici bir elementtir. Hastalarin
cogunlugunda 1500-3000 mg dozlar1 arasinda fosfat kontrolii saglar. Kisa ve uzun
stireli caligmalarda giinliik alinan ila¢ miktarmin az, etkin ve giivenli bir ilag oldugu
gostrilmesine ragmen bu eser elementin ¢esitli dokularda birikerek lantan
toksisitesine neden olabilecegine dair endiseler devam etmektedir (153). Bir yil
lantanla tedavi edildikten sonra iki y1l takip edilen hastalarda lantana baglh kemik
toksisitesi tespit edilmemis ve ii¢ yil i¢inde karaciger enzimlerinde artig olmadigi
tespit edilmistir (154). Yine de aluminyum hidroksitin fosfat baglayici olarak
kullanilmaya baglanmasindan on yil sonra bile yan etkilerinin ortaya ¢ikmadigi gbz

Oniine almirsa lantanin klinik kullaniminda dikkatli olunmalidir.

2.10.1.2.1.4 intestinal NaPi Kotransport Inhibitérleri
Niasin

Niasin (nikotinik asit, vitamin B3) ve metaboliti olan nikotinamid gastrointestinal
sistemden fosfat emilimini azaltarak serum fosfat diizeyini azaltmaktadir. Niasin
dislipidemi tedavisinde kullanilan bir ilagtir ve spesifik nikotinik asit reseptortine
baglanarak adiposit lipolizini inhibe eder. Diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) ve ¢ok
diistik dansiteli lipoprotein (VLDL) diizeyini diisiiriirken yiiksek dansiteli lipoprotein
(HDL) miktarini artirr. Sevelamerde oldugu gibi diyaliz hastalarinda fosfat diizeyini

diistirtir ve lipid profilini diizeltir.

Nikotinamid NaPi-11b ve NaPi-Il1a kotransporter sistemini gastrointestinal sistemde
ve bobreklerde inhibe eder. Sodyuma bagli fosfat emilimi gastrointestinal sistemde
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duodenum ve jejenumda meydana gelmektedir. Sonug olarak nikotinamid gidalarla
alinan fosfatin emilimini bozmaktadir. Kronik bobrek yetersizligi olan farelerle
yapilan adenin modelinde nikotinamidin fosfat geri emilimi Uzerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Bu modelde nikotinamid verilen farelerde tedavi edilmeyen
kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum fosfat diizeyinin artmasini engellemistir.
Bobreklerden fraksiyonel fosfat ekskresyonu ve proksimal tubul firgamsi kenarmdaki
NaPi-1Ia ekspresyonu etkilenmemistir. Intestinal fosfat emilimi jejunal firgamsi
kenar membranindaki NaPi-IIb ekspresyonunun azalmasiyla belirgin olarak
diismiistiir. Nikotinamid bu deneysel bir modelde bobrek yetersizliginin gelismesini
azaltmigtir (155).

Niseritrol

Niseritrol (pentaeritritol tetranikotinat) hiperlipidemi tedavisinde kullanilan nikotinik
asit tlirevidir. Hemodiyaliz hastalarina verildiginde serum Pi konsantrasyonunu
azalttig1 tespit edilmistir (156). Lipid diistiriicii etkisine ilaveten niseritrol trombosit
agregasyonunu inhibe eder. Bagirsakta kismi olarak hidrolize olarak nikotinik asit
olusturur. Emildikten sonra karacigerde nikotinamid adenin dintikleotid (NAD),
nikotinamid adenin dinikleotid fosfat (NADP) ve nikotinamid olusur. Bahsedildigi
gibi nikotinamid bagirsaktan fosfat emilimi azaltir ve bobrekten fosfat

ekskresyonunu artirir.
2 -Fosfofloretin

2 -Fosfofloretin floretin tiirevlerinin fosforillenmis seklidir ve bagirsak hiicreleri
fircamsi1 kenarinda NaPi kotransporter sisteminin spesifik ve giiclii bir inhibitoriidiir.
Bu bilesik saglikli farelere oral yoldan iki hafta verildiginde serum glukoz ve
kalsiyum konsantrasyonunu etkilemeden fosfor konsantrasyonunu % 45 azaltir (157).
Guglu bir inhibitor olmasi nedeniyle potansiyel bir tedavi ajani olarak timit

vermektedir.
2.10.1.3 Diyalizle Fosfat Uzaklastirilmasi

Hemodiyalizle fosfat (Pi) uzaklastirilmasmin Kt/V ile orantist azdir. Diyaliz
yeterliliginin standart 6l¢iisii olan Kt/V belirlenen kan ve diyalizat akimina gore iire
klirensi (K), diyaliz siiresi (t) ve iire dagilim voliimii (V) kullanilarak hesaplanir.

69



Sonug olarak diyaliz sirasinda Pi uzaklastirilmasinda diger faktorler de etkilidir.

Hemodiyalizle Pi uzaklastirilmasimnin kinetigi bifaziktir ve iki kompartmanli model

izlenir. Diyaliz seansinin baglangicinda hiicre dig1 kompartmandan Pi hizla

uzaklagtirilirken hiicre digi alandan hiicre i¢ine gecis olmasi nedeniyle seansin

devaminda Pi uzaklastirilmasi giderek azalir. Diyalizin tamamlanmasmdan sonra

rebound fenomeni gdzlemlenir ve bir saat icinde serum Pi konsantrasyonu %30-40

artar. Pi reboundu bikarbonat tamponu ile karsilastirildiginda asetat tamponunda
daha fazla belirgindir.

Teorik olarak diyalizle Pi uzaklastirilmasi bazi manevralar uygulanarak artirilabilir:

1.

Diyaliz siiresinin uzatilmasiyla uzaklastirilan Pi miktarinin artirilir.
Standart hemodiyalizle 4 saatlik seansta yaklasik 930 mg (30 mmol) Pi
uzaklastirilir. Glinde diyetle 1000 mg fosfat alindig1 ve bunun %50’sinin
emildigi varsayilirsa, Pi dengesi haftada bes kez 2 saat 40 dakika (800
dakika) veya haftada t¢ kez 5 saat 30 dakika (990 dakika) diyaliz
uygulanarak saglanabilir (158). Aslinda bagirsaktan Pi % 60’1 emilmekte
ve oral kalsitriol kullanildiginda emilim daha da artmaktadir.

Diyalizor yiizeyinin artirilmasi da uzaklastirilan Pi miktarini artirmaktadir
fakat diyaliz membranin tipi etkili goriinmemektedir

Hemofiltrasyon Pi uzaklastirmak icin standart hemodiyalizden daha
etkilidir.

Potasyum icermeyen diyalizatlar hiicre iginden hticre dis1 kompartmana Pi
gecisini saglayarak Pi uzaklastirilmasini artirir. Ancak bu manevra bazi
hastalar icin tehlikeli olabilir.

Diyalizat stvisinin asitlestirilmesi hiicre i¢inden hiicre dis1 kompartmana
Pi gecisini saglayarak uzaklastirilmasini artirir. Bu metod diyaliz sonunda

rebound etki ile Pi diizeyini artirdigindan etkili bir manevra degildir.

Diyaliz siiresinin artirilmasi ve genis yiizeyli diyalizorlerin kullanilmas1 digindan

diger metodlar hem net faydalarinin olmamasi hem de riskleri nedeniyle giinluk

pratikte kullanilmamaktadir.
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Metabolik kontrolii diizeltmesi nedeniyle kisa siireli glindiiz (hemeral, 1,5-3 saat)
veya nokturnal hemodiyaliz dnerilmektedir (159).

2.10.1.4 Vitamin D ve Kalsiyumu Yiikseltmeyen D Vitamini Analoglari

Insanlardaki D vitamininin kaynag1 hem besinler (siit, yumurta, balik, balik yag1
gibi) hem de derideki 6nciil molekiillerin ultraviole 1ginlarmn etkisi ile endojen
sentezdir (kalsitriol iiretilir). Aslinda D vitamini sadece gidalardan elde edilmemesi
ve biyolojik etkilerinin hormonlara yakin olmasi nedeniyle bir vitamin degildir.

Ancak geleneksel olarak vitamin terimi kullanilmaktadir.

Dogal (nativ) ve aktif D vitamini farkli molekiillerdir ve birbirinden ayirmak gerekir.
‘Nativ’ terimi kaynagindaki D vitaminini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Bitki
kaynakl1 vitamin D, ve hayvansal Urtinlerde ve deride bulunan vitamin D3 arasinda
fark vardir ancak bunun pratikte 6nemi yoktur ve benzer biyolojik rolleri vardir.
‘Aktif’ D vitamini modifiye edilmis molekiilleri tanimlamaktadir. Bu modifikasyon
strastyla karaciger ve bobrekte olmak iizere iki basamakli enzimatik
hidroksilasyondan olugsmakta ve sonucta kalsitriol (1,25 dihidroksikolekalsiferol)
Uretimi meydana gelmektedir.

Birinci hidroksilasyon viicutta nativ D vitamini varligina baghdir. Bu nedenle 25-
hidroksivitamin D’ nin serum konsantrasyonu viicuttaki D vitamini durumunu
gosterir (Tablo 10). Ikinci hidroksilasyon birgok faktor tarafindan oldukga siki bir
sekilde kontrol edilmektedir. Renal hidroksilasyon kalsitrioliin viicutta
dagilmasindan sorumludur. Ayrica bir¢ok doku lokal olarak aktif D vitamini
Uretmektedir ancak Uretilen miktar sistemik konsantrasyonu etkilememektedir. Nativ
D vitaminlerinin biyolojik etkileri oldukc¢a azdir. Bu nedenle nativ D vitaminlerinin

metabolizmasi i¢in bobregin iglevel olmasi zorunludur.

D vitamini reseptdrleri (VDR) steroid hormon nikleer reseptér st ailesinin Gyesidir.
Bu reseptdrler transkripsiyonel faktor olarak islev gostermektedir.
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Tiim hiicrelerde sadece tek tip VDR mevcuttur ancak bunlar1 kontrol eden genler
farklidir. D vitamininin bir¢ok biyolojik rolii vardir. Bunlar hiicre farklilagmasinin

kontrolii, hiicre olgunlagmasi ve hiicre proliferasyonunun inhibisyonu olabilir (160).
D vitamininin genomik etkileri birkag adimda gerceklesmektedir:
1. D vitaminin VDR reseptoriine baglanmasi,

2. Retinoid X reseptorii ile birleserek (heterodimerizasyon olarak da adlandirilir)

VDR-RXR olusturmak,

3. VDR-RXR kompleksinin D vitaminine yanit veren element olarak

adlandirilan hedef genin kontrol edici bolgesine baglanmasi,
4. Gen transkripsiyon hizinin hiicre i¢i diizenleyicilerinin aktif hale gelmesi

D vitamininin etkisini gosterdigi en 6nemli yer PTH gen transkripsiyonunun VDR
aktivasyonu ile kontrol edildigi paratiroid bezidir. VDR ’iiniin aktivasyonunun diigiik
oldugu durumlarda gen transkripsiyonu artar ve oldukca fazla miktarda PTH Uretilir.
Tam tersi bigimde VDR aktivasyonu PTH {iretimini azaltir. PTH gen
transkripsiyonunu kontrol etmenin yan1 sira VDR aktivasyonu paratiroid bezi
proliferasyonunu da kontrol eder, hiperplazi VDR’ tiniin uzun siire aktif hale
gelmemesi sonucu meydana gelir. Ayrica VDR aktivasyonu ve CaR (Kalsiyum

duyarlilastirici reseptor) ekspresyonu arasinda da bir iligki vardir.

Tablo 10. Serum 25-OH D konsantrasyonuna gdre D Vitamini durumunun

degerlendirilmesi
D Vitamini Durumu 25-Hidroksivitamin D (nmol/I)
Eksiklik 0-25
Yetersizlik 25-50
Hipovitaminoz 50-70 (100)
Normal diizeyler 70 (100)-250
Toksisite 250'nin Gzeri

[Michadl F. Halick, Vitamin D Deficiency. N Engl JMed 2007;357:266-81’den uyarlanmstir. (1
nmol/L= 2,5 ng/ml)]
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Sekonder hiperparatiroidinin tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilen D vitamini
analoglar1 serum kalsiyumunu 1,25(OH),D3’den (kalsitriol) daha az yukseltir ve
PTH’u baskilayici etkisi daha azdir. Genel olarak, D vitamini analoglarmin biyolojik
profilleri dort protein veya protein sinifi ile etkilesimi tarafindan belirlenir: (i)
genomik etkilerine aracilik eden VDR (D vitamini reseptorii), (ii) serum D vitamini
baglayici protein (DBP) ve lipoproteinler D vitaminlerini tagir ve hedefi olduklar1
hicrelere girisini kontrol eder, (iii) Vitamin D’yi 24-hidroksilaz ve diger minor
enzimler bu analoglar1 metabolize eder veya aktivasyonlarini azaltir, (iv) D vitamini

bilesiklerinin hizli, genomik olmayan etkilerine aracilik eden hiicre yiizeyindeki

reseptorler.

Birinci nesil D vitamini bilesiklerinin kullanilmasina oldukga aktif bir D vitamini
olan 1,25 dihidroksivitamin D3’ tin kesfedilmesinden hemen sonra baglanmustir.
Sentetik 1,25 dihidroksivitamin D3 (kalsitriol), D vitamini veya 25-hidroksivitamin
D’ den daha segici olarak VDR ’ne baglanir. ikinci nesil bilesikler yan zincir 25.
karbonda yer alan hidroksil grubunun ¢ikarilmasiyla elde edilmistir [ -
hidroksivitamin D3 (alfakalsidiol), 1a-hidroksivitamin D, (doxerkalsiferol)]. 25-
hidroksil grubunun olmamasi nedeniyle VDR ne selektif olarak baglanamazlar bu
nedenle prohormondurlar. Etki gosterebilmeleri i¢in karacigerde hidroksillenmeleri
gerekir. Uglincl nesil bilesikler 1 ve 25. karbonu hidroksillenmis D vitamini
bilesiklerinden olugmaktadir. Bu bilesikler ya halka yapisinda [1-nor-1,25 dihidroksi
vitamin D, (parikalsitol)] ya da yan zincirlerinde [ 22-oxakalsitriol (maxakalsitol)]
degisiklik yapilarak olusturulmuslardir. Bu bilesikler kalsitriolle
karsilastirildiklarinda daha az kalsemik ve fosfatemiktirler.

22-Oxakalsitol (OCT, Maxakalsitol)

22-oxakalsitol paratiroid bezi lizerine secici etkisi oldugu gosterilen ilk D vitamini
analogudur. OCT ile 1,25(OH),D3zarasindaki tek fark molekiliin yan zincirindeki 22.
karbonunun yerini oksijen almasidir. Segiciliginin nedeni belki de en iyi anlagilan
kalsemik etkili D vitamini anologudur. VDR afinitesi kalsitriolden sekiz kat daha
azdir ve bu durum PTH diizeylerini baskilayici etkisinin diisiik olmasmin nedenini
aciklar. DBP afinitesinin diisiik olmasi (kalsitriolden yaklagik 500 kat daha az)

kalsemik etkisinin oldukea diisiik olamasini saglar. Hayvan ¢aligmalarinda OCT
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dolasimdan hizla uzaklastirilmakta ve bu da maksimum konsantrasyonunun (Cax) en
diistik olmasin1 saglamaktadir. Cmax diisiik olmasina ragmen enjeksiyondan hemen
sonra intestinal VDR ve paratiroid bezi ile etkilesen OCT miktar1 kalsitriolden daha
fazladir. OCT uygulandiktan sonra bagirsaktan kalsiyum emilimini ve kemiklerden
kalsiyum mobilizasyonunu gecici olarak artirirken kalsitrioliin ayn1 etkisi ¢ok daha
uzun stirmektedir.

Bagirsak ve kemik tlizerinde OCT ’lin etkisinin kisa stireli olmasindan sorumlu olan
faktor farmakokinetik 6zellikleridir. OCT uzun siirekli infiizyon seklinde
uygulandiginda kalsitriol inflizyonuyla benzer sekilde bagirsaktan stirekli kalsiyum
transportuna neden olur. Inflizyon kesildiginde 24 saat i¢inde kalsiyum transportu
normal haline doner ancak kalsitriol infiizyonu kesildiginde kalsiyum transportu
uzun Siire artmis olarak kalir (161). Ayrica, OCT iin kemik rezorbsiyonunu uyarici
etkisi kalsitriole esittir.

OCT’iin kemik ve bagirsak iizerindeki etkilerinin gecici olmasina ragmen PTH gen
ekspresyonu tlizerindeki baskilayici etkisi uzun siirelidir. Hayvan ¢aligmalarinda tek
doz OCT enjeksiyonundan sonra serum PTH diizeyindeki azalmanin 48 saatten fazla
stirdigii gosterilmistir (162). OCT’iin paratiroid bezi, kemik ve bagirsak tizerinde
etki stiresindeki fark paratiroid hiicrelerinin niikleusunda bu analogun uzun siire
birikmis olarak kalabilmesine baglidir. Bu nedenle, PTH supresyonu OCT’ e uzun
stireli bir yanitken bagirsaktan kalsiyum emilimi ve kemiklerden kalsiyum
mobilizasyonu kisa siireli bir yanittir ve siirekli D vitamini analogu uyaris1 gerektirir.
OCT hizla serumdan uzaklastirildigindan segici olarak etki gostermektedir.

OCT’iin biyolojik etkilerinin 6zgiin olmasinda diger faktorlerinde katkis1 olabilir.
OCT-VDR kompleksi kalsitriol-VDR kompleksi ile ayn1 koaktivatdre baglanmaz
(163).

OCT bobreklerde 1a hidroksilaz inhibe ederek ve 24-hidroksilaz enzimini
aktivitesini artirarak endojen kalsitriol miktarini azalmasina neden olur. Bunun
OCT’1in biyolojik etkileri lizerinde 6nemli etkisi vardir. Sonug olarak selektif

kalsitriol eksikligi meydana geleceginden etkileri de azalmis olacaktur.

OCT’ Uin huicrelerde 6zgun bir bicimde katabolize edilmesi de bu analogun segicCi
olarak etki gostermesini saglamaktadir. OCT ve kalsitriol sigir paratiroid

hiicrelerinde esit oranda katabolize edilmektedir (164). Ayrica OCT insan
74



makrofajlarinda kalsitriolden daha yavas (165) keratinositlerde daha hizli
parcalanmaktadir. Farkli hizda katabolize olmas1 OCT {in hiicrelere spesifik

etkilerinin olugsmasini saglamaktadir.

PTH’un OCT ile suprese edilmesi hayvan modellerinde ve bobrek yetersizligi olan
insanlarda yiiksek dongiilii kemik hastagmin diizelmesini saglar. Osteitis fibrosa
gelistirilmis fare modelinde OCT PTH diizeyini azaltir ve kemik olusum ve
rezorbsiyon hizini azaltir; ayrica hiperkalsemi ve adinamik kemik hastaligina yol
acmadan kemigin fibrozis voliimiinii diisiiriir (166).

