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TESEKKUR

Hayatimin her aninda desteklerini ve varliklarini hissettigim, yasam kaynagim olan en basta
basogretmenim annem olmak iizere babama, kizkardesime ve bu ¢aligmanin yaziya dokiimi
sirasinda bir an olsun yanimdan ayrilmayan ve destegini hep hissettigim biricik esime sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calismanin gerg¢eklesmesinde ve sorumlu bir nefrolog olarak yetismemde yaptiklar
katkilardan dolay1 basta Sayin Prof. Dr. Cetin Turgan ve Prof. Dr. Sali Caglar olmak iizere,
Prof. Dr. Unal Yasavul, Prof. Dr. Yunus Erdem, Prof. Dr. Biilent Altun, Do¢.Dr. Mustafa
Arici, Dog. Dr. Ahmet Alper Kiykim, Uzm. Dr. Serkan Kahraman ve Uzm. Dr. Giiltekin
Gengtoy’a ictenlikle tesekkiir ederim.

Bu calismanin gergeklesmesi adina, Sayin Prof.Dr. Deniz Akata ve Uzm. Dr. Tuncay
Hazirolan, tez ¢alismasinin radyolojik tetkiklerinin yapilip, yorumlanmasinda; Hemodiyaliz
Unitemiz Bashemsiremiz Fadime Hanim basta olmak iizere hemsire hanimlarimiz ve PCR
Laboratuvarr teknisyenlerimiz Beyhan Hamim ve Ilknur Hamim serum &rneklerinin
toplanmasinda ve ayristirilmasinda; Hematoloji Bilim Dalindan Sayin Serafettin Kirazli da
serum elisa testinin uygulanmasinda ve Biyoistatistik Anabilim Dalindan Dr. Anmil Hanim
istatistiksel analiz sirasinda ¢ok degerli katkilarda bulunmuslardir. Kendilerine bu vesile ile

bir kez daha tesekkiir ederim.



OZET

Kirkpantur A. Hemodiyaliz hastalarinda koroner arter kalsifikasyonu, kemik mineral
dansitometri ve serum fetuin-A diizeyi iliskisi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,
Nefroloji Tezi, Ankara, 2007.

Giris. Son donem bobrek hastalifina ulasan bireylerde arteriyel kalsifikasyon yaygin olarak
gozlenmektedir. Bir¢ok ¢alisma, aterosklerotik plak kalsifikasyonu ile kemik olusumundan
benzer mekanizmalarin sorumlu oldugunu disiindiirmektedir. Karacigerden sentezlenen
fetuin-A, vaskiiler kalsifikasyonu onlemekle birlikte heniiz tam anlamiyla aydinlatilmamis
fonksiyonlara sahip olarak kemik dokuda bulunmaktadir. Bu ¢alismanin amaci kemik mineral
dansitometri (KMD) parametreleri, koroner arter kalsifikasyonu (KAK) ve serum fetuin-A
diizeyleri arasindaki iliskiyi incelemektir.

Materiyal-Metodoloji. Bu ¢aligmaya 72 adet hemodiyaliz (HD) hastas1 dahil edilmistir (39
kadin ve 33 erkek, ortalama yas 54419 yil, hepsi haftada 3 defa HD programinda). Hastalara
dual enerji X-1s1m1 absorpsiyometri teknigi ile KMD analizi, electron-beam computed
tomography (EBT) ile de koroner arter kalsiyum skorlamasi (KAKS) yapilmistir. KAKS
degerlerine gore hastalar Grup 1 (KAKS=0-99 aras1) ve Grup 2 (KAKS>100) olmak {izere 2
gruba ayrilmiglardir. Hastalarda KMD parametreleri, KAKS ve serum fetuin-diizeyleri
arasindaki iliskiler arastirilmistir.

Sonuclar. Radius proksimal bolgesinde T-skoru (-2.0)’nin altinda olan bireyler, T-skoru bu
degerin iizerinde olan bireylere gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek KAKS
ile sag koroner arterde ve sol sirkiimfleks arterde daha fazla hacim ve kitlede plaklara sahiptir.
Femur boyun bolgesinde T-skoru (-2.0)’nin altinda olan bireyler, T-skoru bu degerin lizerinde
olan bireylere gore hem sol ana koroner arterde hem de sag koroner arterde istatistiksel olarak
anlamli derecede daha fazla hacim ve kitlede plaklara sahiptir. Femur trokanter bolgesinde T-

skoru (-2.0)’nin altinda olan bireyler, T-skoru bu degerin {izerinde olan bireylere gore daha



yiiksek KAKS degerlerine ve sol 6n inen koroner arterde istatistiksel olarak olarak anlamli
derecede daha fazla kitlede plaklara sahiptir. Sag koroner arterdeki plaklarin kitlesi ve hacmi
bu bolgede T-skoru (-2.0)’nin altinda olan bireylerde, T-skoru bu degerin iizerinde olan
bireylere gore daha yiiksektir. Lomber vertebra L1-L4 bolgesinde T-skoru (-2.0)’nin altinda
olan bireyler, T-skoru bu degerin {izerinde olan bireylere gore hem sol ana koroner arterde
hem de sag koroner arterde istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla kitle ve hacimde
plaklara sahiptir. Serum fetuin-A konsantrasyonlari <0.6 g/L. olan hastalarda KAKS degeri,
serum fetuin-A konsantrasyonu >0.6 g/L olanlara gore daha yiiksektir (328+25 ve 72+6.7,
p<0.05). Benzer sekilde serum fetuin-A konsantrasyonu <0.6 g/L olan hastalarin istatistiksel
olarak anlaml diizeyde sol ana koroner arterlerinde (86+25 ve 12+8.3 mm’ ile 34+12 ve
4.9+1.6 gr) ve sag koroner arterlerinde (72+18 ve 1146 mm’ ile 33.9+23 ve 26.8+9 gr) daha
fazla hacim ve kitlede plak bulunmaktadir. Serum fetuin-A konsantrasyonlar1 <0.6 g/L olan
hastalarda radius proksimal (-3.441.2 ve -1.8+1.4), femur trokanter (-2.5£1.6 ve -1.3+1.6) ve
lomber vertebra L1-4 bolgelerindeki T-skorlari (-2.17£1.5 ve -1.3+1.2), serum fetuin-A
konsantrasyonu >0.6 g/L olanlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiiktiir.
Tartisma. Bu calismaya gore, HD hastalarinda azalmis kemik mineral dansitometri
parametreleri ile artmus koroner arter kalsifikasyonu arasinda birliktelik vardir. Fetuin-A,
vaskiiler kalsifikasyonu inhibe etmesi ve kemik metabolizmas: iizerindeki etkileri ile bu
birliktelikte 6nemli bir rol oynayabilir.

Anahtar kelimeler: Hemodiyaliz, vaskiiler kalsifikasyon, kemik mineral dansitesi, fetuin-A



ABSTRACT

Kirkpantur A. The association of coronary artery -calcification, bone mineral
densitometry and serum fetuin-A levels in maintenance hemodialysis patients. Hacettepe
University School of Medicine, Thesis in Nephrology, Ankara, 2007.

Background. Patients with end stage renal disease have a very high prevalance and extent of
arterial calcification. A number of studies suggest that similar pathophysiologic mechanisms
are responsible for development and progression of the calcification of atherosclerotic plaque
and bone formation. Fetuin-A of hepatic origin circulates in large amounts in serum, is a
potent calcification inhibitor and also is expressed in bone, where it has not-yet well-defined
functions. The aim of this study was to investigate the relation of bone densitometry
parameters,coronary artery calcification and serum fetuin-A levels.

Material-Methods. Participants were 72 maintenance hemodialysis patients (39 women and
33 men, mean age 54+19 years, on hemodialysis thrice a week) who had radius, hip and spine
BMD assessed by dual-energy x-ray absorptiometry and coronary artery calcium score
(CACS) measured by electron-beam computed tomography. Coronary artery calcium scores
were grouped into Group 1 (CACS=0-99) and Group 2 (CACS>100). The associations
between site-specific BMD parameters, CACS and serum fetuin-A levels were studied.
Results. The CACS, the mass and the volume of plaques in right coronary artery (RCA) and
left circumflex artery were significantly higher in patients with a T-score below (-2) than
above that in the proximal region of the radius. The mass and the volume of plaques in left
main coronary artery and in RCA were significantly higher in patients with a T-score below
(-2) than above that in the neck region of the femur (hip). The CACS, the mass of plaques in
left anterior descending artery, the mass and the volume of plaques in RCA were more likely
to be high in patients with a T-score below (-2) than above that in the trochanter region of the

femur (p<0,05). Similarly, the mass and the volume of plaques in left main coronary artery



and in RCA were higher in patients with a T-score below (-2) than above that in the lumbar
spine (p<0,05). The CACS (328+25 ve 72+6.7, p<0.05), the mass and the volume of plaques
in left main coronary artery (86+25 vS 12+8.3 mm® and 34+12 ve 4.9+£1.6 gr, p<0.05) and
right coronary artery (72+18 vs 1146 mm® and 33.9423 vs 26.8+9 gr, p<0.05) are higher in
patients with serum fetuin-A levels <0.6 g/L. Lower T-scores were observed in the proximal
region of the radius (-3.4+1.2 vs -1.8+1.4), the trochanter region of the femur (-2.5+1.6 vs -
1.3+1.6) and lumbar spine L1-4 (-2.17+1.5 vs -1.3£1.2) in patients with serum fetuin-A levels
<0.6 g/L.

Conclusion. The results of the study demonstrates an association between decreased BMD
parameters and increased coronary artery calcification in maintenance hemodialysis patients.
Fetuin-A, due to its effects in bone metabolism and vascular calcification, appears to be

important in this association.

Key Words: Hemodialysis, vascular calcification, bone mineral density, fetuin-A
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1. GIRIS VE AMAC

Daha oOnceki g¢alismalarda, hemodiyaliz hastalarinin genel popiilasyona kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik kemik mineral dansitesine sahip oldugu
gosterilmistir (1). Hatta, son donem bobrek hastasinin hemodiyaliz tedavisi altinda izlendigi
stirenin uzunlugu ile paralel olarak kemik mineral dansitesinde daha belirgin azalmalar
saptanmistir (1). Benzer sekilde genel popiilasyona gore diyaliz hastalarinda artmis
ateroskleroz prevalansi ve insidanst mevcuttur (2).

Yakin zamanda yapilan arastirmalara gore kemik metabolizmasi anormallikleri ile
vaskiilopati arasinda yakin bir iligki mevcuttur. Menapoz sonrast déonemde olan kadinlarda
aterosklerozun progresyonu ile kemik mineral dansitesinde azalma arasinda kuvvetli bir iligki
gosterilmistir (3). Ek olarak, yasa gore diizeltilmis veya kalp yetmezligi kaynakli mortalite
oranlar1 ile kemik mineral dansitesi arasinda anlamli bir korelasyon mevcuttur (4). Bununla
birlikte, hemodiyaliz hastalarinda kemik mineral dansitesi ve aterosklerozla iligkisini detayli
olarak inceleyen ¢aligmalarin sayist da giderek artmaktadir.

Arteriyel kalsifikasyon, bircok goriintilleme teknigi ile non-invazif olarak
degerlendirilebilmektedir (5). Electron-beam computed tomography, bu amagla yaygin olarak
kullanilmaktadir (5). Bu teknikle, incelenen arteriyel yapidaki kalsifikasyonun miktar1 ve
progresyonu hakkinda yorum yapilabilmekte ve Agatson skorlama sistemi ile de kalsifiye
plak alan1 ve yogunluk katsayisi hesaplanabilmektedir (6).

Fetuin-A, dolagima 6zgii arteryel kalsifikasyon inhibitoriidiir (7). In vitro ¢aligmalarda
fetuin-A’nin kalsiyum-fosfatin hem olusmasini hem de ¢okelmesini engelleyerek, hidroksi
apetit kristalizasyonunu onledigi gdsterilmistir (8). Mekanizmadan bagimsiz olarak giderek
artan kanitlar, kronik bobrek yetmezligine eslik eden vaskiiler kalsifikasyonda fetuin-a

eksikliginin 6nemli bir rol oynadig1 yoniindedir. Bununla beraber fetuin-A’nin negatif bir akut



faz reaktan1 oldugunu ve inflamasyonla birlikte ekspresyonunun azaldigi da ifade

edilmektedir.

