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l. GIRiS VE AMAC

Kronik  bdbrek yetmezligi (KBY), kronik seyirli bdbrek
hastaliklarinda, ilerleyici nefron kaybi sonucunda bdébrek fonksiyonlarinin
giderek bozulmasi ile ortaya ¢ikan, kalici glomerl filtrasyon hizinin (GFR)
azalmasi ile kendini gésteren bir tablodur. Bébrek fonksiyon kaybi kritik bir
dizeyi asinca altta yatan nedenin giderilmesi, ¢ogu kez hastalgin
ilerlemesini durduramamaktadir (1,2).

Son ddénem boébrek yetmezligi (SDBY) gelisen hastalarda renal
replasman tedavilerinden birini uygulamak gerekir. Renal replasman
tedavileri hemodiyaliz, periton diyalizi ve bébrek transplantasyonudur (1).

Vicutta biriken metabolik atiklarin uzaklastirilmasini saglayan bir
tedavi yéntemi olan hemodiyaliz tedavisi yaklasik 40 yillik gegmisi olan bir
tedavi yontemidir. Bu tedavi ydéntemi SDBY olan hastalarda yasam

sUresini uzatmakta ve yagam kalitesini arttirmaktadir (1).

Glomeruller filtrasyon hizi (GFR) dUsmeye baslayinca renal
tibdllerden fosfor atilimi azalir. Kan fosfor dlzeyinin artigsina serum
kalsiyum ddzeyinin diststu eglik eder ve bu durum parathormon (PTH)

salgilanmasini uyarir.

PTH, bébreklerden fosfor atiimini arttirir ve kan fosfor diizeyi normal
sinirlarda tutulmaya ¢alisilir. Bu etki GFR 9%30’un altina dislince ortadan
kalkar ve serum fosfor seviyesi yuUkselir. Bu ddnemde hipokalsemi,
hiperfosfatemi ve PTH‘'da belirgin artis vardir. PTH’In asiri yapimi, vit
D’nin sentezinin azalmasi ve metabolik asidozun varhdi hastalarda kemik

sorunlarinin ortaya ¢ikmasina neden olur (3,4).

Paratiroid bezler hem biyolojik olarak aktif olan intakt hormon, hem

de orta-bdélgesinde yer alan aminoasitleri iceren parca ile karboksil ucu



tarafindaki aminoasidleri iceren (C-PTH) aktif olmayan pargalari salgilar.
Biyolojik olarak aktif intakt PTH yari émri 5 dk’dan az olup, karaciger ve
bdbrek tarafindan hizlica aktif olmayan parcalara yikilir. Bu aktif olmayan
parcalar tam olarak karakterize edilememis olmakla birlikte, parcalarin 8—

84 ve 7-84 aminoasid igerdigi bildirilmistir (3,4).

Bu inaktif parcalar glomeruler filtrasyon ile temizlenir ve yari dmudirleri
1 dakikadan daha azdir. Yari 6mdarleri ve dolagimdaki konsantrasyonlari,
renal fonksiyon bozuklugu olan kisilerde 6nemli miktarda yUksektir.
SDBY’li hastalarda dolasimdaki PTHnin %901 C-terminal PTH
fragmanidir. Bu ylksek konsantrasyondaki fragmanlar aktif olan PTH’nin

Olcilmesinde hatalara yol agmaktadir.

SDBY'’li hastalarda; sekonder hiperparatiroidizmde (SHPT), intakt
PTH dlzeyinin paratiroid fonksiyonlarinin degerlendiriimesinde énemli bir
Olcim oldugu kabul gdrmektedir (5,6). Ancak bircok intakt paratiroid
hormon (I-PTH) &6lcim kitleri, PTH(1-84)’in dolasimdaki formlari ile

reaksiyona girebilmektedir (7).

Kronik bdbrek yetmezliginde SHPT'a bagh osteodistrofilerin
profilaktik tedavisi aktif vitamin D (Calcitrol) ve kalsiyum ile mumkin
olmaktadir. Tedaviye baslamada ve takibinde PTH konsantrasyonu karar

verdirici etkenler arasindadir.

SHPT’a bagli osteodistrofilerin profilaktik tedavisinde kullanilan D
vitamininin asiri miktarda alimi hiperkalsemi, kalsemik arteriyopati ve
metastatik kalsifikasyon gibi ciddi yan etkilere sahip oldugundan, yikselen
PTH’in supresyonunun takibinde PTH 6lcimu kritik bir 5Sneme sahiptir.

Bu nedenle calismamizda Ulkemizde yaygin olarak kullanildigini
tesbit ettigimiz 3 farkh yéntem (1.Y6ntem: Immunradiometric Assay
(IRMA), 2.Yéntem: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA),



3.Yontem: Electrochemiluminescence Immun Assay (ECLIA)) ile ¢aligilan
farkh firmalara ait PTH kiti ile hemodiyaliz hastalarinin PTH dlzeylerini

6lcmeyi ve sonugclarini kargilastirmayi planladik.

Calismada ayrica hemodiyaliz hastalarinin PTH related peptid
(PTHrP) dlzeylerinin de élgtlmesi planlandi. PTHrP bazi kanserlerin
neden oldugu hiperkalseminin mekanizmalari arastirildigr sirada 1987°de
bulumustur. PTHrP’ in tam olarak dolagsimdaki formlari bilinmemesine
karsin, 139, 141, 173 aminoasid uzunlugundaki 3 izoformunun, mRNA
kesilmesi ile olustugu gdsterilmistir. PTHrP’nin (aminoterminal) N-terminal
sonu, PTH ile benzer homolojiye sahiptir. Bu benzerlik PTHrP’nin PTH’nin

biyolojik etkilerine benzer etkilere sahip olmasini saglamaktadir (8).

Calismamizda ayrica, PTH'u yUksek hastalarin, PTHrP ile bir iligkisi
olup olmadigini anlamak ve PTH &lgim yéntemlerini interfere edip
etmedigini gérmek i¢cin PTHrP’i 6lgtik.



Il. GENEL BIiLGILER

2.1. BOBREK YETMEZLIGI

Her iki bdbrekteki nefron sayisi yaklasik olarak 2.000.000’dur ve bir
nefron temel olarak glomertl ve tOb0dlU olmak UGzere iki kisimdan olusur.
Nefronda, glomeruler filtrasyon, tObuller reabsorpsiyon (geri emilim) ve
tibuler sekresyon (salgilama) sonucu idrar olusur. Bébregdin idrar olusumu
disinda da birgok fonksiyonu vardir (Tablo 1).

Tablo-1: Bobregin Temel Fonksiyonlari

1. VUCUT SIVI VE ELEKTROLIT DENGESININ KORUNMASI: Su, sodyum, potasyum,
hidrojen, bikarbonat, kalsiyum, fosfor, magnezyum.

2. METABOLIK ARTIK URUNLERIN ATILIMI: Ure, rik asit, kreatinin...

3. ILAGLAR, TOKSINLER VE METABOLITLERININ DETOKSIFIKASYONU VE ATILIMI

4. EKSTRASELLULER SIVI HACMI VE KAN BASINCININ HORMONAL DUZENLENMESI:
Renin-anjiotensin sistemi, renal prostaglandinler, renal kallikrein-kinin sistemi

5. HORMON URETIMi VE METABOLIZMASINA KATKI: Eritropoietin, D vitamini...

6. PEPTID HORMONLARININ YIKIMI: insiilin, glukagon, parathormon, kalsitonin, bilyiime
hormonu...

7.  KUQUK MOLEKUL AGIRLIKLI PROTEINLERIN YIKIMI: Hafif zincirler, betay-
mikroglobdlin...

8. METABOLIK ETKI: Glukoneogenez, lipid metabolizmasi.

Bobrek yetmezliginde, bdbregin bu temel fonksiyonlarinda
bozulmalar olur ve degisik adaptif sistemler devreye girer (9). Bdbrek
yetmezligi akut veya kronik olabilir. Bbébrek yetmezliginin derecesinin
belirlenmesinde kullanilan en objektif parametre glomerller filtrasyon

hizinin élgtlmesidir (10).
2.1.1. Kronik Bobrek Yetmezligi

Kronik bébrek yetmezligi, glomeruler filtrasyon degderinde azalmanin
sonucu bdbregin sivi-solut dengesini ayarlama ve metabolik-endokrin
fonksiyonlarinda kronik ve ilerleyici bozulma hali olarak tanimlanabilir.




Ayrica; kardiyovaskuler sistem, gastrointestinal sistem, ndérolojik,
immadnolojik, hematolojik ve endokrin sisteme ait ¢esitli patolojiler olur (9).
Kronik bdébrek yetmezligi ilerleyici karakterdedir. Fonksiyon kaybinin
oranina gore klinik ve laboratuar bulgulariyla ortaya ¢ikar ve bu hastalarin
klinik semptom ve bulgulari bébrek yetmezliginin derecesi ve gelisme hizi
ile yakindan iligkilidir (11,12). Kronik bébrek yetmezliginden etkilenmeyen
organ veya sistem yok kabul edilebilir. GlomerUler filtrasyon degeri 30—-59
ml/dk’nin altina inmedikge hastalar semptomsuz olabilir. Hastanin ilk
semptomlari nokturi ve anemiye bagl halsizliktir. GFR degeri 15—29 ml/dk
olunca hastada Uremik semptomlar ortaya c¢ikmaya baslar. GFR, <15
ml/dk olunca diyaliz, transplantasyon gibi renal replasman tedavilerine

ihtiyac duyarlar (Tablo-2).

Tablo-2: Kronik bébrek hastaliginin DOQI (Dialysis Outcome Quality

index) siniflamasina gére GFR degerleri (13).

Evre Tanim GFR (ml/dk/1,73 m?)
1 Artmis risk =90
2 Bébrek hasari (normal =90

veya artmis GFR ile birlikte

3 Hafif GFR azalmasi 60-89

4 Orta derecede GFR 30-59
azalmasi

5 Agir GFR azalmasi 15-29

6 Son Dénem Boébrek < 15 (veya diyaliz)
Yetmezligi

Kalici bdbrek harabiyetinin ilerleyici karakterde olmasinda
hipertansiyon, agir egzersiz, genetik faktorler, blyime hormonu,
glukagon, glukokortikoidler, atrial natriliretik peptidler, tiroid hormonu, seks
hormonlari ve beslenme rol oynar (11,12,14). ilerlemeyi yavaglatmak icin

siklikla diyet tedavisi uygulanir. Fazla protein verilmesi glomerulosklerozu



hizlandirir ve digstk proteinli diyet progresyonu yavaslatir (15). Diyalize
girmeyen son ddénem bdbrek yetmezliginde gunlik protein alimi 0,3-0,4
g/kg’a kadar indirilebilir (15).

Kronik bdbrek yetmezligi strecindeki hastalarda kan basinci 130/85
mmHg altinda tutularak ilerleme yavasglatilabilir. Son dénemde Angiotensin
Converting Enzyme (ACE) inhibitérlerinin de glomerdl ici basinci ve

proteinUriyi azalttigr gésterilmistir (16,17).

2.1.1.1. KBY’de insidans

Kronik bébrek yetmezligi gortlme sikligi Glkemizde kesin olarak
bilinmemektedir. Turk Nefroloji Dernegdi verilerine gbére 1998 yili icinde
kronik bobrek yetmezligi nedeni ile 13288 hasta yatirilarak, 52891 hasta
ise poliklinikte takip edilmigtir. Bobrek yetmezligi icin Glkemizdeki
prevalans (65 milyon nitfusa gére) 350/1.000.000 olarak belirlenmigtir.
Kronik renal yetmezlikli hasta popilasyonu, dramatik bir sekilde
dinyada artig géstermektedir. Her yil, diyaliz tedavisine gereksinim duyan
hasta sayisi yaklasik olarak %10 civarinda artmaktadir (18).

2.1.1.2. KBY’nin Etiyolojisi

Kronik bdbrek yetmezligi etiolojisinde ¢ok cesitli faktérler rol oynar.
Nefroloji Derneginin verilerine gbére Ulkemizdeki olgularin birgogunda
etiyoloji kesin olarak belirlenememektedir. Belirlenenler arasinda en sik
gorilen neden kronik glomerulonefrit, primer nefroskleroz, diabetes
mellitus (DM), amiloidoz, Grolojik ve kahtsal nedenlerdir (19). SDBY'nin bas
sebebi Onceleri kronik glomerilonefrit ve sebebi belli olmayanlar iken
(% 21-22), son zamanlarda ise diabetes mellitus (DM) olup yeni teshis
edilmis olan SDBY vakalarinin % 25’ni olusturmaktadir. ikinci en sik
sebep ise SDBY vakalarinin % 17,2’sini olusturan hipertansiyondur.
SDBY’ye sebeb olan diger nedenler ise kronik interstisiel nefrit, polikistik
bbbrek hastaligi ve obstriktif Gropatidir (Tablo-3) (20).