OCT’iin PTH u baskilamasindaki etkinligi, yliksek dongiilii kemik hastaligimni
diizeltmesi ve kalsemik etkisinin diisiik oldugu goz 6niine alindigida bu analog

bobrek yetersizligi olan hastalarin tedavisinde giivenli bir tedavi aracidir.

19-Nor Vitamin D, (Parikalsitol)

19-Nor Vitamin D,' deyapisal olarak ekzosiklik 19. karbon bulunmaz ve kalsitrioliin
vitamin D3 yan zinciri yerine vitamin D, yan zincirine sahiptir. Etki mekanizmasi 22-
oxakalsitriolden daha az bilinmektedir ve farmakokinetik 6zelliklerine baglh degildir.
19-Nor Vitamin D2 nin VDR afinitesi kalsitriolden yaklasik {i¢ kat daha azdir ve bu
ozelligi PTH baskilayici etkisinin az olmasindan sorumludur. 19-Nor Vitamin D, nin
DBP afinitesi OCT’den kismi olarak fazla ancak kalsitriolden {i¢ kat daha azdir. 19-
Nor Vitamin D, ve kalsitrioliin klirens oranlar1 ve dokulardaki yerlesimleri benzerdir.
19-Nor Vitamin D2’nin kalsemik etkisinin diisiik olmasina ragmen VDR afinitesi,
kemik ve bagirsaktaki yerlesiminin kalsitriolle benzerdir. 19-Nor Vitamin D, tek
enjeksiyondan sonra kalsitriolde oldugu gibi bagirsaktan kalsiyum emilimini ve
kemiklerden kalsiyum mobilizasyonunu 24 saat doza bagli olarak artirir. 19-Nor
Vitamin D, ve kalsitrioltin kalsemik etkisi tek doz enjeksiyondan sonra benzer siirede
ortaya ¢ikmakta ve serum kalsiyum diizeyini benzer oranda artirmaktadir ancak

tedavi devam ettikce bu siireg 19-Nor Vitamin D3 i¢in degismektedir (Sekil 14).
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Sekil 14. Parikalsitol ve kalsitrioliin kalsemik etkisinin karsilagtirilmast

Sekil 13’te goriildiigii gibi 7 gunlik tedaviden sonra 19-Nor Vitamin D, ve
kalsitrioliin ince bagirsaktan kalsiyum transportu ve kemiklerden kalsiyum

mobilizasyonu {izerindeki etkilerinde belirgin degisiklik olmaktadir (167).

Uzun strreli 19-Nor Vitamin D, tedavisi sonrasi (2 ay) bagirsaktaki VDR diizeyi
endojen kalsitriol diizeyinin diismesine bagl olarak azalir (168). Bu nedenle 19-Nor
Vitamin D, OCT’de oldugu gibi serum kalsitriol diizeyini azaltir ve D vitamini
yetersizligi olusturur. Ayrica VDR miktarmin azalmasi uzun sireli 19-Nor Vitamin
D, sonrasi kalsemik etkisinin azalmasina neden olan bir faktor olabilir.

19-Nor Vitamin D2’ nin osteoklast maturasyonu ve osteoklastik kemik mobilizasyonu
tizerindeki etkileri fare kemik iligi kiiltiirii kullanilarak in vitro olarak
degerlendirilmistir. Bu modelde, D vitamini bilesikleri tartarata direngli asit fosfataz
ve diger olgun osteoklast belirteglerini eksprese eden osteoklast dnciillerinin
multinikleer hiicrelere farklilasmasini kontrol eder (169). Bu farklilasmay1
osteoblastlarin yiizeyinde RANKL indiiksiyonu ile saglar. Kemik veya dis yiizeyinde
olgun osteoklast ve osteoblast i¢eren kiiltiirlerde D vitamini bilesikleri RANKL
indiiksiyonu ile osteoklastlarin kemik yilizeyinde rezorbsiyon yapmasini saglar. Bu
modelde, 19-Nor Vitamin D, osteoklast olgunlagsmasini kalsitriolle esit giicle
saglarken osteoklastlarin kemik rezorbsiyonunu saglayan etkisi kalsitriolden daha
azdir (170). 19-Nor Vitamin D, ye yanit olarak olusan kemik rezorbsiyonunun diisiik
olmasi rezorbsiyonun defektif olmasina veya RANKL indiksiyonu yapabilme

kapasitesinin azalmis olmasima bagli olabilir.
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19-Nor Vitamin D, serum PTH diizeyini azaltarak yiiksek dongiilii kemik hastaligi
gelismesini Onleyebilir veya geri dondiirebilir. Ayrica paratiroid bezi hiicrelerinin
hiperplazik hale gelmesini engelleyebilir. 19-Nor Vitamin D, nin antiproliferatif etki
mekanizmas1 TGF-a ekspresyonunu baskilamasi ve paratiroid bezinde hiicre siklusu

inhibitori p21’in olugsmasini saglamasi olabilir (171).

la-Hidroksivitamin D, (Dokserkalsiferol)

la-Hidroksivitamin D,, la-hidroksivitamin D3 (1a-OH D3, Alfakalsidiol)’ de
oldugu gibi 6n ilagtir ve fizyolojik kosullarda 1,25 (OH),D2’ye doniiserek aktif hale
gelmektedir. 1a-OH D2 nin hiperkalsemiye neden olmamasini saplayan mekanizma
tam olarak bilinmemektedir. Uzun siire kullanildiginda lo -OH D3’ten daha az
toksiktir. 1,25 (OH)2D>’nin ince bagirsaktan kalsiyum emilimi ve kemiklerden
kalsiyum mobilizasyonunu saglayan etkisi 1,25(OH),D3’e esittir. Vitamin D, gugli
bir hiicre diferansiasyon metaboliti olan 1,24(OH).D,’ye doniistiiriilebilir. Bu
metabolitin hiperkalsemik etkisi 1,25 (OH).D- ve 1,25 (OH),Ds’ten daha azdir. 1a-
OH D3 hedef dokularda aktif metabolitini olusturmak iizere 24. karbonunudan
hidroksillenir ve bdylece serum kalsiyum ve fosfor diizeyini daha az yukseltir (172).

1,25 Dihidroksi-26,26,26,27,27,27-heksafl orovitamin D3 (Falekalsitriol)

Falekalsitriol 26. ve 27. karbondaki hidrojenin yerini flor atomunun aldigi D vitamini
analogudur. Metaobolizmasinin yavas olmasi nedeniyle 1,25 (OH),D3'ten daha
aktiftir. Etki mekanizmasinin farkli olmasini saglayan farmakokinetik 6zelligidir.
Yan zincirinde yer alan flor atomu molekiiliin katabolizmasini yavaslatir. 23 ve 24.
karbonundan hidroksillenerek oksidatif olarak kalsitroik aside doniisen 1,25
(OH).Ds'ten farkli olarak falekalsitriol sadece kismi olarak 23. karbonundan
hidroksillenmis sekline metabolize olarak 1,23,25-trihidroksi-26,26,26,27,27,27-
hekzoflorovitamin D3’ olusturur. Bu ara formun yeterli biyolojik aktivitesi vardir.
Molekuldeki flor atomu DBP ne baglanan miktar1 da disiiriir ve falekalsitriol 1,25
(OH)2D3’ten biraz daha hizli serumdan uzaklastirilir (173). Dolasimdaki yar1

omriiniin kisa ve VDR afinitesinin 3 kat daha az olmasina ragmen falekalsitrioliin
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hedef dokularda metabolizmasimnin yavas olmasi nedeniyle biyolojik aktivitesi uzun

sireli ve oldukga gucluddr.

KBH’da D vitamini kullanimi i¢in K/DOQI klavuzu 6nerileri (146):

1. Ergokalsiferol evrelll ve IV KBH’da serum 25-OH D dizeyi <30 ng/ml
oldugunda kullanilabilir.

2. Aktif oral D Vitamini sterolleri evrelll ve IV KBH'da (kalsitriol, parikalsitol
ve doxerkalsiferol) 25-OH D >30 ng/ml ve PTH diizeyi yiiksek oldugunda
endikedir.

3. Aktif D vitamini sterolleri evre V KBH’da Ca < 9,5 mg/dI, fosfor < 5,5 mg/dl
ve PTH > 300 pg/ml oldugunda endikedir.

4. Diyaliz hastalarinda aralikli intravenoz D vitamini kullanilmas1 oral

formunun kullanilmasindan daha etkilidir.
2.10.1.5 Renal Fosfat Ekskresyonunu Artiran ilaclar

Fosfonokarboksilik asit farlere verildiginde hem bobreklerde hemde bagirsakta NaPi
kotransporter sistemini inhibe eder, fosfatiiriye neden olur. Fosfonoformik asit ise
5/6 nefrektomi yapilmis farelere verildiginde plazma Pi konsantrasyonunu
degistirmeden idrar Pi ekskresyonunu artirir. fosfonoformik asit NaPi kotransporter
sisteminin zay1f bir inhibitoriidiir. Intravendz verildiginde nefrotoksik, elektrolit
bozukluklari, penil iilserasyon ve epilepsiye neden olmasi nedeniyle insanlarda

kullanilmaz (174).
2.10.1.6 Kalsmimetikler

Kalsiyum duyarlhlastiric reseptorleri (CaR) aktive eden ve PTH sekresyonunu inhibe
eden molekiiller, paratiroid hiicrelerinde hiicre dis1 kalsiyumun etkilerini artirdiklar1
veya taklit ettikleri i¢in kalsimimetik olarak adlandirilir. Kalsimimetikler serum PTH
ve kalsiyum diizeyini kalsiyum tarafindan diizenlenen PTH sekresyonunun esik
degerini asag1 ¢ekerek diisiiriir. CaR paratiroid bezinde hiperplazinin geligmesinde
Onemli bir rol oynar.
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Serum iyonize kalsiyum diizeyi PTH etkisi ile fizyolojik sinirlar arasinda tutulur.
Paratiroid gland1 yiizeyinde bulunan CaR serum iyonize kalsiyum dtizeyindeki hafif
dalgalanmalara yanit vererek ya PTH sekresyonunu artirir ( serum kalsiyumu
diistiigii zaman, yani CaR aktive olmaz) ya da PTH sekresyonu durdurur ( serum
kalsiyumu arttiginda CaR aktive olur).

Serum kalsiyumundaki akut diistisler hizla PTH sekresyonunu artirir. Hipokalsemi
uzar veya kroniklesirse paratiroid glandi saatler, giinler icinde PTH gen
ekspresyonunu artirir ve giinler, haftalar iginde paratiroid hiiceleri say1 ve boyutlarini
artirarak hiperplastik bir yanit olusturur. Kronik uyar1 daha da artarsa hiperplazik
gland nodiiler hal alir ve nodiiler glandda CaR ve D vitamini reseptori (VDR)
ekspresyonu azalir (175). CaR ekspresyonunun azalmasi paratiroid hiicrelerinin
hiicre dis1 kalsiyum konsantrasyonuna duyarliligiin azalmasina neden olur. Bu
durum sekonder hiperparatiroidizmin patogenezinin temellerinden biridir.
Kalsimimetik bilesikler G proteinine bagli olan CaR’ Unun hiicre dis1 kalsiyuma
duyarlhiligmi artirir ve PTH asir1 salgilanmasini ve paratiroid hiicre proliferasyonunu
azaltir (176).

Cinacalcet HCL (Sensipar®) ticari olarak bulunan tek kalsimimetiktir. Hemodiyaliz
hastalarma verildiginde serum PTH ve kalsiyum diizeyini, Ca x P degerini diistiriir,
K/DOQI klavuzunun 6nerdigi hedef degerlere ulagilmasimni kolaylastirir (177).
Kalsimimetikler yliksek dongiilii kemik hastaligi olan iremik farelere verildiginde
serum PTH diizeyini diislirerek osteitis fibrozay1 diizeltir ve kortikal kemik
direncinin normale donmesini saglar (178). Ayrica hafif sekonder hiperparatiroidiye
ragmen diigiik dongiilii kemik lezyonlar1 olan farelere verildiginde kalsimimetiklerin
anabolik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum serum PTH diizeyinin aralikl
olarak diisiiriilmesinin homolog reseptor duyarsizligini geri dondirmek igin yeterli
olmasi ile agiklanabilir. Uzun siire yiiksek PTH diizeylerine maruz kalmak PTH
reseptorlerinde PTH’a karsi duyarsizliga neden olmaktadir (179).

Yiiksek dongiilii kemik hastaligini diizeltmesine bagl olarak kemik fraktir riski
cinacalcetle tedavi edilen hastalarda %54 azalmaktadir. Ayrica cinacalcet kemik
dongustniin biyokimyasal belirteclerini azaltmakta (180) ve kemik mineral
yogunlugunu diizeltmektedir (181).

79



PTH’1n agir1 baskilanmasinin, kalsiyum iceren fosfat baglayicilarinin neden oldugu
hiperkalseminin ve D vitamini analoglarinin kullanilmasmin adinamik kemik
hastaligina neden oldugu ve kardiyovaskiiler kalsifikasyonu artirdig1 bircok
caligmada gosterilmistir. Kalsimimetikler ise vaskiler kalsifikasyona yol agmadan ve
kalsitrioliin neden oldugu vaskiiler kalsifikasyonu dnleyerek serum PTH diizeyini
diistirdr (182). Kalsimimetikler kalsifikasyonu engelleyici etkilerini hem Cax P
sonucunu artrmadan PTH diizeyini azaltarak hem de arter duvarinda hiicresel
diizeyde dogrudan etki gostererek saglayabilir.

Hemodiyaliz hastalarinda cinacalcet tedavisi sonras1 Osteoprotegerin diizeyinin
arttig1 ve fetuin-A diizeyinin diistigi bilinmektedir (183). Bu 6nemli tespit, vaskiler
kalsifikasyon riskinde artisa isaret edebilecegi gibi tedaviyle mineral
metabolizmasindaki diizelmeye bagli vaskiiler kalsifikasyona kars1 feedback
savunma mekanizmalarina ihtiyacin azaldigi seklinde de yorumlanabilir.
Kalsimimetik tedavisi ile sekonder hiperparatiroidinin diizeltilmesi hipertansiyon,
lipid metabolizmasi1 bozukluklarinin gelismesini azaltir. Kalsimimetikler CaR
aktivasyonu ile dogrudan veya iyonize kalsiyum diizeyini diistirerek dolayl1 olarak
periferik vaskiiler direnci azaltir. Ayrica kalsimimetiklerin kan basincimni diisiiriicti
etkisi serum PTH diizeyinin baskilanmasiyla da ortaya ¢ikabilir (184).

PTH diizeyinin azalmasiin bobrek yetersizliginin ilerlemesini azalttig1 bilinmektedir
(185). PTH un neden oldugu hemodinamik degiskiliklerin diizelmesi ile bobrek
yetersizliginin ilerlemesi yavaslar. Ayrica, PTH un baskilanmasi nefrokalsinozisi
azaltir veya Onler. Kalsifikasyon-prespitasyon hipotezine gore rezidiel nefron
ekskresyon kapasitesini asarak emilen fosfat tubuler limende, peritubuler alanda,
interstisyum ve kapillerde kalsiyum fosfat mikrokristalleri birikir. Bu nedenle kronik
bobrek yetersizliginde islevler giderek katiilesir. Kalsimimetiklerle PTH diizeyinin
azaltilmasi tubuler fosfat konsantrasyonunu kritik esik degerin altina diistiriir ve
fosfat presipitasyonu dnlenmis olur.

Cinacalcet paratiroid glandinda hiicre proliferasyonunu onler ve paratiroid glandini
kigulterek agirligini azaltir (186).

Cinacalcetin en sik goriilen yan etkisi hipokalsemi ve gastrointestinal yan etkilerdir.
Hipokalseminin nedeni PTH diizeyinin azalmas: ile kemiklerden kalsiyum

mobilizasyonun azalmasidir. Hipokalsemi genellikle asemptomatiktir ve diyalizattaki
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kalsiyum artirilarak, kalsiyum iceren fosfat baglayici veya D vitamini kullanarak
kolayca duzeltilebilir. Gastrointestinal yan etkilerine neden olan mekanizmatam
olarak bilinmemektedir. CaR gastrointestinal sistemde birgcok doku ve hicre tipinde
eksprese edilmektedir. Ancak gastrointestinal hormonlarin sentez ve sekresyonunu
ve gastrointestinal ge¢isi onlemesi olasi mekanizmalardandir. Cinacalcet
alinmasindan 4 saat sonra ya vazoaktif intestinal peptitin azalmasimnin (VIP) ya da
substans P’nin artmasinin istenmeyen gastrointestinal semptomlara yol agip agmadigi
bilinmemektedir. Bulanti, kusma, ishal ve istah kayb1 sik goriilen yan etkilerdir.
Cinacalcet sitokrom p450 2D6 izoenziminin guclu bir inhibitorudir ve bu nedenle
bircok ilagla etkilesimi vardir.

2.10.1.7 AST-120

AST-120 (Kremezin®) proteinlere bagli molekiilleri uzaklastirma kapasitesi olan
intestinal sorbenttir. Ozellikle indoksil siilfatin uzaklastirilmasinda kullamlmaktadir.
Yapilan hayvan ¢aligmalarinda bobrek yetersizliginin ilerlemesini yavaslatmak ve

diistik dongiilii kemik hastaliginin insidansini azaltmak gibi 6zellikleri gosterilmistir.
2.10.1.8 Paratiroid Girisimleri

Cerrahi paratiroidektomi, enjeksiyon tedavisi gibi paratiroid girisimleri noduler
hiperplazi ile birlikte direngli hiperparatiroidizmde (iPTH > 800 pg/ml)
uygulanmaktadir. Ug farkli cerrahi yaklagim vardir: oto transplantasyon yapilan veya
yapilmayan total paratiroidektomi, subtotal paratirodektomi, minimal invaziv cerrahi.
Genellikle sekonder hiperparatiroidizmde total paratiroidektomi ile birlikte 6n kol
otogrefti tercih edilmektedir. Ciinkii sekonder hiperparatiroidizm tekrarladiginda
otogreft 6n koldan kolaylikla ¢ikarilabilmektedir (187). Minimal invaziv cerrahi tek,
soliter, radyoaktif tutulumlu nodult olan hastalarda etkin ve oldukga az invaziv bir
yontemdir. Perkutan etanol (PEIT), kalsitriol (PCIT), maksakalsitol (PMIT)
enjeksiyon tedavisi gibi yontemler de direncli hiperparatiroidizmde oldukca etkilidir.
Paratiroidektomi ve enjeksiyon tedavileri arasindaki esas fark islevel glandin
secilmesidir. Otogreft yapilan total paratiroidektomide tiim glandlar ¢ikarilmakta ve
en kiiciik gland 6n kola yerlestirilmektedir. Enjeksiyon tedavisinde nodiiler olarak

biiyliyen glanda etanol veya Kalsitriol (veya analoglar) enjekte edilmekte ve geri
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kalan diffiiz hiperplazik gland medikal olarak tedavi edilmektedir. Enjeksiyon
tedavisinden hemen sonra yeterli dozda kalsitriol veya analoglar1 kullanilmalidir
(188). Paratiroid girisimi i¢in uyugun metodun se¢imi genisleyen glandin yeri ve

sayismin yani sira ektopik glandin olup olmamasina gore yapilmaktadir. (Sekil 15)

Geri déniilemeyen nokta?