Literatiire bakildiginda, hemodiyaliz hastalarinda aterosklerozun bir belirteci olarak

koroner arteriyel sistemdeki kalsifikasyon ile kemik mineral dansitometri parametreleri

arasindaki iliskiyi ve iliski bulunmasi1 halinde patofizyolojiyi aciklayabilecek bir calisma

bulunmamaktadir. Dolayisiyla, bu iliskiyi incelemek amaciyla Hacettepe Universitesi Tip

Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Nefroloji Unitesine bagli Hemodiyaliz Merkezinde

diizenli olarak tedavi géren hastalarda:

1-

Koroner arter kalsifikasyonunun non-invazif olarak electron-beam computed
tomography teknigi ile degerlendirilmesi

Kemik mineral dansitometrisinin (radius distali, femur boyun, femut intertrokanter
bolge, lomber vertebra-L1 ve L4 arasi) dual enerji X-151n1 absorpsiyometri teknigi
ile degerlendirilmesi

Hastalardan elde edilecek kan drneginden serum fetuin-A diizeyi ¢alisilmasi
Hemoglobin, hematokrit, {ire, kreatinin, kalsiyum, fosfor, albumin, total
kolesterol, yiliksek dansiteli lipoprotein kolesterolii, diisiik dansiteli lipoprotein
kolesterolii, trigliserid ve intakt parathormon diizeylerinin dl¢tilmesi

Calisilan parametreler arasinda korelasyonun yanisira risk grup ile faktorlerinin

arastirilmasi amaglanda.



2. GENEL BILGILER

2. 1. GIRIS

Kardiyovaskiiler yapilarin patolojik kalsifikasyonu, son donem bobrek hastaliginda
yaygin olarak goriilmektedir. Biyoapatit seklinde kalsiyum fosfat ¢okmesi, kan damarlari,
myokard dokusu ve kalp kapakciklarinda gozlenebilir. Kalsifiye depozitler, altta yatan
patoloji ile ilintili olarak kan damarlarinin farkli tabakalarina c¢okebilirler. Intimal
kalsifikasyon aterosklerotik lezyonlarda goriilmekte (9) iken Monckeberg’in mediyal sklerozu
olarak da adlandirilan mediyal kalsifikasyon ise yasa, diyabete ve son donem bdbrek
hastaligina ikincil olarak ortaya ¢ikan vaskiiler sertlesme ve arteriyoskleroza eslik etmektedir
(10). intimal kalsifikasyon, mediyal kalsifikasyondan bagimsiz olarak ortaya ¢ikabilir. Son
donem bobrek hastalifina ulasan bireylerde, damarsal yapilarda intimal ve mediyal

kalsifikasyon birarada goriilmektedir (11).
2.2. VASKULER KALSIFIKASYONUN KLINIK SONUCLARI

Vaskiiler kalsifikasyon, yaygmhigina ve yerlesim yerine gore ilerleyici organ
disfonksiyonuna neden olabilmektedir. Kalpte, kalp kapakg¢iklarimin kalsifikasyonu
neticesinde hem orijinal hem de bioprotez kapaklarda fonksiyon kaybi1 ortaya ¢ikabilmektedir
(12). Vaskiiler kalsifikasyon, diyaliz hastalarinda oldukga yiiksek oranda mortaliteye sahip
olan ve nekrotizan deri tutulumu ile karakterize kalsifik iiremik arteriyolopatiden sorumlu
tutulmaktadir (13). Ek olarak, genetik olarak pirofosfat diizeylerinde azalma sonucu
idiyopatik infantil arteriyel kalsifikasyon denen klinik tabloya yol agmakta ve sonug¢ olarak

yenidoganda Oliimle sonuglanabilen arteriyel kalsifikasyon, fibrozis ve stenoz gelismektedir

(14).



Baslangicta, yaslanmaya, son donem bobrek hastaligina, diyabete ve ateroskleroza
eslik eden vaskiiler kalsifikasyon selim bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Ancak, electron
beam computed tomography gibi vaskiiler kalsifikasyonu konvansiyonel olarak
degerlendirilebilen yeni tekniklerin gelismesiyle birlikte vaskiiler kalsifikasyonun yayginligi
ve riskleri hakkindaki goriigler tersine donmiistiir. Koroner arterlerde kalsifikasyon,
aterosklerotik plak yiikii (15), artmis miyokard enfarktiisii riski (16), ve plak instabilitesi (17)
ile pozitif korelasyona sahiptir. Bu bulgular, vaskiiler kalsifikasyonun bizzat kendisininde
kardiyovaskiiler hastaligi baslatabilecegi veya ilerlemesine katkida bulunabilecegini
diistindiirmektedir. Bu olasilik, son donem bobrek hastaligina eslik eden koroner

kalsifikasyon konusunda oldukga akla yatkin olarak goriinmektedir.

Biiytik arterlerin mediya tabakasindaki vaskiiler kalsifikasyon, damarin sertliginde de
artisa yol agarak damarin kompliyansinda azalmaya neden olur. Sonug olarak arteriyel nabiz
dalga hiz1 ve nabiz basinci artar. ilerleyen dénemde kalbin ard yiikii artarak sol ventrikiil

hipertrofisi olusur. Sol ventrikiil hipertrofisi de koroner dolagimi azaltici1 yonde etki gosterir

(18).

Mediyal arteriyel kalsifikasyon, Tip 1 Diyabetes Mellituslu hastalarda koroner arter
hastalig1 ve gelecek kardiyovaskiiler olaylarla giiclii bir korelasyon gosterir (19) ve son donem
bobrek hastaliklt bireylerde kardiyovaskiiler mortalite agisindan 6nemli bir prognostik
belirtectir (20). Bu nedenle, vaskiiler kalsifikasyonun kardiyovaskiiler fonksiyon iizerinde

Onemli bir etkisi vardir.



2. 3. SON DONEM BOBREK HASTALIGINDA KARDiYOVASKULER

KALSIFIKASYON VE KARDIiYOVASKULER MORTALITE

Son donem bobrek hastaligina ulasan bireylerde, Oliimlerin yarisindan fazlasi
kardiyovaskiiler sistem hastaligindan koken almaktadir. Eriskin son donem bdobrek
hastalarinda kardiyovaskiiler hastalik mortalitesi genel popiilasyona kiyasla 20 ile 30 kat daha
yiiksektir (21). Bu konuda elde edilen son kanitlara gore bu hasta grubunda artan
kardiyovaskiiler hastalik riski, bir bakima bu popiilasyonun vaskiiler kalsifikasyon
gelistirmeye yatkinligi ile agiklanabilmektedir. Hiperfosfatemi ve artmis Ca X P iyon ¢arpimi,
vaskiiler kalsifikasyonu hizlandirmakla kalmayip, son donem bdbrek hastalikli bireylerde
biitiin nedenlere ve kardiyovaskiiler hastaliga bagli mortalite ile yakindan iligkilidir (22). Bir
saha c¢alismasinda, Goodman ve arkadaglart (23) vaskiiler kalsifikasyonun normal
popiilasyondan dekadlar 6nce son donem bobrek hastalikli geng bireylerde ortaya ¢iktigini
bildirmislerdir. Bu grup hastalarda, vaskiiler kalsifikasyonun progresyonu, serum P diizeyleri,
Ca x P iyon ¢arpimi, ve giinliik Ca tiiketimi ile pozitif korelasyon gostermistir (23). Benzer
bulgulara, Eifinger ve arkadaslar1 (24) ile Oh ve arkadaslar1 (25) da ¢ocukluk c¢aginda son
donem bobrek hastaligina yakalanan geng eriskinlerde rastlamislardir. Ek olarak, Raggi ve
arkadaslar1 koroner arter kalsifikasyonunun eriskin hemodiyaliz hastalarinda yaygin ve ciddi
diizeyde oldugunu ve bu hadisenin iskemik kardiyovaskiiler hastalikla anlamli bir sekilde
korelasyon gosterdigini saptamiglardir (26). Son olarak, son donem bobrek hastalikll
bireylerde kardiyovaskiiler mortalite i¢in 6nemli bir belirteg olan arteriyel mediyal

kalsifikasyon, artmis serum Ca, P, Ca x P, ve Ca alimi ile yakin iligki gostermektedir (18).



2. 4. VASKULER KALSIFIKASYON MEKANIZMALARI

Vaskiiler kalsifikasyon, altinda ¢ok ¢esitli fizyopatolojik mekanizmalarin yattigi, aktif
olarak kontrol edilen bir olaydir (27). Sekil 1’de gosterildigi iizere farkli mekanizmalarin
vaskiiler kalsifikasyonu baslattig ileri siiriilmektedir. Insanda ve farelerde yapilan ¢alismalar,
kan damarlarinin normal sartlar altinda mineralizasyonu inhibe eden pirofosfat ve matriks gla
protein gibi maddeler igerdigi ve bu molekiillerin eksikliginde (inhibisyonun kayb1) vaskiiler

kalsifikasyonun ortaya ¢iktig1 ve mortalitenin arttig1 anlagilmistir (28):

1-Fetuin-A, dolagimda bulunan ve apatitin olusmasini engelleyen en énemli proteinlerdendir.
Azalmig fetuin-A diizeyleri hemodiyaliz hastalarinda artmis kardiyovaskiiler hastalik

mortalitesi ile yakin korelasyon gostermektedir (29).

2-Ayrica, kalsifiye vaskiiler lezyonlardaki kemiksi ve kikirdak yapilar i¢cinde osteopontin
(30), osteokalsin (31) ve Kemik Morfogenetik Protein-2’nin (32) varliginin gosterilmesi,
vaskiiler lezyonlarda osteojenik mekanizmalarin rol oynadigmi diistindiirmektedir (33).
Aslinda, vaskiiler yapilardan elde edilen hiicreler, in vitro olarak pek ¢ok degisik sartlar
altinda, kemik ve kikirdaga benzer bir fenotipik degisiklik ve kalsifikasyon gdstermektedir

(34,35).

3-Menapoz sonrasi1 kadinlarda, vaskiiler kalsifikasyon ve osteoporozu aciklamak adina ileri
stirilen bir mekanizma da, kemik yikimi sonrasinda ortaya ¢ikan ve dolasima gecen

niikleasyonal komplekslerdir (36,37).

4-Hiicre oliimii, fosfolipidden zengin membrandz artitk maddeler ve apoptotik yapilar,
ozellikle ateroskleroz gibi nekroz ve apoptozisin hakim oldugu hastaliklarda apatit ¢ekirdegin

olusmasina katkida bulunabilir (38,39).



Sekil 1: Vaskiiler kalsifikasyonun patofizyolojik mekanizmalari.(Vascular calcification
mechanisms, Cecilia M. Giachelli, ] Am Soc Nephrol 2004;15: 2959-2964, “Figure 1.
Schematic illustrating four, non—mutually exclusive theories for vascular calcification” dan

alimustir.)
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Son olarak, yiliksek Ca, P diizeyleri, ve Ca X P iyon ¢arpimi pasif mekanizmalar olarak
adlandirilan termodinamik mekanizmalar yoluyla, apatit niikleasyonuna ve kristal biiylimesine
katkida bulunarak, yukarida bahsedilen mekanizmalardan herhangi birisinin uyardig: vaskiiler
kalsifikasyonu hizlandirabilir. Son zamanlarda arastirmalar, Ca ve P’un vaskiiler hiicreler
tizerindeki 1ilave etkileri ile mineralizasyona egilim olusturdugu yoniinde kanitlar

sunmaktadir.



2. 5. KALSIYUM VE FOSFORUN VASKULER DUZ KAS HUCRESI

MINERALIZASYONUNDAKI ROLLERI

Daha 6nceden belirtildigi tizere, artmis serum P, Ca diizeyleri, ve artmis Ca yiikii, son
donem bobrek hastalikli bireylerde hem vaskiiler kalsifikasyon hem de kardiyovaskiiler
mortalite ile korelasyon gostermektedir. Yiikselen Ca veya P diizeylerinin direkt olarak
hiicresel yolla kontrol edilen vaskiiler kalsifikasyon iizerine etkisinin olup olmadigini
arastirmak {izere vaskiiler diiz kas hiicresi kiiltiir sistemleri kullanilmistir. Hiperfosfatemide
oldugu gibi kiiltiir ortaminda inorganik P diizeylerinin arttirilmasi (>2.4 mM), hiicrelerin
etrafin1 ¢eviren ekstraselliiler matriksde apatit depolanmasina neden olmaktadir (40,41).
Mineralizasyon siireciyle, hiicreler diiz kasa 6zgiil gen ekspresyonunun kaybi ve osteokalsin,
osteopontin ve Runx2’yi igeren kemiksel farklilasmay1 saglayan genlerin aktivasyonu ile
karakterize fenotipik degisiklige ugramaktadir. Bu fikri destekleyecek gozlemler, in vivo
olarak vaskiiler kalsifikasyonun insan ve hayvan modellerinde gosterilmistir (42,43). Artmis P
diizeyi ile indiiklenen fenotipik degisim siireci ve mineralizasyonun, sodyum bagimli fosfat
tastyicisina, Pit-1, bagli oldugu bu aktivitenin fosfonoformik asid ve Pit-1 specific small

interfering RNA ile inhibe edilmesiyle gosterilmistir (Giachelli ve Li, yayimlanmamuis veri).

