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1-GIRIS

Hiperfosfatemi son donem bobrek yetmezligi nedeniyle diyaliz tedavisi uygulanan hastalar
icin sik karsilagilan bir problemdir (1). Daha 6nce siklikla kullanilan aluminyum igeren fosfor
baglayicilarin yerini kalsiyum iceren fosfor baglayicilar almistir. Cilinkii aluminyum igeren
fosfor baglayicilar1 osteomalazi, diyaliz ensefalopatisi, Alzheimer hastaligi, ndrotoksisite,
infeksiyonlara yatkimlik ve aluminyum iligkili anemiye neden olabilmektedir (2-4). Diger
yandan, kalsiyum tuzlar1 ile sik karsilagilan sorun, hiperkalsemi ve metastatik kalsifikasyon
riskinde olan artistir (5-8). Bu nedenle periton diyalizi hastalarinda periton diyaliz
soliisyonlarmin kalsiyum konsantrasyonunun azaltilmas: daha avantajh diisiiniilmektedir (9-
11). Diistik kalsiyumlu periton diyalizi soliisyonlarinda bulunan kalsiyum miktar1 1.000 veya
1.250 mmol/L dir. Bunlar serum iyonize kalsiyum diizeyine yakin degerlerdir. Bu
soliisyonlarin ana avantaji hiperkalsemi riskini azaltmalar1 (12,13) ve daha yiiksek dozda
kalsiyum iceren fosfor baglayici kullanilmasma olanak vermeleridir.

Stirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD) giivenli ve yaygin kullanom alanmi olan renal
replasman tedavi metodudur ve hastalar1 hemodiyaliz merkezlerine devamli bagimliliktan
kurtarmaktadir (14). Periton diyaliz pratiginde iki temel sorun bulunmaktadir: peritonit ve
halihazirda uygulanan periton diyaliz soliisyonlarmin biyouyumlu olmamasi (15).

Bu faktorlerin ikisi de periton membraninin uzun siireli bir diyaliz membram olarak
kullanilmasini engelleyen peritoneal fibrozdan sorumludur. Peritoneal fibroz veya peritoneal
yapisal degisiklikler ile apoptozis birlikteligi konusunda heniiz bir bilgi yoktur. Bu nedenlerle
arastirmalar peritonit sikligmin azaltilmas: ve daha uyumlu periton diyaliz soliisyonlarinin
iiretilmesi konusunda yogunlasmistir (15-18).

Periton boslugunda bulunan lokal konak¢i savunma mekanizmalar: peritoneal infeksiyon
gelisimini 6nlemek i¢in dnemli bir rol oynamaktadir (14). Saglikl bireylerde, normal periton
sistemi  bakteriyel bulasin iistesinden peritonit olmadan gelebilmektedir (6rnegin cerrahi
islem sirasinda), periton diyaliz hastalar1 ise bunun tam tersi olarak en ufak kontaminasyonla
peritonit olabilmektedir (19). Periton diyalizi soliisyonlarinin monositlerin savunma

mekanizmalar1 {izerine olan negatif etkileri bilinmektedir (20-22).



Hemopoetik hiicreler viicuttaki diger hiicreler gibi nekroz veya apoptozis ile 6lmektedir.
Nekroz bir hasar sonrasi ortaya ¢ikan 6liim seklidir, ancak apoptozis ise hiicrelerin bir gesit
intithar etmesidir (23). Apoptozis normal doku homeostazinin bir parcgasidir, ancak fizyolojik
oranlarinin digina ¢ikinca hastaliklara neden olabilmektedir (24,25). Apoptozis kromatin
yogunlagmasi, hiicre zarinin boliinmesi, niiklear ve sitoplazmik yogunlagma, inflamatuar yanit
olmadan da endojen endoniikleaz iiretimi sonucu DNA pargalarinin ortaya ¢ikmasi ile
karakterizedir. Bu nekrozdan farklidir. Hiicre nekrozunda lokal inflamatuar yanit sonucu aktif
hale gecen hiicre lizisi vardir (26). Periton diyaliz soliisyonunda bulunan cesitli faktorler
ornegin kalsiyum, magnezyum, dekstroz konsantrasyonlari, pH, osmolalite mezotel hiicre
apoptozisine neden olmaktadirlar (27). Mezotel hiicre apoptozisi ve diyalizat kalsiyumu ile
yapilan in vivo bir ¢alismada diisiik kalsiyumlu diyalizatta (1,250 umol/L) apoptozis oraninin
yiiksek kalsiyumlu diyalizata (1,750 pumol/L) gore daha az oldugu bulunmustur (28). Ayrica
diyalizat kalsiyumunun arttirilmasi ile periton hiicrelerinde sitoplazmik kalsiyum oranlarinin
arttig1 gosterilmistir (28). Hiicre ici kalsiyumu hiicre hasar1 ve hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol
oynamaktadir (29). Hiicre ici kalsiyumunda olan artis niiklear endoniikleaz aktivasyonuna ve
ayrica apoptozis iligkili genlerin Orne8in c-fos, c-jun, ve c-myc aktivasyonuna neden
olmaktadir (29). Kalsiyum bagimli endoniikleazin apoptoziste etkili oldugu kalsiyum
selasyonu yapildiktan sonra apoptozisin azalmasi ile kanitlanmistir (30).