Nodiiler Hiperplazi
Diffiiz Hiperplazi

Mormal

©_% o
..:.::.n [ —i

I
I
I
Serum kalsiyum ve fosfor kontrolii I
I
I
|

Paratiroidektomi

Kalsitriol ve analoglan
Direkt Enjeksiyon Tedavisi

<

Kalsimimetik ilaclar?
I

Sekil 15 Paratiroid hiperplazisinin ilerlemes ve giincel tedavi segenekleri. Noduler
hiperplazik gland genellikle kalsitriol ve analoglar1 gibi medikal tedavilere direnglidir.
Cerrahi paratiroidektomi veya enjeksiyon tedavis noduler hiperplazide onerilmektedir.
Kalsimimetik ilaglar timit vericidir ancak hiperplazik glandi etkin bir sekilde kiigiiltiip

kiigiiltmeyecegi arastirilmalidir.

2.10.2 ADINAMIK KEMIK HASTALIGININ TEDAVISi

Adinamik kemik hastaliginin tedavisi yiiksek dongiilii kemik hastaliginin tedavisinde
oldugu gibi yeteri kadar arastirilmamistir ve bu konuda genis ¢apli randomize
kontrollii caligmalar yoktur (189). AKH tedavisinin temel ilkeleri su sekilde
aciklanabilir: birincisi, kalsiyum ve vitamin D yiikiinii azaltmak ve ikincisi, PTH
aktivitesini diizeltmek. Bu yaklasimlarla AKH hastalarin biiyiik bir boliimiinde
duzeltilebilmektedir. (Tablo 11)
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Tablo 11. AKH Tedavi Yaklagimlari

Kalsiyum igeren fosfat baglayicilar1 kes ve kalsiyum ve aluminyum igermeyen fosfat baglayici basla

Diyetle aliman kalsiyum miktarini gézden gegir ve giinliik <2000 mg kalsiyum alinmasim sagla
Aktif D vitamin bilesiklerini kes veya azalt

Diyalizattaki kalsiyum miktarmi 5 mg/dl’ye veya daha diisiik bir degere diisiir

Secilmis hastalarda tantyr dogrulamak ve kemikteki aluminyum miktarmni ve dagilimini
degerlendirmek i¢in kemik biopsis yapmayi diisiin

Aluminyuma maruziyeti engelle ve desferrokasmin selasyon tedavisi diisiin

AKH ve patolojik kirikl1 ostoporozu olan hastalarda PTH (1-34) tedavisi diisiin

Kalsimimetik ve kalsilitiklerin tedavideki yeri bilinmemekte

Bifosfonat, stronsiyum ve florid tedavisinden kagin

2.10.2.1 Aluminyumun Uzaklastirilmasi

Aluminyum giliniimiizde hiperfosfateminin tedavisinde sik kullanilmamasina ragmen
aluminyuma bagli AKH diisiiniilen hastalarda desferroksamin (DFO) selasyon
tedavisi uygulanir. DFO kemikten aluminyum uzaklastirilmasini ve proteinlere bagl
aluminyumun miktarinin azalmasini saglar. Boylece diyalizle aluminyum

uzaklagtirilmasi kolaylasir
2.10.2.2 Diyalizattaki Kalsiyum Miktarinin Azaltilmasi

Serum iyonize kalsiyum diizeyi PTH sentez ve ekskresyonunu en gugli
uyaranlarindandir. Ozellikle D vitamini tedavisiyle birlikte yol agtig1 pozitif
kalsiyum dengesi kemik dongiisiinii baskilar. Hemodiyaliz ve CAPD hastalarinda
diyalizattaki kalsiyum konsantrasyonunun azaltilmasmin adinamik kemik hastaligini
diizelttigi laboratuar verileri ve histomorfometri sonuglariyla gostrilmistir (190).
Diyalizattaki kalsiyum konsantrasyonunun 7 mg/dl (1,75 mmol/L) veya 6 mg/dl (1,5
mmol/L)’den 5 mg/dI’ye (1,25 mmol/L) diisiiriilmesi serum iyonize kalsiyum
miktarini azaltir ve hiperkalsemi epizotlarinin sayisimni diisiiriir ve 3-6 ay iginde iPTH
(4 kat), BALP, TRAP-5b diizeyini artirir (191). Kemik biopsisi ile AKH gosterilmis
51 CAPD hastast ile yapilan prospektif bir calismada diyalizat kalsiyum
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konsantrasyonu 6,5 ve 4 mg/dl olan iki grup karsilastirilmistir (192). 16 ay sonra
yapilan kontrol kemik biopsisi sonuglar1 kalsiyum konsantrasyonu diisiik olan grupta
BFR'nin (kemik olusum hizi) 18,1 + 5,6’dan 159 + 59 pm?mm?’ye yiikselmistir.
Ayrica bu grupta serum iyonize Kalsiyum miktarinin diismesi sonucu PTH dizeyi %
300 artmustir (57 = 15°den 237 + 34 pg/mL’ye).

K/DOQI klavuzu AKH’ da diyalizattaki kalsiyum konsantrasyonunun 4 yada 5

mg/dl’ye diisiiriilmesini 6nermektedir (146).

2.10.2.3 Kalsiyum I¢cermeyen Fosfat Baglayici Kullanilmasi

Kalsiyum igeren fosfat baglayicilarin alternatifi olarak AKH diisiiniilen hastalarda
aluminyum ve kalsiyum icermeyen fosfat baglayicilar vardir. Iki prospektif kemik
biopsi ¢aligmasi diyaliz hastalarinda kalsiyum igeren ve icermeyen fosfat
baglayicilarin kemik metabolizmasi ve histolojisi lizerindeki etkilerini
degerlendirmistir. Lantan karbonat (1250 mg/giin) ve kalsiyum karbonatmn (2000
mg/giin) kemik tizerindeki etkilerini karsilastiran 63 hastalik ¢aligsmada (193)
tedaviden sonraki birinci yilda her iki grupta kemik dongusi artan AKH’li hasta
say1s1 benzer olarak bulunmustur (kalsiyum karbonat 3/6, lantan karbonat 4/6).
Ancak takip sirasinda yliksek dongiilii kemik hastaligindan adinamik dongiiye gegen
hasta sayis1 kalsiyum karbonat grubunda 6 iken lantan karbonat grubunda 1 olarak
tespit edilmistir. Sevelamer ve kalsiyum karbonatin karsilastirildigi 68 hastanin
tedavi oncesi ve tedaviden 1 y1l sonra yapilan kemik biopsileri degerlendirildigi diger
caligmada (194) sadece sevelamer grubunda her kemik ylzeyi basina BFR’da
belirgin artis tespit edilmistir. Calismanin sonunda sevelamerle tedavi edilen grupta 3
hastada (%9) yeni AKH gelisirken kalsiyum karbonat grubunda 6 hastada (%17)
geligmistir.

Bir¢ok caligsma kalsiyum igeren fosfat baglayicilarin sevelamerle degistirilmesi
sonrast kemik dongiisiindeki diizelmeye isaret eden veriler sunmaktadir. Treat to
Goal ¢alismasinda (149) sevelamerle (6,5 g/gin) kalsiyum karbonat (3,9 g/gtin) ve
kalsiyum asetat (4,6 g/giin) 200 hemodiyaliz hastasinda randomize edilmistir. 53
hafta sonunda ortalama PTH diizeyi sevelamer grubunda stabil olarak kalirken (220
pg/ml) kalsiyum igeren fosfat baglayici grubunda belirgin olarak diismiistiir (200°den
138 pg/ml’ye). Kalsiyum igeren fosfat baglayici grubunda kemik yogunlugunun
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gbstergesi olan torasik vertebratrabekuler kemik gic yitimi (thoracic vertebral
trabecular bone attenuation) diisiis gosterirken sevelamer grubunda stabil olarak
tespit edilmistir.

Bahsedilen ¢alismalar gibi drnekler AKH tedavisinde kalsiyum icermeyen fosfat

baglayicilarin 6nemli bir yeri oldugunu gostermektedir.
2.10.2.4 D Vitamini Tedavisinin Dikkatli Uygulanmasi

KBH’1nda aktif D vitamini bilesiklerinin kullanilmas1 kemik dongiisiinii azaltir.
Alfakalsidiol (0,25-1,0 pg/giin) ile plasebonun randomize edildigi 176 KBH (GFR
15-50 ml/dk) hastasinda 2 yillik tedavi sonrasi karsilastirilmistir. Caligmanin
baslangicinda ve sonunda yapilan kemik biopsileri degerlendirildiginde alfakalsidiol
tredavisi osteoblast ylizeyini, ostoblast sayisini, erode yiizeyi ve BFR’yi belirgin
olarak azaltirken plasebo grubunda anlamli degisiklik olmamuistir (195). Biopsi
caligmalar1 son donem bobrek yetersizligi olan hastalarda yiiksek doz aktif D vitamin
(kalsitriol) kullanilmasinin AKH gelismesine yol agtigin1 gdstermektedir.

2.10.2.5 Vitamin D Reseptor Aktivasyonu

VDR analoglar1 kemik olusumunu uyardigindan adinamik kemik hastaligimin
tedavisinde degerli bir ilag olarak giliniimiizde kullanilmaktadir. VDR aktivasyonu
osteoblast gelisimi, normal kemik olusumu ve mineralizasyonu icin gereklidir. Aktif
D vitamini tedavisi osteoklastik aktiviteyi baskilayarak kemik rezorbsiyonunu
kalsiyumdan bagimsiz olarak azaltmaktadir. Parikalsitol tedavisinin LDL (-/-)
farelerde kemik mineralizasyonunu artirarak diisiik kemik voliimiinii diizelttigi ve
kemik rezorbsiyonunu azaltmasi oldukea ilging bir bulgudur (196). Diisiik 25-
hidroksi vitamin D diizeyinin tedavisi kemik olusumunu artirmak i¢in gereklidir.
Osteoblastlarda megalin reseptorleri bulunur. Bu reseptérler 25-hidroksi vitamin
D’nin osteoblast i¢ine alinmasini saglar. Boylece 25-hidroksi vitamin D
osteoblastlarin 1o hidroksilaz aktivitesi ile aktif forma doniismektedir. VDR
analoglar1 tedavisi megalinin upregiilasyonunu saglayarak 25-hidroksi vitamin D’ nin
hiicre i¢ine alinmasini artirmaktadir. 25-hidroksi vitamin D diizeyinin diisiik olmas1
diyaliz hastalarmnda kemik olusumunun disiikligii ile koreledir ve ergokalsiferol
tedavisi diyaliz hastalarinda gelisen osteomalazinin tedavisinde etkilidir (197).

VDR analoglar1 kemik kayiplarmi azaltarak kemik yogunlugunu artirmaktadir.
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2.10.2.6 Kemigi Uyarici1 Ajan Olarak Teriparatid

Teriparatidin [PTH(1-34)] giinliik cilt alt1 uygulanmas1 osteoporoz tedavisinde 6nemi
giderek artmaktadir. Teorik olarak teriparatidin AKH hastalarinda kemik
metabolizmasinin diizeltmesi beklenir (198). Ancak KBY’li hastalarda yapilmig
kontrollii bir caligma yoktur. Bobrek disi nedenlerle hipoparatiroidi gelisen
hastalarda 3 yillik PTH(1-34) tedavisi kemik dongusini gosteren belirteclerde
belirgin bir artig saglamistir (199). Teriparatidin patolojik kirikli osteoporoz
nedeniyle yapilan kemik biopsilerinde AKH tespit edilen diyaliz hastalarinda kemik
agrilarii azalttig1 ve BALP diizeylerinde gecici yiikselmeye neden oldugu rapor
edilmektedir.

2.10.2.6 PTH’un Pulsatil Salinmasinin Diizeltilmesi

PTH’ un biyolojik etkileri tiimiiyle pulsatil salinmasina baghidir. AKH hastalarda
PTH’un pulsatil salinmasini diizeltebilecek iki grup bilesik vardir: kalsimimetikler ve
kalsilitikler. Kalsimimetik ajan sinakalset baslangicta PTH diizeyini belirgin olarak
diistirtir fakat ardindan PTH rebound olarak artarak sirkadyen salinimi saglanmis olur
(200). Kalsimimetiklerin in vivo ¢caligmalarda kemikler tizerinde koruyucu ve
anabolik etkilerinin oldugu gosterilmistir (179). Kalsilitik ajanlar paratiroid bezinde
kalsiyum duyarlhlastiric1 reseptorleri gecici olarak bloke ederek PTH salinimini
kontrol eder. Boylece PTH’un pulsatil salinmasini saglayarak kemik dongiisiiniin
uyarilmasini saglar. Oral kalsilitik olan NPS 2143 kemik olusum ve rezorbsiyonunda

belirgin artig saglar ancak net kemik kitlesi tzerine etkisi yoktur.
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2.11 UREMIi VE BOBREK HASTALIKLARINDA PROTEOMIKS

2.11.1 Proteomiks Nedir?

Proteom’ terimi ilk kez 1994 yilinda genom tarafindan ifade edilen tiim proteinleri
tanimlamak i¢in kullanilmistir (PROTein-genOM E) (201). Proteomiksin dinamik
dogasini vurgulamak i¢in daha ag¢ik bir tanimlama yapilirsa proteom, yer ve zaman
dikkate alindiginda, bilesimi dokudan dokuya veya hiicreden hiicreye degisen
proteinlerin tiimiidiir. Proteomun yapis1 ¢evresel faktorler, yas, cinsiyet ve
hastaliklar, fizyolojik durumlar (hiicre siklusu, apoptoz gibi) gibi i¢ ve dig faktorlere

baglidir. Bu durum genom dogasinin tam tersi bir durumu yansitmaktadir.

Proteomun temel birimi olan bir protein aminoasitlerden olusur ve hiicrede bulunan
aktif formu ¢ boyutlu haldedir. Proteinlerin aminoasit dizeleri uygun genler
tarafindan belirlenmesine ragmen genetik bilgi bir protein hakkinda biitiin bilgileri
saglamaz. Bir gen bir protein korelasyonu giliniimiizde anlamin1 yitirmis bir
kavramdir. Ciinkii dort niikleotidin kombinasyonuyla belirlenen tek boyutlu genomik
bilginin aksine proteinlerde kodlanan bilgi sadece aminoasit dizeleriyle smirl
degildir. Proteinler hiicreler tarafindan bir¢ok diizenlemeye tabi tutulmaktadir.
mRNA’nin alternatif sekillerinin olugsmasi (splicing), fUzyonlar ve post-translasyonel
modifikasyonlar gibi diizenlemeler proteomiksin sik1 bir sekilde kontrol edilen
dinamik yapisina, ¢ok boyutluluguna, degiskenligine katkida bulunmaktadir. Bu
durum ¢ok sayida 6zgiin protein molekiiliiniin nasil olustugunu agiklamaktadir (202).
V Ucutta patolojik bir durumun meydana gelmesi proteomda meydana gelen
degisimlerle dogrudan iliskilidir ve bu degisimlerin ve nedenlerinin anlagilmasi etkin
ve nedene 6zgii tedavilerin gelistirilmesini saglayacaktir (203).

Proteomiks 0ncesi agirlikli olarak yapilan ¢aligmalar transkriptomiks ad1 altinda
RNA seviyesindeki degisikliklere 151k tutmaktaydi. Ancak, RNA seviyesindeki
degisiklikler birebir olarak protein seviyesinde goriilmemektedir. Son donemde
yapilan bir caligmada 23 farkli insan hiicre gizgisinde hem RNA hem de protein
ekspresyon diizeylerine bakilmistir. Protein ekspresyon seviyelerinin sadece %33
diizeyinde RNA ekspresyon seviyeleri ile uyustugu goriilmiistiir (204). Bu nedenle
en dogru yaklasim RNA ekspresyon seviyelerindeki degisiklikleri belirlemek yerine

protein ekspresyonlarindaki degisiklikleri takip etmektir.
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Proteomiks proteom arastirmalarinin temel yontemidir ve oldukc¢a yeni, hizla gelisen
bilim dalidir. Proteom diizeyinde gen ekspresyonunu degerlendirmek icin
kullamlmaktadir. Proteinlerin spesifik 6zellikleri nedeniyle proteomiks, yeni
proteinlerin tespit edilmesi, miktarlarinin belirlenmesi, post translasyonel
modifikasyonlarin, protein yapisinin ve fonksiyonlarmin ortaya ¢ikarilmasi ve olasi
etkilesimlerin tespit edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Hizla gelisen teknolojik
araglar, kompleks karisimlardaki (dokular veya biyolojik sivilar) bir¢ok proteinin
tespit edilmesi, hiicresel ve hiicre diizeyinin altinda meydana gelen etkilesimlerin
haritalanmas1 ve biyolojik etkilerinin arastirilmasi olanagini saglamistir. Iki boyutlu
poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE) ve MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization-Time-Of-Flight) kitle spektrometrisi (MS), likit kromatogr &fi
(LC) ve ESI (Electrospray lonization) MS, kapiller elektroforez (CE) ve ESI M S gibi
proteomiks tekniklerin kombinasyonu sik kullanilan yontemlerdir. Bioinformatik ise
proteomiksteki ilerlemelerin bir diger temel noktasidir. Verilerin toplanmast,
depolanmasi, islenmesi ve goriiniir hale getirilmesi proteomiks ¢alismalarin olmazsa
olmazidir.

Klinik proteomiks temel amaclar1 su sekilde 6zetlenebilecek iimit verici, yeni bir
analitik disiplindir: (i) hastaliklarin erken tanisi, risklerin veya tedavi yanitlarinin
izlenebilmesi icin bio-belirteglerin kesfi, (ii) klinik sonuglar1 diizeltebilecek yeni

tedavilerin gelistirilebilmesi igin protein hedeflerinin tespit edilebilmesi (205).

2.11.2 Bio-belirtecler

Hastaliklarin patofizyolojisinin zamanla anlasilmasi hastalarin basariyla tedavi
edilebilmesini etkileyen en temel faktordir (206). Guntimizde biyolojik 6rneklerde
molekiiler yontemler kullanilarak bir takim belirtegler yardimi ile tan1 konulmasi
olagan bir uygulamadir. Bu belirte¢lerin konsantrasyonlarindaki degisikliklerin tespit
edilmesi hastaliklar i¢in ytiksek riskli bireylerin taranmasini, erken tan1 konulmasini,
prognoz tahminini ve tedavi yanitinin izlenmesini saglamaktadir. Klinik uygulamada
kullanilan bu belirteglerin esas amaci mortalite ve morbiditeyi azaltmaktir.
Bio-belirtecler genellikle monoklonal antikor tabanli metodlarla tespit edilen veya
miktar1 6lgiilen protein molekiilleridir. Ancak giiniimiizde bio-belirteg olarak

kullanilan veya belirte¢ potansiyeli olan bir¢ok molekiil tek basma ideal bir
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molekiiliin 6zelliklerini tasimamaktadir. Teorik olarak her hastalik 6zgiin bir bio-

belirtecle ortaya ¢ikarilabilir ve karakterize edilebilir ve bu belirtegler tek bir molekiil

olabilir. Baska bir alternatif ise hastaliga 6zgii bir protein olmak yerine hastalik

durumunda posttranslasyonel modifikasyonlarla degismis olan bir protein veya

proteinler paneli olabilir (207).

