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OZET

Uysal M. Uremik Hastalarda Vaskiiler Kalsifikasyon H"e Oksidatif Stres Ve
Inflamasyon Arasindaki Iliskinin Degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 ABD. Uzmanlik Tezi. Istanbul. 2008.

Giris: Koroner arter kalsifikasyonu hemodiyalize giren iiremik hastalarda aterosklerotik
vaskiiler hastaligin ciddiyetinin bir gostergesidir ve kardiyovaskiiler olaylar1 predikte
edebilir. Uremik hastalarda artmus oksidatif stres ve inflamasyon oldugu asikardir,
ancak koroner arter kalsifikasyonuna olan katkis1 tam olarak tanimlanmamastir.

Metod: Bu calismaya hemodiyalize girmekte olan 78 SDBY hastas1 dahil edilmistir (38
erkek, 40 kadin, ortalama yas:52+14 yil, ortalama hemodiyaliz siiresi:60+41 ay idi).
Hastalarin rutin biyokimya tetkikleri ile oksidatif stres (Nitrotirozin) ve akut faz
inflamasyon gostergeleri (IL-1PB, IL-6, TNF-a, hsCRP) diyaliz oncesi ol¢iildii. Ayni
hastalarin koroner arter kalsiyum skorlart EBCT yontemiyle saptandi. Koroner arter
kalsiyum skorlar1 ile bu parametrelerin iliskisine bakildi.

Bulgular: Koroner arter kalsiyum skoruyla yas, Kt/V, CaxP, TNF-o arasinda anlamli
iliski saptandi, yine oksidatif stres gostergesi olan nitrotirozin ile sadece koroner arterin
sirkumfleks dali arasinda bir iliski saptandi. Diger faktorlerle koroner arter kalsiyum

skoru arasinda net bir iligki saptanmamustir.

Sonuc: Uremide arttif1 iyi bilinen inflamasyon ile koroner arter kalsiyum skoru
arasinda anlaml iligki saptanirken oksidatif stres ile koroner arter kalsiyum skoru
arasinda tam olarak korelasyon bulunmamistir. Bu sonug; oksidatif stresin
aterosklerozdaki rolii géz Oniline alindiginda, hemodiyaliz hastalarindaki koroner arter
kalsifikasyonunun gelisiminde ateroskleroz dis1 faktdrlerin 6nemli rolii oldugunu

diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: hemodiyaliz, {iremi, vaskiiler kalsifikasyon, oksidatif stres,
inflamasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 1206



ABSTRACT

Uysal M. Interpretation of the relationship between vascular calcification and oxidative
stress and inflammation in patients with uremia. Istanbul University, Istanbul Faculty of
Medicine, Departmant of Internal Medicine, Expertise Thesis, Istanbul, 2008.

Introduction: Coronary artery calcification is an indicator of the severity of
atherosclerotic vascular disease in patients with uremia on chronic hemodialysis
treatment. It may also predict the cardiovascular outcomes. Increased oxidative stress
and inflammation are well known issues in patients with uremia but their contribution to
the coronary artery calcification has not been completely defined.

Method: 78 chronic renal failure patients on hemodialysis treatment were included into
the study (38 male, 40 female, mean age: 52+14, mean duration of hemodialysis: 60+41
months) Routine biochemical tests together with oxidative stress marker (Nitrotyrosine)
and acute phase reactants of inflammation (IL-1B, IL-6, TNF-a, hsCRP) were
measured before the dialysis sessions. Coronary artery calcification scores of the same
patients were detected by means of EBCT method. Relationship between coronary
artery calcification scores and these parameters was investigated.

Results: A significant relationship was found between coronary artery calcification
score and age, Kt/V, CaxP and TNF-alfa. An association between the oxidative stress
marker, nitrotyrosine, and circumflex arterial calcification was shown. A significant
relationship between coronary artery calcification score and other parameters could not
be detected.

Conclusion: Although a significant relationship between coronary artery calcium score
and inflammation -well known to increase in uremia- was detected, no definite
correlation could be found between oxidative stress and coronary artery calcium score.
Regarding the role of oxidative stress in atherosclerosis, this result makes us think that
factors other than atherosclerosis have important roles in the development of coronary

artery calcification in patients on hemodialysis treatment.

Key words: hemodialysis, uremia, vascular calcification, oxidative stress, inflammation

This study was supported by Scientific Research Projects Unit of University of Istanbul.
Project No: 1206



1. GIRIS VE AMAC

Uremik hastalarda yillik mortalite oran1 genel populasyondan yiizlerce kat daha
yiiksektir. Bu primer olarak kardiyovaskiiler olaylar yiiziinden olmaktadir (1,2). Son
yillarda tiremik hastalarda kardiyovaskiiler risk faktorleri olarak bildigimiz serum
kalsiyum ve fosfor yiiksekligi, kalsiyum-fosfor carpiminin yiiksekligi gibi klasik
bilgilerin yaninda ek baz1 risk faktorlerinin de {iremik kalsifikasyonda rol
oynayabilecegi konusunda calismalar yapilmaktadir. Aslinda bunlar yine tiremiyle
iligkili olan risk faktorleridir. Bunlar artmig oksidatif stres ve inflamasyon gdstergeleri,
diyaliz ve diyalizle iliskili faktorler, hemodinamik yiiklenme, hiperhomosisteinemi,
kalsiyum iceren fosfor baglayicilar, sekonder hiperparatiroidizm tedavisinde kullanilan
vitamin D tedavisidir (3,4,5,6,7,8). Uremik hastalarda bu kolaylastiric1 faktorlere ek
olarak fetiiin-A, matriks Gla protein, osteoprotegerin ve osteopontin gibi azalmig
endojen kalsifikasyon inhibitorleri de ekstraseliiler dokulardaki artmis kalsifikasyonla
iligkilidir (3,9,10). Aslinda vaskiiler kalsifikasyon, kalsifikasyon aktivatorleri ile
inhibitorlerinin  aktif ve dinamik dengesinin bozulmasimin bir sonucu oldugu
diisiiniilmektedir (11). Uremik hastalarda bu etkilesimlerin acikliga kavusturulmasi ve
yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunabilmek icin ek klinik
calismalara ihtiyag vardir. Ozellikle diyaliz hastalarinda iiremiyle iliskili olarak artmis
olan oksidatif stres ve inflamasyon iiriinlerinin bu grup hastalardaki hizlanmis
aterskleroz gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir (12,13). Ancak oksidatif stres ve
inflamasyonun vaskiiler kalsifikasyona olan katkilar1 iyi bilinmemektedir. Bu ¢aligmada
diyaliz hastalarinda vaskiiler kalsifikasyon ve inflamasyon-oksidatif stres gostergeleri

arasindaki iliskinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uremik Kalsifikasyonun Tanim

Kalsifikasyon terimi kemiklerde ve diglerde normal bir olusum iken damarlar, yumusak
dokular, periartikiiler alan, kalp ve diger solid organlar gibi dokularda olustugu zaman
patolojiktir. Yumusak dokularda kalsifikasyonun olmamasi bazi inhibe edici faktorlerin
aktivitesini gosterir. Bununla birlikte hastalik durumlarinda anormal yerlerde yerlesmis
kalsifikasyon gozlenmesi aslinda kalsifikasyon aktivatorleri ile inhibitdrlerinin aktif ve
dinamik dengesinin bozulmasinin bir sonucudur (11,Sekil 2-1). Patolojik
kalsifikasyonun etyolojisine gore 2 tipi vardir:

1- Metastatik ve distrofik kalsifikasyon. Metastatik kalsifikasyon sistemik
fosfor ve kalsiyum metabolizmasinin diizensizligi ile iliskilidir ve son dénem
bobrek yetersiliginde kalp, damar ve diger yumusak dokularda meydana
gelir.

2- Distrofik kalsifikasyon kalsiyum ve fosfor imbalansi olmadan yumusak
dokularda meydana gelir. Ornegin nekrotik doku ve aterosklerotik plakta
oldugu gibi.

Uremik hastalarda kalsifikasyon olusumu ne tam olarak metastatik ne de
distrofiktir. Kalsifikasyonun her iki tipini de i¢ermesi daha olasidir. Kronik bdbrek
yetersizlikli hastalarda vaskiiler hastalik ve yapisal kalp hastalifi prevalansinin ¢ok

yiiksek olmasindan dolay1 tiremik kalsifikasyon terimi daha uygun bir tanimlama olur.