Tablo-3: Ulkemizde 1995 yili ve 2004 yili saptanan yeni kronik bébrek
yetmezligi olgularinin nedenleri

ETIYOLOJ 1995 2004
(%) (%)

Kronik glomerllonefrit 21 13.4
Diyabetik nefropati 16 25.3
Hipertansiyon, nefroskleroz 16 17.2
Kronik interstitiyel nefrit 7 4
Kistik bobrek hastaliklari 5 3.9
Digerleri (nedeni belli) 6 6.8
Belirsiz 22 23.6

2.1.1.3. KBY’de Tedavi

Diyalizin genig kullanilabilirligi ile birlikte, yUzbinlerce SDBY olan
hastalarin hayati uzatilmistir. SDBY hastaliginin genelde gériime sikligi
242/1.000.000/yil‘dir. SDBY hastalarinin nifusu her sene %8 oraninda
artmaktadir. Bobreklerin agir yetersizlik durumlarinda onun gérevini yerine
getirecek tedavi tdrleri diyaliz (yapay bdébrek) ve bdbrek nakli (renal
transplantasyon) olarak iki bélimde incelir. Devrim niteligindeki bu iki
tedavi tarzina renal replasman tedavisi de denilmektedir (20). Bugin
yeryizinde 1 milyona yakin bdbrek hastasi renal replasman tedavisinden
yararlanarak hayatini sirdirmektedirler. Yaklasik olarak Amerika’da 400
000, Japonya’'da 200 000, Avrupa’da 300 000, Tarkiye’de 30 000’e yakin
kisi renal replasman tedavisinden yararlanmaktadir. Yillk yeni hasta
oranlart ise Amerika’da 336/1.000.000, Japonya’da 225/1.000.000,
Avrupa’da 120/1.000.000, Turkiye’'de 52/1.000.000°dur (21).

2.1.1.3.1. Hemodiyaliz (HD)

HD, diyalizle birlikte toksinlerin ve atik Grlnlerin uzaklastiriimasini
icerir. Solltler blylk o6lcide kimyasal bir gradyan boyunca diflizyonla
uzaklastirihr ve ultrafiltrasyon, hidrostatik basing gradyanina bagh olarak
gerceklesir. 1946 vyilinda Willem Koff tarafindan ilk hemodiyaliz



uygulamasi baslangicta akut bdébrek yetmezligi (ABY) tedavisinde,
1960’lardan itibaren de giderek KBY bulunan hastalarda uygulanmaya
baslandi (22).

Diyaliz, bir A solisyonunun solit (c6zinmis madde) icerigini, bu
solisyonu yari gecirgen bir membran vasitasiyla bir B sollsyonu ile
karsilastirarak degistiren bir islemdir. Yari gecirgen membran, porlari ya
da delikleri olan bir k&gida benzetilebilir. Her iki soliisyonda bulunan su
molekulleri ile digik molekul agirlikli solUtler, yari gecirgen membranin
porlarindan gecerek birbirine karisirken, buylUk solltler (proteinler gibi)
membrandan gecemedikleri icin, membranin her iki yaninda baslangictaki
konsantrasyonlarinda kalirlar. Membranin porlarindan gecebilen solitler,
iki farkh mekanizma ile tasinirlar: difftizyon ve ultrafiltrasyon (konveksiyon)
(23).

HD'in  hedefleri, Gremik semptomlarin tedavisi, asideminin
dizeltiimesi, hiperkalemi ve yasami tehdit eden elektrolit bozukluklarinin
engellenmesi, solit dengesinin yerine konmasi ve hacim durumunun
korunmasidir. Kronik HD ile tedavi edilen SDBY hastalari i¢in uzun vadeli
hedefler, yasam kalitesini korumak, nutrisyonel stabliteyi idame ettirmek,

mortalite ve morbiditeyi azaltmaktadir (11,12).

2.1.1.3.2. Uygulamada Hemodiyaliz Prensipleri

Hemodiyaliz bir ekstrakorporal (vicut diginda gerceklestirilen) tedavi
seklidir. Standart hemodiyaliz hastasi haftada 3 kez, dérder saat slre ile
diyalize tabi tutulur. Bu islemde vicut digina alinan kan 6zel sekilde dizayn
edilmig filtrelerden (diyalizér) gecirilerek temizlenir. Diyalizérlerde kan ve
dengeli bir elektrolit solisyonu olan diyalizat ayri ayri kompartmanlarda
birbirine ters yonde akar; bu asamada diyalizériin temel yapisini olusturan
yari gegirgen zarlar vasitasi ile diflzyon olayi gerceklesir. Béylece filtrenin
bir ucundan giren kirli kan temizlenirken, diger ucundan temiz giren

diyalizat kirlenir; toksik maddeler pasif sekilde vicuttan uzaklastirilr.



Diyaliz6r membranlari diyaliz isleminin odak noktasini olusturur. Selllozik,
substutiye sellloz, sellsentetik ve sentetik membranlar olarak ddérde
ayrilir. Temel madde olan seliiloz pamuktan elde edilir (23,24).

Bir kronik diyaliz hastasinin kani bir yil icinde ortalama 400m?
membran materyali ile karsi karsiya gelir; o nedenle membranlarin vicutta
reaksiyon olusturmayacak (biyouyumlu) sekilde secilmeleri blylik énem
tasir. Sentetik membranlarin hem biyouyumlulugu fazladir, hem de
vicuttan su ¢ekmede (ultrafiltrasyon) ve diyaliz etkinligini saglamada
dstanlUkleri vardir. Diyalizin etkin olabilmesi i¢in dakikada 200—400 ml
kanin Ozel filtrelerden gegirilmesi lazimdir. S6z konusu kan akimi iki
yéntemle elde edilir: 1) Biyik venalara 6zel kataterler takilir 2) Ust
ekstremitelerde bir arter ile venanin agizlastiriimasi ile fistiller olusturulur;
bu sekilde fazla miktarda kan vicut digina alinir. Kanin diyalizérden
geciriimesi asamasinda kuguk lifler icinde pihtilasmayi 6nleyebilmek
amacilyla hastaya antikuagulasyon yapilir; bu amagcla konvansiyonel veya
distk molekdl agirhkli heparin kullanilabilir. Arastirmalara goére diyaliz
sirasinda Urenin temizlenmesi 3 ana parametreye bagl olarak degisir.
Bunlar: 1) Diyalizérin Ure klirensi (K), 2) Diyaliz tedavisinin dakika
cinsinden siresi (t) ve 3) Urenin viicutta dagiim volimi (V)dir. Bu
parametrelerin K.t/V seklinde formle edilmesi ile uygulanan diyaliz miktari
hesap edilir. Haftada 3 kez hemodiyalize giren bir hastada K.t/V degerinin
en azindan 1,2 olmasi morbidite ve mortaliteyi énemli dlglide azaltabilir.
Tam gelismelere ragmen, diyaliz uygulamalarinda bdbregin ekskresyon

fonksiyonlari ancak kismen yerine getirilir (23,24).

Hemodiyalize giren KBY’li hastalarda, diyaliz toplam vicut P'unun
¢ogunun hicre iginde olmasi nedeniyle P kontrolU igin genellikle yeterli
degildir. Bu hastalarda glomertler filtrasyonun azalmasina bagh fosfor
atiminda azalma, fosfor birikimine bagl hiperfosfatemi olur. Buna bagli
serum Ca’unda azalma ve paratiroid bezleri devamh uyarilarak, serum

PTH dizeylerini artarak SHPT meydana gelir (25).



2.2. SEKONDER HIPERPARATIROIDiZM

PTH'nun bir veya birden fazla paratiroid bezinden asiri
salgilanmasi sonucu ortaya cikan tabloya hiperparatiroidi denir.
Hastalik, paratiroid bezlerinde primer hiperplazi, adenom veya karsinoma
bagli oldugu zaman primer hiperparatiroidi adini alir (25).

Serum iyonize Ca' unu azaltarak paratiroid bezlerini stirekli uyaran
ve boylece serum PTH dlzeylerini arttiran hallerde SHPT s6zkonusudur
(26). SHPT terimi, paratiroid glandlarinin dis faktérler nedeniyle uyarilarak,
PTH UGretimini arttirmalarini ve sonucta hiperplastik veya adenomattz
(nodller) degisiklige ugramasini ifade eder. Sonucgta doért gland
hiperplazisi olabildigi gibi iki ya da U¢ glandda ortaya ¢ikan adenomatdz
hiperplazi s6z konusu olabilmektedir (6,27).

Hipoparatiroidiye bagli olmayan hipokalsemilerin hemen hepsinde
serum PTH dizeylerinin arttigi bilinmesine ragmen, pratikte en sik
karsilasilan durum, KBY'de goérllen sekonder hiperparatiroididir (27).
SHPT gelismesinde; hipokalsemi, hiperfosfatemi, disik 1,25(0OH),
kolekalsiferol konsantrasyonu, PTH sekresyonunun artmasi, PTH
metabolizmasindaki bozukluk, PTH’a kargi iskelet direncinin artmasi gibi
degisik faktérler rol oynar (28). Yapilan bazi c¢alismalarda bdébrek
fonksiyonlari ¢ok az bozulmus hastalarda bile erken donemde paratiroid
bezlerde esas hulcre hiperplazisi ile birlikte PTH dizeylerinde artislar
saptanmistir (26).

2.2.1. Sekonder Hiperparatiroidinin Patogenezi

SHPT gelisiminde 6ne slrilen mekanizmalar:
1) Fosfor retansiyonu sonucu ortaya ¢ikan hiperfosfatemi,
2) D vitamini metabolizmasindaki bozukluga bagli olarak
barsaklardan yeterince Ca emilememesi,

3) Serum Ca dizeyleri ile PTH arasindaki feed-back
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mekanizmasinin degismesi,

4) PTH'nun kalsemik etkisine iskelet sisteminin direnci,

5) Bobrek fonksiyonunun bozulmasina bagh olarak PTH
yikiminin azalmasi olarak siralanabilir (29).

2.2.1.1. Fosfor Retansiyonu

Bricker, ilk olarak 1972 yilinda Uremik hastalarda " Trade-off "
hipotezini ortaya koyarak SHPT gelismesinde hiperfosfateminin 6nemine
dikkatleri cekmistir. KBY'de islev gbéren nefronlarin kaybiyla filtre olan P
yUkd azalir ve P birikimi olur. Serum P konsantrasyonunda ortaya ¢ikan
artis ve buna eslik eden serum Ca konsantrasyonunda azalma, PTH
salinimini uyarir. Paratiroid aktivitesindeki artig, serum PTH dlzeylerini
asir yukseltmek pahasina, bObrekte fosfatlrik etkiyle hiperfosfatemiyi
dizeltmeye calisir (30,31).

Slatopolsky ve ark. (32) glomertler filtrasyonu azalmis kdpeklere
yiuksek (fosfor) P iceren diyetlerin verilmesi ile serum PTH dlzeylerinin
arttigini, P kisitli diyetlerle beslenen kdépeklerde ise hormon dizeylerinin
distigini gdézlemlemiglerdir. Ancak bdbrek yetersizliginin ¢ok ilerledigi
durumlarda sadece P kisitlamasi ile SHPT dnlenememektedir. Bu bulgu,
SHPT gelismesinde P retansiyonu disinda baska etkenlerin de rol

oynadigini géstermektedir.

P retansiyonunun, PTH sekresyonu Uzerine etkisi halen tartismalidir.
Serum Ca dizeyini azaltarak dolayli veya PTH lzerine dogrudan etkileri
ile ilgili arastirmalar mevcuttur. Tek basina P dizeylerinin, serum Ca'
undan bagimsiz olarak PTH salinimini degistirdigi gosterilmistir. ileri
KBY'de hiperfosfatemi; hipokalsemi gelisiminde, metastatik
kalsifikasyonda, periferik vaskiler yetersizlikte, kasintida ve SHPT'nin

kétllesmesinde anahtar rol oynamaktadir (26).
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KBY’nin ileri dénemlerinde; hipokalsemi, hiperfosfatemi ve PTH'da
belirgin artis vardir. PTH'In agiri yapimi, D vitaminin sentezinin azalmasi
ve metabolik asidozun varligi hastalarda kemik sorunlarinin ortaya
¢ikmasina neden olur (3,4). Kronik bébrek yetmezlikli hastalarda, D vit
metabolizmasinin ve PTH sekresyonunun degisiklikleri ile iligkili olarak Ca
ve fosfor homeostasisinde, D vit ve PTH’in major rolleri vardir.