Benzer sekilde, kiiltiir ortaminda artmis Ca diizeyleri (>2.6 mM) de vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde hem mineralizasyonda hem de fenotipik degisimde artisa yol agmaktadir (44).
Kalsiyumla indiiklenen mineralizasyonun ilerlemesi de sodyum-bagimli fosfat tasiyicisina
baglidir. Artmis serum Ca diizeyleri, hiicrelere P alimim1 akut donemde arttirmamakla birlikte
diiz kas hiicre kiiltiirlerinin yiiksek Ca seviyelerine siirekli maruz kalmasi, Pit-1 mRNA
seviyelerini artirir. Dolayisiyla yiiksek Ca diizeyleri vaskiiler diiz kas hiicrelerinin P’a olan
hassasiyetini ayarlayabilir. Proudfoot ve arkadaslarinin ¢alismalar1 bu yorumlar1 dogrulamistir

(45). Bu caligmalarda, yiiksek Ca diizeyleri (1.8-5.0 mM) in vitro olarak insan diiz kas hiicre



kalsifikasyonunu uyardig1 gozlenmistir. Bunun yani sira, yliksek Ca diizeyleri insan diiz kas
hiicrelerinden mineralizasyon ile iliskili matriks vezikiillerinin salinimina neden olmakta ve
diltiazem and BAPTA gibi hiicre i¢i Ca akist inhibitorleri de diiz kas mineralizasyonunu
engellemektedirler. Hiicre i¢i Ca diizeyinin yiikselmesi, alkalen fosfataz aktivitesinde
degismeye, matriks Gla protein (MGP)’de azalmaya ve fetuin diizeylerinde artmaya neden
olur. Biitiin bu aciklamalar 1s181nda, artan Ca diizeyleri, basitce Ca X P iyon g¢arpimini
arttirmanin Gtesinde, pro-mineralizan etkilere sahiptir. Sekil 2°de artmis serum Ca and P

diizeylerinin vaskiiler diiz kas kalsifikasyonu iizerindeki olasi etkileri gosterilmistir.

Sekil 2: Vaskiiler Diiz kas hiicresi (DKH) matriksi mineralizasyonu {izerinde artmis Ca ve P
diizeylerinin etkisi ile iligkili 6ne siirilen model. (Vascular calcification mechanisms, Cecilia
M. Giachelli, ] Am Soc Nephrol 2004;15: 2959-2964, “Figure 2. Proposed model for the
effects of elevated Ca and P on vascular smooth muscle cell matrix mineralization” dan

alimustir.)
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2.6 HEMODIYALIZ HASTALARINDA KARDIYOVASKULER
KALSIFIKASYONLARIN ELECTRON BEAM COMPUTED

TOMOGRAPHY iLE GORUNTULENMESI

Electron beam computed tomography (EBT), yakin zamanda gelistirilen bir radyolojik
teknik olup, kardiyovaskiiler kalsifikasyonlar1 hem goriintiileyebilmekte hem de miktarsal
yorum Yyapilmasma olanak vermektedir (46). Bu yontem, spiral bilgisayarli tomografi
teknolojisine kiyasla daha st diizeyde rezoliisyona sahip olup, dordiincii nesil bilgisayarl
tomografi teknolojisi olarak adlandirilmaktadir. EBT dizayninda, bir X-1gin1 fani hastanin
viicudu etrafinda donerken (S$ekil 3), konvansiyonel spiral bilgisayarli tomografide ise X-151m1
kaynagi ile bir detektorden ibaret mekanik bir aksam insan viicudu etrafinda déonmektedir.
Dolayistyla, yavas mekanik teknolojinin handikap1 olan kalp goriintiisiiniin hareket ve netlik

problemi EBT dizayninda daha sorunsuz bir hale ulagsmaktadir.



Sekil 3: Electron beam computerized tomography (EBT) sisteminin sematik goriiniimii
(“Imaging of Cardiovascular CalcificationsWith Electron Beam Tomography in Hemodialysis

Patients, Raggi P, Figure 1 den alinmistir.).
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EBT goriintiileme kalsifiye aterosklerotik plaklar ve kalp kapaklar1 i¢in oldukca hassas
bir tekniktir. Aterosklerotik plagin kalsifiye kismi toplam plak hacminin sadece %Z20’sini
temsil etmektedir. Dolayisiyla, arteriyel kalsifikasyonun olmamasi tamamen ateroskleroz
olasiligini ortadan kaldirmamaktadir. Aslinda, tikayici koroner arter lezyonlarinin %2-4’liik
kisminda kalsifikasyon gézlenmeyebilir ve bu bulgu EBT goriintillemede gozden kacabilir
(47). Buna ragmen, EBT teknigi halen diger goriintiilleme teknolojilerine kiyasla daha iyi yol

gostermektedir (48).



2. 7. ELECTRON BEAM COMPUTED TOMOGRAPHY TEKNIGI iLE

GORUNTULEMENIN KLINiK UYGULAMALARI

Koroner kalsifikasyonun yayginligi, kalsiyum skorlama ile degerlendirilmekte ve bu
Olclim, otopsi ¢alismalar sirasinda gozlenen toplam plak yiikii ile yiiksek oranda korelasyon
gostermektedir (15). Kalsiyum skorunun degeri ile altta yatan tikayici koroner hastalik
thtimali arasinda iyi bir iliski mevcuttur ve bu konuda yonlendirici kilavuzlar yakin zamanda
yayimlanmistir (49). Cok diisitk EBT koroner kalsiyum skorlar1 (0-10 arasi), diisiik ihtimalli
tikayict koroner arter hastaligini diisiindiirmektedir. Kalsiyum skoru 11-100 aras1 ve 101-400
aras1 degerler sirasiyla hafif ve orta derecede aterosklerotik plak varligi ile uyumludur.
Tikayic1 koroner arter hastaligi olasiligi kalsiyum skorundaki artisa paralellik gostermektedir.
Kalsiyum skoru 400 ve iizerinde olan hastalar asemptomatik olsalar bile yaygin ve ileri
derecede aterosklerotik hastalik agisindan siiphe edilmelidirler. Bu hastalarda yogun bir
sekilde risk faktorii modifikasyonu yapilmali ve iskemik kalp hastaligi acgisindan ileri
inceleme g6z Oniine alimmalidir. Asemptomatik hastalarda koroner kalsifikasyon varligi
kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite agisindan gii¢lii bir uyaricidir. Detrano ve arkadaglari
(50) 491 hastada yaptiklar1 izlem caligmasinda hastalar hem koroner anjiyografi hem de EBT
goriintiileme ile incelenmislerdir. Kalsiyum skoru medyan degerinin {izerinde olan (medyan:
75.3) hastalar, medyan degerin altinda olan hastalara gore alti kat daha fazla miyokard
infarktiisii veya kalp kokenli 6liim riskine sahip olmuglardir. Yas, cinsiyet, anjiyografik olarak
gosterilen hastalikli damar sayisi ve kalsiyum skorunun logaritmasini igeren lojistik regresyon
analizlerinde, sadece kalsiyum skorunun logaritmasi kardiyak olay i¢in bagimsiz ongoriicii
faktor olmustur. Benzer sonuglara, Arad ve arkadaslari tarafindan daha biiyiik bir kohortta
(1173 hasta, ortalama 19 ay takip stiresi) da ulasilmistir (51). Daha yakin tarihli bir

calismada, Raggi ve arkadaglari mutlak kalsiyum skorunun yanisira yasa ve cinsiyete gore



beklenen kalsiyum skorundan daha yiiksek degerlerin kisa slirede yasanabilecek kardiyak olay
ve 0liim igin gli¢lii bir 6ngodriicii oldugunu belirtmistir (52).

Kardiyovaskiiler olaylar diyaliz hastalarinda en basta gelen 6liim nedeni olup,
Olimlerin yaklagik olarak yarisindan sorumlu tutulmaktadir. Bunun yanisira, serum fosfor
diizeylerinde ve Ca x P iyon carpimindaki artislarin diyaliz hastalarinda yaygin
kardiyovaskiiler kalsifikasyon siireci ile ve artmis morbidite ve mortalite riski ile birliktelik
gosterdigi bilinmektedir (53). Dolayisiyla, EBT son donem bobrek hastalikli bireylerde altta
yatan aterosklerotik hastaligin yayginligini gostermede ve eslik edebilecek kardiyovaskiiler
olay riskini tahmin etmede yararl bir tetkik olabilir. Diyaliz hastalarinda istenmeyen yumusak
doku kalsifikasyonlarini 6nlemek ve azaltmak tlizere Ca x P iyon ¢arpiminin siki kontrolii
onerildigi icin tedavinin etkinligini gostermek adina EBT goriintiileme diyaliz hastalarinda
kullanilmaktadir. Aslinda, seri EBT goriintiileme hali hazirda lipid diisiirticii tedaviye alinan
ve koroner kalsifik depozitleri olan hastalarda klinik takip i¢in kullamlmustir (54). Ilk
yayimlanan ¢alismada, 149 tane asemptomatik koroner kalsifikasyonlar: olan hastada 1 yillik
gozlem siiresince seri EBT incelemeleri gergeklestirilmistir. Statin tedavisi ile vaskiiler
kalsifikasyonun progresyonu yavaslatilmis olup, kalsifiye koroner plak hacminde regresyon

gozlenmistir (Sekil 4) . Aksine, tedavi almayan hastalarda ise progresyon gozlenmistir.



Sekil 4: EBT goriintiilerinin statin tedavisi altinda progresyonu: Sol {ist kadranda ilk 6l¢iilen
KAKS degerinin 466’dan 709’a ¢ikis1 (sag st kadran) ile karakterize sol 6n inen koroner
arter EBT goriintiilemesi (“Imaging of Cardiovascular Calcifications with Electron Beam

Tomography in Hemodialysis Patients, Raggi P, Figure 2 den alinmustir.)
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2.8. HEMODIYALIZ HASTALARINDA KEMIiK MINERAL DANSITESI

Kemik mineral dansitesi (KMD), en sik olarak dual-enerji- x-151n1 absorpsiyometri
(DXA) yontemi ile dlgiilmektedir. DXA o6l¢iimler ile kemigin mineral igerigi/dansitesi hizli,
kesin ve konvansiyonel olarak Olciilebilmekte ve osteopeni/osteoporoz degerlendirimesi
yapilabilmektedir. Siklikla Olgtimler proksimal femur, radius ve lateral veya On-arka
vertebralardan yapilmaktadir. Olgiim yapilan bolgeler arasinda KMD degerleri farklilik
gostermektedir ve risk faktorleri degerlendirilirken mutlaka hangi bdlgeden Olcliim
yapilacaksa o bolgenin standart degerleri géz Oniine alinmalidir. KMD ol¢limleri genel
popiilasyonda kirik riskinin 6n goriilmesinde giiglii bir parametre olup, tedavinin etkinliginin
degerlendirilmesine yardimci olmaktadir (55).

Azalmis KMD, diyaliz hastalarinda sik olarak goriilmektedir (56). Diyaliz hastalari,
genel poplilasyona kiyasla daha yiiksek oranda kalga kirigi gelistirme sansina sahiptir (57).
KMD, Evre 3 ve 4 kronik bobrek hastalikli bireylerde yiiksek dongiilii kemik hastaliginin
biyo-belirtegleriyle korelasyon gostermektedir. Biitiin bu bilgilere ragmen, DXA yontemi
kemik yikimi veya kalitesi hakkinda 6zel bir bilgi vermedigi gibi kemik histolojisi ile iyi
derecede korelasyon gostermemektedir.

Birgok caligmada KMD ile kiriklar arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (58). Buna
ragmen bazi ¢alismalara gore vertebral veya frajilite kirikli kronik bobrek hastalar ile kirigt
olmayan kronik bobrek hastalart benzer KMD degerlerine sahiptirler (59). KMD 6l¢tim yeri
ve teknigi bu celiskiden sorumlu tutulmaktadir. Spinal KMD o6lglimleri kronik bobrek
hastalikli bireylerde sikca gozlenen aort kalsifikasyonundan etkilenebilir. Ek olarak,
trabekiiler kemik sklerozu da vertebra KMD’sinde artisa yol acabilmektedir.

Seri olarak yapilan KMD Olglimlerinin  analiziyle hastanin  iskeletsel

demineralizasyonunun seyri hakkinda bigi sahibi olunabilir. Ancak bu bilgi, teshisin



koyulmasinda ve tedavinin sekillendirilmesi sirasinda klinik degerlendirme, kemik ve mineral

biyo-belirtegler ve miimkiinse kemik histolojisi ile birlikte degerlendirilmelidir.

2.9. FETUIN-A

Fetuin-A, hepatositler tarafindan salgilanan, molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 60 kDa
olan ve dolasimda konsantrasyonu (0.4—-1.0 g/l)’ye kadar ¢ikabilen protein yapida bir
molekiildiir (60). Yaklasik olarak 25 yil kadar 6nce, Lebreton ve arkadaslar1 diisiik fetuin-A
diizeyleri ile akut inflamasyon arasindaki iliskiyi gostererek, bu proteini negatif akut faz
reaktan1 olarak tanimlamislardir (61). Diger biyolojik etkilerinden bahsetmek gerekirse,
fetuin-A, transforming growth factor-B antagonisti olarak etki gostermekte ve hiicrelerde
insulin reseptdr tirozin kinaz aktivitesini etkilemektedir (62).