2.2. Mekanizma ve Patofizyoloji

2.2.1. Kalsifikasyon Aktivatorleri

Uremik kalsifikasyonun mekanizmasi heniiz tam olarak anlagilamamistir. Uzun

yillardir hakim olan goriis plazmada siipersatiire olmus yilikselmis serum kalsiyum-



fosfor diizeyleri ve yiiksek kalsiyum fosfor ¢aripiminin yumusak dokularda ve
damarlarda pasif olarak kalsifikasyona sebep oldugu yoOniindeydi. Son gozlemler
kalsifikasyon olusumunun sadece bu divalan iyonlarin basit bir ¢cokelmesi ile degil ayni
zamanda mineral birikiminin oldukc¢a yiiksek diizeyde regiilasyonuyla oldugu
yoniindedir (9,14,15). Bu olusumda kemik ve mineral metobolizmasiyla iliskili ¢esitli
proteinler (osteopontin, alkalen fosfataz, bone sialoprotein, tip 1 kollajen, bone

mo ogenetl rotein-2a g1b1 alsifiye arteryal lezyonlarda bulunurlar 14, .
rphogenetik protein-2a gibi) kalsifiye arteryal lezyonlarda bulunurlar (10,14,15)

AKTIVATORLER
INHIBITORLER Fosfor, tiremik toksinler,
Fetiiin, MPG, vitamin D, okside LDL,
osteoprotegerin, inflamasyon, AGE...

osteopontin, PTHrP...

{

v
@ ........................ >
Osteoblastik
farklilagsma
Vaskiiler diiz kas Kalsifiye olmus
hiicresi diiz kas hiicresi

PTHrP: Parathyroid hormone related peptide, MPG: Matrix Gla protein, AGE: Advanced glycation end
products

Sekil 2-1: Vaskiiler kalsifikasyonun mekanizmasi

SDBY’de yiikselmis kalsiyum ve fosfor konsantrasyonun yol actig
kalsifikasyonun mekanizmas:1 tam olarak anlasilamamustir. Invitro c¢alismalarda
havuzlanan iliremik serum ve a-gliserofosfatin (bir fosfat vericisi), sigir vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde alkali fosfataz aktivitesini ve osteopontin ekspresyonunu indiikledigi
gosterilmistir (16). Fosforun bu etkisinin benzer sonuglar1 insan aortik diiz kas

hiicrelerinde de gozlenmistir (17).



Uremik vaskiiler kalsifikasyon sadece hiperfosfatemi tarafindan degil aym
zamanda Uremik serumdaki diger faktorler tarafindan da indiiklenebilir. Simdiye kadar
intraseliiler gen ekspresyonunu, osteoblastik transformasyonu, damar duvar1 ve diger
yumusak dokularda bazi kemik matriks proteinlerinin ekspresyonunu indiikleme
kabiliyeti olan birgok faktdr tanimlanmistir. Bu faktorlerden bazilari: okside LDL
kolesterol (18), TNF-a (19), kalcitriol (20,21), kollagen I (22), TGF-la (23), 25-
hidroksikolesterol (23) ve AGEs (24). Bunlarin hepsi vaskiiler diiz kas hiicelerinin
osteogenik transformasyonunu sitiimiile ederler. Vaskiiler duvarda hiicre olimii ve
apoptozis kalsiyum ve fosfora karsi hiicre permeabilitesini arttirarak kalsifikasyonu
baslatabilir ve distrofik kalsifikasyon olusmasini kolaylastirabilir (10,25). Tim bu
mekanizmalarin yaninda hipertansiyon, kronik sivi yiiklenmesi ve sistemik renin-
angiotensin sisteminin upregiilasyonu sonucu olusan hemodinamik degisiklikler ve
kronik vaskiiler hasar diiz kas hiicre proliferasyonuna, medial hiperplaziye, artmis
damar duvar stresine ve en son olarak osteoblast benzeri hiicrelerin damar duvarinda

birikmesine neden olabilir (3).

2.2.2. Kalsifikasyon Inhibitorleri

Saglikli insanlarda fetiiin, matriks Gla protein (MGP), osteoprotegerin ve
osteopontin i¢in “vaskiiler kalsifikasyonun 6nemli dogal inhibitorleri” olarak s6z edilir
(3,9,10). Fetiiin-A ayn1 zamanda alfa-2 Heremans-Schmid glikoproteini olarak da bilinir
ve hidroksiapatit yapilara baglanarak kalsifikasyonu inhibe eden ve c¢ogunlukla
karacigerde sentezlenen bir proteindir (26). Serum fetiiin-A diizeyleri akut inflamatuvar
bir durum gostergesi olarak noniiremik hastalarda serum albumini azalmasiyla korele
bir sekilde ¢ok belirgin olarak azalir. Bu bulgular fetiiin-A’ nin ayn1 zamanda negatif
akut faz reaktani oldugunu gosterir (27). Bu glikoproteinin diisiik olmas1 ayn1 zamanda
artmigs CRP degeri, kardiyovaskiiler ve tiim sebeple olan mortalitedeki artisla birliktedir
ve iiremideki artmis aterosklerozdan sorumlu olabilir (28). Diyaliz hastalarinda serum
fetliin-A diizeyi oldukc¢a diisiik bulunur (26,28,29,). Diger taraftan diabetik nefropatili
hastalarda serum fetiiin-A diizeyi ile koroner arter kalsifikasyonu arasinda gii¢lii ve

pozitif bir korelasyon vardir (30). Siiphesiz vaskiiler kalsifikasyon ve serum fetiiin-A



diizeyi arasindaki bu iliski olduk¢a komplekstir ve daha ileri arastirmalara ihtiyag
vardir.

Matriks Gla proteini, hem arteryal hem kikirdak kalsifikasyonunun diger bir
inhibitoriidiir, kondrositler ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinden salgilanir (31). MPG ayni
zamanda kemik morfojenik protein-2 aktivitesini ve promineralizasyon faktoriinii inhibe
ederek osteogenik farklilasmay1 azaltir (32). Warfarin kullanirmi MPG’nin alfa-
karboksilasyonunu inhibe ettigi i¢in diyalize devam eden hastalarda kalsifik iiremik
arteriyolopati i¢in risk faktorii olarak tanimlanir (33). MPG eksikligi olan farelerde
dramatik vaskiiler kalsifikasyonlar, osteopeni, fraktiirler, kikirdak kalsifikasyonlar
gelisir ve son olarak dogumu takiben 8 hafta i¢inde aortik riiptiirden dolay1 oliirler (31).
Noniiremik hastalarda yapilan caligmalar sonucunda koroner arter kalsiyum skoru,
serum MGP diizeyiyle korele bulunmus (33), fakat tiremik hastalarda bu korelasyon
belirsizdir.

Osteoprotegerin TNF siiperfamilyasindan olan osteoblasttan tiiretilen inhibitor
bir proteindir. Osteoklast farklilagmas1 ve aktivasyonunu inhibe ederek kemik kitlesinin
regiilasyonunda fizyolojik rol oynar. Osteoprotegerin ligandina (OPGL) baglanir ve
boylelikle osteoklastlardaki OPGL ve reseptdr aktivator niikleer faktdr (NF)-xB
(RANK) arasindaki etkilesimi inhibe eder (34). Osteoprotegerin noksanligi olan
farelerde total kemik dansitesinde azalma, kraniumun pariatel kemiginde belirgin
incelme, artmis fraktiir insidansi, aorta ve renal arterlerde kalsifikasyon gdzlenir (35).
Bu bulgular hem aterosklerotik kalsifikasyon ve hem de osteoklastogenezisde
osteoprotegerinin dnemini gosterir.

Osteopontin normal olarak kemik ve diste bulunan asidik bir fosfoproteindir. Bu
protein vaskiiler kalsifikasyonun giiclii bir inhibitoriidiir. Bunu osteoklast fonksiyonunu
avB3 integrin araciligiyla indiiklemesi ve kristal yilizeylere baglanmasi neticesinde
hidroksiapatit biliylimesini direk inhibe ederek yapar (36). Osteopontin ayni zamanda
monositik hiicrelerde karbonik anhidraz II’nin ekpresyonunu yiikseltir, ekstraseliiler
ortamin asidifikasyonunu arttirir (36). Insan ve farelerde karbonik anhidraz ekskligi
yumusak doku kalsifikasyonuna ve osteopetrozise neden olur (37). Bu yiizden
osteopontin vaskiiler ve yumusak doku kalsifikasyonunu direkt ve indirekt yollarla
inhibe eder. Bu bulgular ektopik kalsifikasyonun tedavisinde osteopontinin terapdtik bir

potansiyeli oldugunu diisiind{irtir.