2.2.1.2. D Vitamini Metabolizmasindaki Degisiklikler

2.2.1.3. D vitamini

D vitamini preklrsér formda ya sindirim yoluyla alinir ya da deri alti
yag dokusunda ultraviyole etkisi ile 7-dehidrokolesterolden sentezlenir.
Yagda eriyen vitamindir. Kalsiyum konsantrasyonlari (Uzerinde etkili
molekil olabilmesi icin iki hidroksilasyon basamagindan geger. Birinci
hidroksilasyon basamagi 25.karbon (Gzerinde karacigerde, ikinci
hidroksilasyon ise artmis PTH yaniti olarak 1. karbon Gzerinde bdbreklerde
olur (her iki hidroksilasyon sitokrom (CYP) P 450 icerir). Ortaya ¢ikan
1,25(0OH), vitamin D (vit D3), kalsiyum ve fosforun gastrointestinal
kanaldan emilimini ve kemik resorbsiyonunu uyararak kalsiyum
konsantrasyonlarini arttirir. Vit D> de benzer bir mekanizma ile sterol 6n
maddesinden bitkilerden elde edilir (Sekil 1) (33). Vit D terimi,
kolekalsiferol ve ergokalsiferolin metabolitlerinin her ikisi icin ortak olarak
kullanilir (Sekil 1).

D vitamini barsaklarda Ca baglayan bir proteinin (kalbindin)
sentezini saglayarak, gecirgenligini arttirr ve bu iyonun hicre igi
organellerde toplanmasini saglar. Ayrica D vitamininin barsaklardan P
transportunu da arttirdigi  bilinmektedir (34). Kemiklerde kesin
olmamakla birlikte Ca resorbsiyonuna yol agtigi ve kollajen yapimini
inhibe ettigi distntlmektedir (35).
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(a) (b)

HO HO
(c) (d)

25 OH 25 OH
HO 1T=oH HD 1™0H

Sekil-1:  Kalsiferollerin  kimyasal yapisi (a)Ergokalsiferol (b)
Kolekalsiferol (c) 1,25-dihidroksiergokolekalsiferol (d) 1,25-
dihidroksikolekalsiferol (33).

D vitamini, paratiroid bezlerine direkt olarak etki ederek PTH
saliniminda da rol oynar. Slatopolsky ve ark. (31) yaptiklari ¢calismalarda
intravenéz 1,25(0OH).D3; uygulamasinin  serum PTH dlzeylerini
azalttigini saptamiglardir. Fizyolojik Olcilerde 1,25(0OH),Ds* Gn PTH
sentezi Uzerine invivo genomik transkripsiyonel dizeyde dogrudan
inhibitér etkisinin gbésteriimesiyle kanitlar daha da ilerletilmigtir. Bu
bulgular, KBY'de SHPT'ye neden olan esas anomalinin, 1,25(OH).D3
dizeyindeki dismeye bagh intestinal Ca emiliminde azalma olabilecegini

gO6stermiglerdir (34,36).

Bdbrek yetmezliginin erken evrelerinde serum 1,25(0OH).D3
seviyeleri normaldir. KBY'de, GFR’in 50 ml/dk altina dislnce 1,25
(OH).D3; yapilamaz ve Ca, P barsaktan emilemez. PTH'nun iskelet
Uzerindeki kalsemik etkisi azalir, kollajen sentezi degisir, myopatiler olugur
ve PTH sekresyonunun feed-back mekanizmasi bozulur (37).

13



2.2.1.4. Serum iyonize Ca Diizeyleri ile PTH Arasindaki Feed-back

Mekanizmasindaki Degisiklik

Serum PTH dizeylerini ayarlayan en énemli faktdr, iyonize Ca
dizeyidir. Hipokalsemi halinde PTH salinimi artmakita,

hiperkalsemide ise azalmaktadir (Sekil-2) (35).

Yapilan c¢alismalar, Gdremik hastalardan elde edilen paratiroid
hicrelerinden PTH salinimini stprese etmek icin, daha yiksek
konsantrasyonda Ca'un gerekli oldugunu gdéstermistir. KBY hastalarinda
paratiroid bezde Ca'un, PTH sekresyonu (zerine olan stpresif etkisine
duyarhhigi degismektedir. Bu gbézlem Ca iligkili PTH salinimi icin "set-
point'in  (ayar-noktasi) paratiroid bezindeki artisa paralel olarak
kayabilecegini dusinddrmektedir. Ayrica Ca duyarh reseptérlerdeki
bozukluklarin da feed-back mekanizmasini bozarak SHPT'ye neden

olabilecegi dusunulmustar ( 33,35).
2.2.1.5. Iskelet Sisteminin PTH Etkisine Direnci

Bobrek  yetersizliginin erken dénemlerinden itibaren
hipokalseminin duzeltilebilmesi igin daha ylUksek oranda PTH dizeyleri
gerektigi bulunmustur (35). Kemiklerin PTH etkisine olan bu direnci, D
vitamini metabolizmasi bozuklugu, hiperfosfatemi ve Uremik toksinler
nedeniyle olur. DUzenli hemodiyaliz tedavisi ile kemiklerin PTH'a karsi
duyarhliginin artmasi, PTH direncinde dremik toksinlerin rollni

vurgulamaktadir (36).

2.2.1.6. Bobreklerde PTH Yikiminin Azalmasi

KBY'de PTH'nun karboksi-terminal uglarinin plazma duzeyleri
daha fazla artmakla beraber, diger parcalar ve intakt PTH molekuiliinde de

artiglar saptanmaktadir. Béylece Uremide SHPT patogenezinde PTH
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sekresyonunun artisi yaninda metabolik klirensinin azalmasi da énemli rol

oynamaktadir (2).

Ca®™ un tubuler resorbsiyonu
artar
Fosfat reabsorsiyonu azalir
—
1,25(0OH)D sentezi artar

Ca®* absorsiyonu artar

Bobrek Barsak

A

y

ARTMIS SERUM KALSiYUMU

Sekil-2: Kalsiyum homeostazi ve parathormon (38).

Kemik
rezorbsorbsiyonu
artar

Renal osteodistrofi (ROD) son dénem renal yetmezlikli hastalarda

en 6nemli morbidite nedenlerinden biridir. Hipokalsemi ve hiperfosfatemi

ile birlikte sekonder hiperparatiroidizm, 1-alfa-hidroksilasyonda azalma ve D

vitaminine hedef doku yanitsizhgi, renal ostedistrofinin belirleyici 6zellikleridir

(39).

Hemodiyaliz tedavisi son dénem renal yetmezlikli hastalarda yagsam

sUresini uzatarak ROD' nin g6ralme sikligini arttirmaktadir (40,41).

Tedaviye baglamada ve takibinde PTH konsantrasyonu karar verdirici

etkenler arasindadir (42).
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2.2.2. Sekonder Hiperparatiroidinin Onlenmesi ve Tedavisi

KBY'de SHPT tedavisinde,

1) Serum Ca ve P degerlerini fizyolojik sinirlarda tutarak paratiroid
bezlerin hiperplazisini énlemek,

2) PTH salgilanmasini baskilayarak gerek iskelet sistemi gerekse
diger organ ve sistemler Gzerinde bu Uremik toksinin etkisini
azaltmak hedeflenir. Bu amaca yo6nelik tedavi uygulamalari

sunlardir:

2.2.2.1. Hiperfosfateminin Kontrol

Hiperfosfateminin basarili olarak kontrol altina alinabilmesi igin,
digtk fosforlu diyet, uygun diyaliz ve uygun P baglayici tedavi
gerekmektedir. P kisitlamasi GFH 60-70 ml/dk'nin altina indigi zaman
baglatilmalidir. Ancak diyette P kisitlamasi ile uygun protein alimi
arasindaki dengeyi korumak o6nemlidir (43,44). ClnkU dUsUk serum

albumin dizeyi morbidite ve mortaliteyle iligkili bulunmustur.

Diyaliz toplam vicut P'unun cogunun hicre icinde olmasi nedeniyle
P kontrolG igin genellikle yeterli degildir. Bu nedenle hemen hemen tim
diyaliz hastalari diyetteki P'un emilimini azaltmak ve hiperfosfatemiyi
engellemek icin P baglayicilar kullanmak zorundadirlar. Son derece etkin
olmasina ragmen aliminyum iceren P baglayicilar toksik etkileri
sonucunda kemik hastaligina, demansa, miyopatiye ve anemiye neden
olmaktadirlar (45,46). Bu Ca tuzlarinin kullanimini éne ¢ikarmistir. Bunlar
arasinda en etkin olan ve en yaygin kullanilanlar, kalsiyum karbonat
(CaCO3) ve kalsiyum asetat (Ca (CHCOO),). Ancak Ca igceren P
baglayicilar vicutta Ca yUkU olusturarak yumusak dokularda ve organlarda
kalsifikasyon riskini arttirabilirler (47).

Sevelamer ve Lanthanum gibi metal icermeyen bagdlayicilar da
gelistirilmigtir. Sevelamer katyonik bir polimer olup P'' iyon degisimi
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sirasinda baglamaktadir. Birgok c¢alisma bu ilacin plazma Ca'unu
etkilemeden etkili bir P baglayici oldugunu gdstermistir. Total kolesterol
konsantrasyonunu azaltma avantaji da vardir (48,49).

2.3. PARATIROID HORMON (PTH)

lk kez Collip tarafindan paratiroid bezlerin aktif ekstresi seklinde

hazirlanan PTH bundan 35 yil sonra, 1939'da purifiye edildi.

Paratiroid bezler endodermal orijinlidir. Gebeligin 5.-14. haftalarinda
brankiyal poslarin 3. ve 4. ciftlerinden (Ust paratiroidler 4. alt paratiroidler
3. posdan) gelisir ve boynun ventral kismina gé¢ ederek tiroide ¢ok yakin
bir komsulukla yerlesirler. Alt paratiroid ciftinin embriyolojik gelisimi timusla
birliktedir ve timusla beraber kaudal migrasyona ugrarlar. Bu migrasyon
sirasinda degisik yerlesimleri, alt paratiroidlerin farinksden g6gus
bosluguna kadar degisik lokalizasyonda olmalarina neden olur; timus
dokusu ile birlikte ©n mediastende bulunabilir. Bu bezlerin olusumu,
6zellikle bu hlicrelerde olusan transkripsiyon faktér igin anahtar dizenleyici
gen sifresi kontrolU altindadir ( 50,51).

Yetiskin insanda paratiroidlerin histolojik yapisi 3 tip epitelyal
hicreden olusur: Esas htcreler (chief-cell), oksifil hicreler, Waterclear
hicreler. Transizyonel formlar da gérulir. Esas hlcreler bitin hayat
boyunca vardir ve paratiroidlerin baglica sekretuvar hicreleridir (52,53).

PTH yaklasik 9500 kilodalton (kD) mol agirlikli, 84 aminoasitten
olusan diz zincirli bir polipeptid hormondur. Esas hicrelerde PTH
sentezinde ilk kademe ribozomlarda 115 aminoasitli polipeptid (preproPTH)
sentezidir (52). PTH sef hicreler tarafindan prepro-PTH (115 aminoasitli
bir protein) olarak endoplasmik retikuluma gdénderilir. 25. aminoasidin,
molekdlin amino terminalinden ayrilmasi ile pro-PTH ortaya c¢ikar.
Molekaliin amino terminalinden 6 amino asidin ayrilmasiyla son Grn olan
PTH hicre tarafindan salgilanir (Sekil—4) (34,36).
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PTH kalsiyum homeostazinin hizli kontrolinde merkezi rol
dstlenmistir (Sekil-2). Barsaklar, bébrek ve kemik Uzerindeki koordine
etkisi ile kalsiyumun ekstraselliler siviya akisini hizlandirararak kan
kalsiyum dUzeyini yUkseltir. PTH, aminoterminal (1-28) ve karboksi
terminal kisimlarina ayrilmadan 6nce dolasimda 2-3 dakika gibi kisa bir
yari 6mru vardir (35). Dolagimda 2-3 dakika gibi kisa bir yarilanma émrt
olup, amino terminali (1-28 amino asitler) ve karboksi terminali (37-84
aminoasid) olarak parcalanir. Bu nedenle hicre disi sivida kalsiyum
konsantrasyonunun didsmesi durumunda birkag saat icinde PTH
biyosentezi artar (27).