Deneysel verilere gore etidronat verilen siganlarda fetuin-A, Ca-P mineralleri ile
yiiksek molekiiler agirlikli (18%), proteinlerle (80%) ve matriks GLA proteiniyle (MGP)
(2%) kompleksler olusturmaktadir (63). Bu sonug, tiim detaylariyla heniiz anlasilamakla
beraber, fetuin-A’nin kiiclik Ca-P c¢okeltilerinin yumusak dokulardan klirensinde ve
istenmeyen kalsifikasyonlarin 6nlenmesinde bir role sahip oldugunu diistindiirebilir. Ancak,
unutulmamasi gereken bir nokta heniiz bu sekilde yiiksek molekiil agirlikli fetuin-A iceren
komplekslerin klinik olarak insana ait verisinin olmamasidir. Fetuin-A’nin eldeki veriler

1s1g¢1nda bilinen fonksiyonlar1 Tablo 1’de 6zetlenmistir.



Tablo 1: Fetuin-A’nin biyolojik 6zellikleri

Kinetik (fizikokimyasal) olarak CaxP ¢okmesinin inhibisyonu

Kalsiprotein partikiillerinin olugmasiyla kalsiyum fosfat kristallerinin stabilizasyonu

Yiiksek molekiil agirlikli kalsiyum, fosfat, fetuin-A ve MGP kompleksinin olusumu

Salgilanan matriks vezikiillerinin baglanmasi

Negatif akut faz reaktani olarak regiilasyonu

Coziiniir TGF-P tip 2 reseptoriine etki ederek TGF-f3 inhibisyonu

Insiilinle indiiklenen insiilin reseptdr otofosforilasyonunu ve tirozin kinaz aktivitesini inhibe

ederek insiilin hassasiyetinin arttirilmasi

MGP, matriks Gla protein; TGF-p, transforming growth factor- f.

Fetuin-A geninin farelerde delesyonu (fetuin-A-/-) ekstraossedz kalsifikasyona yol
acarken, kalsifikasyonun yogunulugu hayvanlarin genetik yapisiyla yakin iligki
gostermektedir (64). Fetuin-A -/- farelerde C57Bl/ 6 genotipi, kalsifikasyona bagil olarak
direngli olup, dokularda Ca-P ¢okmesi i¢in vitamin D tedavisi gibi ek uyaranlara gereksinim
duymaktadir (64). Fetuin-A -/- farelerde kalsifikasyona meyil yaratan DBA/2 genotipi,
kendiliginden ciddi ve ilerleyici vasifta yumusak doku ve organ kalsifikasyonlarina neden
olmakta ve sonug olarak da intratiibiiler obstriiksiyon ve ikincil hiperparatiroidizme bagl
olarak bobrek yetmezligine neden olmaktadir (64). Yakin zamanda yapilan c¢aligmalarda,
iiremi, mineral yiikii ve kalsifikasyon inhibitor eksiklikleri C57BL/6 genotipli fetuin-A -/-
farelerde arastirilmistir (65). Bu calismalarda, goreceli olarak kalsifikasyona direngli olan bu
hayvanlarda tiremi ve P yiikiiniin ne 6l¢lide ekstraossoz kalsifiksyonlar1 indiikledigi sorusuna

cevap aranmaya calisilmistir. Toplamda 8 grup fare calisilmistir: Dogal ve fetuin-A -/- fareler




, bobrek yetmezligi yok veya olusturulmus (5/6-nefrektomi ile olusturulmus) halde, fosfor
diyeti normal veya kisitlanmig ortamlarda caligmaya alinmiglardir. Bobrek yetmezligi
stirecinde ve yiiksek P diyeti altinda izlenen fareler, ¢alismanin dikkat ¢ekici sonuglarina
katkida bulunmuglardir. Bu tip uygulamalara maruz birakilan dogal tip (wild-type) farelerde,
serum Ca x P carpimi 10 mmol?/I* degerinin tizerine ¢ikmasina ragmen, bobrek disinda doku
kalsifikasyonu gozlenmemistir. Bununla birlikte, daha diisiik Ca x P ¢arpim degerlerine
ragmen (<6 mmol?/1?) fetuin-A -/~ farelerde miyokardda, akcigerlerde ve kalp kapaklarinda
anlamli derecede kalsifikasyonlar gelismistir. Bunun anlami, ciddi kalsifikasyon inhibitor
eksikliklerinde Ca ve P hizli bir sekilde dokulara ¢okiip, depolanmasi ve bunun sonucu olarak
da serum Ca ve P konsantrasyonlarinda yiikselme saptanamamasidir. Dolayisiyla, bu sartlar
altinda serum Ca ve P diizeyleri yaniltici olabilmektedir.

Bir diger 6nemli konu, vaskiiler kalsifikasyonun baslamasi ve ilerlemesinde P ile
indiiklenen osteojenik farklilagsmadir. Bu kavram Giachelli ve arkadaslari tarafindan vaskiiler
diiz kas hiicre kiiltiirii ¢caligmalar1 sirasinda ortaya atilmigtir. Bu ¢aligmalarda, hiicre dis1 P
konsantrasyonundaki artisa eslik eden hiicre i¢i P konsantrasyonu artisiyla beraber vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde osteoblast hiicresine benzer bir hiicreye fenotipik bir degisim
gosterilmistir (66). Boylece, P ile uyarilan hiicreler matriks vezikiilleri salgilayabilen ve
alkalen fosfataz, osteopontin ve osteokalsin gibi kemik proteinlerini iiretebilen bir hale
gelirler. Yakin zamanda Reynolds ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada, ytliksek
konsantrasyonlarda Ca ve P’a maruz kalma, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde osteoblast benzeri
fenotipin ortaya ¢ikmasini kolaylastirmistir (67). Ilging olarak, insan serumunu iceren kiiltiir
ortaminda, salinan matriks vezikiillerinin serum kokenli fetuin-A igerdigi, bununda kii¢iik
presipitasyon matriksleriyle fetuin-A’nin siiratle etkilestigi sonucunu dogurdugu saptanmistir
(67). Bu bulgu fetuin-A’nin da vaskiiler diiz kas hiicresine girebilecegini diislindiirse de su

anda elde bunu destekleyecek bir kanit bulunmamaktadir.



2. 10. DiYALiIZ HASTALARINDA FETUIN-A EKSIKLiGININ KLINiK

ONEMI

Ucgyiiz oniki tane hemodiyaliz hastasini igeren yakin tarihli kesitsel bir ¢alismada (29), serum
fetuin-A diizeyleri hemodiyaliz siiresi agisindan uzun ya da kisa donemli hastalarda, normal
renal fonksiyona sahip kontrol bireylere goére anlamli derecede diisiik bulunmustur. Bu
kohorttan segilen diyaliz hastalarindan ve kalsifilaksi ge¢iren hastalardan elde edilen serumlar
ex-vivo assay’de Ca-P kristal olusumunu onlemede normal seruma goére daha az etkili
bulunmus olup, saflagtirilmis fetuin-A ilavesini takiben bu nisbi yetersizlik tersine ¢evrilmistir

(29).



3. HASTALAR VE YONTEM

3.1. HASTALAR

Bu kesitsel ¢aligmaya, tamami haftada 3 defa hemodiyaliz tedavisine girmekte olan 72
tane son donem bobrek hastas1 (38 erkek ve 34 kadin, ortalama yas: 50.4+13.2 yil, ortalama
hemodiyaliz siiresi: 48+12 ay) dahil edilmistir. Hastalarin hepsi Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklari Anabilim Dali Nefroloji Unitesine bagl olarak hizmet veren
Hemodiyaliz Merkezinde diizenli tedavi gormektedirler. Son donem bdbrek hastaliginin
etyolojisi, 22 hastada kronik glomeriilonefrit, 17 hastada nefroskleroz, 11 hastada kronik
pyelonefrit, 7 hastada diyabetik nefropati ve 6 hastada polikistik bobrek hastaligi olup, 9
hastada ise son donem bobrek hastaliginin nedeni bilinmemektedir. Hastalar, FOHPS ve
F7HPS polisiilfon diyalizorlerle (Fresenius AG, Bad Homburg, Almanya) haftada 3 defa 4’er
saatlik konvansiyonel hemodiyalize alinmaktadirlar. Hemodiyaliz islemi bikarbonath
diyalizatla gergeklestirilmekte ve standart antikoagulasyon i¢in konvansiyonel heparin ya da
diistik molekiil agirliklt heparin kullanilmaktadir. Hemodiyaliz iglemi siiresince ortalama kan
akim hiz1 250 ml/dakikadir (aralik: 200-280 ml/dakika). Diyalizat s1v1 icerigi ise sodyum 140
mEq/L, potasyum 1-3 mEq/L, kalsiyum 3 mEq/L, ve bikarbonat 33 mEq/L’den ibarettir.

Hastalarda kuru agirhigin optimal olmasi, hemodiyaliz tedavisi ile 2 diyaliz seansi
arasinda hastalarin ortopne, dispne ve ddem bulunmamasi ile saglanmistir. Ure (Kt/V)
degerleri Daugirdas’in ikinci jenerasyon formiiliine gére hesaplanmistir (68). Calisma igin
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligina bagl olarak g¢alisan Tibbi ve Cerrahi
Arastirmalar Etik Kurulundan gerekli izin alinmistir (HEK 06/174-47 Karar Nolu). Calisma

oncesinde biitiin hastalar aydinlatilmis onam formunu okuyup, imzalamislardir.



3.2. LABORATUVAR CALISMALARI

3.2.1. BIYOKIMYASAL CALISMALAR

Venoz kan ornekleri biitiin hastalardan bir gecelik agligi takiben alinmistir. Kan
ornegi, hastalarin programlanmis hemodiyaliz seansinin hemen Oncesinde direkt olarak
arteriyovendz fistlil {izerinden alimmustir. Biyokimyasal c¢alismalarin hepsi Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Tam
kan sayimi i¢in gerekli serum ornekleri ultraviolet assay ile (Beckman-Coulter, Krefeld,
Almanya); serum biyokimyasal testleri ise kinetik kinetic ultraviolet assay (Roche, Hitachi
system, Indianapolis, IN, Amerika Birlesik Devletleri) ile calisilmistir. Plazma glukoz
konsantrasyonu, glukoz oksidaz metodu (Boehringer—-Mannheim, Mannheim, Almanya) ile
tayin edilmistir. Serum trigliserid (TG) ve toplam kolesterol diizeyleri (CHO) de ticari
kolorometrik assay metodu ile (GPO-PAP and CHODPAP kitleri, Boehringer—-Mannheim
kitleri, Almanya) Ol¢iilmistiir. Plazma HDL kolesterol (HDL-C) diizeyi ise method of
precipitation with fosfotungustik asit ile ¢okme metodu ile calisilmis ve LDL kolesterol
(LDL-C) diizeyi ise Fridewald formiiliinden hesaplanmistir (LDL-C= CHO — TG/5 — HDL-
O).

3.2.2. SERUM FETUIN-A DUZEYI TAYINi

Serum fetuin-A diizeyi, enzyme-linked immunosorbent assay kiti (ELISA) (Biovendor
Laboratory Medicine, Inc., Modrice, Cek Cumbhuriyeti) ile Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Anabilim Dali Hematoloji Unitesine bagli olarak hizmet veren
Hematoloji Laboratuvarinda ol¢lilmiistiir. 30 tane, ¢alisma kohortu ile aymi yas grubundaki
saglikli kontrol bireylerde serum fetuin-A degerleri 0.92+0.10 g/L olarak 6l¢iilmiistiir. Intra-

assay ve inter-assay varyasyon katsayilari sirastyla % 4.8 ve % 7.4 diir.



3.2.3. ELECTRON BEAM COMPUTED TOMOGRAPHY TEKNIGIi iLE

KORONER ARTER KALSiYUM SKORLAMASI

Biitin EBT goriintiilemeleri bir adet 16-MDCT scanner (Sensation 16, Siemens
Medical Solutions, Erlangen, Almanya) ile gergeklestirilmistir. Inceleme sirasinda kalp
kraniyokaudal yonde, karinadan apekse kadar taranmustir. islem esnasinda 120 Kv’lik tiip
voltaji, 133 mAseff’lik efektif tiip akim zamani ¢arpimi, 12x0.75 mm’lik bir kollimasyon,
rotasyon basina 2.8 mm masa destegi ve 420 ms’lik tiip rotasyon zamani elde edilmistir. Her
hastada, mediyum diiz kivrimli kermelde (B35f) ve 512x512°lik rekonstriiksiyon matriksinde
%60°lik R-R rekonstriiksiyonu hazirlanmistir. Daha sonra rekonstriikte edilen biitiin
goriintiiler kalsiyum skorlama maksadiyla (Syngo Calcium Scoring CT, Siemens, Almanya)
dis ortama aktarilmistir (Leonardo, Siemens Medical Solutions, Erlangen, Almanya). Koroner
kalsiyum skorlama Agatston ve arkadaslarinin tarif ettigi sekilde 130 HU’luk bir esik goz

Oniine alinarak hesaplanmistir (6).