Proteinlerin tanisal arag olarak potansiyelinin bilinmesi ve proteomiks

teknolojilerdeki ilerlemeler bio-belirteg arastirmalarma ilginin artmasina neden

olmustur. Bu ¢alismalarin i¢ hastaliklar1 klinik pratiginde 6nemli olanlar1 Tablo

12’ de sunulmustur.

Tablo 12. Biobelirtre¢ Arastirma Calismalarinda Giincel Proteomiks Uygulama

Caligmalar1
Arastirma Konusu Proteomik Platform ve Aday Bdlirtegler Ref
ve Faydasi Dogrulama Metodu
Membrantz Glomeruler protein Fosfolipaz A;’ye kars1 otoantikor 208
Nefropati-Tanisal ekstrakti ve Western
Belirtecler Blotting uygulanmig

serumundan yapilan SDS-

PAGE
Hepatosal Ul er HepG2 hiicre ekstrakti ve  Sadece HCC serumunaimmtnoresktif 11 209
Karsinom(HCC)- Western Blotting protein spotu arasinda HSP60 ve HSP70
Tanisal Belirtegler uygulanmig serumundan

yapilan SDS-PAGE

ELISA
Akciger WGA lektin afinite Adiponektin, seruloplazmin, siklin H, 210
adenokarsnomu- kromotografisi, 2D- protoonkojen protein kinaz Fyn, vanin-2
kanser gelisimi ve PAGE(DIGE) ileserum (GPI bagli 80-kDa glikoprotein)
ilerlemesi icin andlizi
biyobelirtecler Western Blot
Kolorektal PAGE(DIGE) ile doku CRC gelisimiyle iligkili 51 protein 211
kanser(CRC)- ornegi analizi spotundan S100A8 ve S100AS8 hastalarin
Tanisal Belirtegler Western Blot plazmalarinda artmis olarak bulundu
Renal hiicreli Serumun SELDI-TOF Okaryotik baglangig faktorii 2B § olarak 212
karsinom- Tanisal profillemes tespit edilen m/z 8937 piki, ek 24 pik

Belirtegler

89

sinyali



Tablo 12. Devam

Arastirma Konusu Proteomik Platform ve Aday Bdlirtegler Ref
ve Faydasi Dogrulama Metodu
Meanom-erken evre  Serumun MALDI-TOF Serum amiloid A olarak tespit edilenm/z 213
hastalarda prognostik  profillemes 11680 piki kotii prognozla iliskili
belirtecler Spesifik olmayan
immunassay
Hepatosel Ul er Serumun MALDI-TOF Kompleman C3 ve C4a peptitleri ve diger 214
karsinom profillemes 4 pik sinyali
etyolojisinde
HCV'nin yeri-
Tanisal belirtegler
Meme kanseri- Insan plazma 8 glikan sinyali meme kanseri icin 215
Tanisal Belirtegler proteinlerinden salinan N-  karakteristik
glikanlarm MALDI-TOF
profillemes
Kronik allograft Idrar peptitlerinin LC- Uromodulin SGSVIDQSRVLNLGPITR 216
disfonksiyonu- MSMS (etiketsiz) andizi Kininojen peptit
Tanisal belirtegler Extracted lon DLIATMMPPISPAPIQSDDDWIPDIQI,
Chromatograma dayali m/z 645.59 ve 642.61 iyonlar1
LC-MSMS

2.11.3 Bio-belirte¢c Kaynaklari

Bio-belirteg aragtirmalarinda 6nemli konulardan biri biyolojik 6rnegin ulagilabilirlik
durumudur. Cok sayida viicut sivisi i¢inde kan mit verici bir kaynak olarak
diisiiniilmektedir. Idrar, amniyotik sivi, tiikiiriik, serebrospinal s1vi, meme aspirasyon
s1vis, sinovyal sivi gibi sivilar kan kadar protein profili saglamazlar ve bu sivilara
ulagmak bazen oldukga gii¢ olabilir. Bio-belirte¢ kaynagi olarak kana kolayca

ulagilir, toplanmas1 minimal invaziv ve risksizdir.

211.31Kan

Kanm en 6nemli avantaji organizmadaki hemen hemen tiim hiicrelerle temas halinde
olmasidir. Salgilanma ve dokiilme veya spesifik olmayan sizintilar nedeniyle
dokularin proteinleri kan akimina karigmaktadir (217). Bu nedenle patolojik

durumdan etkilenen hiicrelerle birlikte diizensiz proteomlar dolagima hastalikla
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iliskili proteinler salarak ‘6zgiin molekiil’ olusturur. Ayrica organizmanin hastaliga
kars1 yamt1 sonucu da ‘6zgiin molekiil” olusabilir (218). ‘ Ozgiin molekil’, geleneksel
tekniklerle kolayca analiz edilebilen, fazla miktarda bulunan (high-abundance)
proteinler de olabilir. Ayrica biitiinliigii korunmus proteinlerin diginda
proteaz/peptitaz etkisi sonucu olusan protein fragmanlar1 da ‘6zgilin molekiil’ olabilir.
(219). Ancak en ilging proteinler patolojik durumdan etkilenen hiicre kokenli
proteinlerdir. Kan hacminin fazla olmasi nedeniyle tanisal olarak anlamli proteinlerin
konsantrasyonlar1 her mililitrede nanogram (ng/ml) hatta daha diisiik seviyelere
diismektedir. Bu nedenle serum kullanarak proteom ¢aligsmak 6rneklerin
zenginlestirilmesini gerektirir. (220).

Plazma proteomundaki degisimler sadece patolojik durumlarda olusmadigindan bio-
belirte¢ kesfetmeye calisan arastirmalarin 6n hazirliklar: oldukca 6nemlidir. Yas,
sirkadyan ritim, stres, ila¢ kullanimy, fiziksel aktivite, gebelik gibi faktorler plazma
protein profilini biiyiik 6l¢iide etkileyebilir. Bu nedenle kanm alimmmasi, taginmasi ve
depolanmasi gibi arastirmalarin 6n hazirlik basamaklarmin tiimii standardize edilmeli
ve izlenmelidir. Boylece plazma proteomunda rastgele ve hastalikla iligkisi olmayan
degisikliklerin meydana gelmesi 6nlenmis olunur. Bu fazda olusacak en ufak sapma
yanlig analiz sonuglarina neden olabilir. Caligmaya alinacak olgu ve kontrol sayis1 da
yaniltici sonuglara neden olabilecek diger bir nemli faktordiir.

Kanm protein ve peptit i¢erigi cok fazladir. Ayrica proteinlerin ¢esitli
posttranslasyonel modifikasyonlar ve alternatif splicing nedeniyle ugradiklari
degisim goz Oniine alinacak olursa plazma proteomundaki farkliliklar daha da
artmaktadir. HUPO (Human Proteome Organisation) konsorsiyumu bugiine kadar
9000’ den fazla plazma proteininin tespit edildigini bildirmistir. Bu nedenle kan,
organizmanin iginde bulundugu durumu yansitmasi agisindan olduk¢a uygun bir
kaynak olmasina ragmen bio-belirte¢ aragtirmalarinda analizi zor bir 6rnektir.

Plazma protein miktarmin genis bir yogunluk araliginda bulunmasi analizi zorlastiran
bir diger faktdrdiir. Ozetle, plazma proteinlerinin yaklasik % 99 unu olusturan 20
protein arasinda plazma kaynakli proteomiks ile bio-belirteg 6zelligi tasiyabilecek bir

moleklltni tespit edebilmek oldukca glctir (221).
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Serum proteomiks arastirmalarinda fazla miktarda bulunan ve tanisal degeri
bulunmayan proteinleri immiinafinite ile uzaklastirmak ilk yapilan islemlerden
biridir. Bunun i¢in immobilize poliklonal antikorlar kullanilmaktadir. Bu antikorlar
belirli protein ve izoformlarina baglanir ve toplam plazma proteinlerinin ~%95'ini
uzaklastirir. (Sekil 16) Boylece serumun kompleksligi azalir, tespit edilen
proteinlerin sayisi artar ve protein miktarlar1 kesin olarak tespit edilebilir (222). Bu
yontemin sakincasi albumin gibi miktar1 fazla olan proteinlerle birlikte tanisal
belirte¢ degeri olabilecek diger kiiciik proteinlerin de uzaklastirilmasina neden
olmasidir. Ornegin, Snemli bir tastyici protein olan plazma albuminin
uzaklastirilmasi diger 814 proteinin de birlikte uzaklastirilmasina neden olmaktadir
(223). Ayrica miktar1 fazla olan proteinlerin de tanisal degeri olabilir. Serumdan
miktar1 fazla olan proteinleri uzaklastirmak yerine peptit kiitiiphaneleri kullanilarak
plazma proteinleri benzer diizeylere getirilerek dengelenmesi kullanilan bir diger

yontemdir.

250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa =

50 kDa ==

37 kDa ==

25 kDa ==

Sekil 16. MARS (Multiple Affinity Removal System) Hu-14 kolonunda (Agilent) immiinoafinite
uygulanan plazma 6rneginin SDS-PAGE jeli. Birinci ve tiglincii seritteki band fraksiyonu miktar1 fazla
olan proteinleri igerirken ikinci ve dordiincii serit miktar1 fazla proteinleri uzaklagtirilmis serum

ornegini gostermektedir.
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2.11.3.2 Dokular

Hastaliklardan etkilenen dokularin normal dokular ile karsilastiriimasi bio-belirteg
olarak kullanilabilecek protein ve peptitlerin tespit edilmesini saglayabilir. Ancak
dokular genellikle klinik pratik uygulamada kolayca elde edilememekte ve hastaligin
izlenmesinde kullanilamamaktadir. Bununla birlikte doku kaynakli proteinler cok

diistik miktarlarda da olsalar serumdan immiinolojik testlerle analiz edilebilir.
2.11.3.3 idrar

Idrarin gegmiste kararli olmadig1 ve hastaliklar hakkinda yeteri kadar bilgi
saglamadiginin diisiiniilmesine ragmen giliniimiizde proteomiks tekniklerin
gelismesiyle kolay, tibbi personele gereksinim olmadan ve ¢ok miktarda elde
edilebilmesi nedeniyle sik arastirilan bir kaynak haline gelmistir. Idrar proteomunun
oldukga dengeli oldugu da dikkat c¢ekicidir. Bu kararlilik biiyiik 6l¢iide idrarin
mesanede kalma siiresinin endojen protezlarca proteolitik parcalanmaicin yeterli
olmamasma baglidir. Idrar proteomu 4'C’de 3 giin, oda 1s1sinda 6 saat herhangi bir
degisime ugramadan kararliligimi korumaktadir (224). Bu durum idrar proteomunun
serumdan daha fazla stabil oldugunu gostermektedir. Ayrica -20 ‘C’de yillarca
proteomda degisim olmadan saklanabilmektedir. idrardan elde edilecek verilerin
kalitesini ve karsilastirilabilirligini protein miktarini degistirerek etkileyebilecek
fakorlerin basinda diyet ve egzersiz gelir.

Idrar proteomu bobrek, mesane ve vaskiiler sistem gibi dogrudan temasi olan
organlarm hastaliklar1 hakkinda asikar hastalik belirtileri ortaya ¢ikmadan bilgi

verebilir, patogenik mekanizmalarin anlagilmasini saglayabilir (225) .

2.11.4 Plazma Analizinde Kullanilan Proteomiks Teknikler

Gunumtizde bio-belirteg aragtirmalarinda kullanilan ti¢ primer yaklagim
mevcuttur(2D-PAGE, Likit Kromatografisi, Kapiller elektroforez). Her bir metodun
hem kendine 6zgii listiin yanlar1 hem de 6zgiin ve 6nemli sakincalar1 vardir. Bu
nedenle tekniklerin hi¢birinin ideal olmadig1 g6z 6niine alinmali ve arastirilan
konuya en uygun teknik secilmelidir. Bu {i¢ metodun esaslar1 farkli olmasina ragmen

ortak yanlar1 kiitle spektrometrisidir (MS).
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2D-PAGE {izerinde, likit kromatografisi veya kapiller elektroforez sonrasi toplanan
fraksiyonlar icerisinde bulunan proteinlerin isimlendirilebilmesi icin modifiye kiitle
spektrometresinden faydalanilir. Bir kiitle spektrometrisi ii¢ ana par¢adan olusur:
iyon kaynag1, analizor ve dedektor. Tipik bir MS deneyinde 6rnek molekiiller iyonize
edilir, iyon kaynaginda gaz faza doniistiiriiliir ve analizorde kiitle/yiik (m/z) oranina
gOre ayristirilir. Sonugta dedektdr tarafindan olgiiliir. Proteomiks aragtirmalarda en
sik kullanilan iyon kaynaklart MALDI (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization) ve ESI (Electrospray lonisation)’dur. Bir MALDI kaynaginda
analize edilecek molekdiller lazer 1sinlari ile kat1 halden iyonize hale getirilir. ESI
kaynag ise ¢oziilmiis molekiilleri kiitle analizoriine dogru oldukca ince 1sinlar
halinde piiskiirterek iyonlastirir (Sekil 17). En sik kullanilan analizorler ise TOF
(time-of-flight), quadrupole (Q), ion trap (IT), Fourier transform ion cyclotron
resonance (FT-ICR) ve Orbitrap’tir. Bunlar ya tek bagina ya da ardigik (tandem)
kullanilir. Tandem kiitle spektrometrisinde (MS/MS) kiitle analizinin birgok
basamag1 boslukta ayrilmig farkli farkli analizorle veya her basamagi ayri
zamanlarda tek bir analizorle yapilabilir. Boslukta ayrilmis MS/MS’de analizorler
fiziksel olarak ayrilir ancak vakumu siirdiirmek i¢in sikica baglanir. Bu yapilanma Q-
TOF, TOF-TOF, iiclii Quadrupole seklinde kullanilabilir. Diger yandan zamanda
MS/MS ayni1 boslukta ion trap’la yapilabilir. Her bir analiz basamag1 ayr1 zamanlarda

yapilir. Bu amagla ion traplar veya FT-ICR’lar kullanilabilir.
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A. Electrospray lonization (ESI)
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B. Matrix Assisted Laser Desorption/lonization
(MALDI)
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Sekil 17. Proteomikste sik kullanilan peptit ve protein iyonizasyon metodlari. A. Elektrospray
lonisatin (ESI)’de solusyondaki protein ve peptitler ugucu hale getirilir ve iyonlastirilir. B. Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI)’de lazer 1sinlar1 kati1 yapiy: iyonize eder. Iyonlar sonra
kiitle analizoriine yollanir. (Jacek R. Wis'niewski. Mass Spectrometry-Based Proteomics; Arch Pathol
Lab Med—2008; Vol 132'den almmustir.)

2.11.4.1 iki Boyutlu Poliakrilamid Jel Elektroforezi (2D-PAGE)

Kapsamli proteomiks deneylerinde ilk kullanilan ve altin standart olan metod iki
boyutlu poliakrilamid jel elektroforezidir. Bu metotta proteinler jel matriks icinde
izoelektrik noktalarma (pI) ve molekiiler agirliklarina (mA) gore ayrilirlar (226). Bu
iki bagimsiz fizyokimyasal 6zelligin kombinasyonu ile proteinlerin yiiksek
coziiniirlikle ayrigtirilmast saglanir.

Birinci boyutta protein karigimlar1 pI degerlerine gore izoelektrik fokuslama (IEF)
kullanilarak ayristirilir. IEF ticari immobilize edilmis pH gradient (IPG) stripleri ile
yapilir (227). Fokuslanmis proteinleri igeren IPG stripler ikinci boyutta molekiiler
agirhiklarina gore poliakrilamid jel izerinde ayristirilir. Boylece iki boyutlu jel

haritas1 olusur. Burada proteinler ¢esitli yaklagimlarla goriiniir hale getirilir.
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Geleneksel boyama protokolleri Coomasie™ Blue G-250, R-250 veya giimiis
boyamadir. Sik kullanilan florosans boyalar SyproT'vI Ruby ve Deep Purple™dur.
Klasik boyalarla kiyaslandiginda florosan bazli boyalar dlgiimlerin dogrusalligmin ve
duyarliliginin artmasini saglar. Ayirdedici Jel elektroforezi (Differential Gel
Electrophoresis-DIGE) 2D-PAGE 6ncesi proteinlerin U¢ flororasan boyaile (Cy2,
Cy3 ve Cy5) kovalent olarak isaretlemesi prensibine dayanir. DIGE metodu ile ayn1
jeliizerinde iki farkli 6rnege ait proteinleri tek seferde goriintiilemek miimkiindiir.
Boylece klasik 2D-PAGE yaklasiminda karsilasilan jeller arasi yiiriitme
kosullarindan kaynaklanan farkliliklar engellenmis olur (228). Boyama protokolleri
secilirken duyarlilik, dinamik dogrusallik ve kiitle spektrometrisine uygunlugu

dikkate alinmalidir (Tablo 13).

Tablo 13. Sik Kullanilan Boyama Metodlar1

Boyama Metodu Uygulama Duyarliik  Olgiim Dogrusallignt ~ MS Uygunlugu
Prensibi

Coomasie™ Blue Absorbsiyon ++ ++ +
G-250, R-250
Gilimiis Boyama Absorbsiyon +++ + -/+
Sypro™ Ruby Florosans et et +
CyDyes-DIGE Florosans ++++ ++++ +
Boyalari

(Kaynak: Miller I, Crawford J, Gianazza E: Protein stains for proteomic applications: which, when,
why? Proteomics 2006; 6: 5385-5408)

Sonugta boyanan jeller bilgisayara yiiklenir ve boyanan spotlarin yogunlugunun
karsilagtirilmasi ile proteinleri lgebilen 6zellesmis yazilimlarla degerlendirilir.
Belirlenen protein spotlari kiitle spektrometri metodlarindan birinde incelenir.
Genellikle peptit kitle parmak izi metodu (peptite mass fingerprint method-PMF)
kullanilir. izole protein igeren jel pargasi kesilir ve tripsin veya diger spesifik
proteazlarla enzimatik olarak parcalanir, sonugta bir peptit karigimi elde edilir. Kiitle
spektrometrisi her bir peptit i¢in kiitle/yiik oranini (m/z) belirler (229). Bugiine kadar

aminoasit dizisi bilinen tim proteinler igin sanal ortamda tripsin kesimi yapilmis ve
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agiga c¢ikan peptitlerin m/z oranlar1 veri bankasinda depolanmistir (Swiss-Prot veri
bankas1 Www.expacy.org).