Paratiroid hormon related peptide (PTHrP) paratiroid hormonuna (PTH) benzer,
PTH reseptoriinii aktive eder ve hiperkalsemiye neden olur. Kronik bdbrek
yetersizliginde asir1 aktif renin anjiotensin sistemi (RAS), sivi yiiklenmesi ve
hipertansiyonun neden oldugu damar duvarindaki mekanik gerginlige cavap olarak bu
peptit artmistir (38). PTHrP ekspresyonu kalsifiye hiicre kiiltiirlerinde kemik morfojenik
protein-2 (BMP-2) ve alkalen fosfatazin down-regiilasyonuyla iligkilidir, boylelikle
kalsifikasyonu azaltir (39). Kalsitriol (1,25 OH2D3) direk olarak PTHrP ekspresyonunu
inhibe eder ve sigir vaskiiler diiz kas hiicrelerinde vaskiiler kalsifikasyonu kolaylastirir

(20).

Mutant farelerde a-glukosidaz ve karbonik anhidraz II kodlayan bazi genlerin
eksikligi vaskiiler kalsifikasyon ve osteoporozis ile iligkilidir (40). Bu konularda altta
yatan mekanizmalarmn c¢ogu hala acik degildir. Umit edilir ki yukarda tamimlanan
faktorlerin bazilarinin manipiilasyonu, vaskiiler kalsifikasyondan korunmayi amaglayan

yeni terapotik stratejilere yol acacaktir.

2.2.3. Predispozan Faktorler

Yillardir SDBY’de vaskiiler kalsifikasyonun potansiyel risk faktorlerini
tanimlamaya yonelik bir¢ok ¢aligsmalar yapilmaktadir. Bu hastalar ateroskleroz ve
aterosklerotik kalsifikasyon i¢in bilinen geleneksel risk faktorlerine ek olarak iiremiyle
iliskili baz1 risk faktorlerine de sahiptirler (11,Tablo 2-1). Daha spesifik olarak serum
fosfor, kalsiyum, kalsiyum-fosfor ¢arpimi ve bu anormallikleri kontrol etmek icin
baslanan tedaviler bu popiilasyonda kardiyovaskiiler kalsifikasyonlarin geligmesinde
etkilidir. Aslinda bu serum fosfor, kalsiyum ve ikisinin c¢arpimi kisa zaman
periyotlariyla degisebilir ve bu da wvaskiiler kalsifikasyon gibi uzun doénem
komplikasyonlarla bu degisken parametreler arasindaki iliski hakkindaki fikir edinmeyi
zorlastirir. Yakin zamanda Yildiz ve ark. tarafindan fakiiltemizde yapilan ¢alismada
koroner arter kalsifikasyon geligimi ile serum fosfor, diyaliz siiresi, yas ve ateroskleroz

siddeti arasinda iligki gosterilmistir (41).



Tablo 2-1: Uremik hastalarda vaskiiler kalsifikasyon i¢in risk faktorleri

Modifiye edilebilir risk faktorleri Modifiye edilemeyen risk faktorleri
Serum fosfat diizeyi Artmis yas

Serum kalsiyum diizeyi Diyaliz siiresi

CaxP Cinsiyet

Oral kalsiyum igeren fosfat baglayicilari
Irk ?, Genetik?

Hiperparatiroidizm

Vitamin D kullanimi

Dislipidemi

Inflamasyon

Hipertansiyon

Digerleri: Oksidatif stres, warfarin, homosistein, leptin, artmis demir yiikii

Bazi ¢aligmalarda serum kalsiyum, fosfor ve ikisinin ¢arpimi ile kardiyovaskiiler
kalsifikasyonlar arasinda pozitif bir iliski oldugu gosterilmis (4,5,14,42-44) iken diger
calismalarda bu iligski konfirme edilememistir (45-48). Amerika Bobrek Veri Sistemi
(USRDS) yiiksek serum fosfor konsantrasyonu ( 6.5mg/dl’de daha biiyiik; relatif riski
1.72) ve yiiksek kalsiyum fosfor ¢arpimi degerinin ( 72mg*/dl*> den daha fazla, relatif
riski: 1.34) diyaliz hastalarinda total dSliimler i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugunu
gostermistir (49). Bu analizde PTH ve kalsiyumdan bagimsiz risk faktorii olarak soz
edilmemektedir. Bununla birlikte hiperkalsemi direk ¢okelmeye yol acarak
kalsifikasyon olusumunu kolaylastirir (50), yine sekonder hiperparatiroidizmin tedavisi

stirecinde olusan hiperkalsemik episodlarin arteryel kalsifikasyondaki énemi net olarak



gosterilmistir (51-53). Kalsiyum igeren bilesiklerin suprafizyolojik dozda yaygin olarak
kullanilmas1 hiperkalsemik episodlarin ana nedenlerinden birisi oldugu diisiiniiliir. Bu
ilaglarin oral kiimiilatif dozlariyla diyaliz hastalarinda kardiyovaskiiler kalsifikasyonlar
gelismesi arasinda iliski oldugu konusunda gittik¢e artan kanitlar vardir (4,43,51,54).
PTH’nin itiremik durumdaki bir ¢ok anormalliklerde 6nemli rol oynadigi ve ayni
zamanda bir kardiyovaskiiler risk faktorii oldugu diisiiniilmesi konusundaki kanitlara
ragmen artmis PTH seviyeleriyle ve kardiyovaskiiler kalsifikasyonlar arasinda agik bir
iligki heniiz daha gosterilememistir (48). Dahas1 diisiik PTH seviyeleri yiiksek arteryel
kalsiyum skorlari, diisiik kemik dongiisii ve adinamik kemik hastaligiyla iliskili oldugu
bulunmustur (4). PTH supresyonu icin kullanilan vitamin D analoglarinin ve kalsiyum
bazli fosfor baglayicilarin ¢ok yogun kullanimi bu bulgularin bazilarimi agiklayabilir
(4,43,51).

Aktif vitamin D sekonder hiperparatiroidizmin tedavisinde hiperkalsemi,
hiperfosfatemi ve artmis kalsiyum fosfor carpimi gibi yan etkilerine ragmen cok sik
olarak kullanilmaktadir. Aym1 zamanda 1.250H,D; vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
osteopontin gen ekspresyonuna ilavaten alkali fosfataz aktivitesinin artmasini ve PTHrP
ekpresyonunu inhibe edebilir (20). Yapilan caligmalar vitamin D’nin vaskiiler
kalsifikasyonlar1 hizlandirdigin1 gostermistir (21,34).

Kan lipidleri kalsifikasyonun muhtemel modilatorleri olarak gdsterilmektedir.
Okside lipidler alkali fosfataz aktivitesinde doz bagimli artisa sebep olur ve kalsifiye
vaskiiler hiicrelerde kalsifikasyonun genis alanlara dagilmasini indiikler. Ancak ayni
zamanda kemik hiicrelerinde mineralizasyonu inhibe ederler (18). Kalsiyum skorunda
artis ve hizli progresyon bazi caligmalarda dislipidemiyle (yiiksek total kolesterol,
yiiksek LDL, diisiik HDL, yiiksek trigliseritler) iligkilendirilmis (6,48,55), bazilarinda
ise iligkilendirilememistir (33,42). Lipidler ile kardiyovaskiiler kalsifikasyonlar
arasindaki giiclii bir iligkinin yoklugu bu populasyonda dislipideminin daha az énemli
oldugunu gostermez. Bu iliski beslenme durumu, inflamatuvar degisiklikler ve
karaciger hastaliklarindan etkilenebilir (42).

Bazi caligmalara gore kan basincindaki degisiklikler ile vaskiiler
kalsifikasyonlar arasinda bir iliski vardir (56,57). Artmis sistolik kan basinci ve nabiz
basinci, azalmig diastolik kan basinci siklikla arteryal kalsifikasyonlarla iliskilidir.

Hipertansiyon prevalansi ateroskleroz ve intimal kalsifikasyonlarda ¢ok yiiksektir (56).



Fakat medial duvar kalsifikasyonlar1 ve kan basinci arasindaki iliski kesin degildir. Kan
basincinin artmasi medial kalsifikasyonun sonucu gibi goziikmektedir (9).

Diabetik hastalarda vaskiiler kalsifikasyonun c¢ok o©Onemli bir prediktorii
yiikselmis HbAlc degeridir. Klinik caligmalarda HbAlc’deki %1°lik artisin
kalsifikasyon riskinde 2.1 kat artisa sebep oldugu gosterilmistir (58).

Yas ve diyaliz stiresi kalsifikasyon ve kardiyovaskiiler olaylar i¢in bagimsiz,
degistirilemeyen, onemli bir risk faktorii olarak kabul edilir ve bu bir ¢ok caligmada
gosterilmistir (41,59,60,79). Diyaliz hastalarinda yas arttikca kalsifikasyon oraninin da
gittikce arttig1 agikca gosterilmistir. Vaskiiler kalsifikasyon sadece yasli hastalar igin
degil aym1 zamanda geng eriskin diyaliz hastalar1 (20-30 yaslar arasinda) i¢in de

problemdir.