3.2. 4. KEMIK MINERAL DANSITOMETRI

Kemik mineral dansitometri ¢aligmasi, dual-enerji X-1s1n1 absorpsiyometri yontemi ile
(Hologic QDR-2000, Waltham, MA, USA) ile radiyus proksimali, anterior posterior lumbal

vertebra ve femur bolgesinde ¢alisilmistir.



3.2.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizda, sonuglar ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Gruplar
arasindaki farklarin saptanmasinda Mann-Whitney U-testi veya Student T-testi kullanilmistir.
Korelasyonlarin degerlendirilmesinde Spearman testinden yararlanilmistir. Degerlendirme
esnasinda 0.05’in altinda olan p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Biitlin
istatistiksel incelemeler SPSS for Windows (10.0, SPSS Company, Illinois, USA) istatistik

programi yardimiyla yapilmstir.



4. BULGULAR
4.1. DEMOGRAFIK OZELLIKLER, SERUM BIYOKIMYASAL

PARAMETRELERI VE KORONER ARTER KALSIYUM SKORLAMA

(Calismaya katilan hastalara ait demografik ozellikler ve serum biyokimyasal
parametreler Tablo 2’de gosterilmistir. Bu calismada ortalama KAKS 229+154 olarak
saptanmistir. Daha sonra hastalar KAKS’a gore diisiik kalsifikasyon skorlu hastalar
(KAKS<100, Grup 1), ve yiiksek kalsiyum skorlu (KAKS>100, Grup 2) hastalar olmak iizere
2 gruba ayrilmislardir. Grup 1 hastalari, Grup 2’ye gore daha geng hastalardan olugsmaktadir
(Tablo 2). Bunun disinda diger demografik 6zellikler ve serum biyokimyasal parametreleri
acisindan her 2 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanamamistir. Kemik

mineral dansitometri parametreleri her 2 grupta benzerdir (Tablo 3).

4.2. KEMiK MINERAL DANSITOMETRI

(Calisma hastalarinin kemik mineral dansitometri 6l¢iimlerine ait bulgular Tablo 4’de
gosterilmistir. T skoru -2.0’nin altinda olan bireyler, radius 6l¢limlerine gore % 61.2, femur
boyun o6l¢iimlerine gore % 67.2, femur trokanter bdlgesine gore % 63.3 ve lomber 1-4
vertebra Ol¢limlerine gore % 50 olarak bulunmustur. Normal T- skorlar1 radius 6l¢iimlerine
gore % 17.2, femur boyun Ol¢iimlerine gore % 24.2, femur trokanter bolgesine gore % 21.5 ve

lomber 1-4 vertebra 6l¢iimlerine gore % 32 olarak bulunmustur.



Tablo 2: Koroner arter kalsifikasyon skoruna gore hemodiyaliz hasta 6zellikleri

Parametre Tiim KAKS* KAKS P
popiilasyon | Grup 1 Grup 2 degeri
n=72 n=40 n=32

Yas, yil 50.4+13.2 | 42.8+10.4 | 57.2+13.4 <0.001

Erkek Say1 (%) 33 (%46) 19 (%47) | 14 (%44) 0.889

VKi(kg/m®)** 21.4+3.2 22.542.2 21.8+£2.7 0.664

Diyaliz siiresi 48+12 50+13 49+9 0.993

(ay)

Ca, mg/dl 9.4+0.6 9.3+0.6 9.4+0.8 0.775

P, mg/dl 4.3+1.7 4.3£1.6 4.4+1.1 0.258

Ca x P mg’/dr* 43.7+9 4448 42+8 0.324

PTH,} 229+154 217+145 251+178 0.457

pg/ml

Diyabet,n(%) 7 (%9.7) 4 (%10) 3 (%9.3) 0.676

Sigara 15 (%21) | 9(%22.5) | 6(%]18.8) 0.340

tiiketimi,n(%)

KB+ 39 (%54.2) | 20(%50) | 19 (%59) 0.556

yiiksekligi,n(%)

Dislipidemi,n(%) | 28 (%39) 14 (%35) | 14 (%43) 0.320

Kt/'V 1.34+0.13 | 1.39+0.04 | 1.30+0.06 0.760

parathormon diizeyi; 1 Kan basinci.

*KAKS, Koroner arter kalsiyum skorlama; ** VKI, Viicut kitle indeksi; T serum intakt




Tablo 3: Koroner arter kalsiyum skorlarma (KAKS) gore kemik mineral dansitometri

parametrelerit
GRUP 1 GRUP 2 GRUP 1 GRUP 2
KAKS<100 KAKS>100 KAKS<100 KAKS>100
Parametre KMD* (g/cm?) | KMD* (g/cm®) T-SKORU T-SKORU
OrtalamaxSD** | Ortalama+SD** | Ortalama+SD | Ortalama+SD
Radius 0.55+0.13 0.56+0.11 -3.75+2.58 -3.54+1.79
bolgesi
Femur boyun 0.63+0.13 0.61+0.14 -2.89+1.34 -3.12+1.34
bolgesi
Femur 0.53+0.14 0.50+0.14 -2.05+1.53 -2.65+1.31
trokanter
bolgesi
Lomber 0.92+0.20 0.87+0.23 -1.29+1.83 -1.72+1.70

vertebra L1-4

bolgesi

T Grup 1 ve Grup 2 arasinda, kemik mineral dansitesi ve T-skorlar1 arasinda istatistiksel fark

yoktur.

* KMD, Kemik mineral dansitesi; ** SD, standart deviasyon (sapma)




Tablo 4: Calisma hastalarina ait DXA 6l¢lim sonuglari

Parametre KMD* (g/cmz) T-SKORU
OrtalamaxSD** Ortalama+SD

Radius bolgesi 0.56+0.13 -3.67+£2.21

Femur boyun 0.62+0.13 -2.94+1.23
bolgesi

Femur Trokanter 0.52+0.13 -2.35+1.35
bolgesi

Lomber vertebra 0.91+0.20 -1.48+1.84

L1-4 bolgesi

* KMD, Kemik mineral dansitesi; ** SD, standart deviasyon (sapma)



4.3. T-SKORLARINA GORE KORONER ARTER KALSIiYUM

SKORLAMA BULGULARI

4.3.1. RADiIUS PROKSIMAL BOLGE

Radius proksimal bolgesinde T-skoru (-2.0)’nin altinda olan bireyler, T-skoru bu degerin
lizerinde olan bireylere gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek KAKS
(418,2+£211,4 ve 132,5£119.4) ile sag koroner arterde (15691 ve 89+28.5 mm?® ile 33,9423
ve 26,8+12.9 gr, sirasiyla) ve sol sirkiimfleks arterde (91,7+56 ve 48,1+26,8 mm? ile 27+14,5

ve 14+5.9 gr, sirastyla) daha fazla hacim ve kitlede plaklara sahiptir.

4.3.2. FEMUR BOYUN BOLGESI

Femur boyun bolgesinde T-skoru (-2.0)’nin altinda olan bireyler, T-skoru bu degerin tlizerinde
olan bireylere gére hem sol ana koroner arterde (190+61 ve 114+38,2 mm’ ile 35,7+22 vs
29,6+8 gr, sirastyla) hem de sag koroner arterde (146+64,3 ve 78,4+41,6 mm’ ile 25+12 ve
18,249 gr, sirastyla) istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla hacim ve kitlede plaklara

sahiptir.

4.3.3. FEMUR TROKANTER BOLGESI

Femur trokanter bolgesinde T-skoru (-2.0)’nin altinda olan bireyler, T-skoru bu degerin
tizerinde olan bireylere gore daha yiiksek KAKS degerlerine (414,6£219,4 ve 355,2+142,
p<0.05) ve sol 6n inen koroner arterde istatistiksel olarak olarak anlamli derecede daha fazla
kitlede plaklara sahiptir (36,2+11 gr ve 23,2+14). Sag koroner arterdeki plaklarin kitlesi ve

hacmi bu bolgede T-skoru (-2.0)’nin altinda olan bireylerde, T-skoru bu degerin iizerinde olan



bireylere gore daha ytiksektir (165+99,3 ve 68,5+34 mm?’ ile 28,7 £15 vs 11,546 gr, sirasiyla,

p<0.05)

4.3.4. LOMBER VERTEBRA L1-L4 BOLGESI

Lomber vertebra L1-L4 bolgesinde T-skoru (-2.0)’nin altinda olan bireyler, T-skoru bu
degerin iizerinde olan bireylere gore hem sol ana koroner arterde (17,5+9,7 ve 14,344 mm’ ile
3,72 ve 2,5+1,6 gr, sirasiyla) hem de sag koroner arterde (178,2+104 vs 90+47,9 mm® and
31,2416 vs 14,8+7,7 gr, sirasiyla) istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla kitle ve

hacimde plaklara sahiptir.

4.4. SERUM FETUIN-A DUZEYLERI

Calisma grubunda oOl¢iilen ortalama serum fetuin-A konsantrasyonu, calisma kohortu ile
benzer yas grubundaki saglikli kontrol bireylere ait (n=30) serum fetuin-A degerlerine gore
diisiik olarak ol¢iilmiistiir (0.68+0.22 ve 0.92+0.10 g/L, p<0.05).

Serum fetuin-A diizeyleri, tiim caligma grubuna ait mediyan serum fetuin-A konsantrasyon
degeri olan 0.6 g/L’den daha diisiik olan hastalarda KAKS degeri, serum fetuin-A
konsantrasyonu >0.6 g/L olanlara gore daha yiiksektir (328+£25 ve 72+6.7, p<0.05). Benzer
sekilde serum fetuin-A konsantrasyonu <0.6 g/L. olan hastalarin istatstiksel olarak anlaml
diizeyde sol ana koroner arterlerinde (8625 ve 12+8.3 mm’ ile 34+12 ve 4.9+1.6 gr) ve sag
koroner arterlerinde (72+18 ve 1146 mm’ ile 33.9423 ve 26.849 gr) daha fazla hacim ve
kitlede plak bulunmaktadir. Ek olarak serum fetuin-A diizeyleri ile KAKS skoru (r=-0.88,
p<0.001) ve sol ana koroner arter (r=-0.638, p<0.001, r=-0.636, p<0.001), sol 6n inen koroner
arter (r=-0.793, p<0.001, r=-0.809, p<0.001), sag koroner arter (r=-0.769, p<0.001, r=-0.772,
p<0.001) ve sirkiimfleks koroner arterdeki (r=-0.736, p<0.001, r=-0.853, p<0.001) plaklarin

kitle ve hacmi arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyonlar mevcuttur.



Serum fetuin-A konsantrasyonlar1 <0.6 g/L olan hastalarda radius proksimal (-3.4+1.2 ve
-1.8+1.4), femur trokanter (-2.5+1.6 ve -1.3£1.6) ve lomber vertebra L1-4 bolgelerindeki T-
skorlar1 (-2.17+1.5 ve -1.3%1.2), serum fetuin-A konsantrasyonu >0.6 g/L. olanlara gore

istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiiktiir



5. TARTISMA

Bu c¢alisma, son donem bdbrek hastaligi siirecinde olan bireylerde, koroner arter
kalsifikasyonu, serumda bulunan vaskiiler kalsifikasyon inhibitorii fetuin-A ile kemik
mineralizasyonunun belirteci olarak kullanilan kemik mineral dansitesi ve T-skoru arasindaki
iliskiyi ortaya koymaktadir. Calismanin sonunda:

1- Koroner kalsifiye plaklarin hacmi ve kitlesi ve kemik densitometrisi arasinda ve

2- Vaskiiler kalsifikasyon inhibitrii olan fetuin-A diizeyleri ile koroner kalsifikasyon

arasinda giiclii ve ters yonde iligkiler saptanmustir.
3- Calismada ek olarak, osteopeniyi telkin eden bolgeye 6zel T-skorlarinda azalmaya
paralel olarak eslik eden serum fetuin-A konsantrasyonunda azalmalar gosterilmistir.