Diinyada ilk kez yapilan bu calisma ile diyalizat kalsiyumunun peritonit gelisimine kars1
konak¢1 ana savunma hiicrelerinden olan monosit hiicre apoptozisine olan etkisinin olup

olmadig1 U937 monosit hiicre kiiltliriinde arastirilacaktir.



2-GENEL BIiLGIiLER

2.1-Periton membram ve diyaliz

Periton membrani semipermeabl bir membrandir. Periton membraninda bazal lamina iizerine
yerlesmis tek katli mezotel hiicreleri bulunur. Bunlarin altinda kompakt bir tabaka vardir. Bu
tabakanin dig yiiziinde membrana elastisitesini veren elastin lifleri bulunur. Kompakt
tabakanin i¢inde konnektif doku stromasi i¢ine gomiilmiis cok sayida kollajen lifi bulunur. Bu
alandaki intertisyumun biliyilk oranda glikoprotein ve proteoglikanlardan olustugu,
fibroblastlar, mast hiicreleri ve lenfatikleri igerdigi goriilmiistiir. Kompakt tabakanin altinda
kilcal damarlar bulunur (31).

Diyaliz sisteminin esast su ve soliitlerin periton membranindaki kilcal damarlar ve periton
boslugundaki diyaliz sivisi arasindaki gecisi prensibine dayanir (15). Diyaliz genellikle 2
litrelik diyalizatlarin periton bosluguna giinde 4 kez verilmesi ile yapilir. Batin i¢indeki
kateterin siirekli bir irritasyona yol agmasi ve glinde dort kez degistirilen diyalizatin bakteriyel
ve/veya fungal kontaminasyona yol agmasi1 peritonda degisik derecelerde enflamatuar yanita
yol agabilir. Bu nedenle diyaliz yapilanlarda, zaman i¢inde periton membraninda yapisal ve

fonksiyonel degisiklikler gelismesi siirpriz olmayacaktir.

2.2-Peritoneal kalinlasma

Heniiz genis c¢apli ve uzun siireli arastirmalarla kanitlanmamis olsa da tekrarlayici peritonit

ataklarmin (16,17) ve yiiksek konsantrasyonlu glukoz ile yapilan diyalizin (18) periton

membraninda yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol agtigr gosterilmistir. Diyaliz yapilan
hastalarda zaman i¢inde iki temel yapisal degisiklik goriiliir:

1. Artmus kollajen depolanmasina bagli submezotelyal kompakt alandaki belirgin kalinlagma
(32). Bu olay siklikla yiizeydeki mezotel hiicrelerinin kayba ile birlikte goriiliir.

2. Timpk1 diyabetik mikroanjiopatide goriildiigii sekilde submezotelyal intertisyumdaki kan
damarlarinin sayica artis1 ve yapisal (diiz kas hipertrofisi, subendotelyal kalinlasma ve
kollajen birikimi) degisiklikleri (33).

Peritonit ataklarinin kiiclik soliit transportunu artirip, ultrafiltrasyonu azalttigi bilinmekle

birlikte, ciddi peritonit oykiisii olmayan hastalarda da zamanla ultrafiltrasyon kayb1 goriilmesi

periton membraninin yapisal ve fonksiyonel degisikliklerinde uzun siireli periton diyaliz
stvisina maruz kalma gibi diger faktorlerin de etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Heniiz

klinikte wuygulanan hicbir periton diyaliz soliisyonu biyouyumlu degildir ve hiicre