Sadece 1-28 kismi biyolojik aktivite goésterir. PTH hedef hlcre
membrani Uzerindeki spesifik reseptérlere baglanir: bu reseptoérler renal ve
kemik hlcreler, fibroblastlar, kondrositler, vaskuiler diz kaslarda,
adipositler ve plesental trofoblastlarda bulunur (34,54,55).

Pro
zincir

C- Fragman/pan;am zmcn-—————/\
o7
: SOOE @

Sekil-3: Preparatiroid hormonun yapisi (54).
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Amino terminalindeki (N-terminal) 1-28 aminoasit, molekulin tim

biyolojik ve immunolojik aktivitesini tasir (34).

Neticede dolagsimda PTH(1-84) disinda c¢esitli immunoreaktif
peptidler de bulunur ve bunlar PTH(1-84)'e karsi antikor kullanilan
radioimmunoassay'lerde ¢apraz reaksiyon verirler. PTH(1-84)' Gn plazma
yari dmri 20-30 dakikadir. Keza, N-terminal fragmaninin yari é6mri de
kisadir, hélbuki C-terminal fragmaninin yari émri c¢cok daha uzundur
(saatlerce), hatta bdbrek fonksiyon bozuklugunda, klirensi azaldigindan,
glnlerce plazmada kalir. Hiperkalsemide paratiroid bezinden salgilanan C-
terminal fragmanlarinin orani artar. PTH salgilanmasinda bir miktar gunlik
degisim vardir: En yiksek PTH dlzeyleri gecedir. Bu, muhtemelen serum
kalsiyum konsantrasyonlarina baglh degildir (52,54, 56).

2.3.1. Parathormonun etkileri

PTH, kemikler ve bodbrekler Uzerine direkt, barsaklar Uzerine
indirekt etki ederek, serum iyonize Ca duzeyini fizyolojik sinirlar igerisinde
tutar. PTH'un 3 hedef organi kemik (osteoblastlar), bébrek ve barsaktir.
Her biri UOzerine etkisi hicre digi sivida kalsiyum konsantrasyonunu
arttirici yéndedir, bdylece organizmayi hipokalsemiden korur. Plazma

kalsiyum konsantrasyonunun regilasyonu 2 mekanizma ile olur.

1. PTH'un yoklugunda, kemigdin degisebilen kalsiyum havuzu ile
plazma arasindaki serbest iyon degisimi hormonal etki altinda
degildir. Bu degisim sonucunda kan kalsiyumu 7 mg/dl civarinda
tutulur ve nadiren 7 mg/d’nin altina iner. iskelet kalsiyumunun
yaklasik %1'i hicre digi sivi ile serbest degisimlidir.

2. PTH'un kemik Gzerindeki resorbtif etkisi ile kalsiyum mobilizasyonu
sonucu serum kalsiyumu 10 mg/dl civarinda tutulur (52,57).

2.3.1.1. PTH' nun Kemikler Uzerine Etkisi
PTH, kemikte 2 ayri hlcre sistemi Uzerine etkilidir. PTH hem
osteoklast sayisini ve rezorpsiyonunu arttirarak hem de osteoblast
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aktivasyonu yoluyla kemik yapimini uyararak kemik déngasiani arttirir
(35, 36).

2.3.1.2. PTH’nun Bébrekler Uzerine Etkisi

PTH'nun bdbreklerde, iyon transportu (Ca, P, Mg, Na, K, HCOs),
1.25(0OH)2D3 sentezi ve metabolizmasi i¢in 1-a-hidroksilaz aktivasyonu
gibi bébrek epitelyal iglevleri Gzerine ¢ok sayida etkisi vardir. PTH'nun
oncelikli renal etkisi, proksimal tdbdluslerden P geri emilimini
baskilayarak fosfatliriye neden olmasidir. Filtre edilen Ca'un yaridan fazlasi
proksimal tabdlisten emilmesine ve proksimal tibulUs htcrelerinin PTH
reseptdrl eksprese etmelerine karsin, PTH'nin Ca reabsorbsiyonunu
uyarmasi, distal tibdlUslerde olur. PTH'nun net etkisi Ca' un tibuler geri

emilimini arttirarak, Ca atilimini azaltmaktir (35).

2.3.1.3. PTH'nun Barsaklar Uzerine Etkisi

PTH'nun, 25(0OH)D3'ln barsaktan Ca emilimini dogrudan etkileyen
1.25(0OH);Ds'e ddnusimuni arttirmasi, bu hormonun barsak (zerine
etkilerini aciklamaktadir. PTH, bu yolla barsak mukozasindan Ca
transportunu da aktive eder. D vitamini eksikliginde PTH'nun barsak ve
kemik (zerindeki etkisi kisitlanir. Buna karsin renal tibdler etki D

vitamininden bagimsiz gériinmektedir (35).

PTH'nun bdébrekler Gzerine etkisi dakikalar icinde, kemiklere etkisi

saatler iginde, oysa intestinal etkisi glinler, haftalar igcinde goérultr (34).

2.3.1.4 PTH’un Diger Etkileri

PTH fazlahgr veya eksikligi durumlarinda santral sinir sisteminin,
periferal sinirlerin, kaslarin ve diger endokrin bezlerin fonksiyonunda,
serum Kkalsiyum konsantrasyonundaki degisikliklere baglh olarak
degisiklikler gorultr (51, 55).
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2.3.2 Paratirod Hormon Sentezi ve Salgilanmasinin Reglilasyonu

PTH salgilanmasini kontrol eden bir tropik hormon yoktur. Tim
hormonlarin salinimini kontrol eden bir tropik hormon séz konusu iken
paratiroidin salgilanmasini saglayan serum kalsiyum seviyesidir. Serum
kalsiyumundaki 0,1 mg/dl azalmasi dahi paratiroid hormonun iki kat
salgilanmasina neden olur. Hipokalsemiye paratiroid bezi dakikalar iginde
cevap verir. Fosfatin paratiroidler Uzerine dogrudan bir etkisi
gOsteriimemigtir, ancak hiperfosfatemi kalsiyumu dastrerek PTH
salgilanmasini  arttirir.  Potasyumun ylksek konsantrasyonu PTH
salgilanmasini stimile eder. Paratiroid hormonun kemik Gzerine etkisi iki
fazlidir. 2 saat icinde olan hizli faz osteositlerin aktive olmasi ile
osteositik osteolizdir (55,57).

2.4. SERUM PTH OLCUM YONTEMLERI

PTH 6lcim metodlari; 1. kusak Olcimler esas olarak kompetetif
Olcimleri, 2. ve 3. kusak O&lgcimler ise esas olarak non- kompetetif
dlctmleri igerir (25). ilk bulunan yol radioimmunassay'dir. Bu yolla PTH
Olcimui ilk kez 1963'te Berson tarafindan tanimlanmis olmakla beraber,
ancak son yillarda yaygin klinik uygulama bulmustur (52).

Son zamanlarda sentetik insan PTH veya fragmanlarinin
kullanilmasi dlgiimleri daha guvenilir yapmigtir. Bugiin PTH molekalinin
N-terminal, C-terminal veya mid-fragman aminoasitlerine karsi spesifik

antikorlann kullanildigi élgimler vardir (Sekil 4).

Tablo-4’de 1, 2, 3. kusak dl¢cim yéntemleri karsilastiriimistir.
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Tablo-4: PTH 6lcim metodlar ile Olcllebilen veya 6&lgllemeyen esas

PTH’in dolagsimdaki fragmanlari ( 2).

1.kusak élciimler | 2.kusak Olciimler | 3.kusak dlciimler

Genel C-PTH, mid-PTH ‘intak’ PTH ‘Whole’ PTH, Ca-
tanimlamalar ‘sandwich’ PTH, Biointak’ PTH.
(1-84) Evet (RIA). Evet (‘sandwich’). | Evet (‘sandwich’).
Non (1-84) Evet Olgilebilir. Evet dl¢ilebilir. Hayir élcilemez.
C-terminal Evet dl¢ilebilir. Hayir 6l¢ilemez. Hayir élcilemez.
Amino PTH Evet Ol¢llebilir. Anti terminal ab | Evet élcUlebilir.

bagh, 13-24 ise

hayir, dlgllemez

26-32 ise evet

Olcllebilir.

‘Whole’ PTH: sadece PTH (1-84)

‘Ca-PTH’: Siklaz aktive edici PTH , sadece PTH (1-84)

‘Biyointak’ PTH: biyosentetik PTH (1-84) (kemiluminisan ydntemde
kullanilan PTH burada da sadece (1-84) PTH adl¢ulir.

Tipik intak PTH Slgimi

RN

Sekil-4: iPTH o6lcimdnde kullanilan, bdlgelerin yapisi ve N-

terminal ve karboksi ucu antikorlarin, antijenik bolgeleri (56).

2.4.1. immiinolojik Teknikler

Serum PTH duzeyleri, imminoassay yontemler ile él¢tlmektedir.
immiinolojik teknikler, antijen-antikor etkilesmesine dayanan analiz
yontemleridir. Bu ydntemlerde bilinen bir antijen oldugunda 6rnek
materyal icerisinde 6zgul antikor veya bilinen bir antikor oldugunda 6érnek
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materyal icerisinde 6zgll antijen saptanabilir. Ayrica 6rnek materyal
icerisindeki 6zgul antijen veya antikor miktarlari niceliksel testlerle
saptanabilir (58,59).

2.4.1.1. Radioimmunoassay (RIA)

Radyoimmunoassay'de temel mekanizma, radyoizotop bir madde
ile isaretli antijen veya antikor araciligi ile karsiligi olan (6zgul oldugu)
antikor veya antijenin varhdini ve miktarini saptamaktir. En fazla

kullanilan madde radyoaktif iyottur (I'® '3

veya Kompetisyon
mekanizmasina dayali (RIA) ve sandwich yontemi seklinde (IRMA)
uygulanabilir. Bu yéntemle pikomolar konsantrasyonlarda hormonlar,

plazma proteinleri, koagulasyon faktorleri ve izoenzimler dlgulebilir.

RIA Olgim ydonteminde, inkUbasyon suresince, varsa serumdaki ve
eklenen radyoizotop isaretli antijenler (antijen’) antikorlara baglanmak icin
yarigirlar;  antikor-antijen ve antikor-antijen* komplexleri  olusur.
inkilbasyondan sonra yilkama ile ¢ozeltideki antikor-antijen ve antikor-
antijen* kompleksleri disindaki maddeler ortamdan uzaklastirilir. Olgiim
tipUndeki antikor-antijen* kompleksinin radyoaktivitesi bir gamma sayaci
kullanilarak &lgultr. Serum 6rneginde aranan antijen az ise, gamma
sayacinda yuksek dizeyde okuma elde edilir; serum 6érneginde aranan
antijen fazla ise gamma sayacinda distk dizeyde okuma elde edilir.
Standart inhibisyon egrisi kullanilarak miktar tayini yapilir (Sekil-5)
(58,59).

2.4.1.2. Immunradyometrik Assay (IRMA)

Sandvic yontemine dayali IRMA (immUnoradyometrik yéntemde)
serumda varhgi arastirilan antijene 6zglu antikor kati faza (plastik veya
polistren tlpdn i¢ ylzeyi) baglanmistir. TUp igerisine serum 6rnegi eklenir
ve bir siire beklenir (inkiibe edilir). inkiibasyon siiresince, varsa

serumdaki antijenler antikorlara baglanirlar; antikor-antijen kompleksi
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olusur. inkiibasyondan sonra yikama ile antikor-antijen kompleksi
disindaki maddeler ortamdan uzaklastirilir. Yikama islemi sonrasi tipe
ayni antijene 6zgul ve radyoizotop isaretli antikor (antikor*) eklenerek
inklibe edilir. inkiibasyon siiresince radyoizotop isaretli antikor, kati fazdaki
antikor araciligi ile tutulmus olan antijene baglanir; antikor-antijen-antikor*
kompleksi olusur. inkiibasyondan sonra yikama ile ¢dzeltideki antikor-
antijen-antikor* kompleksi disindaki maddeler ortamdan uzaklastirlr.
Olglim tUplindeki antikor-antijen-antikor* kompleksinin radyoaktivitesi bir
gamma sayacl kullanilarak 6lcllir. Gamma sayacinda okunan deger,
serum o6rnegindeki antijen miktari ile iligkilidir. Standart egri kullanilarak
miktar tayini yapilir.
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Sekil-5: RIA’da élgim sekilleri (59).
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IRMA (immunoradiometric assay) yéntemi, RIA'ya gbre daha hizli ve
daha duyarhdir; serum proteinleri, faktér VIII, ferritin, tiroksin baglayici
globulin, CEA, AFP, IgE, PSA, TSH, prolaktin, GH, hCG gibi hormonlari
Olgimuande kullanilir (58, 59).
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2.4.1.3. Enzyme-Linked immunosorbant Assay (ELISA)

Enzim immin élcim immunolojik reaksiyonlari saptamak ve dlgmek
icin enzimlerin katalitik dzelliklerini kullanir (58). Bu metod, ELISA, enzyme
immunoassay (EIA) ve enzyme- multiplied immunoassay technique (EMIT)
gibi farkli teknikler ile uygulanabilmektedir.