Vaskiiler kalsifikasyon ile iskelet sistemi bozukluklar1 arasinda bir iligski oldugu yoniindeki
kanitlar her gegen giin artmaktadir. Deneysel ¢aligsmalar, arteriyel dokunun kalsifikasyonunun,
kemigin mineralizasyonundan sorumlu olan mekanizmalara benzer mekanizmalarin rol aldigi,
organize ve kontrollii bir siire¢ neticesinde gelistigini gostermislerdir. Hidroksiapatit, arteriyel
duvarda ve kemigin yapisinda mevcut olan ortak mineral olup, gozle goriiliir bir sekilde
kalsifik depozit i¢inde trabekiil ve lakunalarla birlikte yapisal organizasyon sergilemektedir
(69). Molekiiler biyolojik caligmalar da arteriyel duvarin bazi hiicrelerinde kontrollii
osteogenezin gelisebilecegini gostermislerdir (32). Hem osteoblastik hem de osteoklastik
potansiyele sahip olan hiicrelere ek olarak kalsifiye lezyonlarda kemik ile iliskili proteinler
vaskiiler dokularda tariflenmistir (32,70). Benzer sekilde, genetik yapilar1 tizerinde oynanan
ve kalsifiye aterosklerotik lezyonlar gelistirmeye miisait hale getirilen deney hayvanlarinda
diistik kemik dansiteleri Olgiiliirken, aksine aterosklerotik lezyon gelistirmeye direngli bir
yapiya sahip hayvanlarda ise daha yiiksek kemik dansite degerleri bulunmustur (71).
Yukarida bahsedilen deneysel verileri desteklemek adina, pek ¢ok epidemiyolojik ¢alisma

kemik mineralizasyonu ile vaskiiler kalsifikasyon arasinda ters bir iligski oldugunu gostermistir



(72,73). Framingham Kalp Caligmasinda, abdominal aort kalsifikasyonunun progresyonu,
kemik kaybinin siddeti ile korelasyon gostermistir (72). Benzer sekilde menapozal sonrasi
donemde olan kadinlarda dual enerji X-1s1n1 absorpsiyometri veya bilgisayarli tomografi ile
yapilan degerlendirme sonucu Olgiilen kemik kalsiyum igerigi ile aort veya koroner arter
kalsifikasyonu arasinda ters iliski gosterilmistir (74,75).

Calismamiz, genel popiilasyondaki vaskiiler kalsifikasyon ile kemik mineralizasyonu
arasindaki iligkiye benzer bulgularin son donem bobrek hastaligi popiilasyonunda da gecerli
olabilecegini diisindiirmektedir. Literatiirde kronik bobrek hastaligi siirecinde de kemik
mineral metabolizmasi ile kardiyovaskiiler sistem arasindaki karmasik iligskinin devam ettigini
diisiindiiren bulgular mevcuttur. Anormal kemik metabolizmasi olarak tariflenen osteodistrofi
ve kardiyovaskiiler hastalik (6rnegin kalp yetmezligi, ani kardiyak o©liim, akut koroner
sendrom ve periferik arter hastalifl) Evre 5 kronik bobrek hastalifinin sik goriilen
komplikasyonlaridir (76,77). Hem yiiksek kayipli (high turnover) osteitis fibrosa sistikada
hem de adinamik kemik hastaliginda dolasimda fazla miktarda mineral bulunmaktadir.
Epidemiyolojik veriler, artmis serum Ca, P ve PTH diizeylerinin, yiiksek kardiyovaskiiler
mortaliteye eslik ettigini gostermektedir (78,79). Ayrica in vitro ¢aligmalarda insan vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin yiiksek konsantrasyonda P, Ca veya her ikisine birden maruziyeti
halinde, kalsifiye olduklar1 saptanmistir (34,80). Bu bulgular, evre 5 kronik bobrek hastalikli
bireylerde vaskiiler kalsifikasyonun, mineral metabolizmas1 ve kardiyovaskiiler hastalik
arasindaki baglardan biri oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismamizda, kemik mineralizasyonu degerlendirmek iizere dual enerji X-1511
absorpsiyometri yOntemiyle belirlenen, bdlgeye 06zel T-skoru ile koroner arter
kalsifikasyonunun yogunlugu arasindaki ters ilisgki saptanmustir. Braun ve arkadaslari da
yaptiklar1 kesitsel ¢alismada, diyaliz hastalarinda bilgisayarli tomografi ydntemi ile

saptadiklar1 kemik mineral yogunlugunda azalma ile EBT teknigiyle ol¢tiikleri koroner arter



kalsifikasyonunda artis arasinda anlamli bir korelasyon bulmuslardir (81). Diyaliz hastalarin
iceren bagka bir kohortta da, kemik mineral yogunlugu ile karotid arter intima-mediya
kalinligr arasinda gii¢lii bir negatif korelasyon saptanmustir (82). Ayrica, kronik bobrek
hastalikli bireylerde gerceklestirilen baska bir calismada ise vaskiiler kalsifikasyonun
diizeyinin hiperfosfatemik hastalarda ve yliksek doniisiimlii renal osteodistrofiye gore
adinamik kemik hastalig1 tarzi renal osteodistrofide daha agir oldugu saptanmistir (83). Bu
gozlemi destekleyen hayvan c¢alismalart mevcuttur (84). 1994 yilinda Hutchinson ve
arkadaslari, adinamik kemik hastalig1 tanis1 biyopsi ile kanitlanmig bir grup periton diyalizi
hastasinda diiz grafilerde %90 oraninda vaskiiler kalsifikasyon saptarken, biyopside adinamik
kemik hastalii bulgularinin saptanmadigi  hastalarda ise diiz grafilerde vaskiiler
kalsifikasyon goriilme oran1 %35°dir. Yakin zamanda, London ve arkadaslar1 da hemodiyaliz
hastalarinda yar1 kantitatif (semiquantitative) bir ultrasonografik skorlama ile vaskiiler
kalsifikasyonu; kemik biyopsisi ve histomorfometrik yontemle de kemik yapiy1 degerlendirip,
karsilastirmiglardir. Bu ¢alismada, gecirilmis paratiroid bez cerrahisi dykiisiinden bagimsiz
olarak, kemik olusumu acisindan diisiik tarafta olan ve osteoblast yiizeyleri daha az olan
hastalarda, daha ciddi ve yogun periferik arter kalsifikasyonlari saptanmistir. Burada one
stiriilen mekanizma, adinamik kemigin akut kalsiyum yiikiinii kemige transfer edememesidir.
Kurz ve arkadaslar1 aktif yeniden sekillenen kemigin kalsiyum yiikiinii transfer etmede
problem yasamadigini radyo-isaretli Ca ile gdstermislerdir. Calismamizda, kemik biyopsisi ve
histomorfometrik bir analiz yer almadigindan hastalarimizin kesin bir sekilde kemik
dongiilerini ve dolayisiyla adinamik kemik hastaligi tanisini tanimlayamamaktayiz. Ancak,
evre 5 kronik bobrek hastalikli bireylerde 65 pg/ml degerinin altinda serum parathormon
degerlerinin diisiitk dongiilii kemik hastaligi icin yiiksek diizeyde ongoriicii oldugu g6z oniine
alimirsa, calisma hastalarimizda diisiik dongiilii kemik hastaligini telkin edecek serum

parathormon degerleri mevcut degildir. Serum intakt parathormon diizeyleri 150-450 pg/ml



arasinda yer alan hastalarimizin, bu degerlerin yiiksek dongiilii kemik hastalig1 i¢in de yiiksek
diizeyde hassas olmamasi nedeniyle Kurz ve arkadaslarinin belirttigi sekilde kesin olarak aktif
yeniden sekillenen kemik kategorisine girememesi soz konusudur. Ayrica, Kurz ve
arkadaglarinin ifade ettiklerine ters diisecek sekilde, fazla miktarda kemik rezorpsiyonun
oldugu hayvan modellerinde, osteoklast aktivitesinin bisfosfonat tedavisi gibi girisimlerle
inhibisyonu ile kemigin yeniden sekillenmesinin azaltilmasi, vaskiiler kalsifikasyondan
koruyucu bir etkiyle sonuglanmistir. Bu da ciddi kemik dongiisiiniin hakim oldugu kemik
hastaliginin da vaskiiler kalsifikasyona meyilli oldugunu diistindiirmektedir.

Fetuin-A veya a2-Heremans Schmid glikoproteini, karacigerde sentezlenen ve serumda
yeterli miktarda bulunan bir molekiildiir. Ayn1 zamanda kemikte de ekspresse edilen fetuin-A,
bu yapr igerisinde birikime ugrayarak transforming growth factor-f ve kemik morfogenetik
proteinleri inhibe etmektedir. Yakin zamanda nefroloji arastirmalarinin énemli bir kismu,
diyaliz hastalarinda alisilagelmis kardiyovaskiiler risk faktdrlerinin disinda olan, diigiik serum
fetuin-A diizeylerinin potansiyel dnemine yogunlagmistir. Giiglii bir kalsifikasyon inhibitorii
olan fetuin-A’nin deneysel ortamlarda genetik olarak ayristirildig: farelerde, yogun kemik dist
kalsifikasyonlar gozlenmistir (64). Normal renal fonksiyona sahip olan saglikli kontrol
bireylere gore serum fetuin-A diizeyleri hemodiyaliz tedavisi altindaki siire farketmeksizin
hemodiyaliz hastalarinda anlamli derecede daha diisiiktiir (29). Bunun yanisira, hemodiyaliz
hastalarindan elde edilen serum Ornegi, kalsiyum ve fosfatin birlikte c¢okelmesini
engelleyememekte ve tampon ortama saflagtirilmis fetuin-A’nin eklenmesi ile bu durum

tersine dondiiriilebilmektedir (29).



Son donem bobrek hastaligina ulasan bireylerde diisiik fetuin-A seviyeleri ile koroner
kalsifikasyon (85), karotid plaklarin prevalansi (86) ve kardiyak valviiler kalsifikasyon (87)
arasinda anlamli iligki gosterilmistir. Calismamizda ise literatlir ile uyumlu olarak, EBT
yontemi ile tespit edilen koroner arter kalsiyum skorlama, koroner arterlerde plak kitlesi ve
hacmi ile anlamli ters korelasyonlar saptanmustir.

Calismamizda goriilen serum fetuin-A eksikligi ve vaskiiler kalsifikasyon arasindaki iliskinin
degerlendirilmesinde, fetuin-A’nin vaskiiler diiz kas hiicresinde baz1 etkileri de ¢ok yakin bir
zamanda yayimlanan bir makalede degerlendirilmistir (67). Bu caligmaya gore fetuin-A
oncelikle, canliligin1 yitiren vaskiiler diiz kas hiicrelerinden koken alan sinyal yolaklarini
kesmekte ve vaskiiler diiz kas apoptozisini inhibe etmektedir. Ayrica, fetuin-A, vaskiiler diiz
kas hiicreleri tarafindan dolasimdan alinip, hiicre i¢i vezikiillere depolanmakta ve
coziinmeyen Ca-P’in niikleasyonunu oOnlemektedir. Bunun yanisira, fetuin-A, apoptotik
yapilarin, komsulugunda bulunan canli hiicrelere baglanmasini arttirarak, bu apoptotik
yapilarin klirensini hizlandirmakta ve bunlarin hiicre dist matriksde ¢oziinmeyen Ca-P’1
baglamasini engellemektedir. Fetuin-A’nin bu etkileri serumda Ca ve P’u stabilize edip,
cokelmesini engelleyici etkisinden bagimsizdir (88). Ek olarak, fetuin-A, fagositoz sonrasinda
makrofajlarin inflamatuvar yanitini inhibe etmektedir (89). Etkin bir fagositoz son donem
bobrek hastaligima ulasan kisilerde ivmelenmis aterosklerozun sinirlanmasinda oldukga
onemli olabilir (90). Son olarak da, fetuin-A, heniiz tam olarak anlasilamamakla birlikte,
artmis hiicre dis1 Ca konsantrasyonu halinde matriks vezikiillerinde daha fazla birikmektedir.
Serum fetuin-A diizeyi diisiik tarafta olan c¢alisma hastalarinin vaskiiler kalsifikasyona daha
meyilli olmasi, bahsedilen mekanizmalarin yeterince islevsel olamamasiyla da agiklanabilir.
Kemik dongiisii ile vaskiiler ve diger yumusak doku kalsifikasyonlart son dénem bdbrek
hastaliginda birbirine fizyolojik olarak bagli olan siireclerdir (91). Reynolds ve arkadaglari,

fetuin-A’nin, Ca ve P’dan zenginlestirilmis kiiltiir ortaminda vaskiiler diiz kas hiicre



kalsifikasyonunu inhibe etmesinin yani sira ayni sartlar altinda Saos2 osteoblastlarinda ve 293
bobrek epitel hiicrelerinde de kalsifikasyonu inhibe etmistir (67). Ayrica, in vitro deneylerde
fetuin-A’nin primer sigan kalvaria hiicrelerinde, mineralizasyon siiresince bazik Ca-P
¢okmesini engelleyerek ve apatit olusumunu diizenleyerek mineralizasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir (64). Bahsedilen bu gozlemler fetuin-A’nin mineral metabolizmasinda daha
genel bir role sahip oldugunu diistiindiirmektedir. Yine fetuin-A’dan genetik miidahale
sonrasinda yoksun birakilan farelerde kemik mineralizasyonunda diizensizlik yaganmasi ve
fetuin-A’nin kemigin 6nemli bir bileseni olmasi, fetuin-A hakkinda yapilan bu tiir yorumlari
daha da kuvvetlendirmektedir (67,92).