fonksiyonlarinda degisikliklere neden olur (34). Piyasadaki SAPD soliisyonlar1 Na™* (132-134
mmol/L), Ca™ (1.250-1.750 mmol/L), Mg (0.25-0.75 mmol/L), CI" (95-106 mmol/L), laktat
(35-40 mmol/L) ve glukoz % 1.5, % 2.5 ve % 4.25 icermektedir. Ozellikle 1s1 sterilizasyonu
sirasinda glukozun karamelizasyonunu engellemek i¢in pH'nin diisiik tutulmasi (5.2-5.5),
tamponlama icin laktat (40 mM) kullanimi, ultrafiltrasyon icin gerekli ozmotik gradienti
saglamak amaciyla glukoz (75-214 nM) ve buna bagli hiperozmolarite (350-500 mOsm/kg)
insan viicudu icin fizyolojik konsantrasyonlarin disindadir. Bir hasta bu fizyolojik olmayan
periton diyaliz soliisyonundan ortalama yilda 3000 L kadar kullanmaktadir.

Sonug olarak iki faktdr periton membranina zarar verir goriinmektedir: enflamasyon ve
diyalizat.

Enflamasyonun engellenmesi i¢in peritonit gelisiminin Onlenmesi ve bu baglamda Y-set
kullanimi ve ¢ikis yerine diizenli araliklarla mupirocin uygulanimi yararli géziikmektedir.
Periton diyalizi ile viicuttan sivi ¢ekilmesi temel olarak diyalizatin tonisitesine baghidir (35).
Tonisite ne kadar yiiksek ise ultrafiltrasyonda o kadar yiiksek olacaktir. Glukoz piyasada
mevcut diyaliz soliisyonlarinda en sik kullanilan ozmotik ajandir (36). Diyalizattaki temel
zararli madde glukoz ve/veya bunun yikim firiinleridir. Bunlarin zararli etkilerini bertaraf
etmek icin 3.86% diyalizatin daha az kullanimi, icodextrin kullanimi, amino asitli diyalizat,
notral periton diyaliz sivilar1 kullanimi tedavi se¢enekleridir.

Glinliik periton diyalizi pratiginde kullanilan diyaliz soliisyonlar1 yukaridaki dezavantajinin
yant swra fizyolojiye uygun olmayan diisiik pH, yiiksek ozmolalite ve kalsiyum diizeyleri
ithtiva ederler (37). Mezotel hiicre apoptozisi ve diyalizat kalsiyumu ile yapilan in vivo bir
calismada diisiik kalsiyumlu diyalizatta (1.250 mmol/L) apoptozis oranmin yiiksek
kalsiyumlu diyalizatta (1.750 mmol/L) goriilen apoptozis oranma gore daha az oldugu
gosterilmistir(29). Ayrica diyalizat kalsiyumunun arttirilmasi ile periton hiicrelerinde
sitoplazmik kalsiyum oranlarmin arttig1 gosterilmistir. Hiicre i¢i kalsiyumu hiicre hasar1 ve
hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Hiicre i¢i kalsiyumunda olan artis niiklear
endoniikleaz aktivasyonuna ve ayrica apoptozis iliskili genlerin 6rnegin c-fos, c-jun, ve c-myc
aktivasyonuna neden olmaktadir. Kalsiyum bagimli endoniikleazin apoptoziste etkili oldugu

kalsiyum selasyonu yapildiktan sonra apoptozisin azalmasi ile kanitlanmistir(30).

2.3-Apoptozis
Latince "yaprak dokiimii" anlamina gelen apoptozis, fizyolojik veya programlanmig hiicre
Olimii olarak kabul edilmektedir. Nekrozla birlikte hiicre Oliimiine yol agan iki

mekanizmadan biri olan apoptozis organizmada fizyolojik kosullarda pek c¢ok sistemin



homeostazin1 saglayan 6nemli bir mekanizmadir. Hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri
programli, aktif RNA-protein sentezine ve enerjiye gereksinim gosteren bu fizyolojik 6liim
formu ekstraseliiler ¢evreden etkilenen bir biyokimyasal ve genetik olaylar dizisi olarak
tanimlanabilir ve patolojik bir hiicre O6liimii olan nekrozdan tamamen farkhidir (23).
Apoptozisin bobrekleri de i¢cine alan bir ¢cok hastalikta artmasmin veya azalmasmin patolojik
bir rolii olabilir (38). Apoptotik islemde asparate proteaz enzim ailesi iginde yer alan
kaspazlar (caspase) dnemli bir rol oynamaktadir. Birbirinden bagimsiz iki kaspaz aktivasyon
yolu, reseptor aracili kaspaz 8 ve mitokondri-sitokrom c aracili kaspaz 9 aktivasyonu sonugta
birleserek anahtar madde kirilmasia ve apoptozise neden olurlar.