Tek bir 2D-PAGE’ den yuzlerce, binlerce protein spotu elde edilebilir. Bu metod
benzer protein izoformlarini ayristirmak i¢in en uygun yontemlerden biridir. Ancak
2D-PAGE nin sakincalar1 da vardir. Islemlerin yogun emek ve zaman gerektirmesi
ve ciddi bir alt yap1 gereksinimi dnemli bir sorun olusturmaktadir. Ayrica en sik
karsilagilan teknik zorluklar arasinda protein karigimlarindaki tuz oraninin fazla
olmasi, polisakkarid ve niikleik asitlerin varligi, miktar1 fazla olan proteinler
(albumin gibi) miktar1 az olan proteinlerin tespit edilmesini engellemesi sayilabilir.
Tiim bunlarm 6tesinde hidrofobik membran proteinlerinin izolasyonu ve ¢alisilmasi
bir diger problemdir. Ayrica pI ve MA gore protein ayrigtirmasi yapildigindan

cakisan spotlar belirlenemez.

2.11.5 Bobrek Hastaliklarinda Proteomiks Uygulamalar:

Biyomedikal proteomiks arastirmalarmin bir alt disiplini olarak bobrek ve idrarda
proteomiks uygulamalar1 giderek artmaktadir. Bobrek proteomiks ¢aligmalarmin
artmasi, nefrologlarin temel klinik soru ve sorunlarinin cevaplariin arastirilmast
stirecinde proteomiks uygulamalarna ilgilerinin olduk¢a fazla oldugunu
gdstermektedir. Idrarin proteom analizi hem bobrek hem de diger organlarin
hastaliklar1 ile iliskili bio-belirteclerin kesfedilmesi igin 6nemli bir aragtir (230).
Idrar ve bobrek proteomiks arastirmalarinm amaci su sekilde 6zetlenebilir: (i)
bdbregin biyoloji ve fizyolojisini daha iyi anlamak; (ii)bobrek hastaliklar1 ve
bobrekle iliskili bozukluklarin patogenik mekanizma ve/veya patofizyolojisini
arastirmak ve ¢ozmek; (ii1) tanisal ve prognostik belirtegleri tespit etmek; (iv) yeni

tedavi hedefleri, ilaglar ve tedavi segenekleri tanimlamak (Sekil 18).
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Sekil 18. Renal ve idrar proteomiks uygulamalar1 ve metodolojilerinin sematik 6zeti

2.11.5.1 Bobrek Hastaliklarinin Patojenik Mekanizmalarim veya
Patofizyolojisini Aydinlatmak

Bobrek hastaliklarinda proteomiks uygulamalarinda en sik arastirilan konu diabetik
nefropatidir (DN). db/db” murin modeli kullanilarak tip 2 diyabette renal kortikal
proteom degisikliklerini arastiran bir ¢caligmada 147 korteks kaynakli proteinin
diizeyinin degistigi tespit edilmistir. Degisen bu proteinler 6zellikle metabolik
yolaklarda olmak tizere birgok biyolojik olayda rol almaktadir. Bu ¢alismada degisen
proteinler arasindaki etkilesimi gosteren bir harita olusturulmus ve peroxisome
proliferator-activated receptor-alpha’nin (PPARa) molekiiller arasi etkilesimin ortak
noktasi oldugu gosterilmistir (231).

Yiiksek glukoz konsantrasyonlarina maruz kalan insan mezengial hiicrelerinin
membran ve sitozolik subproteom degisikliklerini arastiran bir ¢aligmada ise
sitozolik fraksiyonda artan proteinlerden birinin calmodulin oldugu tespit edilmistir
(232). Yiiksek glukoz konsantrasyonunda mezengial hiicrelerde calmodulin artist
immiin boyama yapilarak da dogrulanmistir. Western blot analizi de hem mezengial

hicrelerde hem de fare ve murin diabetik bobrekte calmodulin artigini dogrulamistir.
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Calmodulin W7 ve trifluoperazinle inhibe edildiginde mezengial hiicrelere TGF-f3
aracili glukoz aliminm durdugu ortaya ¢ikmustir. Bu sonug gostermektedir ki
calmodulin mezengial hticrelerde glukoz transportunda 6nemli bir rol oynamaktadir.
db/db” diabetik farelerde glomeruler proteom degisikliklerini inceleyen bir ¢alismada
ise 40 glomeruler proteinin diizeyinin degistigi tespit edilmistir. Bunlardan redoks
yolaklarinda bulunan siiperoksid dismutaz izoform 1, peroksiredoksin-3 ve glutatyon
peroksidaz-1 gibi birgok proteinin artig1 6zellikle dikkati cekmektedir (233).
Proteomiks teknolojisi bobrek tasi hastaliklarinda da uygulanmistir. Kristal ve hiicre
etkilesiminin bobregin tas hastaliklarinin patojenik mekanizmasindaki rolii ortaya
cikarilmistir. 2D-PAGE proteomiks yaklasimi ile kristallerle hiicreler arasinda
baglanmay1 saglayan bazi proteinler tespit edilmistir. Kalsiyum oksalat monohidrat
kristalleri ile renal tubuler hiicrelerin etkilesimi ile ortaya ¢ikan proteom
degisikliklerle (234) kalsiyum oksalat dihidrat kristalleri ile tubuler hiicre etkilesimi
sonucu ortaya ¢ikan degisiklikler (235) birbirinden oldukga farklidir. Kalsiyum
oksalat monohidrat kristallerinin adsorbtif kapasitesi olduk¢a fazladir. Bu fark
bdbregin tag hastaliklarmin patogenezinde kalsiyum oksalat monohidrat kristallerinin

Oonemini a¢iklamak i¢in yeterli olabilir.

2.11.5.2 Tanisal ve Prognostik Belirte¢leri Tespit Etmek

Tip 1 diyabetli hastalar ve saglikli kisilerin idrar protein profilleri karsilagtiran bir
calismada diyabetik hastalardan elde edilen profillerin oldukga farkli oldugu
goriilmiistiir. Ayni ¢alismanin alt grup analizinde ise nefropati gelismis ve nefropati
gelismemis diyabetik hastalar1 ayirmak i¢in kullanilabilecek potansiyel biyobelirteg
profili elde edilmistir (236).

Bagka bir calismada ise nefropati gelismis diyabetik hastalardan, diyabet dis1
nedenlerden dolayi proteiniirik ve saglikli kontrollerden elde edilen idrarlarin SELDI
proteom profillemesi yapilmistir. Nefropatik ve nefropatik olmayan hastalar
kargilagtirilmistir. Gruplar arasinda ekskresyonu farkli, kiitle yiik oranlar1 (m/z) 6188,
11744 ve 14766 olan ii¢c SELDI spektrumu elde edilmistir. Ilging olarak bu
spektrumlar diyabetik nefropati gelisen hastalar1 nefropati gelismeyenlerden ayirt

etmektedir. Sonug olarak bu proteinler sirasiyla ubiquitin,f 2 mikroglobulin, UbA52
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ubiquitin ribozomal flizyon proteini olarak tanimlanmistir (237). Bu proteinler
diyabetik nefropati tanisi i¢in potansiyel bio-belirtec olabilir.

Proteomiks teknolojisi diyabetik nefropati disinda bobrek hastaliklarina uygulanmis
ve birgok bio-belirteg adayi protein tespit edilmistir. Neonatal iireteropelvik bileske
(UPJ) obstriksiyonunda bio-belirteg tespiti i¢in yapilan bir ¢alismada oldukga
basarili sonuglar elde edilmistir. Hastalar ameliyat gerektirmeyen, ameliyat olasilig1
bulunan ve dogumdan hemen sonra ameliyat gerektirenler olarak ii¢ gruba
ayrimstir. Kapiller elektroforez ve kiitle spektrometrisi kullanilarak dogumdan
hemen sonra ameliyat gerektiren hastalar1 saglikli yeni dogan ve operasyon
gerektirmeyen hastalardan ayirt eden 19 idrar polipeptidini iceren potansiyel bio-
belirte¢ profili elde edilmistir. Bu belirtegler dogumdan hemen sonra ameliyat
gerektiren hastalarla operasyon gerektirmeyenleri %94 sensitivite ve %80-100
spesifisite ile ayirt edebilmektedir (238).

Bagka bir 6rnekte ise, sisplatinle akut bobrek hasari1 olusturulmus farelerden elde
edilen idrar eksozomlar1 2D-DIGE-MS kullanilarak potansiyel bio-belirtec olarak
tanimlanmistir. Bu proteinlerden eksozomal fetuin-A diizeyinin sisplatinle
olusturulan bobrek hasarinda arttigit Western Blott analizi ile gosterilmistir. Ayrica,
eksozomal fetuin-A diizeyinin bilateral renal iskemi ve reperfiizyon hasar1
olusturulmus hayvanlar ve yogun bakimda akut bobrek hasar1 gelisen hastalarda
arttig1 tespit edilmistir (239).

Bu veriler 15181nda proteomiks teknoloji, bobrek ve diger sistemlerin hastaliklarin
tanisini koyabilecek ve prognozu belirleyebilecek olasi bio-belirtegleri tespit
edebilmek igin Umit verici bir tekniktir.

2.11.5.3 Yeni Tedavi Hedeflerinin Tespit Edilmes

Bio-belirteg kesfine odaklanan ¢aligmalarin bazilarinda potansiyel yeni tedavi
hedefleri de tespit edilmistir. Ornegin, elastin (240) ve kollajen fragmanlar1 diyabetik
nefropati geligsen hastalarda fibrojenezin 6nlenmesi ve tedavisinde, tiriner trefoil
faktor (TFF-1) bobrek tast olusumunun 6nlenmesinde potansiyel hedeflerdir.
Idiopatik membrandz nefropatinin hedef glomeruler antijeni olarak M tipi fosfolipaz
A, reseptord (PLA2R) immiinoproteomiks teknikle basarili bir sekilde tespit
edilmistir (208). Sonuclar idiopatik membrandz nefropatili hastalardan elde edilen
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seruma kars1 reaktif rekombinant PLA2R kullanilarak dogrulanmistir. Ayrica bu
hastalari serumunda tespit edilen IgG (0zellikle 1gG,4) sekonder membrantz
nefropatili hastalarda tespit edilmemistir. Bu veriler bobrek ve diger sistemlerin
hastaliklarinda yeni ilaglarin ve tedavilerin gelistirilmesine neden olacaktir.

Sonug olarak tiim bu proteomiks yaklagimlar kullanilarak bulunan belirteg proteinler
ufkumuzu agmustir. Gelecekte hakim tenolojinin proteomiks teknolojisi oldugunu

gostermistir.

3. GERECLER VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Hazirhk

Calismaya, en az 3 ay i¢inde Ol¢iilen serum PTH degeri <100 pg/ml olan hastalar
adinamik (diislik dongiilii) kemik hastalig1 bulunan 10 hasta (4 Erkek, 6 Kadin, yas
ortalamasi1 47,6+13,4) ile, serum PTH degeri>1000 pg/ml olan yiiksek dongiili
kemik hastaligi bulunan 10 (4 Erkek,6 Kadmn, yas ortalamasi 41,2+12,9) hasta alindi.
Bu hastalar 18 yasindan biiyiik ve en az 6 aydir haftada 3 giin 4’er saat hemodiyaliz
tedavisi gormekte idiler. Serum 6rnekleri Kocaeli Devlet Hastanesi ve Derince
Egitim ve Arastirma Hastanesi Diyaliz Unitelerinde hemodiyaliz uygulanan
hastalardan diyaliz seansi 6ncesi aydinlatilmis onamlar1 alinarak toplandi. PTH
dizeyi <100 pg/ml olan hastalar C1-10, >1000 pg/ml olan hastalar ise H1-10 olarak
kodlandi. C ve H olarak kodlanan hastalarin 6zellikleri Tablo 15’ de verilmistir.

Calisma Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Etik kurul tarafindan IAEK-
10/8 say1l1 2009/80 no’lu proje olarak kabul edildi.

3.2. Protein cozeltilerinin hazirlanmasi

Hastalardan alinan 5 ml kan 6rnekleri buz iizerinde 30 dakika tutulduktan sonra 3500
xg'de +4 °C'de 15 dakika santrifij edildi. Ust faz 0,5 ml parcalar halinde
dondurularak -80 °C’de saklandi. Orneklerin calisilmasina karar verildiginde buz
lizerinde ¢oziildii, bir sonraki adima gecildi. Iki boyutlu jel elektroforezinde
ornekteki tuz miktar1 proteinlerin jeller lizerindeki yiiriimesini engellediginden dolay1

her bir serum 0rnegi tuzdan arindirildi. Bu amag i¢in 10 DG desalting kolonlar1 (Bio-
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RAD, USA) (cut-off limiti 10kDA) kullanildi. Kolondan ¢ikan en yogun

fraksiyonlar birlestirilerek bir sonraki asamaya gecildi (Sekil 19).

Sekil 19. 10 DG desalting kolonundan ¢ikan serum protein profili.

Sekil 20'de 2D-PAGE  deneylerinin  optimizasyonu  sirasinda

hazirlayamadigimiz bir serum 6rneginin protein profili verilmistir.

- e e .

Wik & o

Sekil 20. Optimizasyon oncesi yurUtilen 2D PAGE jel profili.
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Ornekte gorilen izole veya gruplar halindeki siyah renkli noktalar spot olarak
adlandirilmaktadir. Spotlarn her biri bir protein veya protein fraksiyonunu ifade
etmektedir.

3.2.1 Albumin Indirgenmesi

Serum oOrneklerinde albumin, globulin, transferin, seruloplazmin ve haptoglobulin
gibi protein fraksiyonlar1 fazla miktarda bulundugundan 2D-PAGE Uzerinde belirteg
protein olabilecek adaylar1 gizler. Bu nedenle analiz 6ncesi uzaklastirilmalart
Onerilmektedir. Bu amagla Aurum Serum Protein Mini Kit (Bio-RAD, USA)
kullanildi.

Protokol;

Dibe ¢oken regineleri aymrmak i¢in serum protein kolonu test tiipiinde 5 dakika
bekletildikten sonra kolonun altindaki tipasi ayrildi, kolon test tiipline tekrar
yerlestirildi ve yer ¢ekimi ile akim basladi. 1ml serum protein baglayici tampon ile
kolon iki kez yer ¢ekimi akimi kullanilarak yikandi. Sonrasinda kolon bos 2 ml
toplayici tiipe yerlestirildi, re¢ine yatagini kurutmak i¢in 20 sn, 10000 xg de santrifiij
edildi. Kolonun altina tipas1 yerlestirilip kolon temiz test tiipiine konuldu. Ayr1 bir
tiipte, 60 pL ist faz sivi 180 pL serum protein baglayic1 tampon ile seyreltilerek
ornek hazirlandi. 200 pL seyreltilmis iist faz s1vis1 kolondaki re¢ine yataginin {izerine
konuldu. Beser dakika aralarla 3 kez kolon siddetli bir sekilde karistirildi. Kolon
altindaki sar1 tipa ¢ikarilip kolon siddetli bir sekilde karistirildiktan sonra 20 sn
10000 xg de santriftij edildi ve protein fraksiyonlar1 toplama tiipiine alindi. Ancak
kitten elde edilen fraksiyonlar az miktarda protein igerdigi icin 7 cm’lik jellerle 6n
tarama yapmak amaciyla kullanildi. 17 cm’lik biiyiik jellerle analiz yapabilmek i¢in
kendi gelistirdigimiz protokolii kullandik. Bu protokolde 0,5 ml Blue Gel maddesi
0,2 ml serum 6rnegi ile karistirilip 1,5 ml hacimdeki kolonlardan gegirildi. Albumini

indirgenmis 6rnekler bir sonraki adim i¢in hazir hale getirildi (Sekil 21).
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Sekil 21. Albumin indirgemesi manuel olarak yapilmis serum 6rnegi.
3.2.2 Trikloro asetik asit (TCA)-Aseton ¢oktirmes

Albumini indirgenmis ve temizlenmis serum Orneklerinin iki boyutlu jel
elektroforezine uygun tamponda ¢ozulebilmesi igin TCA-aseton ¢oktiirmesi yapildi.
Coktiirme su sekilde 6zetlenebilir. Her bir 6rnegin hacimce dortte biri kadar TCA
orneklere eklendi ve gece boyu -20°C’ de bekletildi. Tupler mikrosantriftijde 14000
xg de 20 dk santrifiij edildi ve ¢oken proteinlerden sivi kisim dikkatli bir sekilde
ayrildi. Protein ¢okeltileri 200 pL aseton ile yikandiktan sonra mikrosantrifiijde
14000 xg de 5 dk santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Sonrasinda asetonu
uzaklagtirmak i¢in proteinler 10 dakika oda sicakliginda kurutuldu. Cokelek 250 pL,
rehidrasyon tamponu icerisinde ¢dzuldl ve protein konsantrasyonu belirlendi (10ml
ReadyPrep rehidration tampon 8M urea, %0,2(w/v) Bio-Lye 3/10 ampholytes, %2
CHAPS, 50 Mm dithiothreitol (DTT) ve Bromophenol Blue).
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3.2.3. Protein miktarinin belirlenmesi

Temizlenmis serum 6rnekleri igerisindeki protein miktari iki farkli yontem
kullanilarak belirlendi. Eger drnekler betamerkaptoetanol, DTT (Ditiotreitol), PBT
(Tributilfosfayn) iceriyorsa Lowry protein assay metodu, icermiyorsa Bradford dye
binding assay metodu kullanildi. Her iki yontem de Bio-Rad firmasinca pazarlanan
kitler aracilig1 ile uygulandi. Lowry metodu (RCDC protein assay, Bio-Rad, USA)
kalorimetrik bir metod olup protein ile alkalin bakir tartarat ¢ozeltisinin ve folin
ajaninin etkilesimine dayanilarak degerlendirilir. Renk olusumu tirozin ve triptofan
ile birlikte ¢cok az miktarda sistein ve histidinin katkilar1 ile olur. Olusan mavi renk
750 nm’de spektrofotometre yardimi ile okunur ve bir standart araciligi ile miktara
cevrilir. Bradford metodu proteinlerin asidik ortamda Coomassie Brillant mavisi ile
vermis oldugu reaksiyona dayanir. Spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda
absorbans Ol¢iimii yapildiktan sonra elde edilen absorbans degerleri standart BSA
cozeltilerinin absorbanslari ile karsilastirilarak ve diliisyon faktorii de g6z dniine

alinarak protein miktar1 hesaplanir.