Son donem bobrek hastaligina ulagsan bireylerde fetuin-A eksikligi, yilikselen Ca ve P
diizeyleri karsisinda osteoblast apoptozisini arttirarak kemik yapisi iizerinde olumsuz bir
etkiye neden olabilir (92). Calismamizda serum fetuin-A konsantrasyonlar1 <0.6 g/L. olan
hastalarda radius proksimal, femur trokanter ve lomber vertebra L1-4 bolgelerindeki T-
skorlarimin, serum fetuin-A konsantrasyonu >0.6 g/L olanlara gore, istatistiksel olarak anlaml
derecede daha diisiik olarak bulunmasi, bu diisiinceyi desteklemektedir. Bununla beraber,
fetuin-A’nin vaskiiler diiz kas kalsifikasyonu ve kemik biyolojisi lizerinde baska etkileri de
bulunmaktadir. Fetuin-A, transforming growth factor-f/kemik morfogenetik protein
aktivitesini baskilayabilmektedir (93). Fetuin-A eksikliginde osteogenezi uyaracak tarzda,
transforming growth factor-f/kemik morfogenetik protein sistemi iizerindeki inhibisyon
kalkmaktadir (94). Dolayisiyla, serum fetuin-A diizeylerinini azalmasi kemik metabolizmasi
lizerinde osteoblast apoptozisi ve transforming growth factor-f/kemik morfogenetik protein
sistemi lizerinden de osteo-indiiktif etkilere yol acabilmektedir. Bu goriisii, dogrular tarzda
Coen ve arkadaslarimin yaptiklar1 ¢alismada, serum fetuin-A  diizeyleri, kemik
histomorfometrik degerlendirme bazinda hem kemik olusumu hem de kemik yikimi

parametreleriyle ters iligki i¢inde olarak bulunmustur (94). Sonug olarak, kemik yikimi ya da



yapiminin agir basmasiin genel klinik tabloyu sekillendirecegi diisiiniiliirse, elimizde
histopatolojik ve histomorfometrik bulgular olmamasina ragmen, c¢alisma sonuglarimiz

osteoblast apoptozisinin daha hakim oldugu yoniindedir.



6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, genel popiilasyonda oldugu gibi son donem bobrek hastaligina ulasan ve
renal replasman tedavisi altinda izlenen bireylerde de radyolojik olarak saptanan osteopeni
bulgular1 ile koroner arter kalsifikasyonu arasinda ters bir iliski saptanmistir. Serum fetuin-A
diizeylerinin daha diisiik olmasi, beraberinde koroner arter kalsifikasyonunda artisa ve diisiik
kemik yogunluguna eslik etmektedir. Calismamizda saptanan bulgular, kemik ve mineral
metabolizmasi bozukluklar1 ve kotii kardiyovaskiiler prognoz arasindaki yakin iliskiye bir
ornek olarak gosterilebilir. Vaskiiler kalsifikasyon tizerine etkili patofizyolojik mekanizmalari
gdz Oniine alarak hemodiyaliz popiilasyonunda genel tedavi yaklagimlarimin optimal
yapilmasi ve bunu yaparken bir parantezinde 6zellikle de serum Ca, P ve intakt parathormon

diizeylerinin uygun takibi i¢in agilmasi 6nerilmektedir.



10-

7. KAYNAKLAR

Fontain MA, Albert A, Dubois B et al: Fracture and bone mineral density in
hemodialysis patients. Clin Nephrol 2000;54:218-226.

Kawagishi T, Nishizawa Y, Konishi T et al: High-resolution B-mode ultrasonography
in evaluation of atherosclerosis in uremia. Kidney Int 1995;48:820—826.

Uyama O, Yoshimoto Y, Yamamoto Y et al: Bone changes and carotid atherosclerosis
in postmenopausal women. Stroke 1997;28:1730-1732.

Von der Recke P, Hansen MA, Hassager C: The association between low bone mass at
the menopause and cardiovascular mortality. Am J Med 1999;106:273-278.

Raggi P: Imaging of cardiovascular calcifications with electron beam tomography in
hemodialysis patients. Am J Kidney Dis 2001;37, No 1, Suppl 2 (January), S62-S65.
Agatston AS, Janowitz WR, Hildner FJ, et al: Quantification of oronary artery calcium
using ultrafast computed tomography. J Am Coll Cardiol 1990;15:827-832.

Ketteler M: Fetuin-A and extraosseous calcification in uremia. Curr Opin Nephrol
Hypertens 2005;14:337-342.

Heiss A, DuChesne A, Denecke B, et al: Structural basis of calcification inhibition by
alpha 2-HS glycoprotein/fetuin-A: formation of colloidal calciprotein particles. J Biol
Chem 2003; 278:13333—-13341.

Hunt JL, Fairman R, Mitchell ME, Carpenter JP, Golden M, Khalapyan T, Wolfe M,
Neschis D, Milner R, Scoll B, Cusack A, Mohler ER 3rd: Bone formation in carotid
plaques: A clinicopathological study. Stroke 2002;33: 1214-1219.

Edmonds ME, Morrison N, Laws JW, Watkins PJ: Medial arterial calcification and

diabetic neuropathy. Br Med J Clin Res Ed 1982;284(6320): 928-930.



11-Schwarz U, Buzello M, Ritz E, Stein G, Raabe G, Wiest G, Mall G, Amann K:
Morphology of coronary atherosclerotic lesions in patients with end-stage renal
failure. Nephrol Dial Transplant 2000;15: 218-223.

12-Schoen FJ, Levy RJ: Founder’s Award, 25th Annual Meeting of the Society for
Biomaterials, perspectives. Providence, RI, April 28-May 2, 1999. Tissue heart
valves: Current challenges and future research perspectives. J Biomed Mater Res
1999;47: 439-465.

13- Coates T, Kirkland GS, Dymock RB, Murphy BF, Brealey JK, Mathew TH, Disney
AP: Cutaneous necrosis from calcific uremic arteriolopathy. Am J Kidney Dis
1998;32: 384-391.

14-Rutsch F, Ruf N, Vaingankar S, Toliat MR, Suk A, Hohne W, Schauer G, Lehmann
M, Roscioli T, Schnabel D, Epplen JT, Knisely A, Superti-Furga A, McGill J,
Filippone M, Sinaiko AR, Vallance H, Hinrichs B, Smith W, Ferre M, Terkeltaub R,
Nurnberg P: Mutations in ENPP1 are associated with “idiopathic” infantile arterial
calcification. Nat Genet 2003;34: 379-381.

15- Sangiorgi G, Rumberger JA, Severson A, Edwards WD, Gregoire J, Fitzpatrick LA,
Schwartz RS: Arterial calcification and not lumen stenosis is highly correlated with
atherosclerotic plaque burden in humans: A histologic study of 723 coronary artery
segments using nondecalcifying methodology. J Am Coll Cardiol 1998;31: 126—133.

16-Puentes G, Detrano R, Tang W, Wong N, French W, Narahara K, Brundage B,
Baksheshi H: Estimation of coronary calcium mass using electron beam computed
tomography: A promising approach for predicting coronary events? Circulation

1995;92: 1313.



17-Fitzgerald PJ, Ports TA, Yock PG: Contribution of localized calcium deposits to
dissection after angioplasty: An observational study using intravascular ultrasound.
Circulation 1992:;86: 64-70.

18- Guerin AP, London GM, Marchais SJ, Metivier F: Arterial stiffening and vascular
calcifications in end-stage renal disease. Nephrol Dial Transplant 2000;15:1014—1021.

19- Lehto S, Niskanen L, Suhonen L, Ronnemaa T, Laakso M: Medial artery calcification.
A neglected harbinger of cardiovascular complications in non-insulin-dependent
diabetes mellitus. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1996;16: 978-983.

20- London GM, Guerin AP, Marchais SJ, Metivier F, Pannier B, Adda H: Arterial media
calcification in end-stage renal disease: Impact on all-cause and cardiovascular
mortality. Nephrol Dial Transplant 2003;18: 1731-1740.

21-Foley RN, Parfrey PS: Cardiovascular disease and mortality in ESRD. J Nephrol
1998;11: 239-245.

22-Block GA: Prevalence and clinical consequences of elevated Ca x P product in
hemodialysis patients. Clin Nephrol 2000;54: 318-324.

23- Goodman WG, Goldin J, Kuizon BD, Yoon C, Gales B, Sider D, Wang Y, Chung J,
Emerick A, Greaser L, Elashoff RM, Salusky IB: Coronary-artery calcification in
young adults with end-stage renal disease who are undergoing dialysis. N Engl J Med
2000;342:1478—-1483.

24- Eifinger F, Wahn F, Querfeld U, Pollok M, Gevargez A, Kriener P, Gronemeyer D:
Coronary artery calcifications in children and young adults treated with renal
replacement therapy. Nephrol Dial Transplant 2000;15: 1892—1894.

25-Oh J, Wunsch R, Turzer M, Bahner M, Raggi P, Querfeld U, Mehls O, Schaefer F:
Advanced coronary and carotid arteriopathy in young adults with childhood-onset

chronic renal failure. Circulation 2002;106: 100-105.



26-Raggi P, Boulay A, Chasan-Taber S, Amin N, Dillon M, Burke SK, Chertow GM:
Cardiac calcification in adult hemodialysis patients. A link between end-stage renal
disease and cardiovascular disease? J] Am Coll Cardiol 2002;39: 695-701.

27-Speer MY, Giachelli CM: Regulation of cardiovascular calcification. Cardiovasc
Pathol 2004;13: 63-70.

28-Luo G DP, McKee MD, Pinero GJ, Loyer E, Behringer RR, and G Karsenty:
Spontaneous calcification of arteries and cartilage in mice lacking matrix GLA
protein. Nature 386 1997;(March 6): 78-81.

29-Ketteler M, Bongartz P, Westenfeld R, Wildberger JE, Mahnken AH, Bohm R,
Metzger T, Wanner C, Jahnen-Dechent W, Floege J: Association of low fetuin-A
(AHSG) concentrations in serum with cardiovascular mortality in patients on dialysis:
A crosssectional study. Lancet 2003;361(9360): 827-833.

30-Giachelli CM, Bae N, Almeida M, Denhardt DT, Alpers CE, Schwartz SM:
Osteopontin is elevated during neointima formation in rat arteries and is a novel
component of human atherosclerotic plaques. J Clin Invest 1993;92: 1686—1696.

31-Levy RJ, Schoen FJ, Levy JT, Nelson AC, Howard SL, Oshry LJ: Biologic
determinants of dystrophic calcification and osteocalcin deposition in glutaraldehyde-
preserved porcine aortic valve leaflets implanted subcutaneously in rats. Am J Pathol
1983;113:143-155.

32-Bostrom K, Watson KE, Horn S, Wortham C, Herman IM, Demer LL: Bone
morphogenic protein expression in human atherosclerotic lesions. J Clin Invest
1993;91: 1800-1809.

33-Mohler ER 3rd, Gannon F, Reynolds C, Zimmerman R, Keane MG, Kaplan FS: Bone

formation and inflammation in cardiac valves. Circulation 2001;103: 1522-1528.



34-Jono S, McKee MD, Murry CE, Shioi A, Nishizawa Y, Mori K, Morii H, Giachelli
CM: Phosphate regulation of vascular smooth muscle cell calcification. Circ Res
2000;87: E10-E17.

35-Parhami F, Basseri B, Hwang J, Tintut Y, Demer LL: Highdensity lipoprotein
regulates calcification of vascular cells. Circ Res 2002;91: 570-576.

36-Price PA, Faus SA, Williamson MK: Bisphosphonates alendronate and ibandronate
inhibit artery calcification at doses comparable to those that inhibit bone resorption.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001;21: 817-824.

37-Price PA, June HH, Buckley JR, Williamson MK: Osteoprotegerin inhibits artery
calcification induced by warfarin and by vitamin D. Arterioscler Thromb Vasc Biol
2001;21: 1610-1616.

38-Proudfoot D, Skepper JN, Hegyi L, Bennett MR, Shanahan CM, Weissberg PL:
Apoptosis regulates human vascular calcification in vitro: Evidence for initiation of
vascular calcification by apoptotic bodies. Circ Res 2000;87: 1055-1062.

39-Schoen FJ, Tsao JW, Levy RIJ: Calcification of bovine pericardium used in cardiac
valve bioprostheses. Am J Pathol 1986;123:134—-145.

40- Wada T, McKee MD, Stietz S, Giachelli CM: Calcification of vascular smooth muscle
cell cultures: Inhibition by osteopontin. Circ Res 1999;84: 1-6.