Apoptozis erken evrede kromatin aginin yogunlagmasi ve marginasyonu, sitoplazmanin
kondensasyonu ve niikleer parcalanma ile kendini gosterir ve DNA'nin parcalanmasi ile
karakterize olur (25). Bu da hiicre iskelet yapisinin bozulmasina, hiicrenin biiziismesine ve
apoptotik cisimciklerin olugsmasina neden olur. Apoptoziste goriilen morfolojik degisiklikler,
plazma membran biitiinliigliniin bozulmasi, niiklear DNA’nin kirilmast apoptotik hiicre

Oliimiiniin ¢esitli mekanizmalarla taninmasina imkan vermektedir.

2.4-Apoptozis olciimii

Akis sitometrisi ve lazer tarama sitometrisi kiiltiir ortamlarinda ve klinik 6rneklerde (6rn.
solid tiimorler, kemik iligi aspirasyon materyali, periferik kan..vs) hizli ve kesin apoptozis
Olciimii saglamaktadir (63). Elektron mikroskopisi hiicre 6liim tipini belirlemek amacina
yonelik en kesin verileri saglayan metoddur. TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)
yontemi de klinikte apoptozisi saptamak amaciyla kullanilan en sik yontemlerden birisidir. Bu
yontem ile apoptotik DNA'min yami sira nekrozun ge¢ donemlerinde olusan parcalanmis
DNA'da saptanabileceginden TUNEL yonteminin klasik hematoxylin ve eosin boyas1 gibi
niikleer morfolojinin birlikte degerlendirilebilecegi baska bir yontemle kombine edilmesi
gerekmektedir (39). Diger metodlar apoptozis sonucu hiicre membraninda olan yapisal ve
fonksiyonel degisikliklerden yararlanmaktadir. Apoptotik olmayan hiicrelerde membran
fosfolipidleri asimetrik olarak yerlesmislerdir. Fosfotidil serin (FS) daha ¢ok membranin i¢
yilizeyinde lokalizedir. Apoptozis sirasinda FS yer degistirir ve membranin dis yiizeyinde yer
alir. Anneksin V, Ca bagimli antikoagiilan protein, negatif ylikli FS i¢cin yiiksek afinitesi
vardir, ve flurokrom ile konjuge edildiginde apoptotik hiicreyi belirtir (DNA boyanmasi i¢gin
propidium iyod (PI) ile kombinasyonu gereklidir). Apoptotik olmayan hiicreler Anneksin V

ve PI negatiftirler (kirmizi ve yesil floresan negatif) , erken apoptotik hiicreler Anneksin V ve



PI pozitiftirler. Ge¢ apoptotik hiicreler ise yiiksek oranda PI (sadece kirmizi floresan renk)
pozitiftirler(63).

Dokudaki hiicre sayisi, mitozla hiicrenin boliinme hizi ile apoptoz ile hiicre 6liimii arasindaki
dengeye baghidir (40). Apoptozis hizindaki degisiklikler hiicrelerin birikimine veya kaybina
yol agabilir.

2.5-Kalsiyum ve apoptozis

Hiicre ici kalsiyum diizeyi ([Ca™];) hiicre hasarinda ve hiicre Slimiinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. [Ca™]; diizeyi hiicre hasarmdan hemen sonra veya hiicre §limiinden 6nce
saniyeler veya dakikalar icinde artmaktadir(29). Bu donemde c¢esitli sinyal mekanizmalar1
[Ca™); tarafindan aktif hale getirilmektedir. Bunlar fosfolipazlar, endoniikleazlar, proteazlar
ve kinazlardir. [Ca™*]; artis1 ve bununla iliskili erken gen ekspresyonu dikkat cekmektedir. Bu
gen triinleri gercekte diger genlerin transkripsiyonunda rol almaktadir. Bu genlerden bazilari
orn. c-fos [Ca™*]ibagimli kinazlar tarafindan aktif hale getirilmektedir. Digerleri 6rn. p-53 ise
[Ca™]; bagimli endoniikleazlarla olusturulan DNA kiriklar1 ile aktif hale getirilmektedir.
Sonugta [Ca™]; degisiklikleri hasar veya apoptozis nedeni ile ger¢eklesen hiicre 6liimiinde ana
rol oynamaktadir.

Normal sartlarda [Ca™]; diizeyi 100 nM ‘dur ve plazmalemma, mitokondri, ve endoplazmik

retikulum arasinda bulunan transport sistemleri ile kontrol edilmektedir(29).