Uremide artmis olan inflamasyon (IL-1, IL-6, TNF, CRP vd), reaktif oksijen
tiriinleri (stiperperoksit ve hidrojen peroksit vd) ve artmis oksidatif stres (61), warfarin
tedavisi (34), artmis plazma homosisteini (5,6), leptin diizeyleri (62) arteryal
kalsifikasyonlarin gelismesinde etkili olabilir. Demirin agir1 birikmesi de diger olas1 bir
risk faktoriidiir, bunu LDL oksidasyonunu ve endotel disfonksiyonunu indiikleyerek
yapabilir (63). Uremik hastalarda bu etkilesimlerin acikhiga kavusturulmasi igin ek

klinik ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

2.2.3.1. Predispozan Faktorlerden Oksidatif Stres ve Inflamasyon

Ureminin kendisi ve diyaliz yapilirken kanin ekstrakorporal dolasimda
diyalizata ve diyaliz membranina maruz birakilmasi proinflamatuvar sitokinleri stimiile
edebilir ve proinflamatuvar bir ortam olusmasina sebep olabilir (64). Inflamasyon,
artmis CRP, fibrinojen ve azalmis albumin ile karakterizedir. Kardiyovaskiiler olaylar
ve mortalite i¢in hem genel populasyonda hem de SDBY populasyonda énemli bir risk
faktoridiir (57,64). Yiiksek serum CRP, fibrinojen ve diisiikk serum albumin diizeyleri
SDBY’de kardiyovaskiiler kalsifikasyon skorlariyla pozitif olarak koreledir
(51,57,65,66). IL-6 ve TNF-a gibi bazi proinflamatuvar sitokinler indirgenmis LDL
kolesterol partikiillerine enzimatik olarak baglanir, intima-media arasinda birikir,
kompleman sistemi aktive eder ve monositleri aterosklerotik lezyonlara c¢eker (64).

TNF-a sigir aortik diiz kas hiicrelerinde hem alkali fosfataz aktivitesini hem de matriks
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mineralizasyonunu arttirir (19). Inflamasyon ayn1 zamanda dolasimdaki fetiiin-A gibi
baz1 faktorleri etkileyerek de wvaskiiler ve yumusak doku kalsifikasyonlarini

kolaylastirabilir (26,28).

Oksidatif stres kronik bobrek yetersizligi hastalarinda degismez bir 6zellik
olarak kargimiza ¢ikar. Kronik bobrek yetersizliginde oksidatif stres; plazma ve
dokularda lipid, karbonhidrat ve proteinlerden kaynaklanan asir1 miktarlardaki

oksidasyon iiriinlerini ifade eder (Tablo 2-2).

Tablo 2-2: Uremide kullanilan oksidatif stres gostergeleri.

Lipitler Malondialdehyde ve diger aldehidler

Lipid hidroperoksidler

Okside low-density lipoprotein (LDL)

[leri lipoksidasyon son iiriinleri (ALE)

Aragsidonik asid deriveleri F, isoprostanlar
Isolevuglandinler
Karbohiratlar Reaktif aldehidler

Ileri glikasyon son iiriinleri (AGE)

Amino asidler Sistein/sistin

Homosistein/homosistin

Isoaspartat

3-chlorotyrosin

Ditirosin

3 nitrotirosin

Proteinler Thiol oksidasyon

Karbonil formasyonu

Ileri okside protein iiriinleri (AOPP)

Son donem bobrek yetersizliginde oksidatif stres ve inflamasyonun arttig1 bircok
calismayla ortaya konmustur ve bu ikisinin artmis kardiyovaskiiler mortalite ve
morbidite ile iliskisi olduguna dair kanitlar giderek artmaktadir (7,12,64,67-69). Uremik
hastalarda sadece inflamasyon veya oksidatif stres degil, her ikisi de artmaktadir. Oberg
ve arkadaglar1 evre 3-5 kronik bobrek yetersizligi olan hastalarda birgok inflamasyon ve

oksidatif stres marker’inin saglikli insanlara gore yliksek oldugunu gdstermislerdir (70).
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Diger yapilan calismalarda diyaliz hastalarinda serum CRP ve diger inflamasyon
marker diizeyleriyle oksidatif stress marker diizeyleri (F2-Isoprostane vd) arasinda
pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir (8,71,13).

Uremide artmis olan bu iki durumun, yine iiremik hastalarda artnus olan
kardiyovaskiiler mortalite ve morbiditeye katkilarinin olup olmadigi hususunda ¢ok
sayida calisma yapilmistir. Uremik hastalarda yiikselmis olan inflamasyon
gostergelerinin (0zellikle IL-6 ve CRP) gelisecek olan kardiyovaskiiler mortalite ve
morbidite i¢in bagimsiz ve giiclii bir prediktér oldugu bir ¢ok ¢aligmada gosterilmistir
(8,67,68,72-76). Yine diyaliz hastalarinda artmis oksidatif stress diizeylerinin de
kardiyovaskiiler mortaliteyle iliskili olduguna dair veriler elde edilmistir (12,13,77).

Simdiye kadar yapilan calismalardan elde edilen veriler, iiremik hastalarda
inflamasyon ve oksidatif stresin iki yonlii ve sinerjistik bir iliskiyle yiikseldigini
gostermektedir. Ustelik elde edilen bulgular bu iki faktdriin yine iki yonlii ve sinerjistik
olarak kardiyovaskiiler mortalite ve morbiditeye katkida bulundugu yoniindedir. Bu
konuda ¢ok sayida g¢alisma bulunmakla birlikte kronik bobrek hastaliginda artmis
aterosklerozu agiklayan mekanizma net olarak bilinmemektedir ve 6zellikle oksidatif
stres gostergeleriyle koroner arter kalsifikasyonu arasindaki iligki tam olarak

tanimlanamamugtir.

2.3. Klinik Yaklasimlar ve Tam

Vaskiiler kalsifikasyonun prevalansi 6l¢iim yapilan metoda, yasa, dl¢ciim yapilan
yere ve diyaliz zamanina gore degisir. Diyabetik durumda daha da artar. Bilgisayarli
tomografi ve X-ray caligsmalarinda yasa, cinsiyete, diyaliz siliresine, 0l¢iim yapilan yere
gore %30’dan %92’ye kadar prevalans araligi rapor edilmistir (59,60,78). Radyografide
kalsifikasyonun en kolay ve en sik kullanilan 6l¢iim yer bileklerdir, daha sonra siklik
sirasina gore abdominal aorta, ayaklar, pelvis, eller ve el bilegidir (60). Kronik diyaliz
hastalarinda koroner arter kalsifikasyonu nondiyaliz hastalardan 2.5 kattan 5 kata kadar
daha yiiksek oldugu gosterilmistir (79). EBCT ¢alismalarinda Raggi ve arkadaslari
eriskinlerin %70’inde (42), Goodman ve arkadaglar1 30 yasindan kiigiik hastalarin
%?36’sinda (79) ciddi koroner arter kalsifikasyonu saptamiglar. Ayn1 zamanda iiremik

hastalarda noniiremiklere gore valviiler kalsifikasyonlar da daha siktir. EBCT
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caligmalarinda mitral valviilde %45-59, aortik valviilde %34-55 kalsifikasyon
prevalanst oldugu gosterilmistir (5,42-45). Fakiiltemizde yapilan ¢alismada bir
calismada koroner kalsifikasyon siklig1 % 65 olarak satanmistir (80). Ekokardiyografik
caligsmalarin sonuglar1 da benzer bulunmustur (81).

Vaskiiler kalsifikasyon yayginligina ve etkilenen organ gore birgok klinik
problemlerle iligkilidir. Vaskiiler kalsifikasyon biiyilk ve orta boy arterlerden
arteriyollere kadar hemen hemen tiim arterleri etkileyebilir. Venler ise bu
degisikliklerden hemen hemen hi¢ etkilenmezler (50). Arteryal kalsifikasyonlar arteryal
duvar sertlesmesine neden olur. Artan arteryel sertlik; artmig nabiz basinci (artmig
sistolik kan basinci ve azalmis diastolik kan basinci sonucu) (52), artmis sol ventrikiil
hipertrofisi (azalmis biiyiikk arter kompliansi sonucu) (51,80,82) ve artmis
kardiyovaskiiler mortalite riskiyle (56,82) iligkilidir.

Iskemik kalp hastalii, miyokard infarktiisii, bozulmus miyokard fonksiyonu,
konjestif kalp yetersizligi, kalp kapak yetersizligi ve aritmiler diyaliz hastalarindaki
kardiyovaskiiler kalsifikasyonun diger onemli sorunlaridir. Aterosklerotik lezyon
etrafindaki koroner arter kalsifikasyonu plak fragilitesini artirir, akut plak riiptiiriine ve
anjioplasti sirasinda diseksiyona neden olabilir (42,46,55,83). Vaskiiler kalsifikasyonun
artmis koroner olaylari, diisiik slirvi oranini ve genel populasyon (84,85), nondiyabetik
ve diyabetik asemptomatik kisilerde (86) ve diyaliz hastalarinda (55,56,57,59) hem
kardiyovaskiiler, hem tiim sebeplerden dolayr artmis mortaliteyi predikte ettigi acik bir

sekilde gosterilmistir.