Teknigin prensibi RIA ve IRMA'da oldugu gibi antijenle antikor
arasindaki reaksiyona dayanir. isaretsiz antijen tayin etmek istedigimiz
maddedir. Isaretli antijenin hazirlanmasinda RIA’da radyoaktif madde,
bunda ise isaretleyici olarak enzim kullanilir. Bunun igin metoda enzim
immunoassay adi verilmigtir. Alkalen fosfataz (ALP) ve
Horseradishperoksidaz, glukoz—6-fosfat dehidrogenaz (G-6-P-D) ve beta —

galaktozidaz EIA’ da encok belirte¢ olarak kullanilan enzimlerdir (59).

Reaksiyonun tamamlanmasindan sonra separasyon (ayirma) islemi
yapilir ve ortama bir substrat ilave edilerek spektrofotometrik olarak enzim
aktivitesi Olgulir. Enzim aktivitesi ile tayin edilmek istenen madde arasindaki

iliskiden analit konsantrasyonu tayin edilir (58).

2.4.1.4. Immunkemiluminisan Assay (ICMA)

Kemiluminisansin prensibi de RIA'ninkine benzer. Fakat burada
isaretleyici madde olarak radyoizotop yerine reaksiyona girdiginde sk
yayan madde (kemiluminisan madde) kullanilir. Isik yogunlugu luminometre
adi verilen cihazlarda olgulir. RIA'da oldugu gibi standart degerlerle

karsilastirilarak sonuclar otomatik olarak hesaplanir (59).

ECLIA yéntemi, maddelerin bir platin elektrod ylzeyinde
elektrokimyasal olarak olusturduklari kemiluminisans reaksiyonlara
dayanir. Bu metodda, ¢ogunlukla rutenyum (I1) tris-bipyridyl (Ru (bgy) 52)
ile tripropylamin (TPA) arasindaki kemiluminisans etkilesim kullanihr. Ru
(bgy) 3*%, protein, hapten, peptid ve niikleik asidler gibi cesitli biyolojik
molekdllerle kolayca birlesen ¢ok stabil tuzlar olusturur. ECLIA’da sinyal
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dretim mekanizmasi ¢ok komplex olmakla birlikte immunoassaye
uygulanmasi oldukga basittir. Bu 6zelligi ile ¢cok sayida analitin tayininde
kullanilabildigi gibi otoanalizérlere kolaylkla uygulanabilmektedir. Metod
son derece hassas ve linearitesi ¢gok yuksektir (58, 59).

2.5. PARATIROID HORMON RELATED PEPTID (PTHrP)

PTHrP bazi kanserlerin neden oldugu hiperkalseminin mekanizmalari
arastinldigi  sirada 1987'de  bulunmustur. PTHrP’nin  tam olarak
dolagsimdaki formlari bilinmemesine karsin, 139, 141, 173 aminoasid
uzunlugundaki 3 izoformunun, mRNA kesilmesi ile olustugu gésterilmistir.
PTHrP’nin N-terminal sonu, PTH ile benzer homolojiye sahiptir. Bu
benzerlik PTHrP’nin PTH’nin biyolojik etkilerine benzer etkilere sahip
olmasini saglamaktadir (Sekil 7) (56).

cignal peptide
9 Rep 1 Folyhormaone precursor 13249

* Froteolytic Processing

1 36 38 94 107 129
[ FTH-Like ]| Midregion | [ osteostatin |

Sekil-6: PTHrP prohormon degisik paternleri, 3 farkh biyoaktif peptidi
gOsterir (56).

Maligniteler ile iligkili hiperkalseminin etiyolojisinde kanser odagindan
salgilanan PTHrp énemli rol oynamaktadir. PTHrP, parat hormona 6zgu
hedef dokulardaki membran reseptérlerine baglanabilmek icin PTH ile
yarismaktadir. PTH gibi kemik ve bdbreklerde adenil siklazi aktive ederek
cAMP lzerinden etkili olmaktadir. Osteoblastlardaki reseptérlere
baglanarak kemik resorbsiyonunu uyarirken, bdbreklerden fosfat atilimini
arttirmakta, kalsiyum atiimini ise engellemektedir( 54).

PTHrP, endokrin, otokrin/parakrin ve justakrin etkileri vardir. PTHrP

normal paratiroid hormonun fonksiyonu gibi etki eder (Sekil 7).
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Sekil-7: Malignansi ile iligkili hiperkalsemisi olanlardaki parakrin ve
humoral yollar (37).

PTH ve PTH P kemik hlcrelerine iki isaret yolu ile etki ederler (Dual
signaling  pathway). Baslica  hedef  hicreler  olgunlasmamis
osteoblastlardir. Osteoblast hicresinde tip 1 PTH/PTHrP reseptéri, adenil
siklaz aktive edici protein olan Gs ve fosfolipaz C aktive edici protein olan
Gq proteine baglanir ve Gs ile Gg'yu aktive eder. Paratiroid hormonunun
iskelet Uzerine olan etkisi daha ¢cok cAMP ve protein kinaz aktivasyonuna
baghdir. Bu aktivasyon ise 1,7. aminoasidlerin islevidir. Diger yandan
28,32. aminoasid bélimu ise inositol trifosfat, diagilgliserol/ protein kinaz C
sisteminin aktivasyonunda anahtar roliini oynar. Bu iki sistemin dengesi
PTH’in biyolojik etkisini saglamaktadir. PTH ‘in adenil siklazi aktive etmesi
ise osteoblast fonksiyonu i¢in mutlaka gereklidir (35,42).
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lll. MATERYAL METOD

Galisma, 10.01.2007 tarih ve 2007/1—1 sayili kararn ile Afyon
Kocatepe Universitesi (AKU) Tip Fakiiltesi Tibbi Etik Kurulundan onay

almistir.

Calisma kapsamina Afyon Ozel Diyaliz Merkezi'nde haftada 3 kez 4
saat hemodiyaliz tedavisi alan, 17—83 yaslari arasinda 88 hasta alinmistir.

Oncelikle hastalara calismayla ilgili hazirlanmis bilgi formu
okutularak kendilerinden alinacak numuneler i¢in rizalari alindi. Hastalarin

vendz kanlari sabah ag¢ karnina HD’den énce alindi.

Calisma kapsamina dahil olan 88 hemodializ hastasindan 35'i
kadin, kadinlarin yas ortalamasi 6012, 53’0 erkek, erkeklerin yas
ortalamasi 50+16 idi. Bu hastalarin 9 tanesinde (4’0 kadin, 5’i erkek)
kronik hastalik olarak diabetes mellitus, 19 tanesinde (10’u kadin, 9'u
erkek) hastada hipertansiyon, 1 kadin hastada kalp yetmezligi, 1 erkek
hastada da mental retardasyon vardi. Bu hastalarin KBY sebebleri
arasinda hipertansif nefropati, diyabetik nefropati, glomerulonefrit,
polikistik bdbrek hastaligi, kalitsal nedenler ve ayrica nedenleri

bilinmeyenler vardi.

HD hastalarindan HD’ye girmeden 6nce 8 ml lik diiz tiplere kanlari
alindi. Kan numuneleri +4 C’da 4000 rom’de 5 dakika, santrifij edilerek

serumlari ayrildi. Calisma yapilincaya kadar -20 C de sakland.

Laboratuvar calismalart AKU Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Biyokimya laboratuarinda yapildi. Sadece IRMA metodu ile yapilan
calisma Eskisehir Osman Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Biyokimya
Laboratuarinda yapildi.
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Serum numunelerinin PTH degerleri 3 ayri metodla &lgllerek
degerlendirildi. Ayrica hemodiyaliz hastalarinin PTHrP dizeyleri, Ca ve P

degerleri de 6l¢ulda.

3.1. BIYOKIMYASAL ANALIiz

1. YOntem: Immunradiometrik Assay (IRMA)
2. Yontem: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
3. Yontem: Electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA)

3.1.1. Irma Yontemi ile Parathormon Tayini

Biosource (Belgium) firmasinin kiti ile ¢ahgsildi. Radyoaktif madde
olarak 1" ‘in kulanildi§i bu metod, Roche firmasinin Iso Data Series
Gama Counter cihazi ile Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya laboratuarinda yapildi.

Reaktif ve 6rnek hazirlanmasi:

Batdn reaktiflerin oda sicakligina gelmesi saglandi. Kalibratér dilient,
ylkama solUsyonunun belirtilen oranlarda kitin igindeki rekonstrukitif
solusyon ile hazirlandi. Ayri normal bir tip de calisma prosedirinde
gecen total sayma tipa olarak isimlendirildi.

Calisma Prosedir(:

1. B0OtGn numuneler oda sicakligina getirildi.

2. Her kalibratér, kontrol ve numune ttplerinin Gzeri yazilip, ayrica
total count icin ayri bir tip hazirlandi.

3. Her anti-PTH antikor (ab) kapl tipe 300 pl numune pipetlendi.

4. Ayrica hazirlanan inkubasyon tamponundan 100 pl, total sayma
tpU harig, butlin tiplere pipetlendi. Hava kabarcigi olmamasina dikkat
edildi.

5. Bir saat oda i1sisinda 700 rpm’de tUp karistiricida inkubasyona
birakildi. inkubasyonda, anti PTH ile kapl tiplerin alt ve i¢ yiizeyine 1-28
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PTH baglandi.

6. 1 saat sonra 2 kez ylkama solusyonu ile yikandi. Baglanmayan
maddeler antijen, orta-bélge ve C- terminal antikorlar yikama ile
uzaklastirildi. TUplerin iyice bosalmasi igin 2 dakika beklendi (total harig).

7. Sonra total sayma tlpl de dahil olmak Gzere tim tiplere 100ul
44- 68 PTH fragmani ile isaretli anti-PTH -1 '*° pipetlendi.

8. Yine bir saat oda isisinda 700 rpm’de tlp karistiricida
inkubasyona birakildi. 1 saat sonra 2 kez yikama solusyonu ile yikandi.
(total sayma tUpU hari¢). TUplerin iyice bosalmasi icin 2 dakika beklendi.
Képirmemesine dikkat edildi. Bu 1'®° isaretli antiPTH ab, tlipteki anti PTH
ab’lara bagl olan PTH’a baglandi. Bagl olmayan diger kisimlar yikama ile
uzaklastirildi ve kalan kisim intakt PTH konsantrasyonu olarak kabul
edildi.

9. Sonra gama counter cihazinda 60 saniyede numuneler okutuldu.

Kitin referans sinirlari: 6,2—29 pg/ml idi.

3.1.2. Elisa Yéntemi ile Parathormon Tayini

ELISA ydnteminde Biosource- Europa SA firmasinin PTH Kkiti ile
calisildi. Olglimler Trinity (Biotech Captia Reader, U.S.A.) model yikayici

ve okuyucu ile yapildi.

PTH ELISA Reaktifleri: Bltlin reaktiflerin oda sicakhgina gelmesi
saglandi. Kalibratér dillent, yikama sollUsyonunun belirtilen oranlarda

distile su ile hazirlandi.

Calisma Proseduru:

1) 6 PTH kalibratért, kontrol, hasta numuneleri (25 pl) kuyucuklara
pipetlendi.

2) 50 pl biyotinile antikor her kuyucuga pipetlendi.

3) Ayni sekilde enzimle isaretli antikor pipetlendi. Isiktan
etkilenmeyecek sekilde mikroplate 3,5 saat oda i1sisinda tlp

karistiriciya birakildi.
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4) Sonra yikama sol ile 5 kez yikand..

5) Sonra her kuyucuga 150 ul 3,3,5,5’- tetramethylbenzidine (TMB)
substrati eklendi.

6) Yine oda isisinda karistiriciya 35 dakika birakild.

7) 100 pl stop solusyonu koyuldu.

8) 450 nm’de degerler Trinity (Biotech Captia Reader, U.S.A.) model
Elisa okuyucusu ile okutuldu.