2.6-Bobrek hastaliklarinda apoptozis

Bobrek hastaliklarinda apoptozis ile ilgili bircok ¢aligma yapilmistir. Apoptozis deneysel
hidronefroz modelinde hiicre kaybina neden olarak tiibiiler atrofi ve renal iskemi ve
sonrasinda reperflizyon hasarinda tiibiil harabiyetinden sorumlu tutulmustur (41). Baker (42)
ve Shimizu (43) apoptozisin  glomerulonefritteki  glomerular  hiperselliileritenin
rezoliisyonundaki temel mekanizma oldugunu ileri siirmiislerdir. Bu yazarlar ayrica
apoptozisin asir1 ¢ogalmis mezangial hiicrelerin temizlenmesinde de rol aldigmi
belirtmislerdir. Bu olumlu etkilerinin yani sira apoptozisin deneysel IgA nefropatisi ve lupus
nefriti hayvan modellerinde progresif glomeruler skleroz sirasinda glomerul kaybina yol acan
patolojik mekanizmalardan biri oldugunun gosterilmesi zararl etkilerini de kanitlamaktadir
(44). Normal ekstraseliiller mezangial matriksin mezangial hiicreleri korurken mezangial
matriksteki artisin integrinler vasitasi ile mezangial hiicrelerin kaybmni ve apoptozisini

dogurdugu gosterilmistir (44).



Yiiksek seviyelerde glukozun vaskiiler endotel hiicrelerinde DNA par¢alanmasini artirdigi
gosterilmistir. Ratlarda yiiksek seviyede glukoz verilimi sonrasi proksimal tiibiil hiicrelerinde
DNA parcalanmasi gozlenmistir (45). Ortiz db/db farelerde non-diabetik kontrollere oranla
tubulointerstisyel bolgede dnemli l¢iide apoptozis artisi oldugunu gdstermistir (46). ilerlemis
glikasyon son f{iriinleri de ekstraseliiler matriks proteinlerinin organizasyonunu bozarak
diabetik nefropatinin ilerlemesinde rol alabilir (47). Platelet-derived growth factor-B ve TGF-
B, mezangial proliferasyonu ve mezangial matriks ekspansiyonunu artirict pro-apoptotik
faktorler olarak goriilmektedir (48). Periton fibrozisinde de yukarida sayilan faktorlerin

submezotelyal alanda birikimi dikkat ¢ekicidir.

2.7-Periton diyalizinde apoptozis
Literatiirde periton diyalizinde apoptozis ile ilgili caligmalar oldukca azdir. Prediyalitik
iremik, hemodiyaliz, SAPD ve normal kontrollerin mononiikleer hiicre apoptozisi yoniinden

karsilastirildig: bir calismada apoptozis orani su sekilde siralanmustir:

Hemodiyaliz>SAPD>prediyalitik iiremik hastalar>normal kontroller (49).

Kimi arastirmacilar periton diyaliz soliisyonlarmin monosit apoptozisi lizerine herhangi bir
etkisi olmadigini 6ne siirerken (50), kimileri de 6zellikle glukoz bazli diyaliz soliisyonlarinin
periferik kanda fagosit apoptozisini artirdigini belirtmislerdir (51). Bir ¢alismada glukozdan
bagimsiz olarak yiiksek ozmolalitenin yiiksek oranda polimorf niiveli hiicrelerin
apoptozisinden sorumlu oldugu ileri siirtilmiistiir (52). Mezotel hiicrelerindeki apoptozisin
arastirildigr tek calismada ise mezotel hiicre kiiltiirlerinde diisiik kalsiyumlu diyalizatin
apoptozisi daha az uyardigi, diger soliisyon tipleri arasinda ise apoptozis orani yoniinden bir
fark olmadigt ileri siirtilmiistiir (53).

Periton membrani transportu, lokal savunma mekanizmalarinin etkileri, yeni ozmotik
ajanlarin  biouyumluluklart ve yan etkileri gibi konular in vitro modellerde
degerlendirilemeyeceginden, periton diyalizinin bazi konularinin uygun hayvan modelleri

gelistirilerek arastirilmasi 6nem arz etmektedir.



3-AMAC

Bu ¢alisma, kronik bobrek yetmezligi ve sabit glukoz bazli periton diyaliz soliisyonlarmin
degisik kalsiyum konsantrasyonlarnin U937 monositik hiicre  hiicre apoptozisine olan

etkilerini aragtirmak amaciyla planlanmigstir.