3.2.4 Protein Standard Egrisinin Cizilmesi
Saf Bovin serum albumin proteini 6rneklerdeki protein miktarlarinin belirlenmesinde
kullanildi. Sekil 22'de Bradford metodu i¢in hazirlanmis standart egri verilmistir.
Lowry metodu ile hazirlanan egride benzer sekildedir. Protein standardi olarak 0,2—2
mg/ml arasinda bes adet hazirlanan bovine serum albumin (BSA) diliisyonlari ile 595
nm dalga boyunda dlgiilen absorbanslar kullanilarak lineer grafikler elde edildi ve bu

egriler kullanild1.
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Sekil 22. Bradford metodu ile hazirlanmis protein standart egrisi

3.2 Proteomiks analizinde kullanilan jel ve soliisyonlar

3.3.1. %12 SDS Y uriutme Jeli:

Destek ortam olarak genellikle poliakrilamit jeller tercih edilmektedir Poliakrilamit
jel ile yapilan elektroforez, 6rneklerin daha iyi ayrilmasini saglar. Ciinkii ayirma hem
molekiiler hem de elektroforetik mobiliteye dayanir. Poliakrilamit jeller, minimum
protein adsorbsiyonu, hizli analize olanak saglanmasi, kolay hazirlanmasi, boyama,
kopyasini alabilme ve gozenek biiyiikliigliniin ayarlanabilir olmasi gibi birgok
olumlu o6zellige sahiptir. 2D gel elektroforezinde proteinlerin yuruitilmesinde
kullanilan poliakrilamit yiirlitme jeli (% 12) hazirlamak icin asagidaki karisim

hazirlandi:
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Saf su :3,5ml

0.5M Tris.Cl pH 6.8 2,5 ml
TEMED* 10 ul
% 10 SDS” 1100 pl
% 10 APS® :50 ul
% 30 4 ml

Akrilamid/bisakrilamid®

YTicari olarak satilan N,N,N’, N’-tetramethyl-ethylenediamine (TEMED)
kullanild1 (Sigma, USA).

%) Sodyum dodesil siilfat (SDS) (%10) hazirlamak i¢in 1 g SDS tartilip 10 ml saf

suda ¢oziildii ve oda sicakliginda saklandi.

3 Amonyum persiilfat (APS) (% 10)hazirlamak i¢in 1 g APS tartilip 10 ml saf
suda ¢oziildii. Filtre edildi ve +4 °C’de saklandi.

) Akrilamid — bisakrilamid (% 30) hazirlamak i¢in 29,2 g akrilamid, 0,8 g
bisakrilamid tartilip 100 ml saf suda ¢oziildii. Filtre edildi ve +4 °C’de saklandi.

3.3.2 Rehidrasyon soltisyonu:
10 ml ReadyPrep rehidration tampon 8M urea, %0,2(w/v) Bio-Lye 3/10 ampholytes,
%2 CHAPS, 50 Mm dithiothreitol (DTT ve Bromophenol Blue) icerir.

3.3.3 Ydrutucu solusyon (TGYS):
25 Mm Tris, 192 mmolar glycine , %0,1 SDS, Ph: 8,3

3.03 r Tris base, 14.4 gr glycine, 1 gm SDS, 1 L su ile hazirlanir.
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3.3.4 Sabitlestirici, Boyama ve Boya Uzaklastirici Soliisyonlar:

Sabitlestirici soliisyon i¢in 40 ml metanol ve 10 ml asetik asit karistirilarak su ile 100
ml’ye tamamlandi. Goriliniir bolgede boyama yapabilmek i¢in sabitlestirici
solisyonun icerisine 0,25 g Coomassie mavisi eklenerek boyama sollisyonu
hazirlandi. Ultraviole bdlgede boyama yapabilmek i¢in Sypro Rubby (Bio-RAD,
USA) kullanild.

3.4 Iki Boyutlu Jel Elektroforezi 2D Gel Elektroforezi)
Protein miktarlar1 belirlenen orneklerin 2D gel elektroforezi asagida tarif edildigi

gibi yapildi.

3.4.1 Birinci Boyut: izoelektrik fokuslama (IEF):

2D jel elektroforezinde birinci boyuttaki amag kompleks proteinlerin izoelektik
noktalarma gore odaklamaktir. Klasik elektroforezden farkli olarak izoelektrik
odaklamada, proteinlerin ayristig1 mesafeler, ortamdaki pH gradyanina baghdir. Bu
pH gradyanini olusturan molekiillere amfolitler denir. Amfolitler, molar kitleleri
300-1000 g/mol araliginda olan poli-aminoasitlerdir. Bu molekiller, proteinler gibi
bir izoelektrik noktaya (pI) sahip olduklar1 i¢in bu noktalarda net elektrik yiikleri
sifirdir. Amfolitler poliakrilamit jellere katilarak, pH 3-10 arasinda bir pH gradyeni

olustururlar.

IPG (Immoblize pH Gradient) stripleri i¢in rehidrasyon islemine gecilmeden &nce
her bir stripe ekilibrasyon (denklestirme) islemi uygulandi. Stripler 6nce 15 dk
ekilibrasyon tampon 1 (6 M tre, 0,375 M TrissHCL, Ph 8,8, %2 SDS, %20 gliserol,
%2 (w/v) DTT ) ile muamele edildi. Daha sonra 15 dk ekilibrasyon tampon2 ( 6 M
Ure, 0,375 M TrissHCL, Ph 8,8, %2 SDS, %20 gliserol, %2,5 (w/v) iodoacetamid) ile
muamele edildi. Birinci boyutta ilk asamada hiicre ¢okelti Ornekleri igin 50
mikroamper aktif rehidrasyon islemi yapildi. izoelektrik odaklamada 7 veya 17
cm’'lik IPG stripleri (pH 3-10 ReadyStrip) ile yapildi. Rehidrasyon tamponu ile
muamele edilen her bir 6rnekten degisen miktarlarda (50 ile 20Qug arasinda) protein
¢Ozeltisi (150 pl 7em’lik striplgini 300ul 17cm’lik striplergin) rehidrasyon
tabakasina koyuldu (Sekil 23 A-B). IPG stripler ‘+ ‘kutup sol tarafa gelecek sekilde
dikkatli bir sekilde tabaka igindeki Orneklerin iizerine yerlestirildi. Rehidrasyon
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sirasinda 1. saat sonunda Ornegin buharlagmasini onlemek i¢in iizerlerine 2-3 ml

mineral yagi ilave edildi ve yaklagik 16 saat rehidrasyon islemine devam edildi.

Rehidrasyon isleminden sonra izoelektrik odaklamaya ge¢ildi. Mineral yagdan
aritilmis IPG stripler ‘+ ‘kutup sol tarafa gelecek sekilde PROTEAN IEF odaklama
tabakasina alindi ve iizerlerine 2-3 ml taze mineral yag koyuldu. IPG strip artan
voltaj programi ile birlikte 20 °C’ de adim adim yiritildi (Sekil 20A-B).
Rehidrasyon isleminden sonra izoelektrik odaklamaya gegildi. IPG strip artan volta)
programu ile birlikte 20 °C’ de adim adim yiiriitiildi (7cm’lik stripler i¢in 250 volt:
20 dakika, 10000 volt: 2,5 saat lineer, 10000 volt: hizli ve toplamda 40000
kilowatt/saat guciinde ortalama 7 saat). ( 17cm’lik stripler icin 250 volt: 20 dk,
4000volt: 2 saat lineer, 4000volt: 2,5 saat, hizli ve toplamda 14 kilowatt/saat
gucinde)
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Sekil 23. 2D Gel Elektroforez sistemi. A: izoelektrik fokuslamada (IEF) kullanilan
rehidrasyon tabakasi, B: IEF cihazi, C: Cam yiikleme jel plakalari, D: SDS-PAGE
ylrdtme tanki

3.4.2 Ikinci Boyut: Protein Jel Elektroforezi (SDS-PAGE):

Protein molekiillerin elektrik alandaki hareketleri hem yiiklerine hem de boyutlarina
baglidir. Protein molekiillerin yiikleri esit ise hareket sadece biiyiikliige bagl
olacaktir. Eger proteinlerin distilfit baglart METP( -Merkapto etanol) araciligi ile
kirildiktan sonra elektroforez uygulanirsa, proteinlerin  molekiil agirliklar:
hesaplanabilir. Protein molekdllerinin sodyum dodesil siilfat (SDS) ile muamelesi
sonucu polipeptit zincirlerinin ikincil, Gglnctl ve dordiinciil yapilar1 parcalanir.
Ayrica deterjan, proteinin hidrofobik bolgelerine baglanarak, proteinlerin dogal

yiiklerini maskeler. Sonugta, polipeptit zincirlerinde sabit bir ylik/kiitle oranina sahip
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tek bir yapi ortaya ¢ikar. SDS-polipeptit kompleksi, SDS ile hazirlanmis bir jele
konuldugunda ortamdaki hizin1 belirleyen temel etken molekiil kiitlesidir. Elektrik

alan sadece filtrasyon olaymnm itici giicli gérevini yapar.

2D jel elektroforezin 2. boyutunda IPG stripler poliakrilamit jel Gzerinde yuritulerek

molekiiler agirliklarma gore ayristirildilar.

7 em’lik ve 17 cm’lik iki ucu agik dikdortgen cam plakalar arasma yiikleme jeli
iistten 1 cm bosluk kalacak sekilde dokiildii. Ust yiizeye 2 mm yiikseklige kadar su
ile doyurulmus izopropanol eklendi. Jel polimerize olduktan sonra izopropanol saf su
ile uzaklastirildi. Kurutma kagidi ile cam plakalar arasi temizlendi (Sekil 23 C).
Polimerize olan jel rezervuar tanka yerlestirildi. IPG stripler yiiriitiicii soliisyonda 1-2
dakika bekletildikten sonra jel Gzerine yerlestirildi ve arada bosluk kalmamasi igin
agaroz solusyonu eklendi. Tank ydritlct soltsyon ile doldurularak 7 cm IPG
striplerdeki proteinler SDS PAGE’ de 1.0 mm kalinliktaki jelde 180 voltta, 60 dk
yiiriitiildii. Yiiriitme sonunda jel cam plakalardan ¢ikarildi. Jel 30 dk sabitlestirici
soliisyonda yikandiktan sonra Coomassie mavisi igeren boyama soliisyonunda 3 saat
bekletildi ve daha sonra distile su ile yikandi. 17 cm’ lik IPG striplerdeki proteinler
48 voltta 7 saat yuritdldu (Sekil 23 D). Yirtutme sonunda jel cam plakalardan
cikarildi, 2 saat sabitlestirici soliisyonda yikandiktan sonra Coomassie mavisi igeren
boyama soliisyonunda 3 saat bekletildi ve daha sonra distile su ile yikand1 (Sekil 24).
SYPRO Ruby ile boyama yapildigi zaman jeller 6nce metanol asetik asit gozeltisinde
1 saat sabitlendi, daha sonra gece boyu boya icerisinde birakildi. Distile su ile boya

uzaklagtirildiktan sonra goriintiileme asamasina gecildi.
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A B

Sekil 24. A:Protein emdirilmis poliakrilamit jelin Coomassie mavisi ile boyanmast,

B:SDS-PAGE jelin boya uzaklastirilmasi sonrast goriintiisii

3.5 GoruntulemeveAnaliz

Jellerin goriintiilenmesi islemi VersaDoc goriintileme cihazi (Sekil 25) ile yapild:.
Goriintiileme islemi i¢in Quantity One yazilimi kullanildi. Goriintiiler yiiksek
¢oziinilirlikli CCD kamera ile alind1 ve Tiff dosyasi olarak saklandi. Goriintiilerin
analizi PDQuest advanced yazilimi ile gerceklestirildi. Analiz sonrasi tespit edilen
farkli spotlardan 9'u spot kesici (ExQuest) (Resim 26) ile kesildi ve m/z
belirleyebilmek icin MALDI-TOF analizi igin gonderildi.
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Sekil 25. VersaDoc Goriintiileme Cihazi

Sekil 26. EXQuest Spot Kesme Cihaz1
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3.6. MALDI-TOF Ktle Spektrometris Analizi

Ktle spektrometre (MS) aletleri iyonlastirilmis maddeleri gaz fazinda analiz ederler.
Bu nedenle bir kiitle spektrometresi iyon kaynagi, kiitle/ylik oranini belirleyebilen bir
kiitle analiz cihazi ve bir detektdrden olusur. Proteinlerin ve biyolojik molekiillerin
gaz fazina taginilabilmesi elektron-spray iyonizasyon (ESl) veya matrix assisted laser
desorption/ionization (MALDI) teknikleri ile yapilir. MALDI tekniginde analizi
yapilacak maddeler kat1 bir kristal matrix ortamindan lazerle iyonize edilir. Matriksin
olmadig1 ortamda biyomolekiil pargalanacagi i¢in matriksin kullanilmasi sarttir.
Iyonlastirilmis biyomolekiiller elektrik alan icerisinde hizlandirilarak bir tiip icerisine
aktarilir. Iyonlarm bu tiip igerisindeki hizlar1 her bir iyonun kiitle ve yiikii ile dogru
orantilidir. Bdylece her bir iyonun tiipten ¢ikis an1 sahip oldugu kiitle/yiik sinyal
oranina bagl olarak degisir (Sekil 27).
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Sekil 27. Azotobakter vinelendii nitrogenaz enziminin MALDI-TOF ile yapilmis
analizi (Sekil Kasap, M. 2002’den alinmistir).
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MALDI-TOF metodu kullanilarak proteinlerin ve diger biyomolekiillerin
karaterizasyonu ve tanim1 miimkiindiir. Bu metod oldukg¢a duyarl olup molekuler
agirliklar1 400 ile 350,000 Da arasindaki polipeptidlerin 10™° - 10™® mol seviyesinde

tanimlanmasini saglar.

3.7 Elde edilen kiitle/yiik degerlerinin analizi
MALDI-TOF analizinden elde edilen kiitle/yiik degerleri Swiss-Prot data bankasinda

Prospector ad1 verilen ve iicretsiz ulasilabilinen bir programda arastirilabilir
(http://prospector.ucsf.edu/). Bu programin amaci arastirilan proteinin kiitle/ytik
degerlerini bugiine kadar bilinen tiim kiitle/yiik degerleri ile karsilastirmak, veri
tabanindaki degerlerle eslesip eslesmedigini arastirmak ve hangi proteine ait
oldugunu tespit etmeye calismaktir. Protein prospector igerisinde birkag farkl

programi kullanmak miimkiindiir (Tablo 14).

Tablo 14. MALDI-TOF data analizi i¢in protein prospector igerisinde kullanima

sunulan bazi programlar

MS-Fit peptid kitle bilgilerini kullanarak arastirma
MSTag parga iyon eklerini kullanarak arastirma
MS-Seq dizi eklerini kullanarak arastirma
MS-Homol ogy benzerlik kullanarak aragtirma
MS-NonSpecific spesifik olmayan kesimleri arastirma
MS-Fit Batch kiitle verilerini aragtirma

(Kaynak: Swiss-Prot data bankasi, http://prospector.ucsf.edu/)

Bu baglamda kullanabilecegimiz ikinci bir program da Peptident ad1 altinda sunulan
ve Expasy veri bankasi tarafindan iicretsiz olarak kullanima agilan veri
(http://ca.expasy.org/tools/peptident.html). Oldukga kolay kullanilabilinen bir
kullanici-ortamina (interface) sahip olan bu program elde edilen kuitle/ytk

degerlerini direk olarak veri bankasi icerisinde arastirir.
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4. BULGULAR

[k deneylerimizi yeni kurulan proteomiks sisteminin ¢alisabilirligini test etmek
amaciyla gerceklestirdik. Bu deneylerdeki amag diizgilin hazirlanmis ve uygun
sekilde yiiriitiilmiis bir protein 6rneginin iki boyutlu jel iizerinde verecegi spotlarin
miktar ve sayisinin literatiirle uyumlulugunu gostermekti. Bu amagla kiiltiire edilmis
standart HeLa hiicrelerinden protein ekstreleri hazirlanip iki boyutlu jel
elektroforezine tabi tutuldu (Sekil 28). Yapilan analizde pH 3-10 araliginda 17
cm’lik bir jelde 198 adet ayrigmis farkli spot goriintiilendi. Analizde kullanilan
programin duyarlilig1 artirildiginda tespit edilen spot sayis1 480°e ulasti. Bu durum

kullandigimiz teknigin ve analiz programinin dogru, duyarl ve giivenilir oldugunu

gostermekteydi.

Sekil 28. HeLa hiicrelerinde pH 5-8 araliginda 2D protein profilinin incelenmesi
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4.1 Hasta Ozellikleri ve Laboratuar Verileri

Hastalarin klinik, laboratuar bulgular1 ve tedavileri tablolarda 6zetlenmistir.

Tablo 15 A. H Olarak Gruplandirilan Hastalarin Klinik Bilgileri
Yas Cinsyet KBY Nedeni Hemodializ

Siiresi (y1l)

H1 S.C. 29 E PKB 4
H2 F.Z. 20 K VUR 4
H3 N.O. 44 E Nefrolithiasis 8
H4 SK. 19 K ? 3
H5 F.O. 49 K GN 9
H6 B.S. 42 E PKB 10
H7 A.D. 54 K HN 3
H8 K.U. 50 K HN

H9 S.U. 53 K GN 15
H10 MY 52 E HN 11

Tablo 15 B. H Olarak Gruplandirilan Hastalarin Laboratuar Bilgileri

PTH Duzeyi Ca PO, ALP Tedavi
(pg/mi) (mg/d!) (mg/d!) IU/L

H1 1098 89 6.0 544 2,1
H2 1507 8,6 3,7 163 2,4
H3 1569 10,8 35 2,1,4
H4 1088 11,7 39 1,4
H5 1942 9,2 39 1053 1
H6 3601 9,7 4,7 630 2,1,3,56
H7 1167 10,4 2,6 183 2,3
H8 1699 91 33 216 2,3
H9 1323 9,3 4,2 278 2,3
H10 1162 9,4 3,0 132 3

(' H 6 olarak kodlanan hastanin paratiroidektomi sonrasi PTH degeri 71,8 pg/ml
olarak olglilmiistiir. Hastalarin ortalama degerleri: Diyaliz siresi: 7,5+3,7 yil; PTH
Duzeyi: 1615,6+714,7 pg/ml; Ca: 9,7+0,9 mg/dl; Fosfor: 3,9+0,9mg/dl; ALP:
400+300 1U/L)
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Sekil 15 C. C Olarak Gruplandirilan Hastalarin Klinik Bilgileri

Yas Cindyet KBY Hemodializ
Nedeni  Siiresi (y1l)

C1 EY. 78 K DN 9
C2 SE 72 E HN 2
C3 F.D. 37 K ? ?
C4 N.E. 49 K DN 4
C5 K.E. 50 E HN 4
C6 A.U. 76 K DN 4
C7 z.0. 55 K DN 2
C8 SZ. 58 K HN 1
C9 H.H.H. 41 E DN 3
C10 N.K. 60 E HN 3

Sekil 15 D. C Olarak Gruplandirilan Hastalarin Laboratuar Bilgileri

PTH Duzeyi Ca PO, ALP Tedavi
(pg/mi) (mg/d!) (mg/d!) IU/L

C1 48,85 10,5 24 101 1
C2 76,6 89 6,1 95 1
C3 22,9 5,6 39 67 -
Cc4 96,9 8,1 51 61 1
C5 33,7 9,4 6,1 42 1,2
C6 59 84 1,7 60

C7 86 9,4 59 56 -
c8 47,9 89 34 55 1
C9 731 8,7 4.8 109 1
C10 16,85 9,7 4,5 63 1

(Hastalarin ortalama degerleri: Diyaliz siiresi:3,5+2,1y1l; PTH Duizey: 56,18+25,6
po/ml; Ca: 8,76+1,2 mg/dl; Fosfor: 4,4+1,45 mg/dl; ALP: 71+21,3 1U/L)

E: Erkek, K: Kadin, DN: Diabetik Nefropati, HN: Hipertansif Nefropati, PKB:
Polikistik Bobrek Hastaligi, VUR: Vezikoireteral Reflt, GN: Glomerulonefrit,

1: Kalsiyum igeren fosfat baglayicilar (Kalsiyum Asetat, Kalsiyum Diasetat,
Kalsiyum Karbonat), 2: Kalsiyum icermeyen fosfat baglayicilar (Sevelamer), 3:D
vitamini (Kalsitriol, Kolekalsiferol), 4:D Vitamini analogu (Parikalsitol), 5:
Kalsimimetik (Sinakalset), 6: Paratiroidektomi
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4.2 Serumun Proteomiks Analizi

Tuzlardan arindirma, serumda miktar1 fazla olan proteinlerin indirgenmsi isleminden
sonra hazirlanip 2D PAGE yiiriitiildiikten sonra elde edilen protein spotlarin analizi
yapildi. Sekil 29'da tuzlari uzaklastirilmis ve miktart fazla olan proteinlerin

indirgemesi yapilmis 6rnek jeller gosterilmistir.