3.1.3. Elisa Yontemi ile PTHrP’in Calisiimasi

Phonex Pharmaticals (USA) firmasinin PTHrP kiti ile calisiimistir.
Btln reaktiflerin oda sicakhdina gelmesi saglandi.

islem sirast:

1) 50 pl standart, numune ve pozitif kontrol, 25 ul primer antiserum
ve 25 pl biotinilate peptide, sekonder antikor ve non-spesifik baglanmayan
kisimlar ile kaph kuyucuklara pipetlendi. Bu sekonder antikor, primer
antikorun (peptid ab), Fc fragmanina baglanir. Bu peptidin Fab fragmani,
numunelerdeki hem biyotinile peptide, hem de standart peptide kompetetif
olarak baglanir.

2) Oda isisinda 2 saat tlp karistiricida inkubasyona birakildi.

3) 350 ul tampon solusyonu ile 4 kere yikama yapidi.

4) 100 pl streptavidin- horseradish peroxidase (SA-HRP) solusyonu
pipetlendi.

5) 1 saat oda isisinda tip karistiricida inkubasyona birakildi.

6) 350 ul tampon sollsyon ile 4 kere yikama yapidi.

7) 100 pl TMB substrat solusyon pipetlendi.

8) 1saat oda isisinda tUp karistiricida inkubasyona birakildi.

9) Son reaksiyon 100 ul 2N Hidroklorik asid (HCL) ile sonlandirildi.

10) 450 nm de ELISA cihazi ile okutuldu.
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3.1.4. Eclia Yontemi ile Parathormon Tayini

Reaktifler:
ECLIA yénteminde, Roche (USA) firmasinin PTH kiti ile galisildi.

Numuneler daha énceden oda sicakligina getirldi. PTH, Roche firmasinin
kiti ile  kemiluminisan metodu ile Moduler Elecys 170 otoanalizérde
calisildi.

Ca ve fosfor diizeyleri de Cobas Integra 400 adli cihaz ile Roche
firmasina ait Ca ve P kitleri ile fotometrik yontem ile élgtldd. Kitin referans
degerleri: Ca: 8,4-9,7 mg/dl, P: 2,7—4,5 mg/dl idi.

3.2. iISTATISTIKSEL ANALIiz

istatistiksel analiz SPSS 15.0.0 (Chicago, IL) paket programi
kullanilarak yapildi. PTH’In igin 3 fakli metod arasindaki kargilastirma icin
Friedman non-parametrik varyans analizi ve Wilcoxon Signed Rank testi
secildi. Parametreler arasindaki korelasyon belirlenmesinde ise Pearson

korelasyon katsayisi (r) kullanildi. p< 0.05 ise anlamli olarak kabul edildi.
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IV. BULGULAR

4.1. CALISMAYA KATILAN TUM HASTALARIN PTH, PTHrP, Ca, P
DEGERLERI

Calismaya katilan tim hastalarin PTH, PTHrP, Ca, P degerleri Tablo

5’de sunulmustur.

Tablo-5: Tim Hastalarin PTH, PTHrP, Ca, P Degerleri

PTH
ECLA [IRMA  [ELISA | ppyn ca 5
N12-65 | N:6.2-29 | N'8.9-69 | N.0 4347 | N:84-9,7 | N:2,7-4,5
HASTA pg/ml pg/ml pg/ml ng/mi mg/dl mg/dl
i 479 156 569 2.7 6.3 49
2 97 50 140 1,7 8.9 7.3
3 537 151 605 46 9.9 5,1
4 150 40 126 12 9.6 47
5 498 136 541 2,5 9,7 7.9
6 236 83 348 7.9 9.8 4.6
7 1111 378 1223 2,7 9,3 3,9
8 1066 268 635 2.3 10 4,8
9 716 216 659 2,2 10 6.3
10 378 104 616 2,4 8,8 7.2
11 462 150 438 15 8,5 6.2
12 196 51 325 3,2 9,3 5,6
13 251 80 348 1,7 8,7 45
14 996 307 534 15 9,5 4,8
15 257 96 370 14 7.1 6.9
16 53 20 86 13 9,3 6,5
17 256 74 311 1,1 9.6 4
18 129 32 156 15 9,1 3,6
19 189 50 244 16 9,3 7.4
20 198 79 263 16 9,3 3,2
21 548 164 498 12 8,7 4,7
22 163 38 146 18 9 4
23 946 309 819 3,1 8,6 8,2
24 733 237 707 15 9.6 5.9
25 235 79 278 2,7 8,6 5.9
26 224 51 245 1,7 7 6,2
27 317 99 367 4,1 8,6 59
28 178 37 220 2,2 7 6,2
29 1139 393 1057 7.3 10 7.2
30 1227 376 1022 3,7 10 7,4
31 1675 607 1374 1,1 9.7 5,4
32 1187 419 1055 1,1 9,2 8,2
33 190 62 253 2 9,5 4,8
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34 129 54 198 1,1 8,8 3,1
35 59 21 87 1,3 9,3 3,5
36 63 22 100 3,1 8,1 4,6
37 544 166 600 3,9 8,1 5,4
38 836 299 933 1,1 8,9 55
39 512 148 558 5,3 10 55
40 329 139 460 1,1 8,9 24
41 1356 598 1137 1 8,6 9,3
42 791 322 850 1,5 8,4 7,5
43 428 169 554 1,6 9,5 5,3
44 262 96 353 1,5 8,6 54
45 601 208 682 3,6 9 6,3
46 193 64 252 1,4 9 5,3
47 222 79 274 1,2 8,5 52
48 105 30 132 1,3 8,9 5
49 989 372 857 1,5 9,2 7
50 698 223 689 1,7 8,1 4,7
51 1027 367 916 1,4 9,4 12,7
52 250 87 329 4 8,7 4,5
53 106 57 110 2 9,2 5,1
54 772 302 725 4 9,2 6,7
55 504 201 529 5,3 9,6 57
56 254 79 241 2,5 9,4 57
57 179 90 275 1,1 7,7 4,3
58 219 97 325 1,4 9,1 8,3
59 115 43 158 1,3 9,1 4,3
60 1020 341 835 1,9 9,9 9
61 36 15 145 2,4 9,6 3,6
62 435 113 457 1,2 9,5 7
63 84 31 102 1,2 9,6 6,1
64 194 54 191 1,6 9 4,6
65 224 79 257 1,1 9,4 6
66 242 84 274 1,1 9 4,4
67 552 220 573 3,5 9,1 57
68 255 86 322 8,8 5,3
69 164 53 265 1,9 10,2 3,9
70 1403 418 1082 1,8 10,3 7,2
71 495 156 574 3,5 9,4 57
72 129 38 189 3,5 9,7 4,7
73 556 173 595 2 8 4,4
74 1325 473 1084 1,3 9,6 6,5
75 435 129 441 1,5 9,3 7,1
76 46 13 65 1,3 9,1 3,2
77 63 27 89 1,5 8,4 6,2
78 2206 1000 1476 1,3 10,3 6,9
79 153 42 171 1,5 8,9 7,4
80 224 81 297 1,3 9 8
81 393 134 393 0,5 9,3 7,4
82 616 240 513 3,3 10,3 59
83 31 12 41 1,3 6,8 6,3
84 97 41 126 2,9 8,8 6,3
85 162 55 235 1,1 9 3,9
86 1948 700 1322 1,4 11,3 7,3
87 1521 472 1093 8,2 11 6,8
88 606 200 592 2,3 9,5 5




4.2. FARKLI PTH DEGERLERININ KARSILASTIRILMASI

Hemodiyaliz hastalarinin 3 farklhh ydntemle elde edilen PTH
degerlerinin min-maks ve ortalama + standart sapmalari Tablo 6'da
sunulmustur. IRMA yoéntemi ile ELISA ve ECLIA ydntemleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (Sirasi ile p< 0.001; p<0.001).
ELISA ile ECLIA karsilastirildiginda ise anlamli fark bulunmamistir (p<
0.068). Istatistiksel olarak Friedman Varyant Analizi ve Wilcoxon Signed
Rank testi ile p degerleri bulunmustur (Tablo-7, Sekil-8).

Tablo-6: IRMA, ECLIA ve ELISA metodlarinin karsilastiriimasi

METOD PTH (min-maks) PTH (ort  SD)
ECLIA ( pg/ml) 31-2206 502+463,6
IRMA ( pg/ml) 13-1000 173,2 = 174,1
ELISA ( pg/mi) 41-1476 485,6 + 344

* p< 0.001 Wilcoxon signed drank testi ile belirlendi.

Tablo-7: Farkh 3 PTH yénteminin p (anlamlilk) degerlerinin
karsilastiriimasi

METOD ECLIA IRMA ELISA
ECLIA - *p <0.001 p = 0.068
IRMA p <0.001 - p <0.001
ELISA p = 0.068 p <0.001 -

* p< 0.001 Wilcoxon signed drank testi ile belirlendi.
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* p< 0.001 Wilcoxon Signe Drank test

Sekil-8: IRMA ile ECLIA ve ELISA metodlarinin karsilastiriimasi

IRMA metodu ile dlgilen PTH sonuclan ile diger yéntemler ile
Olctlen PTH sonuglari arasindaki ylzde farklar Tablo-8 de ve Sekil-10'da

verilmistir.

Tablo-8: IRMA ile ECLIA ve ELISA metodlari arasindaki ylzde fark

METOD % FARK
ECLIA-IRMA % 200+ 53
ELISA-IRMA % 248+114

ELISA ve ECLIA metodu ile élctilen PTH degerleri, kalibrasyon
degerleri ve referans araliklari birbirine yakin, IRMA’'nin degerleri farkli
oldugu icin IRMA ile diger 2 metod ylUzde farka bakildi. Yani ELISA ve
ECLIA metodlari ile bulunan degerler IRMA metodu ile bulunan degderden

ylzde olarak ne kadar sapmigstir, bu degerleri bulduk.
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Sekil-9: IRMA ile ECLIA ve ELISA metodlari arasindaki ylzde fark (% fark)

IRMA metodunun % farki, ECLIA-IRMA, ELISA-IRMA’ ya goére
sirasl ile %200 ve % 248’dir.

4.3. FARKLI PTH OLCUM METODLARI ARASINDAKI KORELASYON

Parathormon d&lcimd icin 3 farkli metod arasindaki korelasyon
arastinldiginda tablo 9'daki degerler elde edilmigtir. Buna gére her 3 grup
arasinda guclu korelasyon ve istatistiksel anlamhlik bulunmustur. En giclt
korelasyon IRMA ile ECLIA arasinda saptanmistir. Wilcoxon drank test ve

Pearson korelasyon analizi ile degerlendirildi (r =0.97, p< 0.001).
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Tablo-9: Gruplar Arasindaki Korelasyon Katsayilari (r) ve istatistiksel
Anlamliliklari (p)

METOD I p

IRMA-ECLIA 0.97 <0.001
ELISA- ECLIA 0.96 <0.001
ELISA-IRMA 0.94 <0.001

Farkh 3 PTH d&lgim metodu arasindaki korelasyon grafikleri sekil
10,11,12°de belirtilmistir.

3000

2000 1

1000 «

ECLIA

0 200 400 600 800 1000 1200

IRMA

Sekil-10: ECLIA- IRMA Korelasyon Grafigi
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Sekil-11: ECLIA -ELISA arasindaki korelasyon grafigi
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Sekil-12: IRMA —ELISA arasindaki korelasyon grafigi
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Hastalarin élcilen Ca degerleri ort £+ SD dgerleri  (9.05 + 0.85
mg/dl) ve min-maks degerleri (6,3—11,3) mg/dl, P degerlerinin ort + SD
degerleri (5,7 £ 1,64 mg/dl) ve min-maks degerleri (2,4- 12,7) mg/dl’dir.

Farkli yontemler ile bakilan PTH sonuglari ile Ca ve P degerleri
arasindaki korelasyona ait katsayilar ve istatistiksel anlamlilik Tablo 10’da
verilmistir. Tim yéntemler ile 6lgllen PTH degerleri ile hem Ca hem de P
degerleri arasinda pozitif korelasyonlar ve istatistiksel anlamhlik gortlda.
p< 0.01 anlamli idi. Wilcoxon Signed Drank testi ile bulundu. r korelasyon

degerleri Pearson korelasyon analizi ile bulundu.