4-MATERYAL VE METOD

4.1-U937 Hiicre Kiiltiirii

U937 histiositik lenfomadan olusan monositik hiicre dizisidir (54). U937 hiicreleri, RPMI
1640 medium (Sigma-Aldrich), %10 inek fetusu serumu (Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutamin
(Seromed, Biochrom K@, Berlin, Almanya), 100 IU/mL penisilin (Seromed, Biochrom KG),
100 mg/mL streptomisin (Seromed, Biochrom KG) ile kiiltiir ortaminda iiretilmektedir.
Kontrollii %5 CO, igeren 37 °C inkiibatorde saklanmaktadir. Hiicre canliligi %99’dur ve
tripan mavisi ile degerlendirilmektedir.

U937 hiicreleri 1 mL RPMI soliisyonu ve 1 mL 1,000 pmol/L Ca™ igeren periton diyaliz
soliisyonuna (Fresenius Medical Care) 1.250, 1.500 ve 1.750 mmol/L Ca™ periton diyaliz
soliisyonu Ca'™ konsantrasyonlarina ulasacak sekilde % 0.9 Ca™ (10 ml flakon) eklenerek
elde edilen soliisyonlarin her biri ile farkli inkiibe edildi. Kontrol grubu ise sadece 2 mL
RPMI soliisyonu ile inkiibe edildi. Apoptozis degerlendirmesi asagida tanimlanan metodlar
kullanilarak 1.saat, 5.saat, 24.saat, 48.saat, 72. saat ve 96.saatlerde yapildi. Her deney 8 defa
tekrar edildi.

4.2-Apoptozis Olgiimii

Her hiicrede apoptozis sonucu olusan DNA parcaciklari, DNA’ya 6zel Hoechst 33342 (0.5
pug/ml, moleculer probes) boyasi ile boyandiktan sonra floresan mikroskobunda tesadiifen
secilmis en az 10 sahada toplam 300 hiicre sayildi ve bu hiicrelere orani ylizde cinsinden
hesaplanarak degerlendirildi. Ayrica U-937 hiicreleri 5 pul FITC-Anneksin V (FITC-Annexin
V kit, Immunotech, Beckman-Coulter) eklenip, 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda EPIC XL
akis-sitometri analiz cihazi ile degerlendirildi. Islem sirasmda apoptozis nedeniyle olusan
DNA parcaciklarinin boyanmas: i¢in propidyum iyot kullanildi. Apoptotik olmayan hiicreler
Anneksin V ve propidyum iyot negatif, apoptozisin erken doneminde olan hiicreler Anneksin
V pozitif ancak propidyum iyot negatif, ge¢ apoptotik hiicrelerde ise hem Anneksin V hem de
propidyum iyot negatif olarak gozlendi.

4.3-Istatistiksel Analiz
Bu ¢alismanin istatistiksel analizleri SPSS siirtim 10.1 programi kullanilarak yapildi. Siirekli
degiskenler aritmetik ortalama + standart hata seklinde ifade edildi. Istatistiki analizlerde

paired Student’s t-testi kullanildi.



5-SONUCLAR

Sonuglarimiza gore ilk 24 saatte apoptozis oranlar1 hem kontrol grubunda hem de degisik

kalsiyum miktarlar1 igeren PD soliisyonlar1 benzer olarak artis gostermektedir ve gruplar arasi

istatistiksel anlamli farklilik bulunmamaktadir. Ilging olarak, 24 saatten 96 saate kadar kontrol

grubu ile karsilastirildiginda apoptozis oraninda PD soliisyonlar1 grubunda istatistiksel olarak

anlaml artig olmaktadir (p<0.03) (Cizelge 5.1) .

Cizelge 5.1: Degisik Ca®* konsantrasyonuna sahip PD soliisyonlarinda apoptozis oranlari

CaZ
(mmol/L) 1 saat | 5saat | 24 saat | 48 saat | 72 saat | 96 saat
1.0 2% 5% 6% 14% 22% 32%
1.25 1% 5% 6% 15% 22% 29%
1.5 2% 5% 7% 15% 27% 34%
1.75 1% 4% 6% 14% 22% 30%
Kontrol 1% 4% 5% 7% 11% 12%