Periferal wvaskiiler kalsifikasyon doku perflizyonunun bozulmasina,
klodikasyon ve ampiitasyona yol acar. Hemodiyaliz (damar yolu giris sorunlari) ve
transplantasyon (anostamoz giicliikleri) tedavilerinde giigliiklerle karsilagilmasina neden

olur.

2.4. Tam

Vaskiiler kalsifikasyon birkag ¢esit radyolojik goriintiilleme teknikleriyle
saptanabilir. Bunlar basit radyografi, ultrason, ekokardiyografi, sintigrafi,
sinefloroskopi, sineradyografi, magnetik resonans, bilgisayarli tomografi ve EBCT’ dir

(87). Son Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K/DOQI) rehberinde kemik
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metobolizmas1 ve hastaliginda vaskiiler kalsifikasyonun saptanmasi igin basit
radyografik filmi 6nermektedir (88).

Goodman ve arkadaslar1 kardiyovaskiiler kalsifikasyonun saptamak ve takip
etmek icin 3 tane basit, noninvazif teknik dnermisler. Bunlar standart radyografi, nabiz
basincinin Sl¢iilmesi ve ekokardiyografidir (9). Koroner arter kalsifikasyonu i¢in diger
noninvazif teknikler spiral BT ve EBCT sayilabilir. Spiral BT, EBCT ile
karsilastirildiginda daha yaygin kullanilir fakat artmis radyasyon maruziyeti vardir ve
temporal rezollisyonu yetersizdir (45). EBCT ise dordiincii jenerasyon, noninvazif,
yiiksek-hizl1 radyolojik bir tekniktir ve biitiin viicut kalsifikasyonunun erken evrelerini
bile degerlendirmeyi kesin olarak saglar (89,90). Braun ve arkadaglar1 bu teknigi tiremik
hastalarda kullandilar ve referans standart olarak anjiografi kullanildiginda EBCT nin
koroner arter kalsifikasyonunu saptamada %93 sensitiviteye, %73 spesifiteye sahip
oldugunu gosterdiler. BT bazli tekniklerin en Onemli dezavantaji aterosklerotik
kalsifikasyon ve medial kalsifikasyon ayirimini yapamamasidir (9). Ek olarak genel
populasyonda ve diyaliz hastalarinda EBCT ile 6l¢lilmiis koronor arter kalsifikasyonun
ciddiyetiyle tikayic1 koroner arter hastaligmin derecesi ve akabinde gelisen koroner

arter olaylar arasindaki korelasyon hakkinda ¢eliskili sonuglar vardir (42,84,85).

Buna ragmen, EBCT teknigi halen diger goriintiileme teknolojilerine kiyasla
daha 1yi yol gostermektedir (86,91). EBCT koroner kalsiyum skorlar1 0-10 arasinda olan
hastalar, diistik olasilikla tikayici koroner arter hastalifina sahiptirler. Kalsiyum skoru
11-100 aras1 ve 101-400 aras1 degerler ise sirasiyla hafif ve orta derecede aterosklerotik
plak ile uyumludur. Kalsiyum skoru 400 ve iizerinde olan hastalar asemptomatik bile
olsalar yaygin aterosklerotik plak varligindan siliphelenilmeli ve gerekli kardiyak

incelemeler yapilmalidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalar

Bu calismaya, 78 tane son donem bobrek hastas1 (38 erkek ve 40 kadin, ortalama
yas: 52+14 yil, ortalama hemodiyaliz siiresi: 59+42 ay) dahil edilmistir. Son dénem
bobrek hastaliginin  etyolojisi, 7 hastada kronik glomeriilonefrit, 20 hastada
nefroskleroz, 9 hastada kronik pyelonefrit, 10 hastada diyabetik nefropati ve 4 hastada
polikistik bobrek hastaligi olup, 4 hastada amiloidoz, 24 hastada ise son donem bdbrek
hastaliginin nedeni bilinmemekteydi. Hastalar haftada 3 defa 4’er saatlik konvansiyonel
hemodiyalize  alinmaktaydi.  Hemodiyaliz  islemi  bikarbonatlh  diyalizatla
gerceklestirilmekte ve standart antikoagulasyon i¢in konvansiyonel heparin ya da diisiik
molekiil agirlikli heparin kullanilmaktadir.

Calisma icin Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Dekanligina bagli
olarak calisan Etik Kuruldan gerekli izin alinmistir (2007/435 nolu dosya, 23/05/2007
tarihli 05 sayili ile etik kurul onay1). Calisma oncesinde biitiin hastalar aydinlatilmis

onam formunu okuyup imzalamiglardir.

Caligmaya alinan tiim hastalarin yas, cinsiyet, viicut agirligi, viicut kitle indeksi
(VKI), primer hastaliklari, diyaliz siireleri, rutin biyosimik degerleri kaydedildi.
Hastalarin kan basinci dlgiimleri diyaliz seans1 dncesinde supin pozisyonda 10 dakika
istirahat sonrasi yapildi. Sistolik kan basinc1 140mmHg ve/veya diastolik kan basinci

90mmHg olan hastalar hipertansif olarak kabul edildi.

3.2. Laboratuvar Calismalari

Serum inflamasyon marker’lar1 olarak IL—1f, IL-6, TNF-a, CRP kullanildi. Oksidatif

stress markeri olarak nitrotirozin kullanildi.



15

3.2.1. Biyokimyasal Calismalar

Kan 6rnegi, hastalarin programlanmis hemodiyaliz seansinin hemen 6ncesinde
direkt olarak arteriyovendz fistiil izerinden alinmistir. Rutin biyokimyasal ¢aligmalar
Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda
gergeklestirilmistir. Tam kan sayimi icin gerekli serum Ornekleri ultraviolet assay ile
(Beckman-Coulter, Krefeld, Almanya); serum biyokimyasal testleri ise kinetik
ultraviolet assay (Roche, Hitachi system, Indianapolis, IN, Amerika Birlesik Devletleri)
ile ¢alisilmigtir. Serum trigliserid (TG) ve toplam kolesterol diizeyleri (KOL) de ticari
kolorometrik assay metodu ile (GPO-PAP and CHODPAP kitleri, Boehringer—

Mannheim kitleri, Almanya) Sl¢iilmiistiir.

3.2.2. Nitrotirozin Tayini

Serum nitrotirozin  diizeyleri ELISA yontemi ile ticari kit (Hycult
Biotechnology, Hbt, Uden, Hollanda) kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Hbt nitrotirozin kiti sandvig prensibine dayali solid faz ELISA yéntemi ile
calismaktadir. Buna gore, nitrotirozini taniyan antikorlarla kaplanmis mikroplak
kuyucuklarinda drnekler ve standartlar inkiibe edilir. Inkiibasyon sirasinda nitrotirozin,
kuyucuklara bagli antikor tarafindan tutulur. Orneklerdeki bagli olmayan materyal
yikanarak uzaklagstirilir. Yikama asamasindan sonra kuyucuklara biyotinlenmis ikinci
antikor konur. Ikinci antikor, kuyucuklara bagli birinci antikor tarafindan tutulan
nitrotirozine baglanir. Ikinci antikorun fazlasi yikanarak uzaklastirilir, kuyucuklara
streptavin-peroksidaz konjugati eklenir. Bu konjugat spesifik olarak nitrotirozini
baglayan ikinci antikor ile reaksiyona girer. Streptavidin-peroksidaz konjugatin fazlasi
yikanarak uzaklastirilir, kuyucuklara tetrametilbenzin (TMB) substrati eklenir.
Ornekteki mevcut nitrotirozin ile orantili olarak renklenme gerceklesir. Kuyucuklara
sitrik asit eklenerek enzimatik reaksiyon durdurulur ve 450mm’deki absorbans

spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Standart absorbanslar1 ve bunlara karsilik gelen konsantrasyonlar
kullanilarak bir standart egri ¢izilir. Orneklerin nitrotirozin konsantrasyonlar1 standart

egriden hesaplanur.
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3.2.3. Serum IL-1p Tayini

Prensip

Biosource insan IL—1p kiti solid faz sandvi¢ ELISA ile metodu ile ¢alismaktadir. Insan
IL-1B’ya 6zgiil antikor ile kapli kuyucuklara ornekler, standartlar kontrol ve serum
ornekleri pipetlendikten sonra biyotinlenmis ikincil antikor eklenir. Birinci inkiibasyon
sirasinda insan IL—1fB antijeni simultan olarak immobilize antikora ve sivi faz
biyotinlenmis antikora baglanir. ikincil antikor fazlasmin ortamdan uzaklastirilmasinin
ardindan streptavidin-peroksidaz enzimi eklenir ve baglanmayan enzim yikama yoluyla
ortamdan uzaklagtirilir. Substrat eklenir ve olusan renk yogunlugu Olgiiliir. Renk
yogunlugu direkt olarak IL—1f konsantrasyonu ile orantilidir.