Tablo-10: Farkh yéntemler ile Ca, P deg@erleri arasindaki korelasyona ait
katsayilar ve istatistiksel anlamlilik

GRUP Ca P
r 0.45 0.42

ECLIA
0.01 0.01

PTH p
r| 0.41 0.42

IRMA
0.01 0.01

PTH p
r 0.37 0.42

ELISA
0.01 0.01

PTH p

4.4. PTHrP DEGERLERININ KARSILASTIRILMASI

Tim vakalarin PTHrP ortalama + SD degerleri 2,26 = 1,47dir. PTHrP
degerleri 6 hastada referans degeri asmistir. Fakat PTHrP referans
araligini asan 6 hastadaki 3 farkli yéntemle 6lgtilen PTH degerlerinin yani
sira Ca ve P degerlerinin de yUksek c¢iktigi saptanmistir. PTHrP’nin st

40



referans araligini asan 6 hastanin PTHrP, PTH, Ca ve P sonuclar Tablo
11°de gobsterilmigtir.

Tablo-11: PTHrP’si yiksek ¢ikan 6 Hastanin, PTH, Ca, P degerleri

PTHrP PTH PTH PTH Ca P
HASTA | ng/ml | ECLIA | IRMA | ELISA | mg/dl | mg/di
pg/ml pg/mi pg/mi
1 4,6 537 151 605 8,9 5,1
2 7,9 236 83 348 8,5 5,6
3 7,3 1139 393 1057 10 7,2
4 5,3 512 148 558 10 5,5
5 5,3 504 201 529 9,6 5,7
6 8,2 1521 472 1093 11 6,8

88 hastanin 6’sinin PTHrp’sinin referans araliginin Gstiinde oldugu
g6rUlmUstar. Yani tOm hastalarin % 6.81’inde PTHrP degerleri yiksek
cikmistir. Bu % 6.81 hastanin PTH, Ca ve P degerleri de belirtilen referans

degerlerinin Gzerinde bulunmustur.

Friedman varyant analizi ve Wilcoxon signed drank test ile yapilan
istatistiki karsilastirmada tim hastalardaki PTHrP degeri ile PTH sonuclari,
Ca,
anlamhhga rastlanmadi. PTHrP’i ylksek ¢ikan 6 hastanin PTHrP’si ile

P sonuclari istatistiksel

karsilastinlldiginda bir korelasyon ve
PTH, Ca ve P sonuclari ile karsilastirildiginda bir istatistiki anlamlilik ve
korelasyon bulunmadi. Yine de PTHrP ve PTH ve Ca arasinda bir iligki

olup olmadiginin arastirilmasi gerekir.
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V. TARTISMA

KBY, ilerleyici nefron kaybi sonucunda bdébrek fonksiyonlarinin
giderek bozulmasi ile ortaya ¢ikan bir tablodur. KBY geligtikten sonra,
renal hasari baslatan sebep ne olursa olsun, yavas ve ilerleyici bdbrek
hasari sonucu SDBY gelismektedir (60,61).

SDBY ise endojen renal fonksiyonun irreversibl kaybi ile karakterize
ve hayati tehdit eden tGremiden korunmak igin hastaya devamli olarak diyaliz
veya transplantasyon gibi renal replasman tedavilerinin uygulandigi klinik
bir tablo olusturur. Bdbrek fonksiyonlar akut hasar sonrasi tekrar kendi
fonksiyonunu kazanabilir (62,63).

Glomeriler filtrasyon hizi dismeye baslayinca renal tlibullerden
fosfor atilimi azalr. Kan fosfor dizeyinin artigina serum kalsiyum
dlzeyinin dislUsU eslik eder ve bu durum PTH salgilanmasini uyarir. PTH,
bobreklerden fosfor atilimini arttinir ve kan fosfor diizeyi normal sinirlarda
tutulmaya calisilir. Bu etki GFR %30’un altina dislince ortadan kalkar ve
serum fosfor seviyesi yukselir. Bu dénemde hipokalsemi, hiperfosfatemi ve
PTH'da belirgin artis vardir. PTHIn asiri yapimi, vit D’nin sentezinin
azalmasi ve metabolik asidozun varligi hastalarda kemik sorunlarinin

ortaya ¢ikmasina neden olur (3,4).

SDBY ise endojen renal fonksiyonun irreversibl kaybi ile karakterize
ve hayati tehdit eden Gremiden korunmak i¢in hastaya devaml olarak diyaliz
veya transplantasyon gibi renal replasman tedavilerinin uygulandidi klinik
bir tablo olusturur. Bdbrek fonksiyonlari akut hasar sonrasi tekrar kendi

fonksiyonunu kazanabilir (62,63).

Bébrek yetmezlikli hastalarda goérilen sekonder hiperparatiroidizm;
kalsiyum, fosfor, vitamin D ve parathormon bozukluklarindan
kaynaklanmaktadir ve kemik degisiklikleri, yiksek déngu hizli (sekonder

hiperparatiroidizm, osteoitis sistika fibroza) ve disik déngl hizh
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(osteomalazi ve adinamik kemik lezyonlarl) olmak Uzere 2 sekilde
degerlendirilir (41).

Renal osteodistrofi (ROD) teshisinde gold standart metod kemik
biyopsisidir. Fakat halen bu metod invazif ve travmatik komplikasyonlari
oldugu icin pratikte sik kullaniimamaktadir. Bunun vyerine alternatif
metodlar kullanilmaktadir. PTH'In dolasimdaki konsantrasyonu, kemik
yikimi ile korele oldugu igin ROD teshisinde genelde PTH 6lgim metodlari
kullaniimaktadir (63,64).

Paratiroid bezler hem biyolojik olarak aktif olan intakt hormon, hem
de orta bdlgesinde yer alan aminositleri iceren parca ile karboksil ucu
tarafindaki aminoasidleri iceren (C-PTH) aktif olmayan pargalari salgilar.
Biyolojik olarak aktif olan intakt PTH (yari démri 5 dk’dan az) karaciger ve
bdbrek tarafindan hizlica aktif olmayan parcalara yikilir. Bu aktif olmayan
parcalar tam olarak karakterize edilememis olmakla birlikte, parcalarin 8—
84 ve 7-84 aminoasidleri icerdigi bildirilmistir. Bu inaktif pargalar
glomeruler filtrasyon ile temizlenir ve yari émdarleri 1 dakikadan daha azdir.
Yari d&mdarleri ve dolagimdaki konsantrasyonlari, renal fonksiyon bozuklugu
olan kisilerde 6nemli miktarda yuksektir (3,4).

SDBY’li hastalarda dolasimdaki PTH'In %901 C-terminal PTH
fragmanidir. Bu ylksek konsantrasyondaki fragmanlar aktif olan PTH'nin
Olcilmesinde hatalara yol acmaktadir. SDBY’li hastalarda, sekonder
hiperparatiroidizmde intakt PTH dlzeyinin paratiroid fonksiyonlarinin

degerlendiriimesinde édnemli bir 6lcim oldugu kabul gérmektedir (5,6).

PTH(1-84)’den farkli olarak PTH’in diger molekuler formlari ile iPTH
Olciminde reaksiyona girer. PTH'In (1-84) den farkli molekdiler formlari
non(1-84) PTH olarak adlandirilir ve bunlarin PTH fizyolojisindeki dnemi
hala tam olarak acik degildir ve gecikmistir (52). Bu gecikmede
dolasimdaki PTH'un heterojen tabiati, uygun cok &zel antiserumlarin
kisithhg@r gibi bazi teknik problemler rol oynamistir. Ayrica, standart olarak
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kullanilan PTH preperatlarinin cinsi ve safligi da serum iPTH

degerlerinin laboratuarlar arasinda fark bulunmasina neden olur.

PTH &lcima icin gelistirilmis pek cok ydntem vardir. Bunlardan
intakt PTH’In hemodiyaliz hastalarinda daha iyi bir gésterge oldugu kabul
edilmektedir (2). Biz de ¢alismamizda intakt PTH &lcima igin geligtirilmis
yontemler arasinda farkliliklar olup, olmadidi arastirdik. Bu amacla ELISA,
IRMA ve ECLIA ybéntemleri arasindaki farkhliklar ortaya koyduk. Bizim
laboratuarimizda rutinde kullandigimiz yéntem ECLIA ydntemidir. Diger 2
yéntem IRMA ve ELISA genelde arastirma amach kullaniliyor.
Galismamizda, 88 hemodiyaliz hastasinda (53 erkek, 35 kadin) 3 farkh
firmaya ait kit ve 3 farkh metodla intakt PTH’1 calisip, birbirleri ile
karsilastirdik. Her 3 metodun oldukga korele bulduk ancak IRMA ydntemi
ile hem ELISA hem de ECLIA arasinda anlamli bir fark bulduk. IRMA
yéntemi ile buldugumuz iPTH sonugclar diger ydéntemlerden anlamli olarak
disUktd. Yine her 3 yéntem ile 6lcilen PTH sonuglari ile Ca, P arasinda
pozitif bir korelasyon bulduk.

Yamamoto ve ark. non(1—-84)PTH’in, hem iPTH(1-84)’ Gn periferal
metabolizmasi ile hem de paratiroid hicrelerinin  sekresyonu ile
olusabilecegini belirtmislerdir. Non (1-84) PTH’ya 6érnek olarak basta 7-84
olmak Uzere 4-84, 8—84, 10-84 ve 15-84 PTH’lan verilebilir (65).

Inaba ve ark. iPTH o&lcimi ile sadece PTH(1-84)'Gn degdil ayni
zamanda PTH(7-84)’0 de 6élculdigunt gbstermislerdir (66). Bio-intakt PTH
Olcimi ile de Ozellikle aktif PTH (1-84)'G élculdigint gbstermislerdir.
Renal disfonksiyonun, PTH(7-84)'Gn idrarla atiliminin bozulmasina,
bdbreklerde birikmesine yol acarak hemodiyaliz hastalarinda Bio-PTH/I-
PTH oraninda anlamli bir dismeye neden oldugunu bulmuslardir. PTH (7—
84)’Un, PTH (1-84)’Un biyolojik antagonisti olan bir fragman oldugunu,
PTH(7-84) fragmaninin birikiminin hemodiyalizli hastalardaki iskelet

direncinde rol oynadigini da rapor etmislerdir. Bu bilgiler isiginda Inaba ve
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ark Ozellikle HD hastalarinda, paratiroid fonksiyonunu degerlendirmede
Bio-PTH &élcimandn, iPTH &6lciminden daha gudvenilir oldugunu 6éne
strmuglerdir (66,67).

D’ Amor ve ark, vyaptiklari ¢alismalarda amino terminal yapisini
kismen korumus non (1-84) PTH fragmanlari ile C-PTH fragmanlarinin da
6lguldugini goéstermigler. Bu karmasik sonuglarin iPTH sonuglarindaki
mukayese eksikligi nedeni ile SDBY’li hastalardaki SHPT nin tedavisi ve
teshisinde belli bir problem olarak kaldidini ileri stirmuglerdir. Ayrica hPTH
(1-84) kalibratérlerindeki farkliliklari dizelttikten sonra iPTH degerlerinin
farkh Olgimlerle 6élctldiga halde sonuglarin benzer oldugunu rapor
etmiglerdir. Sonug olarak ticari iPTH &lgiimlerinin standartizasyonu igin bir
evrensel referans paneli gelistiriimesinin gerekli oldugu go6risuna ileri

surmaglerdir (61,68).

Bugln c¢ift yonlG isaretli antikor yontemleri, intak PTH 6lcimu igin
tercih edilir. Daha onceki yillarda yarigsmali immundlgimler ve
radyoimmundélctimlerin (RIA; C-terminal, N-terminal, orta bdlge &lgiimleri)
inaktif parcalari élcmesi nedeniyle, bozuk renal fonksiyon veya paratiroidle
iligkili olmayan malign hiperkalsemili olgularda siklikla yiksek degerler
verdigi g6zlenmis fakat bu sonuglarin gergcegi yansitmadigi gézlenmistir
(64,67).

Gift yonll, isaretli antikor ydntemleri es zamanh olarak PTH’I
baglayabilen iki farkh antikor gerektirir : (1) siklikla karboksil terminale
karsi geligtirilen kati faz yakalayici antikor (6rn, 39-84, 53—84, aminoasit
dizileri) ve (2) sikhkla aminoterminal bdlgeye kargi gelistirilen sinyal veya
isaretli antikor (6rn.1-34 aa dizileri). Yénteme bagli olarak sinyal antikoru
sinyal olarak kemiluminisans bilesik, (immunokemiluminometrik (ICMA)
veya elektrokemiluminisan bilesik (ECLIA) veya radyoaktif li25
(immunoradyometrik) (IRMA) veya substrati kemiliminesans {rine
ceviren enzim (ELISA) ile isaretlenir (69).