Daha da fazlasi, 72 saatten sonra 1,500 pmol/L Ca™ iceren grubun apoptozis orani 1.000,
1.250, 1.750 mmol/L Ca™ igeren gruplarin apoptozis oranlarma gére anlamli yiksek
bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 5.2). Diger periton diyaliz soliisyonlar1 gruplarmin apoptozis
oranlar1 arasinda fark yoktur (p>0.05) (Cizelge 5.2).
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Cizelge 5.2:Degisik periton diyaliz soliisyonu (PDS) [Ca*™® ] (mmol/L) ve saatlere gore apoptozis p degerleri (p<0.05 anlamh olarak kabul

edilmistir)
.0 10 J10 J10 J1o J1o 125 [125 [125 J125 [125 [125 |15 |15 [15 |15 |15 |15 [175 [ 175 [ 175 [ 175 [ 175 [ 175
1 5 24 48 7 96 1 5 24 48 7 96 24 48 72 96 1 5 24 48 72 96
1.25/1 | 0351 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
1.25/5 | 0.001 | 0.763 | 0.017 | 0.000 | 0.000 | 0.012
1.25/24 | 0.000 | 0.040 | 0.275 | 0.000 | 0.000 | 0.029
1.25/48 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.133 | 0.006 | 0.233
1.25/72 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.326 | 0.930
1.25/96 | 0.005 | 0.010 | 0.310 | 0.180 | 0.875 | 0.861
1.5/1 1.000 | 0.001 | 0.001 | 0.000 | 0.000 | 0.005 | 0.351 | 0.001 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.005
1.5/5 | 0.000 | 0.844 | 0.170 | 0.000 | 0.000 | 0.015 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.015
1.524 | 0.000 | 0.014 | 0.504 | 0.001 | 0.000 | 0.039 | 0.000 | 0.190 | 0.111 | 0.000 | 0.000 | 0.038
1.5/48 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.160 | 0.089 | 0.345 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.374 | 0.039 | 0.373
1.5/72_| 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.038 | 0.349 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.001 | 0.092 | 0.313
1.5/96 | 0.004 | 0.007 | 0.019 | 0.088 | 0.415 | 0.050 | 0.003 | 0.008 | 0.018 | 0.108 | 0.553 | 0.052
1751 | 0351 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.005 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.005 | 0.005 | 0.351 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.030
1.75/5 | 0.000 | 1.000 | 0.068 | 0.001 | 0.000 | 0.013 | 0.000 | 0.862 | 0.069 | 0.000 | 0.000 | 0.013 | 0.000 | 0.815 | 0.024 | 0.000 | 0.000 | 0.080
1.75/24 | 0.000 | 0.054 | 0.654 | 0.003 | 0.001 | 0.023 | 0.000 | 0.052 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.025 | 0.000 | 0.017 | 0.380 | 0.000 | 0.000 | 0.013
1.75/48 | 0.000 | 0.000 | 0.001 | 0.531 | 0.025 | 0.162 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.577 | 0.007 | 0.176 | 0.000 | 0.000 | 0.001 | 0.267 | 0.000 | 0.066
1.75/72 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.200 | 0.925 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 | 0.869 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.004 | 0.033 | 0.538
1.75/96 | 0.004 | 0.009 | 0.029 | 0.166 | 0.787 | 0.853 | 0.004 | 0.011 | 0.026 | 0.200 | 0.983 | 0.785 | 0.004 | 0.014 | 0.034 | 0.288 | 0.404 | 0.096
K/1 0351 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.005 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.005 | 0.351 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.003 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.004
K/5 0.001 | 0.111 | 0.001 | 0.000 | 0.000 | 0.011 | 0.000 | 0.050 | 0.001 | 0.000 | 0.000 | 0.011 | 0.001 | 0.104 | 0.001 | 0.000 | 0.000 | 0.007 | 0.000 | 0.262 | 0.004 | 0.000 | 0.000 | 0.009
K/24 | 0.000 | 0.871 | 0.015 [ 0.000 | 0.000 | 0.017 [ 0.000 | 1.000 | 0.002 [ 0.000 | 0.000 | 0.019 | 0.000 | 1.000 | 0.003 | 0.000 | 0.000 | 0.011 | 0.000 | 0.862 | 0.013 | 0.000 | 0.000 | 0.015
K/48 | 0.000 | 0.002 | 0.732 | 0.000 | 0.000 | 0.018 | 0.000 | 0.002 | 0.749 | 0.000 | 0.000 | 0.019 | 0.000 | 0.033 | 0.521 | 0.001 | 0.000 | 0.012 | 0.000 | 0.053 | 0.794 | 0.000 | 0.000 | 0.017
K/72__ | 0.000 | 0.000 | 0.010 [ 0.128 | 0.003 | 0.058 | 0.000 | 0.000 | 0.002 [ 0.010 | 0.001 | 0.064 | 0.000 | 0.000 | 0.013 | 0.010 | 0.000 | 0.028 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.001 | 0.000 | 0.049
K/96 | 0.003 | 0.041 | 0.406 | 0.200 | 0.011 | 0.010 | 0.003 | 0.052 | 0.304 | 0.049 | 0.020 | 0.110 | 0.030 | 0.072 | 0.485 | 0.041 | 0.000 | 0.005 | 0.030 | 0.040 | 0.200 | 0.014 | 0.001 | 0.007