Metod

Kan orneklerinden elde edilen serumlar -20 derecede saklandi. IL—1f tayini i¢cin Human
IL-1B ELISA (Biosource Europe S.A. Belgium) kullanildi. Ana standart 2500 pg/ml
olacak sekilde standart sulandirma tamponu ile hazirlandi. Bu ana standarttan seri
diliisyon ile 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2 pg/ml, 15.6 pg/ml, 7.8 pg/ml, 3.9
pg/ml ve 0 pg/ml olarak diger standartlar hazirlandi. Kuyucuklara 50 pl standartlar,
coziilen serum oOrnekleri ve kontroller eklendi, 100 pl biyotinlenmis anti IL-1f3
soliisyonu blank disindaki tiim kuyulara ilave edilerek 2 saat oda sicakliginda iizeri
kapatilarak inkiibe edildi. 4 kez 400 pl ile yikamanin ardindan blank dis1 tim
kuyucuklara 100 pl streptavidin-HRP ¢alisma soliisyonu eklenerek 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Tekrar yikanan kuyucuklara 100 pl stabilize kromojen eklendi
ve mavi renk olusumu baglatildi. Karanlik ortamda 25 dakika bekletilen plaga son
asamada 100 ul stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve plak 450 nm’de

ELISA okuyucusunda (Bio-tek Instruments ELx800) degerlendirildi.

3.2.4. Serum I1-6 Tayini

Prensip
Biosource insan IL—6 kiti solid faz sandvi¢ ELISA ile metodu ile ¢alismaktadir. Insan
IL-6’ya 0Ozgil antikor ile kapli kuyucuklara ornekler, standartlar kontrol ve serum

ornekleri pipetlendikten sonra biyotinlenmis ikincil antikor eklenir. Birinci inkiibasyon
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sirasinda insan IL—6 antijeni simultan olarak immobilize antikora ve sivi faz
biyotinlenmis antikora baglanir. Ikincil antikor fazlasinin ortamdan uzaklastirilmasinin
ardindan streptavidin-peroksidaz enzimi eklenir ve baglanmayan enzim yikama yoluyla
ortamdan uzaklastirilir. Substrat eklenir ve olusan renk yogunlugu oOlciiliir. Renk
yogunlugu direkt olarak IL—6 konsantrasyonu ile orantilidir.

Metod

Kan o6rneklerinden elde edilen serumlar -20 derecede saklandi. IL—6 tayini i¢in Human
IL-6 ELISA (Biosource Europe S.A. Belgium) kullanildi. Ana standart 2500 pg/ml
olacak sekilde standart sulandirma tamponu ile hazirlandi. Bu ana standarttan seri
diliisyon ile 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2 pg/ml, 15.6 pg/ml, 7.8
pg/ml ve 0 pg/ml olarak diger standartlar hazirlandi. Kuyucuklara 100 pl standartlar,
¢oziilen serum Ornekleri ve kontroller eklendi, 50 pl biyotinlenmis anti IL-6 soliisyonu
blank disindaki tim kuyulara ilave edilerek 2 saat oda sicakliginda iizeri kapatilarak
inkiibe edildi. 4 kez 400 pl ile yitkamanin ardindan blank dis1 tiim kuyucuklara 100 pl
streptavidin-HRP ¢alisma soliisyonu eklenerek 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Tekrar yikanan kuyucuklara 100 pl stabilize kromojen eklendi ve mavi renk olusumu
baslatildi. Karanlik ortamda 30 dakika bekletilen plaga son asamada 100 ul stop
soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve plak 450 nm’de ELISA okuyucusunda
(Bio-tek Instruments ELx800) degerlendirildi.

3.2.5. Serum TNF-a Tayini

Prensip

Biosource insan TNF-a kiti solid faz sandvi¢ ELISA ile metodu ile calismaktadir. insan
TNF-o’ya 6zgiil antikor ile kapli kuyucuklara 6rnekler, standartlar kontrol ve serum
ornekleri pipetlenir. Birinci inkiibasyon sirasinda insan TNF-a antijeni simultan olarak
immobilize antikora baglanir. Yikama sonrasi insan TNF-a’ya 6zgiil biyotinlenmis
monoklonal antikor eklenir. Ikinci inkiibasyon sirasinda bu antikor birinci inkiibasyonda
yakalanan immobilize TNF-a’ya baglanir. Uciincii inkiibasyon ve baglanmayan antikor
fazlasinin ortamdan uzaklastirilmasinin ardindan substrat cklenir ve olusan renk

yogunlugu dlgiiliir. Renk yogunlugu direkt olarak TNF-o konsantrasyonu ile orantilidir.
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Metod

Kan orneklerinden elde edilen serumlar -20 derecede saklandi. TNF-a tayini igin
Human TNF-a ELISA (Biosource Europe S.A. Belgium) kullanildi. Ana standart 2000
pg/ml olacak sekilde standart sulandirma tamponu ile hazirlandi. Bu ana standarttan seri
diliisyon ile 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2 pg/ml, 15.6
pg/ml, ve 0 pg/ml olarak diger standartlar hazirlandi. Kuyucuklara 50 pl inkiibasyon
tamponu eklendi. 0 pg/ml kuyucuklarina 100 pl standart sulandirma tamponu ilavesinin
ardindan 100 pl standartlar, ¢coziilen serum Ornekleri ve kontroller eklenerek 2 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi. 4 kez 400 pl ile yikamanin ardindan 100 pl biyotinlenmis
anti TNF-a soliisyonu blank disindaki tiim kuyulara ilave edilerek 1 saat oda
sicakliginda tizeri kapatilarak inkiibe edildi. 4 kez 400 pl ile yikamanin ardindan blank
dis1 tiim kuyucuklara 100 pl streptavidin-HRP ¢alisma soliisyonu eklenerek 30 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Tekrar yikanan kuyucuklara 100 pl stabilize kromojen
eklendi ve mavi renk olusumu baglatildi. Karanlik ortamda 30 dakika bekletilen plaga
son agsamada 100 pl stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve plak 450 nm’de

ELISA okuyucusunda (Bio-tek Instruments ELx800) degerlendirildi.

3.3. Koroner Arter Kalsiyum Skorlamasi

Koroner arter kalsiyum skorlart bir adet 16-MDCT scanner (Sensation 16,
Siemens Medical Solutions, Erlangen, Almanya) ile gerceklestirilmistir. Inceleme
sirasinda kalp kraniyokaudal yénde, 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 kivrimhi 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 arkadaglarinin tarif ettigi sekilde 130 HU’luk bir esik goz Oniine

aliarak hesaplanmistir (6).
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3.4. Istatistiksel Analiz

Calismamizda, sonuclar ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Gruplar
arasindaki farklarin saptanmasinda One Way ANOVA kullanilmigtir. Korelasyonlarin
degerlendirilmesinde Spearman veya Pearson testinden yararlanilmistir. Degerlendirme
esnasinda 0.05’in altinda olan p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Biitiin istatistiksel incelemeler SPSS for Windows (13.0, SPSS Company, Illinois,
USA) istatistik programi yardimiyla yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Ozellikler, Koroner Arter Kalsiyum Skorlama ve Laboratuvar
Sonuclar

Calismaya dahil edilen hastalari ortalama yas1 52+14, VKI’leri 24.2+3.7 kg/m®,
ortalama diyaliz siireleri 59,2+42,1 ay olarak saptandi. Hastalarimiza ait bazi klinik ve
rutin biyosimik labaratuvar bulgular1 Tablo 4-1’de, koroner arter kalsiyum skoru,

nitrotirozin, IL-1p, IL-6, TNF-a sonuglar1 Tablo 4-2°de 6zetlenmistir.