45



Sourbille ve ark. Fransa'da rutin klinik kullanimda 15 farkh PTH
6lcim metodu ile 5. evre 47 hemodiyaliz hastasinda dolasimdaki PTH
konsantrasyonlarinin  6lgimindeki metodlar arasi farkhligi ortaya
koymuslardir. Bu yéntemlerin 7 tanesi immunoradyometrik yéntem, bir
tanesi manuel immunoenzimolojik 6lcim metodu ve 7 tanesi
immunometrik yéntemdi ve bu 15 élcimin diginda 2 tanesi 3. kusak
dlciimlerdi. Olcim metodlarindan intakt PTH IRMA metodu ile diger 14
metod karsilastinimis ve oldukga korele oldugu bulunmustur (70).
Buradaki metodlar arasindaki farkhligi hem antikor spesifitesine hem de
standartizasyon nedenlerine baglamislardir. Bizim calismamizda, degisik
3 PTH O6lcim metodu ile farkl sonuglar bulunmasinin nedenini de bu
faktérlere baglanabilecegini disinmekteyiz. Calismamizdaki IRMA
metodununun sonuglarini da diger iki metod olan ECLIA ve ELISA
sonuglari ile korele bulmamiza ragmen IRMA metodu ile PTH degerlerini
daha disik bulduk.

Markus ve ark yaptiklari ¢alismada iki farkli IRMA kiti kullanarak,
PTHU ve iyonize Kkalsiyumu 6lcip paratiroid bezin fonksiyonunu
karsilastirmiglardir. Renal osteodistrofili bu hastalarda iki metod ile dl¢tlen

PTH degerleri arasinda anlamli fark bulmuslardir (71).

Yamashita ve ark. yeni whole PTH molekdlt élcimu ile 6zellikle
intakt PTH (1-84)’Gn &l¢uldigu saptamiglardir. Hemodiyaliz tedavisi alan
SHPT’li hastalardaki PTH seviyesini IRMA metodu ile iPTH ve ‘whole’
PTH1 (sadece PTH(1-84)) od&lgmisler. Bu hastalara daha sonra
paratiroidektomi ameliyati uygulanmis. Bu ameliyattan 6énce iPTH ve
whole PTH degerleri arasinda anlamli bir fark ve korelasyon bulmusglardir.
Paratiroidektomiden sonra ‘whole’ PTH ile &él¢cilen PTH degerlerinin
iPTH’dan daha hizh distiguni gézlemlemiglerdir. Bu nedenle hizh ‘whole’
PTH Olgiminin paratiroidektomili hastalarda daha faydah olacagi
kanisina varmiglardir (72).
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Shidara ve ark yaptiklari ¢alismada, hastalarin serumunda aktif
PTH’ini, hem 2-tarafli kemiluminisan immunassay ile; sadece intakt PTH
(1-84)’'G dlgen Bio-PTH metodu ve hem de intakt PTH'inI (1-84 PTH) ve
(7-84) PTH'1 dlgen ikinci kusak iPTH metodu (IRMA) ile dlgmuglerdir.
Hastalarin BUN, fosfor, albumin, vicud agirh@i, kreatinin gibi protein
katabolik markirlarini da élgmuslerdir. iPTH (1-84) ile kreatinin ve fosfor
arasinda bir korelasyon oldugunu, PTH (7-84)’ Un ise protein katabolik
markirlari (alb, BUN, vicut kitle indeksi (BMI) ve Ca) ile korele oldugunu
bulmuslardir. PTH(7-84)'Gn HD hastalarindaki nutrisyonel durumu
yansitmasi, serum iPTH'un Olgllmesi ile elde edilen degerlerin protein
katabolik markirlari ile korele olmasi ile agiklamiglardir (73).

Calismamizda, 3 farkli PTH &lcim metodundan biri olan IRMA ile
diger metodlarin (% difference) ylzde farkini karsilastirdik. IRMA ile
ECLIA arasinda % 200, IRMA ile ELISA arasinda ise % 248 farklilik
bulduk. Bizim 3 metodla buldugumuz PTH sonuclari genelde referans
araliginin ¢ok Usttinde oldugu i¢in, yizde farklari da blyik gikmistir.

Cantor ve ark. da PTH’1 farkh firmalara ait kitlerle IRMA ve ICMA
yontemleri ile 6lgmuslerdir. IRMA kiti ile 6lgllen sonuglarin diger sonuglar
ile karsilagtirarak yUzde farkini hesaplamiglar ve iPTH IRMA ve iPTH
ICMA ile az farkhhk (<% 10) g6sterirken, 2 farkli firmaya ait IRMA kitleri ile
karsilastirildiginda buyuk (% 40) farkhlik gésterdigini bulmuslardir (68).

Galismamizda ayrica, PTH'yUksek hastalarin, PTHrp ile bir iligkisi
olup olmadigini anlamak ve PTH &lgim yéntemlerini interfere edip
etmedigini gérmek icin PTHrP’i 6I¢tik. Ganimizde PTHrP genellikle daha
duyarli ve 6zgun olan iki yénli isaretli antikor (IRMA) yéntemi veya ELISA
yontemi ile dlgilmektedir. Biz de galismamizda bu peptidi ELISA ydntemi
ile 6lgtik.
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PTHrP, baslangicta malignensilerdeki humoral hiperkalsemi ile iligkili
olarak, timérlerden izole edildi (1). PTHrP’nin hangi kanserlerin
malignensideki humoral hiperkalsemiye neden olacagl ile ilgili

mekanizmalarin arastirilmasi sirasinda bulundu.

PTHrP’ nin tam olarak dolagimdaki formlari bilinmemesine karsin,
139, 141, 173 aminoasid uzunlugundaki 3 izoformu alternatif, m RNA
kesilmesi ile olusmaktadir PTH rp’nin N-terminal sonu, PTH ile benzer
homolojiye sahiptir (13 aminoasidden 8’i benzer). Bu benzerlik PTHrp’nin
PTH’nin biyolojik etkilerine benzer etkiler gdstermesini agiklayabilir (8).

Paratiroid hormon 1 reseptort, (PTH1R), metafizyel buyime
plaklarinin prehipertirofik kondrositlerinde ve PTHrP’nin otokrin, parakrin
etkilerini dizenleyen hucrelerinde Uretilir. PTHrP’nin Gretim paternlerine
benzer olarak, PTH1R mRNA, diger fetal ve erigkin organlarda Uretilir.
Ornegin PTHrP ve PTH1R, meme bezindeki dallanmis morfogenezisi
dizenledigi ve deri, sag, pankreas ve dislerdeki gelisimde bu proteinlerin
roli oldugu ileri sdrdlmdastar (74). PTH, PTHrP ve PTH/PTHrP
reseptoérlerinin biyolojik sistemde Ca regullasyonu, hticre proliferasyonu ve
hicre farklilagsmasini igeren kritik rolleri vardir. PTHrP ayni zamanda
meme bezi gelisimi ve laktasyona Ca’un plesental transferinde oldugu gibi
yardimci olur (35,42).

Bizim calisma grubumuzdaki 88 hastanin 6’sinda PTHrP degerini
yUksek bulduk. Bu 6 hastanin diger 3 metodla él¢ilen PTH ve élclilen Ca
ve P degerlerinin de referans degerlerinin Gzerinde c¢iktigini gérdik.
Hastalarin PTHrP ile PTH, Ca ve P sonuclar arasinda istatistiksel olarak
bir korelasyon bulamadik. ileride PTH, PThrP ve Ca arasindaki iligkinin

arastiriimasi gerekli oldugunu distntyoruz.

Sonu¢ olarak caligmamizda, hemodiyaliz hastalarindaki 3 farkh
Olcim metodu ile dlctlen PTH deg@erleri arasinda her ne kadar gugcli bir

48



korelasyon bulunsa da; sonuglarin iyi bir sekilde takibi ve guvenilirligi
acisindan tek bir hastanin sonuglarinin tek bir élcim metodu kullanilarak
takip edilmesi gerektigi sonucunu c¢ikardik. Ayrica SDBY’li hastalardaki
PTH 6lcimindeki metodlar arasindaki farkhligin, antikorlarin spesifitesine
ve standartizasyon ve kalibratorlerin farkliligindan meydana geldigi ve bu
sorunun ancak uluslar arasi bir referans paneli olusturularak asilabilecegdi
sonucuna vardik. Tim intak PTH &lgumleri tek bir referans materyali ile
kalibre edilmeli ve SDBY teghis ve tedavisinde, kemik biyopsisi invazif ve

komplikasyonlu oldugu icin, PTH &lcim metodlari kullaniimahdir.
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VI. OZET
AMAC: KBY, ilerleyici nefron kaybi sonucunda bdbrek fonksiyonlarinin

giderek bozulmasi ile ortaya ¢ikan bir tablodur. KBY gelistikten sonra,
renal hasari baglatan sebep ne olursa olsun, yavas ve ilerleyici bdbrek
hasari sonucu SDBY gelismektedir. KBY’de sekonder hiperparatiroidizme
(SHPT) bagh osteodistrofilerin profilaktik tedavisi aktif vitamin D (Calcitrol)
ve kalsiyum ile mimkin olmaktadir. Tedaviye baslamada ve takibinde
PTH konsantrasyonu karar verdirici etkenler arasindadir. D vitaminin agir
miktarda alimi hiperkalsemi, kalsemik arteriyopati ve metastatik
kalsifikasyon gibi ciddi yan etkilere sahip oldugundan, PTH supresyonunun
takibinde PTH 6lgim kritik bir &neme sahiptir.

MATERYALLER VE METODLAR: Calisma kapsamina, hemodializ
hastasi olan 17-80 yas arasindaki 88 hasta alindi. Bunlarin 53’ erkek,
35’i de kadindi. Galisma grubundan ayrica bir kontrol grubu kullaniimadi.
PTH, ELISA, ECLIA metodlari ile; PTHrp, ELISA ile Ca ve P dizeyleri de

spektrofotometrik yontemle dl¢aldi.

BULGULAR: Hemodiyaliz hastalarinda 3 farkli yéntem ile yaptigimiz PTH
analizi sonunda, IRMA sonucu ile ECLIA ve ELISA sonuclar arasinda
anlamh bir fark goéraldd ( p< 0.01). ELISA ile ECLIA sonuglari arasinda
anlaml bir fark gértlmedi. IRMA-ECLIA ve IRMA- ELISA arasinda sirasi
ile % 200 ve % 284 fark bulundu.

SONUC: Sonuc olarak calismamizda, hemodiyaliz hastalarindaki 3 farkli
Olcim metodu ile dlctlen PTH degerleri arasinda her ne kadar gucli bir
korelasyon bulunsa da; sonugclarin iyi bir sekilde takibi ve glvenilir olmasi
acisindan bir hastanin sonuglarinin tek bir élcim metodu ile takibinin
yapilmasi gerektigi sonucunu cikardik. PTHrP’si ylksek hastalarin; diger
PTH, Ca, P sonuglari arasinda ise bir anlamlilik ve korelasyon bulamadik.
ileride PTH, PThrP ve Ca arasindaki iligkinin arastiriimasi gerekli oldugunu

distnUyoruz.
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Vil. SUMMARY

PURPOSE: Chronic Renal Failure (CRF) is a process characterized with
progressive renal dysfunction because of loss of nephrons. When
progression of CRF is complete, end-stage renal failure (ESRD) occurs
because of slow and progressive renal damage which is began by any
reason. Prophylactic treatment of osteodystrophies, which is caused by
secondary hyperparathyroidism in chronic renal failure is possible with
active vitamin D (Calcitrol) and calcium. The PTH concentration is one
factor which is used for initiating and surveillance of treatment. There is
critical importance of PTH measurements for surveillance of PTH
suppression because of the fact that using vitamin D has serious side
effects such as hypercalcemia, calcemic arteriopaty and metastatic

calcification.

MATERIALS AND METHODS: Total 88 (53 male, 35 male) hemodialysis
patients between 17- 80 years old were enrolled to study. Control group is
not used. PTH was measured with different methods and results were
found as follows: IRMA result was different from ECLIA and ELISA (p<
0.01). But ECLIA and ELISA results were not significantly different.
Difference between IRMA and ECLIA was 200%, between IRMA and
ELISA was 284%.

CONCLUSION: In conclusion, despite strong correlations among PTH
values measured 3 different methods were found, we suggested that the
measurements of patient should be done only one method because of
surveillance of results and reliability. We not found correlation among PTH,
Ca, P results in patients with elevated PTHrP. We concluded that the

correlation to understand between these, further studies required.
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