41- Chen NX, O’Neill KD, Duan D, Moe SM: Phosphorus and uremic serum up-regulate
osteopontin expression in vascular smooth muscle cells. Kidney Int 2002;62: 1724—
1731.

42- Moe SM, Duan D, Doehle BP, O’Neill KD, Chen NX: Uremia induces the osteoblast

differentiation factor Cbfal in human blood vessels. Kidney Int 2003;63: 1003—1011.



43-Moe SM, O’Neill KD, Duan D, Ahmed S, Chen NX, Leapman SB, Fineberg N,
Kopecky K: Medial artery calcification in ESRD patients is associated with deposition
of bone matrix proteins. Kidney Int 2002;61: 638—647.

44-Yang H, Curinga G, Giachelli CM: Elevated extracellular calcium levels induce
smooth muscle cell matrix mineralization in vitro. Kidney Int, 2004, in press.

45-Proudfoot D, Skepper JN, McNair R, Johannides A, Weissberg PL, Shanahan CM:
Mineral ion-induced release of mineralization-competent matrix vesicles from human
vascular smooth muscle cells. Cardiovasc Pathol 2004;13[3 Suppl]: S186.

46- Wexler L, Brundage B, Crouse J, Detrano R, Fuster V, Maddahi J, Rumberger J,
Stanford W, White R, Taubert K: Coronary artery calcification: pathophysiology,
epidemiology, imaging methods, and clinical implications. A statement for health
professionals from the American Heart Association. Circulation 1996;94:1175-1192.

47-Rumberger JA, Sheedy PF, Breen JF, Fitzpatrick LA, Schwartz RS: Electron beam
computed tomography and coronary artery disease: scanning for coronary artery
calcification. Mayo Clin Proc 1996;71:369-377.

48- Kajinami K, Seki H, Takekoshi N, Mabuchi H: Noninvasive prediction of coronary
atherosclerosis by quantification of coronary artery calcification using electron beam
computed tomography: Comparison with electrocardiographic and thallium exercise
stress results. J Am Coll Cardiol 1995;26:1209-1221.

49-Rumberger JA, Brundage BH, Rader DJ, Kondos G: Electron beam computed
tomographic coronary calcium scanning: A review and guidelines for use in
asymptomatic persons. Mayo Clin Proc 1999;74: 243-252.

50- Detrano R, Hsiai T,Wang S, Puentes G, Fallavollita J, Shields P, Stanford W, Wolfkiel

C, Georgiou D, Budoff M, Reed J: Prognostic value of coronary calcification and



angiographic stenoses in patients undergoing coronary angiography. J Am Coll
Cardiol 1996;27:285-290.

51- Arad Y, Spadaro LA, Goodman K, Lledo-Perez A, Sherman S, Lerner G, Guerci AD:
Predictive value of electron beam computed tomography of the coronary arteries. 19-
month follow-up of 1173 asymptomatic subjects. Circulation 1996;93: 1951-1953.

52-Raggi P, Callister TQ, Cooil B, He ZX, Lippolis NJ, Russo DJ, Zelinger A,
Mahmarian JJ: Identification of patients at increased risk of first unheralded acute
myocardial infarction by electron-beam computed tomography. Circulation 2000;101:
850-855.

53-Block GA, Hulbert-Shearon TE, Levin NW, Port FK: Association of serum
phosphorus and calcium x phosphate product with mortality risk in chronic
hemodialysis patients: a national study.Am J Kidney Dis 1998;31: 607-617.

54- Callister TQ, Raggi P, Cooil B, Lippolis NJ, Russo DJ: Effect of HMG-CoA reductase
inhibitors on coronary artery disease as assessed by electron-beam computed
tomography. N Engl J Med 1998;339:1972-1978.

55- Black DM, Cummings SR, Genant HK, Nevitt MC, Palermo L, Browner W: Axial and
appendicular bone density predict fractures in older women. J Bone Miner Res
1992;7:633-638.

56- Stein MS, Packham DK, Ebeling PR, Wark JD, Becker GJ: Prevalance and risk factors
for osteopenia in dialysis patients. Am J Kidney Dis 1996;28:515-522.

57-Coco M, Rush H: Increased incidence of hip fractures in dialysis patients with low
serum parathyroid hormone. Am J Kidney Dis 2000;36:1115-1121.

58- Atsumi K, Kushida K, Yamazaki K, Shimuzu S, Ohmura A, Inoue T: Risk factors for

vertebral fractures in renal osteodystrophy. Am J Kidney Dis 1999;33:287-293.



59-Jamal SA, Chase C, Goh YI, Richardson R, Hawker GA: Bone density and heel
ultrasound testing do not identify patients with dialysis-dependent renal failure who
have had fractures. Am J Kidney Dis 2002;39:843-849.

60- Ketteler M, Wanner C, Metzger T, et al. Deficiencies of calcium-regulatory proteins in
dialysis patients: a novel concept of cardiovascular calcification in uremia. Kidney Int
Suppl 2003; 84:S84—-S87.

61- Lebreton JP, Joisel F, Raoult JP, et al. Serum concentration of human alpha 2 HS
glycoprotein during the inflammatory process: evidence that alpha 2 HS glycoprotein
is a negative acute-phase reactant. J Clin Invest 1979;64:1118-1129.

62- Mathews ST, Singh GP, Ranalletta M, et al. Improved insulin sensitivity and
resistance to weight gain in mice null for the Ahsg gene. Diabetes 2002;51:2450—
2458.

63-Price PA, Thomas GR, Pardini AW, et al. Discovery of a high molecular weight
complex of calcium, phosphate, fetuin, and matrix gamma-carboxyglutamic acid
protein in the serum of etidronate-treated rats. J Biol Chem 2002;277:3926—-3934.

64- Schafer C, Heiss A, Schwarz A, et al. The serum protein alpha 2-Heremans-Schmid
glycoprotein/fetuin-A is a systemically acting inhibitor of ectopic calcification. J Clin
Invest 2003; 112:357-366.

65- Westenfeld R, Smeets R, Schaefer C, et al. The impact of fetuin-A, phosphate and
uremia on the induction of extraosseous calcification in mice [abstract]. ] Am Soc
Nephrol 2004; 15:270A.

66- Giachelli CM. Vascular calcification mechanisms. J Am Soc Nephrol 2004;15:2959—
2964.

67-Reynolds JL, Joannides AJ, Skepper JN, et al: Human vascular smooth muscle cells

undergo vesicle-mediated calcification in response to changes in extracellular calcium



and phosphate concentrations: a potential mechanism for accelerated vascular
calcification in ESRD. J Am Soc Nephrol 2004; 15:2857-2867.

68- Daugirdas JT. Second generation logarithmic estimates of single-pool variable volume
Kt/V: An analysis of error. ] Am Soc Nephrol 1993; 4: 1205-13.

69- Schmid K, McSharry WO, Pameijer CH, Binette JP: Chemical and physiochemical
studies on the mineral deposits of the human atherosclerotic aorta. Atherosclerosis
1980;37:199-210.

70- Gijsbers BL, van Haarlem LJM, Soute BAM, Ebbeink RHM, Vermeer C:
Characterization of a Gla-containing protein from calcified human atherosclerotic
plaques. Arteriosclerosis 1990;10:991-995.

71-Naito S, Ito M, Sekine I, Ito M, Hirano T, Iwasaki K, Niwa M: Femoral head necrosis
and osteopenia in stroke-prone spontaneously hypertensive rats (SHRSPs). Bone
1993:14:745-753.

72-Kiel DP, Kauppila LI, Cupples LA, Hannan MT, O’Donnell CJ, Wilson PW: Bone
loss and the progression of abdominal aortic calcification over a 25 year period: The
Framingham Heart Study. Calcif Tissue Int 2001;68: 271-276, 2001; erratum in Calcif
Tissue Int 2004;74: 208.

73-Frye MA, Melton LJ, Beyant SC, Fitzpatrick LA, Wahner HW, Schwartz RS, Riggs
BL: Osteoporosis and calcification of the aorta. Bone Miner 1992;19: 185-194.

74- Banks LM, Lees B, MacSweeney JE, Stevenson JC: Effect of degenerative spinal and
aortic calcification on bone density measurements in postmenopausal women: links
between osteoporosis and cardiovascular disease? Eur J Clin Invest 1994;24:813-817.

75-Kiel DP, Hannan MT, Cupple LA, Wilson PWF, Levy D, Clouse MF, Krueger-Lovy
K, O’Donnell CJ: Low bone mineral density (BMD) is associated with coronary artery

calcification. ] Bone Miner Res 2000;15:S160.



76- Fukagawa M et al: Renal osteodystrophy and secondary hyperparathyroidism. Nephrol
Dial Transplant 2002;17 (Suppl 10): S2—S5.

77-Moe SM: Current issues in the management of secondary hyperparathyroidism and
bone disease. Perit Dial Int 2001;21 (Suppl 3): S241-S246.

78-Block GA et al: Mineral metabolism, mortality, and morbidity in maintenance
hemodialysis. ] Am Soc Nephrol 2004;15: 2208-2218.

79- Stevens LA et al: Calcium, phosphate, and parathyroid hormone levels in combination
and as a function of dialysis duration predict mortality: evidence for the complexity of
the association between mineral metabolism and outcomes. J Am Soc Nephrol
2004;15:770-779.

80-Li X et al: Role of the sodium-dependent phosphate cotransporter, Pit-1, in vascular
smooth muscle cell calcification. Circ Res 2006;98: 905-912.

81- Braun J, Oldendorf M, Moshage W, Heidler R, Zeitler E, Luft FC: Electron beam
computed tomography in the evaluation of cardiac calcification in chronic dialysis
patients. Am J Kidney Dis 1996;27:394-401.

82-Nakashima A, Yorioka N, Tanji C, Asakimori Y, Ago R, Usui K, Shigemoto K,
Harada S: Bone mineral density may be related to atherosclerosis in hemodialysis
patients. Osteoporos Int 2003;14:369-373.

83-London GM, Marty C, Marchais SJ, Guerin AP, Metivier F, de Vernejoul MC:
Arterial calcification and bone histomorphometry in end-stage renal disease. ] Am Soc
Nephrol 2004;15:1943-1951.

84-Luo G, Ducy P, McKee MD, Pinero GJ, Loyer E, Behringer RR, Karsenty G:
Spontaneous calcification of arteries and cartilage in mice lacking GLA protein.

Nature 1997;386:78-81.



85-Moe SM, Reslerova M, Ketteler M et al: Role of calcification inhibitors in the
pathogenesis of vascular calcification in chronic kidney disease (CKD). Kidney Int
2005; 67:2295-2304.

86- Stenvinkel P, Wang K, Qureshi AR et al: Low fetuin-A levels are associated with
cardiovascular death: impact of variations in the gene encoding fetuin. Kidney Int
2005; 67:2383-2392.

87- Wang AY, Woo J, Lam CW et al. Associations of serum fetuin-A with malnutrition,
inflammation, atherosclerosis and valvular calcification syndrome and outcome in
peritoneal dialysis patients. Nephrol Dial Transplant 2005; 20:1676—1685.

88-Heiss A, DuChesne A, Denecke B, Grotzinger J, Yamamoto K, Renne T, Jahnen-
Dechent W: Structural basis of calcification inhibition by alpha 2-HS
glycoprotein/fetuin-A: Formation of colloidal calciprotein particles. J Biol Chem
2003;278: 13333—-13341.

89- Wang H, Zhang M, Bianchi M, Sherry B, Sama A, Tracey KJ: Fetuin (alpha2-HS-
glycoprotein) opsonizes cationic macrophage deactivating molecules. Proc Natl Acad
Sci USA 1998;95: 14429—-14434.

90-Jersmann HP, Dransfield I, Hart SP: Fetuin/alpha2-HS glycoprotein enhances
phagocytosis of apoptotic cells and macropinocytosis by human macrophages. Clin
Sci (Lond) 2003;105: 273-278.

91- Goodman WG: Vascular calcification in chronic renal failure. Lancet 2001;358: 1115—
1116.

92- Adams CS, Mansfield K, Perlot RL, Shapiro IM: Matrix regulation of skeletal cell

apoptosis. Role of calcium and phosphate ions. J Biol Chem 2001;276: 20316-20322.



93-Demetriou M, Binkert C, Sukhu B, Tenenbaum HC, Dennis JW: Fetuin/a2-HS
glycoprotein is a transforming growth factor-f type II receptor mimic and cytokine
antagonist. J Biol Chem 1996;271:12755-12761.

94- Coen G, Ballanti P, Balducci A, MD, Grandi F, Manni M, Mantella D, Pierantozzi A,
Ruggeri M, Sardella D, Sorbo G, Bonucci E: Renal osteodystrophy: a-Heremans
Schmid glycoprotein/Fetuin-A, matrix GLA protein serum levels, and bone

histomorphometry. Am J Kidney Dis 2006;48:106-113.