Tablo 4-1: Hastalarin klinik 6zellikleri ve biyosimik degerleri (n: 78)

SKB (mmHg) 126+19
DKB (mmHg) 75+10
Hipertansiyon varligi %38,5 (n:30)
Kalsiyum (mg/dl) 8,8+0,5
Fosfor (mg/dl) 4.9+1,4
Ca x P (mg%/dl*) 43,6+132
iPTH (pg/ml) 344433
Urik asit (mg/dl) 6,9+0,2
CRP (mg/L) 1,81+0,2
Albumin (g/dl) 3,9+0,29
Ferritin (ng/ml) 696499
Trigliserid (mg/dl) 181116
Kolesterol (mg/dl) 166+39
Hemoglobin (g/dl) 10,9+1,56
Lokosit (hiicre/mm?) 6295+1746
URR 78,4+7,0
Kt/v 1,91+0,4

SD; Standart Deviasyon, SKB; sistolik kan basinci, DKB; diyastolik kan basinci, URR; Urea reduction

rate, iPTH; Intakt Paratiroid Hormonu
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Tablo 4-2: Hastalarin koroner arter kalsiyum skorlar1 ve inflamasyon parametreleri

PARAMETRELER Hemodiyaliz hastalarinda
ortalama+SD (n:78)

LM kalsifikasyon 18,43+66,95

LAD kalsifikasyon 264,20+481,60

Cx kalsifikasyon 60,31+169,03

RCA kalsifikasyon 139,92+312,61

toplam kalsifikasyon 488,55+835,09

Nitrotirozin(nmol/mg) 22,29+7,72

IL-1PB (pg/ml) 1,19+0,2

IL-6 (pg/ml) 9,5+1,17

TNF-a (pg/ml) 32,8649,97

SD; Standart Deviasyon, IL; Interlokin, TNF; Tiimor nekroz faktor, CRP; C reaktif protein,
LM; sol ana koroner arter, LAD; sol 6n inen arter, Cx; Sirkumfleks arter, RCA; Sag koroner arter, Kt/V;

Diyaliz yeterliligini gosteren 6l¢ii

4.2. H.astalarln Koroner Arter Kalsiyum Skorlari (KAKS) Ve Oksidatif Stres,
Inflamasyon Degerleri

Bu calismada ortalama koroner arter kalsiyum skoru (KAKS) 488,55+835 olarak
saptanmistir. Hastalar KAKS’a gore diistik kalsifikasyon skorlu hastalar (KAKS<10,
Grup 1, n: 25), orta kalsiyum skorlu (KAKS 10-249, Grup 2, n: 26) ve yiiksek kalsiyum
skorlu (KAKS>250, Grup 3, n: 27) hastalar olmak {izere 3 gruba ayrilmiglardir. Yas
arttikca ve Kt/V azaldikga KAKS’ da anlamli olarak artmaktadir. Bunun diginda diger
demografik Ozellikler ve serum biyokimyasal parametreleri agisindan her 3 grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanamamistir (Tablo 4-3).
Nitrotirozin ve inflamasyon gostergelerinin koroner arter kalsiyum skoruna gore
karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Tablo 4-
4). Toplam koroner arter kalsiyum skorlariyla trigliserit, total kolesterol, kalsiyum,
fosfor, CaxP ve inflamasyon gostergelerinden IL—1f, IL-6, TNF-a, CRP arasindaki

korelasyon Tablo 4-5’de gosterildi. Buna gore koroner arter kalsiyum skoruyla TNF-a
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ve CaxP arasinda nispeten orta derecede pozitif bir korelasyon varken (her ikisi de

1:0,246, p:0,03 ve Sekil 4-1, Sekil 4-2), kalsiyum, fosfor, IL-1pB, IL-6 ve CRP arasinda

cok zayif bir korelasyon saptandi. Trigleserid ve total kolesterol ile koroner arter

kalsiyum skoru arasinda korelasyon saptanmadi. Nitrotirozin ile koroner arter kalsiyum

skoru arasindaki iliskisi degerlendirildiginde; kalsifikasyon skorlar1 arttik¢a nitrotirozin

diizeyleri de artmaktaydi, ancak bu bulgu istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayrica ek

olarak nitrotirozin arttik¢a sirkumfleks arter (Cx) kalsiyum skorunun da anlamli olarak

arttig1, aralarinda pozitif bir korelasyon oldugu goriildii. Ancak nitrotirozin ile diger

koroner arter dallar1 arasinda boyle bir korelasyon saptanmadi (Tablo 4-6).

Tablo 4-3: Koroner arter kalsiyum skoruna gore hemodiyaliz hasta ozellikleri

PARAMETRE

Yas (y1l)

Diyaliz siiresi(ay)

KB (n)

Urik asit(mg/dl)

KtV

Kalsiyum (mg/dl)

Fosfor (mg/dl)

Ca x P (mg¥/d1%)

PTH (pg/ml)

Kolesterol (mg/dl)

Trigliserit (mg/dl)

Albumin(g/dl)
VKIi

KAKS
GRUP 1

(KAKS<10)
ortalama+SD

44415
52+40
11(%44)
6,1£1,2
2,11£0,57
8,88+0,5
45£1,2
40,3+11,6
281+259
156+39
154+113
3,9+0,3

23,4+4,0

KAKS
GRUP 2

(KAKS 10-250)
ortalama+SD

52+10
59+41
10(%38)
6,8£1,3
1,82+0,43
8,88+0,6
5,0+1,5
43,7+13,2
402+314
168+33
194+113
3,9+0,3

24,8+3,9

KAKS
GRUP 3
(KAKS>250)
ortalama+SD

59+15
66+46
9(%33)
6,5+0,9
1,83+0,35
8,98+0,5
5,2+1,5
46,6+14,2
347+296
174+44
195+122
3,9+0,3

24,4+3,3

P Degeri

0,001*
0,483
0,73
0,131
0,043*
0,594
0,288
0,234
0,336
0,247
0,359
0,936

0,391

SD; Standart Deviasyon, KAKS; koroner arter kalsiyum skoru, iPTH; Intakt Paratiroid Hormonu, VKI:

Viicut kitle indeksi, KB; Kan basinci, Kt/V; Diyaliz yeterliligini gosteren ol¢ii. * ; P<0,05
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Tablo 4-4: Nitrotirozin ve inflamasyon gostergelerinin koroner arter kalsiyum skoruna
gore karsilastirilmasi

KAKS KAKS KAKS
GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3
PARAMETRE (KAKS<10)  (KAKS 10-250)  (KAKS>250) P Degeri
ortalama+SD ortalama+SD ortalama+SD
Nitrotirozin (nmol/ml) 20,96+5,92 21,76+5,40 24,05+10,53 0,325
IL-1B (pg/ml) 0,95+0,10 1,03+0,38 1,58+0,95 0,507
IL-6 (pg/ml) 11,46+1,58 8,76+7,27 8,52+7,96 0,534
TNF-a (pg/ml) 29,19+10,28 34,96+7,60 34,23+11,05 0,079
CRP (mg/l) 1,6+0,5 1,740,4 1,9+0,5 0,895

SD; Standart Deviasyon, KAKS; koroner arter kalsiyum skoru, IL; Interlokin, TNF; Tiimér nekroz faktér,
CRP; C reaktif protein

Tablo 4-5: Hastalarin KAKS toplamu ile yas, diyaliz siiresi ve inflamasyon parametreleri
arasindaki iliski

Diyaliz TNF-
Yas ] IL-IB IL-6 CRP Ca P CaxP TG KOL KtV
siiresi o

Toplam r 0458 0,197 0,246 0,123 0,035 0,130 0,194 0,196 0,246 0,077 0,106 -0,284

KAKS p 00001 0,084 0030 0285 0,763 0,257 0,089 0,086 0,030 0,503 0354 0,012

KAKS; koroner arter kalsiyum skoru, IL; Interldkin, TNF; Tiimor nekroz faktor, CRP; C reaktif protein,
Kt/V; Diyaliz yeterliligini gdsteren dl¢tim.

Tablo 4-6: Nitrotirozin ile koroner arter kalsiyum skoru iligkisi

LM LAD Cx RCA
kalsifikasyon  kalsifikasyon  kalsifikasyon  kalsifikasyon

r 0,075 -0,021 0,389* 0,104

Nitrotirozin
P 0,515 0,853 0,000 0,365

LM; sol ana koroner arter, LAD; sol 6n inen arter, Cx; Sirkumfleks arter, RCA; Sag koroner arter
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Sekil 4-1: KAKS ile TNF-alfa arasindaki iliski (r:0,246, p:0,03)
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Sekil 4-2: KAKS ile CaxP arasindaki iliski (r:0,246, p:0,03)
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5. TARTISMA

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) son donem bobrek yetersizligi (SDBY) gelisen
hastalarda en 6nemli mortalite ve morbidite nedeni olup, tiim Oliimlerin yaklasik
%50’sinden ve hastanede yatis nedenlerinin %?20’sinden sorumludur. Giiniimiizde
SDBY hastalarinda, KVH riski genel popiilasyona oranla yaklasik 10-20 kat daha
fazladir. Kronik bobrek yetersizligi birgok sistemi etkilemekle birlikte bunlar arasinda
en onemli olan1 erken ateroskleroz gelisimidir. Bu nedenle hastalarin yaklasik yarisinin
olim sebebi aterosklerotik kalp hastaligidir (1,92,93). Kardiyovaskiiler olay siklig
normal bobrek fonksiyonu olan evre 1 hastalarda 9.2-14/1000 hasta yili iken hafif-orta
dereceli bobrek fonksiyon bozuklugu olanlarda 22-27/1000 hasta yili, son donem
bobrek yetersizligi bulunan hastalarda 380/1000 hasta yilina ¢ikmaktadir. SDBY
hastalarinda koroner arter hastaligi ve konjestif kalp yetmezligi siklig1 %40 iken, sol
ventrikiil hipertrofi siklig1 %75 dolaylarindadir. KBY ’nin heniiz erken donemlerinden
itibaren miyokard infarktiisii (MI) siklig1 normal populasyona gore yiiksektir. Diyaliz
oncesi kalp yetmezligi, koroner arter hastaligi (KAH) ve miyokard infarktiis dykiisii
olanlarda diyaliz tedavisi altindaki siirecte mortalite 2-3 kat artmaktadir. Biitiin bu
bulgular aslinda KBY’li hastalarda erken evrelerden itibaren kardiyovaskiiler hastalik
riskinin bulundugunu ve renal replasman tedavileri ile de bu riskin devam ettigini
gostermektedir (92,94,95).