R e 2.0 owats o = (5315 | < Nt o 2.0 o o) = 151X | | it e 2.0 g e = [ [3€ | | o [ 1.0 W ) = |1 13| | Hastar, o .0 W M = |5 %
i ¢ - - L T L

Kontrol 5 Kontrol 2
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Sekil 29. Tuzlarindan armdirilmis ve albumin indirgenmesi yapilmis serum

orneklerine ait 2D PAGE profilleri.

Literatiirde insan serumu ile yapilan ¢aligmalar serumda bulunan ve sik¢a karsilasilan
proteinleri belirlemistir. Belirlenen bu proteinler igerisinde ¢ok fazla miktarda
bulunanlar indirgenme yapildiktan sonra bile belirgin bir sekilde 2D jel Uzerinde
goriilebilmektedir. Bu spotlarin isimlendirilmesi Swiss-Prot 2D data bankasindan
faydalanilarak yapilabilir (Sekil 30). Benzer sekilde bir hastamizin serumuyla 17
cm’lik IPG striple yiiriiterek hazirladigimiz jelin analizi sekilde verilmistir ve

belirlenen spotlar jellerimizin tamaminda gorilmektedir.
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Sekil 30. Serumda miktar1 fazla olan proteinlerin 2D jel iizerinde Swiss-Prot veri

g Agir Zincir
GammaAra

Segment

fif Zincir  °

e

bankasindan faydalanilarak isimlendirilmesi.

20 hastanin (C ve H grubu) serumu ile 17 cm’lik IPG stiplerle yapilan jellerle
olusturulan master (ortak) jelde C ve H grubu arasinda 51 farkli spot belirlendi.
Ancak jellerin tek tek incelemesi sonucunda elde edilen veriler bize protein
indirgemesinin yeterince verimli olmadigin1 gosterdi. Jellerde o6zellikle karsimiza
¢ikan problemlerden biri ¢coklu spot olarak karsilastigimiz alanlarin aslinda tek bir
proteine ait olmasiydi. Bu spotlar serumda miktar1 fazla olan proteinlerin jelde

yayilmis halleridir. Ornegin immiinglobulin hafif ve agir zincir gibi (Sekil 29, ok

isaretli bolgeler ).

Jellerin spot miktar1 az bdlgelerini ayrica analiz etmek miimkiin oldugundan bu

bolgelerin degerlendirilmesine gegildi. (Sekil 31. A. B. C).
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Sekil 31 A. B. C Coklu spot analizi ve C 6rnegine ve H1” ait alt bolge spot analizi.

Analiz sonucu olusturulan master jelde 4 adet spot ortak olarak tespit edildi. Ornekler
tek tek incelendiginde H1’de diger hastalarda bulunmayan 3 spota rastlandi ( Sekil
31 C). Ancak bu bulgu istatiksel olarak anlamli bulunmada.

Bu nedenle daha tekrarlanabilir sonuclar elde edebilmek icin Blue G maddesi yerine
optimizasyonu yapildigi idda edilen ticari albumin indirgeme kiti (Bio-RAD, USA)
kullanildi. 7 em’lik IPG striplerle yiiriitiilen jeller Coomasie mavisi ile boyandiktan
sonra analiz edildi. Analiz sonucu olusturulan master jelde 41 adet belirgin protein
spotu saptandi (Sekil 32).

122



Master Jel

Sekil 32. Coomasie Mavisi ile Coklu Spot Analizi

Ancak protein indirgeme kiti kullanilmis olmasma ragmen jeller aras1 varyasyonun
olduk¢a fazla olmasi istatiksel analizi imkansiz hale getirdigi goriildii. Baz1 jellerde
immiinglobulin agir zincir tamamen uzaklagtirilmig olmasina ragmen digerlerinde
indirgenememisti. Heterojenik spot dagilimimdan dolayi jellerin spot sayisi az olan
kisimlar1 ayrica analiz edildi. Analiz sonucu H olarak gruplandirilan hastalarin spot
sayist ve spot profilleri biiylik oranda benzerlik goésterirken C olarak gruplandirilan
hastalarm spot sayisi ve profilleri kendi i¢inde benzerlik gdstermekteydi. Ornegin H5
ile H6, H9 spot profilleri birbirine benzerken C1, C7, C8, C9 spot profilleri birbirine
benzemekteydi. Genelleme yapmak gerekirse H olarak gruplandirilan hastalarda
daha fazla farkli protein spotu goézlemlendi. (Ortalama H grubunda 7 spot, C
grubunda 4 spot) (Sekil 33).
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Sekil 33. Coomasie Mavisi ile Boyanan Jellerin Spot Sayis1 Az Bolgelerinin Analizi

Coomasie mavisi ile boyanan jellerin analiziden yola ¢ikilarak secilen 6 6rnek (C3,
C8, C10, HS, H6, H7) tekrar iki boyutlu jel elektroforezine tabi tutulup daha duyarli
olan Sypro Rubby boyasi ile boyandi. Buradaki ama¢ Coomasie mavisi ile tespit
edemedigimiz spotlar1 gdrebilmekti. Orneklere protein indirgeme kiti uygulanmasima
ragmen diger orneklerde oldugu gibi homojen albumin indirgemesi yapilamadigi
goriildil (Sekil 34). Yapilan analizde bu boyanin ek avantaj saglamadigi, derinlik ve

miktar agisindan benzer spot profili verdigi goriildii.

jeated (Raw 2.0 Image, Hew)

Sekil 34. SYPRO Ruby ile boyanmas jel 6rnekleri.
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Bir sonraki adimda albumin indirgemesi yapmak yerine serum 6rnekleri dogrudan iki
boyutlu jel elektroforezine tabi tutuldu. Bu oOrneklere daha saglikli karsilastirma
yapabilmek i¢in 1 erkek ve 1 kadin saglikli bireylerden alinan serum ornekleri de
analize dahil edildi. Saglikl1 bireylerden alinan drneklere ayrica ticari kit kullanilarak
albumin indirgemesi de yapildi. Albumin indirgemesi yapilmis Orneklerle
indirgenmemis Ornekler karsilagtirildiginda aslinda protein indirgemesinin protein

profilinin ¢6ziinlirligiine fazla katkis1 olmadigi goriildii (Sekil 35).
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Sekil 35. Saglikli bireylerde indirgenme Oncesi ve sonrasi protein profili.

Bu yaklagim hasta bireylerden albumin indirgemesi yapmadan serum orneklerinin iki
boyutlu jelde yiriitiilmesi fikrini verdi. H3, H6, C6, C9 serumlar1 albumin
indirgemesi yapilmadan iki boyutlu jel elektroforezinde yiiriitiildii. Bunlar iginde en
ilging spot profili H6 6rneginden elde edildi. H6 serum PTH diizeyi en yiiksek olan
hastaydi. Caliymanin bagslangicinda sekonder hiperparatiroidizme bagli paratiroid
adenomu nedeniyle operasyon planlanan hastaya calisma devam ederken
paratiroidektomi yapildi. Ameliyat sonrast serum PTH diizeyi < 100 pg/ml olarak
olctildii. Bu hastadan diyaliz 6ncesi alinan serumunun iki boyutlu jel protein profili
ameliyat oncesi ile karsilastirildiginda 5 farkli bolgede 25 farkli spot belirlendi (Sekil
36). Bu spotlar1 isimlendirebilmek i¢in spotlar spot kesici (ExQuest) ile kesildi ve
m/z belirleyebilmek icin MALDI-TOF analizine gonderildi.
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Sekil 36. H6 6rnegine ait ameliyat dncesi ve sonrasina ait serum protein profilleri ve

bazi farkli protein spotlarinin belirlenmesi.

Tablo. 16 Farkli spotlarin MALDI-TOF-TOF andlizi

O1 [simlendirilmemis protein (Homo sapiens)

02  Immunoglobulin G1’in Fc par¢asmin Fukozillenmis kristal yapisi, zincir A
03  Haptoglobin, izoform CRA_b [Homo sapieng]

04  Transthyretin Varyant V20s'nin kristal yapisi, zincir A

05  Haptoglobin, izoform CRA_b [Homo sapieng]

Albuminle kompleks yapmis Miristik Asid ve Lizofosfatidil’in kristal yapisii
zincir A

S2  Lipid icermeyen Apolipoprotein A-I’in kristal yapisi, zincir A
Transthyretin-Retinol Baglayici Protein-Fab Kompleksinin kristal yapist,
zincir E

S4  Haptoglobulin2-alfa[Homo sapiens)

S1

S3
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Tablo 16’ da H6 6rneginin paratiroidektomi 6ncesi ve sonrasi serumlarindan elde
edilen jellerde tespit edilen farkli spotlarin MALDI-TOF-TOF analizi ile belirlenen
proteinler gosterilmektedir. Bu spotlar icinde ikisi oldukg¢ailgi ¢ekiciydi. Bunlardan
ilki O1 olarak isimlendirdigimiz molekiil agirhig1 57476 Da, pl degeri 6,12 olan
proteindi (Isimlendirilmemis protein). Bu proteine ait MALDI- TOF-TOF analizi
sonrasi tespit edilen peptit dizileri tablo 17°de verilmistir. Analiz sonucu bu spotun
%100 giivenirlilikle bir proteine ait oldugu belirlenmistir. Bu protein veri tabaninda
AK293191 nolu gen bankasi numarasi ile karsimiza ¢ikmakta ve kompleman C4b
proteinine oldukca benzerlik gostermektedir. Bu proteinin hastalikla iligkisinin ne
olabilecegi hakkinda yorum yapmak hem ¢ok erken hem de giictiir. ikinci dikkat
cekici protein ise H6 6rneginin paratiroidektmi sonrasi jelinde gorulen, S2 olarak
adlandirdigimiz lipid icermeyen Apolipoprotein A-1’dir. Diger tiim spotlarin serumda

fazla miktarda bulunan proteinlere ait oldugu tespit edilmistir.

Tablo 17. isimlendirilmemis proteine ait Mascot Tarama Motoru sonuglar1

Olgllen Dizi Dizi  Diziler
Kitle Baslangic1  Sonu

969,5039 969,4791 390 397 VEYGFQVK

976,4345 976,4162 383 389 FACYYPR

976,4345 976,4162 383 389 FACYYPR
1052,4644  1052,4469 372 380 GLQDEDGYR
1086,6306  1086,6006 414 422  ITQVLHFTK
1233,6198  1233,6022 233 241  VHYTVCIWR
1233,6198  1233,6022 233 241  VHYTVCIWR
1909,8816  1909,8352 345 361 LLATLCSAEVCQCAEGK
2128,1582  2128,1228 245 265 VGLSGMAIADVTLLSGFHALR
2144,1531  2144,1128 245 265 VGLSGMAIADVTLLSGFHALR
2680,3042  2680,2488 278 300 YVSHFETEGPHVLLYFDSVPTSR
2680,3042  2680,2488 278 300 YVSHFETEGPHVLLYFDSVPTSR
3500,6677  3500,5706 301 331 ECVGFEAVQEVPVGLVQ
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5. TARTISMA

KBH-KMB, kemik ve mineral metabolizmasindaki bozukluklara bagl olarak
kemiklerde, damarlarda ve yumusak dokularda meydana gelen patolojileri ve
anormal laboratuar parametrelerini kapsayan bir kavramdir (243). Kreatinin klirensi
(< 60 ml/dk) diisiik olan ve diyalize giren hastalarin ¢ogunlugunda hem bobrek
hastaligina hem de uygulanan tedavilere bagli olarak tiremik kemik hastaligi (ROD)
gelismektedir. Bobrek yetersizliginin ilerlemesiyle meydana gelen hiperfosfatemi,
hiperparatiroidizm, hipokalsemi ve D vitamini yetersizligi KBH-KMB gelisiminde
anahtar rolii oynamaktadir Bobrek yetersizligiyle yasanan siire uzadikga KBH-KMB
siddeti artmakta ve yol actig1 sonuglar bobrek yetersizligi olan hastalarda hastaliklilik
hali ve artmig 6liim oraninin en 6nemli nedeni haline gelmektedir (123). Ayrica
hiperfosfatemiye bagh gelistigi diisiiniilen kasint1, yaygin eklem agrilari, kas
gucstizltgii, kemik agrilar1 ve kemik kiriklart goz dniine alindiginda tedaviye

dikkatle yaklagilmasi ve titizlikle uygulanmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Bu bilgiler 15181inda ¢alismamizda, nedenine bakilmaksizin bobrek yetersizligi
nedeniyle diyalize giren hastalar serum PTH dizeyine gére ( PTH <100 pg/ml,
>1000 pg/ml) adinamik ve yiiksek dongiilii kemik hastalig1 olarak gruplandirilip,
giincel bir yontem olan proteomiks yaklagimi ile serum protein profili aragtirilmasi
amaglandi. Buradaki amag¢ serumda hem kemik dongusini kontrol etme potansiyeli
olan, bilinen veya bilinmeyen proteinleri hem de kemik dongiisii sirasinda
kemiklerden ortaya ¢ikan ve bu dongiiyii temsil edebilecek proteinleri tespit etmeye

calismakti.

Proteomiks yaklasik on yil 6nce gelistirilen bir teknoloji olup giinimiizde post-
trasnlasyonel diizeyde protein ekspresyonu analizi i¢in sik kullanilan 6nemli bir
yontemdir. Proteom, genom ve ¢evresel faktorlerin etkisiyle siirekli degisim
halindedir. Proteinlerin ¢esitliligindeki artis mRNA diizeyindeki degisikliklere, post-
translasyonel modifikasyonlara bagli olarak meydana gelmektedir. Bu nedenle
protein farkliliklar1 sadece gen ekspresyon diizeyi arastirmalariyla biitiiniiyle ortaya
cikarilamaz. Proteomiks teknolojisi protein farkliliklarini tespit ederek protein

kaynakl1 bio-belirteglerin kesfini saglamakta kullanilan 6nemli bir yontemdir.
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Proteomiks ¢aligmalarinda kolay elde edilmesi agisindan sik¢a kullanilan bir 6rnek
olan serum, sira dis1 bir proteom kaynagidir. insan ¢alismalarindan elde edilen
proteomlar iginde serum diger dokularin proteomlarini da i¢cerdiginden oldukca
kompleks bir 6rnektir. Bu nedenle, cok fazla albumin (%55) icermesi, bilinen diger
proteinlerin olduk¢a genis dinamik aralikta bulunmalar1 ve bu proteinlerin
glikoprotein sekillerinin heterojenitesi nedeniyle serum calisilmasi ¢ok zor bir
ornektir. (244). Serumum protein i¢eriginin yaklasik %99 unu 22 protein
olusturmaktadir. Bu nedenle proteomiks yaklasimai ile arastirilan belirteg¢ potansiyeli
olan protein (sitokinler ve dokulardan sizan proteinler gibi) konsantrasyonlarinin
pikomol diizeyinin de altinda olmasi1 serumla yapilan ¢aligmalar1 giiclestiren diger bir
nedendir. Etkin bir proteomiks ¢aligmasi yapabilmek ve ¢aligmalarin devamini
saglayabilmek icin yapilacak ilk islerden biri serumda miktar1 ¢ok fazla olan
proteinleri 6zellikle albumini uzaklastirmak veya indirgemektir. Bu amagla iki temel
yontem kullanilmaktadir. Bunlar recine (Cibacron mavisi, Blue Dye) ve antikor
tabanli (multiple affinity removal system (MARS), IgY -microbeads kit) protein
indirgeme sistemleridir. Biz ¢calismamizda re¢ine kokenli Blue Dye protein
indirgeme sistemini kullandik. Bu sistemlerden MARS yiiksek protein baglama
kapasitesi ve 6 miktar1 fazla olan proteini (albumin, transferin, IgG, IgA,
haptoglobulin, antitripsin) 6zgiin ve tekrarlanabilir bigimde uzaklastirmasiyla daha
yararli gibi gorinmektedir (245).

Bizim 6rneklerimizin analizini gii¢lestiren en 6nemli sorunlardan biri miktar fazla
olan proteinlerin etkin ve homojen olarak uzaklastirilamamasiydi. Analiz sirasinda
ozellikle albumin ve immiinoglobulinlerin agir ve hafif zincirlerini temsil eden
bdlgelerde jellerin bazilarinda yogun yayilma goriiliirken bazilarinda ise indirgeme
basarili olarak tespit edildi. Bu durum Blue G reg¢inesinin etkin bir yontem olmadig1
fikrini dogurdu. Arastirmanin bir sonraki agamasinda Aurum serum protein
indirgeme kitiyle elde edilen sonuclar Blue G maddesi ile benzerdi. Bu bulgular
literatiirde sik¢a bahsedilen serumun proteomiks analizinde miktar1 fazla olan
proteinlerin uzaklastirilmasimin sorun yaratabilecegi vurgusu ile uyumluydu. Ayrica
miktar1 fazla olan proteinlerin uzaklastirilmasi sirasinda ‘albuminin siinger etkisi’ ile
diger miktar1 az olan proteinlerin de birlikte uzaklastirilma riski de goz oniinde

bulundurulmalidir.
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KBH-KMB’larinda kemikte kemik dongiisiinii dengeli ve stirekli bir sekilde siirdiiren
osteoblast ve osteoklastlarin hem sistemik hem de yerel diizenlenmesi bozulmustur.
Hiperparatiroidizmde osteoblastlarda RANKL ekspresyonu artarken OPG
ekspresyonu azalir. Boylece osteoklastlarin aktivitesi ve dmrii artarak kemik
yikiminda artig ortaya ¢ikar. Kemik yikiminin artmasi ile kollajen matriksten ortaya
¢cikmis olan aktive olmus osteoklast kaynakli proteinlerin dolasima karigmasi; yiiksek
dongiilii kemik hastaliklarinin tespitinde veya tedavisinde hedef olabilecek
molekiillerin proteomiks yaklasimla tespit edilmesini saglayabilir. Tam tersi sekilde
kemik dongiisiiniin neredeyse durdugu, aktif osteoklast ve osteoblastlarin sayisinin
cok az oldugu adinamik kemik hastaliginda ise tespit edilebilecek proteinlerin kemik
kaynakli olmasi pek beklenmemelidir. AKH’da serumda tespit edilmesi olast
proteinler, kemik anabolizmasini baskilayicit molekiiller olabilir.