Uremik hastalarda kardiyovaskiiler riskin belirleyicileri yas, cinsiyet, aile
hikayesi, hipertansiyon, sigara, diabet, dislipidemi gibi geleneksel risk faktorleri ile
sinirlt degildir; kronik bobrek yetmezliginin neden oldugu iiremiyle iligkili ek risk
faktorleri de bulunmaktadir. Bunlar voliim yiikiine bagli hipertansiyon, anemi,
kalsiyum-fosfor metabolizma bozukluklari, hiperkatabolizma, kronik inflammasyon ve
oksidatif stres olarak siralanabilir. Uremik hastalarda artan proinflammatuar sitokinlerin
ve oksidatif stresin ateroskleroz gelisiminde 6énemli rolii oldugu diisiiniilmektedir (11).
Uremiyle iligkili predispozan risk faktdrlerinden &zellikle oksidatif stres ve
inflamasyonun vaskiiler kalsifikasyona olan katkisinin arastirmak icin siurli sayida
calisma mevcuttur (12,13,77). Ancak bu faktorlerin vaskiiler kalsifikasyona olan katkis1

tam olarak ortaya konulamamaistir.
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Yas ve diyaliz stiresi kalsifikasyon ve kardiyovaskiiler olaylar i¢in bagimsiz,
degistirilemeyen, 6nemli bir risk faktorii olarak kabul edilir ve bu bir ¢ok caligmada
gosterilmistir (41,59,60,79). Diyaliz hastalarinda yas arttikca kalsifikasyon oraninin da
gittikce arttig1 agikca gosterilmis. Vaskiiler kalsifikasyon sadece yasl hastalar igin degil
ayn1 zamanda geng erigkin diyaliz hastalar1 (20-30 yaslar arasinda) i¢in de problemdir.
Bizim ¢alismamizda yas arttik¢a kalsiyum skorunun da arttig1 ve aralarinda belirgin bir
iliski oldugu goriildii (1:0,458, p:0,001). Ancak benzer iliski diyaliz siireleri ile kalsiyum
skoru arasinda ¢ok zayif bulundu (r:0,197, p:0,08). Ayrica diyaliz yeterliligi konusunda
lire temizlenmesinin Olgiisii olarak kullanilmakta olan Kt/V orani ile koroner arter
kalsiyum skoru arasinda negatif korelasyon saptandi.

Bazi ¢alismalarda serum kalsiyum, fosfor ve ikisinin ¢arpimu ile kardiyovaskiiler
kalsifikasyonlar arasinda pozitif bir iliski oldugu gosterilmis (4,5,14,42-44) iken diger
calismalarda bu iliski konfirme edilememistir (45-48). Bizim g¢alismamizda koroner
kalsiyum skoruyla CaxP arasinda pozitif bir korelasyon saptanirken (r:0,246, p:0,03),
kalsiyum ve fosfor arasinda ¢ok zayif korelasyon saptandi (r:0,194, p:0,08 ; r:0,196,
p:0,08).

Kalsiyum skorunda artis ve hizli progresyon bazi ¢aligmalarda dislipidemiyle
(yiiksek total kolesterol, yiiksek LDL, diisik HDL, yiiksek trigliseritler)
iligkilendirilmistir (6,48,55). Ancak bazi ¢aligmalarda ise anlamli bir iliski saptanmamis
(33,42). Bizim calismamizda da trigliserit ve total kolesterol ile koroner arter kalsiyum
skoru arasinda korelasyon saptanmadi (r: 0,077, p:0,503 ; r: 0,106, p:0,354 sirasiyla).

Uremik hastalarda sadece inflamasyon veya oksidatif stres degil, her ikisi de
artmaktadir. Oberg ve arkadaslar1 evre 3-5 kronik bobrek yetersizligi olan hastalarda
birgok inflamasyon ve oksidatif stres gostergelerinin saglikli insanlara gore yiiksek
oldugunu gostermislerdir (70). Diger yapilan ¢aligmalarda diyaliz hastalarinda serum
CRP ve diger inflamasyon marker diizeyleriyle oksidatif stress marker diizeyleri (F2-
Isoprostane vd) arasinda pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir (8,71,13). Uremide
artmis olan bu iki durumun, yine iliremik hastalarda artmis olan kardiyovaskiiler
mortalite ve morbiditeye katkilarinin olup olmadigi hususunda ¢ok sayida calisma
yapilmistir.

Yiiksek serum CRP, fibrinojen, diizeyleri SDBY ’de kardiyovaskiiler kalsiyum
skorlartyla pozitif olarak koreledir (51,57,65,66). Uremik hastalarda yiikselmis olan
inflamasyon gostergelerinin  (6zellikle IL-6, TNF-a ve CRP) gelisecek olan
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kardiyovaskiiler mortalite ve morbidite i¢in bagimsiz ve giiclii bir prediktorii oldugu bir
cok caligmada gosterilmistir (8,67,68,72-76). Bizim calismamizda koroner arter
kalsiyum skoruyla TNF-a arasinda nispeten orta derecede bir korelasyon varken
(r:0,246, p:0,03), digerleriyle ¢ok zayif bir korelasyon saptandi.

Yine diyaliz hastalarinda artmis oksidatif stress diizeylerinin de kardiyovaskiiler
mortaliteyle iliskili olduguna dair veriler elde edilmistir (12,77). Ote yandan bazi
calismalarda ise koroner arter kalsiyum progresyonuyla lipid ve protein oksidasyon
iriinleri arasinda iligki saptanamamistir (96). Bizim c¢alismamizda da oksidatif stres
gostergesi olan nitrotirozin ile toplam kalsiyum skoruyla arasinda korelasyon
bulunmadi. Kalsifikasyon skorlari arttik¢a nitrotirozin diizeyleri de artmaktaydi, ancak
bu bulgu istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu bulgular vaskiiler kalsifikasyon

gelisiminde oksidatif stresin 6n planda rol oynamayabilecegini diistindiirmektedir.

Sonug olarak burada ¢alismaya aldigimiz 78 hemodiyaliz hastasinin koroner
arter kalsiyum skorununun cesitli faktorlerle olan iliskisine baktik. Yas, Kt/V, CaxP,
TNF-a ile koroner arter kalsiyum skoru arasinda anlamli iligki saptandi. Yine oksidatif
stres goOstergesi olan nitrotirozin ile sadece koroner arterin sirkumfleks dali arasinda bir
iliski saptandi. Diger faktorlerle koroner arter kalsiyum skoru arasinda net bir iliski
saptanmamistir. Bu bulgular vaskiiler kalsifikasyon gelisiminde inflamasyonun rol
oynayabilecegini, oksidatif stresin major bir katkisinin olmadigin1 diisiindiirmektedir.
Bu konuda daha biiyiik 6lgekli ve prospektif, tedavi amacgl ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
Esas olarak gosterilmeye calistigimiz oksidatif stres ve inflamasyonunun koroner arter
kalsifikasyonuyla olan iligkisi ¢ok zayif bulunmustur. Nitrotirozinin koroner arterin tiim
dallarinin toplam kalsiyum skoruyla degil de sadece sirkumfleks arterin kalsiyum
skoruyla pozitif korelasyon gostermesinin ¢ok fazla klinik bir 6nemi olmadigini
disiiniiyoruz. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda oOzellikle oksidatif stres
marker’lartyla koroner arter kalsifikasyonu arasindaki iliski konusunda ¢eliskili
sonuclar ¢ikmasi koroner kalsifikasyonun esas belirleyicilerinin oksidatif stres ve/veya

inflamasyon olmadigini1 gostermektedir.
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