Gunumiizde KBH-KMB’larinin patogenezinde rol alan osteoblast ve osteoklast
fonksiyonlarinda ve bu hiicrelerin olgun haline farklilasmasi siirecindeki bozukluklar
proteomiks caligmalarinin ilgi alani haline gelmistir. Ostoblastlar multipotent
mezenkimal kok hiicrelerin ostoblastik seriye farklilagmasi sonucu olugsmaktadir.
Mezenkimal kdk hiicrenin farklilagsmasi sirasinda 2 D elektroforez veya 2 D LC ve
MALDI analizi ile birgok klondan protein profili elde edilmistir. Ozellikle
farklilagmas1 az olan (ekspansiyon hiz1 yiiksek) mezenkimal kok hiicrelerde
kalmodulin, T-kompleks protein 1-a subtnite ve tropomiyozin ekpresyonu artarken
ekspansiyon hiz1 diisiik olan hiicrelerde kaldesmon ve mineralokortikoid reseptor
ekspresyonu azalmis olarak bulunmustur (246). Kalmodulinin ekspresyonunun
kemik dongiisiine etkisi bilinmektedir, s6zii edilen ¢aligmanin bulgular: da bu bilgi
ile ortiismektedir (247).

Osteoklastlardan salinan ve membran proteinleri ile yapilan proteomiks
calismalarinda osteoklast belirteci olarak adlandirilabilecek proteinler tanimlanmastir.
Bunlar vakuoler H-ATPazlar ve katepsin K, gelsolin ve arp2/3 gibi daha 6nce
bilinmeyen proteinlerdir. Bu proteinler osteoklast olgunlagsmasinda 6nemli role
sahiptir ve RANKL aktivasyonuna yanit verirler (248). Y tksek dongult kemik
hastaliginin patogenezinde RANKL/RANK/OPG aksinin rolii g6z 6niine alinacak
olursa sekonder hiperparatiroidili hastalarin serum yukarida s6zi edilen proteomiks

analizinde tanimlanan proteinlerin etkili olmasi1 beklenebilir.
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Insan PTH(1-34)’u kullanilarak PTH’un olusturdugu fizyolojik yanit1 ve serum
protein profilini degerlendirmek i¢in diizenlenen hayvan ¢alismasinda PTH, 3 veya
11 giin, giinde bir kez uygulanmis ve kontrolle karsilastirilmistir (242). SAX2
(Strong anion Exchange) sonrast SELDI-TOF MS analizinde myz 14821 ve 15532
degerlerinde serum protein tepe yogunlugunun arttig1 tespit edilmistir. PTH (1-34)
uygulamasi 11. giine kadar uzatildiginda m/z 14821 ve 15532 tepe yogunlugunun
daha da artt1g1 belirlenmistir. Bu sonuglara gére PTH tarafindan diizenlenen
proteinlerin olduk¢a duragan ve zamanla birikim gosterdigi diisiiniilmiistiir. Ctinkii
uzun streli PTH uygulamast sonrasi belirte¢ proteinin miktar1 artmaktadir, bu
caligmada, bu bulgunun belirte¢ protein mi yoksa hemoglobinin alfa ve beta zinciri
(ortalama 14,8 ve 15,4 kDa) mi oldugu da tartigma konusu yapilmistir. PTH’un
eritrositlere kalsiyum girisini sagliyarak osmotik frajiliteyi artirarak hiicrenin 6 mriinii
kisalttig1 bilinmektedir (242).

Bir bagka proteomiks ¢aligmasinda farelere 150 pg/giin Sgiin PTH (1-84)
uygulanarak kemik iligi hiicrelerinin protein profilindeki degisiklikler arastirilmigtir
(241). Calismanin sonucunda vimentinin de aralarinda bulundugu yedi proteinin
miktar1 azalirken calreticulin ve thioredoxin domain containing 7 proteini de igeren
dort proteinin miktar1 artmistir. Vimentinin mRNA’sindaki diisiis ve calreticulin ve
thioredoxin domain containing 7 protein mRNA’sindaki artig semikantitatif RT-PCR
(Real Time-Polimerase Chain Reaction) ile dogrulanmistir. Sonug olarak PTH ‘ya
bagli olarak kemik iliginde farkli eksprese olan bu proteinler osteoprogenitor
hiicrelerin preosteoblastlara farklilasmasini sagladiklar: dngoriilmiistiir.

KBY’de yalnizca total PTH degil PTH metabolitlerinin kemik dongiisiine etkili
oldugu da bilinen bir gercektir. SOyle ki; N-PTH’un karacigerde hizla yikilmasma ve
klirensinin saglanamamasima bagli C-PTH artar. C-PTH’n hipokalsemik,
hiperfosfatemik ve kemik dongiisiinii baskilayici etkisi mevcuttur. Ancak paratiroid
bezlerinden bir veya daha fazlasinin adenoma bagli olarak otonomi kazanarak stirekli
PTH salinimin1 (1-84 ve C-PTH) s6z konu oldugunda C-PTH/PTH (1-84) dengesi

iyice bozularak kemik dongiisiiniin yoniine igaret edebilir.

Bu ¢alismada yiiksek ve diisiik dongiilii kemik hastalig1 olarak belirlenen gruplarda
farkl protein spotu tespit edilemedi. Bunun en 6nemli nedenlerinden biri miktari

fazla olan proteinlerin ¢oktlrmesi sirasinda yasanan teknik problemlerdi. Y ontem
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tizerinde ¢aligilarak bu sorun zamanla asilabilecegi diisiiniilmektedir. H6 olgusunun
paratiroidektomi 6ncesi ve sonrasi serumundan elde edilen jellerde tespit edilen 25
farkli spotun 9’unun MALDI-TOF analizi sonucu tespit edilen proteinler serumda
miktar1 fazla olan proteinlerdir (Tablo 16). Bu proteinlerin serumdaki farkli profilleri
renal osteodistrofi patogenezinde rolii olabilir. Proteomiks caligsmalarinda arastirilan
belirte¢ aday1 proteinler daha once tespit edilmemis proteinler olabilecegi gibi
bilinen proteinler de olabilecegi gz dniine alindiginda bu sonuglarin daha ileri

aragtirmalarla dogrulanmasi gerekmektedir.

PTH’un tiremik kemik hastaliklarinda hem katabolik hem de anabolik etkilerinin
molekiler mekanizmalarinin anlagilmasi bu hastaliklarin 6nlenmesinde ve
tedavisinde ilerleme saglayacagi muhakkaktir. Hastaliklarin molekiiler diizeyde
arastirildig glinlimiizde proteomiks uygulamalar1 iiremik kemik hastaliklarinin
taninmasi ve tedavisi i¢in yararh olabilecek kemik dongusti belirteglerinin

kesfedilmesi i¢in en dnemli araglardan birisi olarak kullanilabilir.

Calismanin Stnirliliklar

Proteomiks arastirmalar1 ‘az tip ¢ok teknoloji’ olarak 6zetlenebilir. Bu teknolojinin
calistirilmasi sirasinda gereken malzemenin ve alt yapmin iilkemizde liretilmemesi
nedeniyle hem ulasilmasimnin kismi olarak gii¢ hem de maliyetinin yiiksek olmasi
proteomiks caligsmalarini kisitlamaktadir. Tekrarlanabilirligini gii¢lestirmektedir.
Ayrica MALDI analizinin lilkemizde birka¢ merkezde mevcut olmasina ragmen
hizmet satin alimmin hizmet saglayicilar tarafindan zamaninda kargilanamamasi bir
baska smirliliktir. Bu nedenle jellerimizden kestigimiz spotlarm tiimii
isimlendirilememistir. Elde edilen verileri literatiirler 1s1§inda yorumlamak diginda
calismacilara yeterli getirimi saglanamamistir. Zaman igerisinde bu gii¢liikler
asildiginda bu konuda daha iddiali olabilecek sonuglar1 bildirmek miimkiin
olabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Proteomiks teknolojisi 2 D PAGE’ nin 1970’li yillarda kesfinden sonra son on yilda
hizla ilerleyen ve ¢ok iyi sonug veren bir teknolojidir. Calismamiz fakiiltemiz Klinik
Arastirmalar Birimi biinyesinde kurulan Proteomiks laboratuarinda yapilan ikinci
deneyimdir. Serumun analizi gili¢ bir 6rnek olmasinin yan1 sira uygulanan
protokollerin optimizasyonunun tam saglanamamasi elde edilen sonuglarin
verimliligini diisirmektedir. Calismamizdan elde edilen veriler, hasta sayisinin
yetersiz olmasi, 6rnek toplanmasindaki yasanan gii¢liikler, albuminin ortamdan
uzaklastirilmasinda yasanan sorunlar, yiiriitiilen jellerin homojen olmamasi sonucunu
dogurmustur. Bu nedenle elde edilen verileri dogru olarak yorumlamak gii¢ hale

gelmistir.

Unutmamak gerekir ki literatiirde renal osteodistrofi hasta grubunda ¢alisilmis hem
serum hem de kemik iligi proteomiks analizi yoktur. Ayrica proteomiks analizi
uygulamasinin laboratuarimizda ilk kez uygulanmaya baslanmasi nedeniyle
arastirmanin igerigi ve yontemi ¢ok bilylik 6nem tagimaktadir. Ayrica lilkemizde
yapilan proteomiks ¢aligmalarinin sayisinin da ¢ok fazla olmadig1 unutulmamalidir.
Bu ¢alisma, fakiiltemizde gelecekte yapilacak olan proteomiks uygulamalariin
Oniinii agan bir aragtirma olmustur. Calisma siireci, 6rneklerin nasil toplanmasi ve
saklanmasi gerektigini, deneylerin her bir basamaginda sik yapilabilecek hatalari,
zamanin bu aragtirmalar i¢cin nasil etkin kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica
serumla ¢aligma protokollerini uygulanabilir hale getirmistir. Bu tiir caligmalarin
daha genis arastirma biitgesi ve buna bagli malzeme eksikligi, malzemenin tasarruflu
kullanilmas1 endisesi olmadan yapilmasi gereklidir. Bu kosullar saglandiginda

deneyler daha fazla tekrarlanir boylece daha etkin sonuglarin elde edilecektir.
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7. OZET

Amag: Kronik bobrek hastaliginda bobrek iglevlerinin gittikge azalmasi sonucunda
mineral ve kemik metabolizmasi bozulur. Bu bozukluklara bagli olarak renal
osteodistrofi baslig1 altinda tanimlanan adinamik kemik hastaligi, osteomalazi, mikst
iiremik osteodistrofi ve yiiksek dongiilii kemik hastalig1 gelisir. Renal osteodistrofi
diyaliz hastalarinda veya bobrek nakli sonrasi morbiditenin 6nemli nedenlerinden
biridir. Bu nedenle tedavisi veya onlenmesi biiyiilk 6nem tagimaktadir. Cigir acan bir
teknoloji olan proteomiks ise son yillarda viicut sivi ve dokularinda protein
profillerinin  belirlenmesinde, hastaliklarn  mekanizmalarinin ~ proteine dayali
arastirilmasinda, tani i¢in yeni bir bio-belirte¢ kesfinde ve ilag tedavisi i¢in yeni
hedeflerin belirlenmesinde gittikge 6bnem kazanan guclt bir yontemdir. Proteomiks
aragtirmalar1 bobrek hastaliklarinda giderek artmakta ve Umit verici sonuglar elde
edilmektedir.

Bu calismada adinamik kemik hastalig1 ve yliksek dongiilii kemik hastaligi oldugu
diisliniilen hastalarin serumlarinda farklt protein ekspresyonlarmm var olup
olmadiginm incelenmesi ve bunlarin hastalik patogenezine katkist olup olmadiginin

arastirilmasi amaclanmistir.

Metod: Diyaliz seanst oncesi PTH <100 pg/ml (C) ve >1000 mg/dl (H) olan
hastalardan alinan serumlar 2D jel elektroforezinde yiiriitiildii. Coomasie mavisi ve
Sypro Rubby ile boyanip ortaya c¢ikarilan protein spotlar1 VersaDoc goriintiileme
cihaz1 ile goriintiilendi. PDQuest advanced yazilimi ile analiz edildi. Genellikle
hastalarin ¢ogunlugunda bir fark belirlenemez iken paratiroidektomi yapilan H6
kodlu hastada paratiroidektomi ©ncesi ve Sonrasi alinan serum Orneklerinden

yiiriitiilen jellerde anlamli farkliliklar gézlendi ve bu farkli oldugu diisiiniilen spotlar

EXQuest cihazi ile kesilerek MALDI-TOF analizi i¢in gonderildi.

Bulgular: H ve C olarak gruplandirilan hastalarda 51 farkli protein spotu tespit

edilmesine ragmen bunlar gruplar arasinda benzer dagilim gostermemekteydi.

Miktar1 fazla olan proteinlerin indirgenmesinin yeteri kadar basarili olmamasi spot

analizini gii¢lestirdigi goriildii. SyproRubby boyasi belirlenen spotlardan daha farkli
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spot tespitini saglamadi. Spot profilindeki en belirgin farklilik H6’nin serumundan
yiiriitiilen jellerde goriildii ve jel tizerinde 5 farkli bolgede 25 farkl spot belirlendi.

Sonu¢ ve tartisma: Serum, ¢ok yogun protein icerdigi ve albumin indirgenmesi
giicliigii nedeni ile proteomiks analizinin yorumlanmasi problem yaratabilir. Ancak
kolay elde edilebilmesi ve tiim dokularla temasi olmasi, fizyolojik ve patolojik
kosullarda meydana gelen protein profilindeki degisiklikleri iyi yansitmasi nedeniyle
onemli bir kaynaktir. Analizinde miktar1 fazla olan proteinlerin indirgenmesi en
onemli adimdir. Bu proteinlerin indirgenme islemi sirasinda, belirte¢ adayi
olabilecek miktar1 az olan proteinlerin de uzaklastirilmasina neden olabilecegi akilda
tutulmalidir. Mevcut imkanlarla bu proteinlerin indirgenmesi hentiz yeteri kadar
saglanamamaktadir. Literatiirde iiremik kemik hastalarnin serumlarinda yapilmisg
proteomiks ¢aligmast yoktur. Ancak hayvan modelleriyle yapilan c¢aligmalarda
eksojen PTH’un serum ve kemik iligi hiicrelerinin protein profilini degistirdigi tespit
edilmistir. Bu proteinler kemik dongiisiiniin diizenlenmesinde rol alabilecegi gibi
kemik yeniden sekillenmesi swrasinda kemikten salmman proteinler olabilir. Bu
bilgiler 1s1¢1nda istatiksek olarak anlamli olmasa da H ve C grubundan elde edilen
spot farklilig1 PTH diizeyine yanit olabilir. Ayrica H6’nin ameliyat dncesi ve sonrasi
serum PTH diizeyi dikkate alindiginda her iki durumda yiiriitiilen jellerden elde
edilen spot farkliliklarinin PTH’a yanit olarak salinan proteinlere ait olabilecegi
yorumu yapilabilir. Bu varsayim ispatlanabilir ise adinamik kemik hastaligi
patogenezi ile ilgili bir protein belirtecinin varlimin gosterilmis olabilecegi

diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Proteomiks, Renal Osteodistrofi, Uremik Kemik Hastahig,
adinamik kemik hastalig1
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8. SUMMARY

In kidney diseases, due to a gradual loss of kidney function, the metabolisms of
mineral and bone are disrupted. As a result of these disturbances, a group of bone
diseases, named as renal osteodystrophy and includes adynamic bone disease,
osteomalasia, mixed uremic bone disease and high turnover bone disease emerges.
Renal osteodystrophy is a significant reason for morbidity in dialysis patients and
renal transplantation. The treatment of renal osteodystrophy is therefore very
important. A breakthrough technology which allows scientists to visualize and
perform comparative analysis on protein profiles of biological fluids and discover
new biomarkers for early detection of diseases and understand the effects of drugs on
treatment is rapidly emerging. Proteomics research is taking part in renal diseases
and promising results are being obtained.

In this study, the protein profiles of patients who had adynamic or high turnover bone
diseases were elucidated by using serum as the biological material and a relationship
was tried to be established between the pathologic state of the diseases and the
protein profiles with an hope of discovering a new protein marker.

Methods: 2D gel electrophoresis was performed on pretreated serum samples which
were obtained before dialysis of the patients with a PTH values of <100 pg/ml and
>1000 mg/dl. The 2D gels were stained with Coomassie blue or SyproRuby and
images were taken with VersaDoc imager. The images were analyzed with an image
analysis software, PDQuest. In general, we did not detected any significant
differences in protein profiles of patients and controls except that the protein profile
of the the patient H6 displayed spot that could not be detected in others. We were
also able to analyze the protein profile of this patient after paratiroidectomy. Spots
that were different were cut with ExQuest and analyzed with MALDI TOF-TOF.

Results: Although we found 51 different spots in between groups formed by H and
C, the distributions were not uniform. We faced a difficulty of eliminating high
abundance proteins from samples due to the nonspecific binding to Blue G column.

The results of analysis were independent of staining procedure and using Coomassie
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stain or Sypro ruby did not make a difference. The analysis of H6 sample revealed
25 unique spots grouped in 5 different regions in gels and this was repeatable.

Discussion: Serum is adifficult sample to work with because of the presence of high
abundant proteins that blocks the low abundant proteins in 2D gels. However,
because of the ease of reaching serum and because serum may represent the protein
profile of disease states of the body, serum is an important material to work with.
The first step in analysis of serum samples is to reduction of the high abundance
proteins, such as abumin, haptoglobulin, ferritin and etc. A difficulty that
researchers face with during reduction is the loss of low abundance proteins. With
the present opportunities in our lab, we were not able to escape from these
difficulties. Besides, to our knowledge there is no proteomics study performed with
serum samples of uremic bone disease. The studies that we found used animal
models and administered exogenous PTH and studied the effect on serum protein
profiles. The protein spotsthat were determined play roles in bone turnover and bone
remodeling.  Although statistically not significant, the different spot that was
observed might be aresponse to the PTH levels. This finding can be supported by the
finding that spot profiles of a patient before and after parathyroid surgery differed
significantly. If this can be strengthen further, a marker protein or agroup of proteins
can be used to predict the state adynamic bone disease.

Keywords. Proteomics, Renal Osteodystrophy, Uremic Bone Disease, Adynamic

Bone Disease
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