K:Kontrol

1.0:PDS Ca™ 1.000 mmol/L
1.25:PDS Ca*? 1.250 mmol/L
1.5:PDS Ca™ 1.500 mmol/L
1.75:PDS Ca*? 1.750 mmol/L
1:1.saat

5:5.saat

24:24.saat

48:48.saat

72:72.saat

96:96.saat
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Asagidaki grafiklerde her bir periton diyaliz soliisyonu ile inkiibe edilmis U937 monositik
hiicrelerin apoptozis oranlar1 goriilmektedir (Sekil 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, 5.5).

30

Apotpzis Yuzdesi (%)

1.saat 5.saat 24.saat 48.saat 72.saat 96.saat

Saatler

Sekil 5.1: Periton diyaliz soliisyonu Ca™ 1.000 mmol/L U937 monositik hiicre apoptozis

diizeyi

30

Apoptozis Yizdesi (%)

1.saat b5.saat 24.saat 48.saat 72.saat 96.saat

Saatler

Sekil 5.2: Periton Diyaliz Soliisyonu Ca™ 1.250 mmol/L U937 Monositik Hiicre Apoptozis
diizeyi
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30

Apotpzis Yiizdesi (%)

1.saat b5.saat 24.saat 48.saat 72.saat 96.saat

Saatler

Sekil 5.3: Periton Diyaliz Soliisyonu Ca™ 1.500 mmol/L U937 Monositik Hiicre Apoptozis
diizeyi.

30

Apoptozis Yizdesi (%)

1.saat 5.saat 24.saat 48.saat 72.saat 96.saat

Saatler

Sekil 5.4: Periton Diyaliz Soliisyonu Ca™ 1.750 mmol/L U937 Monositik Hiicre Apoptozis
diizeyi.
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Apoptozis Yizdesi (%)

1.saat b5.saat 24.saat 48.saat 72.saat 96.saat

Saatler

Sekil 5.5: Kontrol grubu apoptozis diizeyi
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6-TARTISMA

Periton boslugu eski misirhilar tarafindan 3000 BC’de tanmimlanmasma ragmen, periton
diyalizi olduk¢a yeni bir konudur. Alman arastirmaci Wegner tarafindan 19. yiizyilin son
donemlerinde periton soliisyonlar1 hayvanlarda kullanilmis ve hipertonik soliisyon verildigi
zaman periton kavitesindeki voliimiin arttig1 gézlenmistir (http://www.uptodate.com.). SAPD
1978'de Moncrief, Nolph ve Popovich tarafindan tanimlanmis ve tiim diinyada sik kullanilan
intrakorporeal diyaliz yontemi haline gelmistir (55). SAPD hastalarin  hemodiyaliz
merkezlerine devamli bagliligini engelleyerek belirli bir 6zgiirliik saglayan ve tercih edilme
siklig1 artan bir renal replasman tedavi seklidir. Tirk Nefroloji Derneginin kayitlarina gore
2003 yi1l1 sonu goz Oniine alindiginda toplam 52 merkezde 1374 hastada, diger bir deyisle tiim
diyaliz popiilasyonunun %10’ unda periton diyaliz tedavisi uygulanmaktadir (56). Kisa donem
sonuclar1 gézoniine alindiginda (3-5 y1l) hasta sagkalimi1 hemodiyaliz ile benzerdir (15,57).
Periton diyaliz pratiginde iki temel sorun bulunmaktadir: peritonit ve halihazirda uygulanan
periton diyaliz soliisyonlarinin biyouyumlu olmamasi (15).

Bu faktorlerin ikisi de periton membraninin uzun siireli bir diyaliz membram olarak
kullanilmasini engelleyen peritoneal fibrozdan sorumludur. Peritoneal fibroz veya peritoneal
yapisal degisiklikler ile apoptozis birlikteligi konusunda heniiz bir bilgi yoktur. Bu nedenlerle
arastirmalar peritonit sikligmin azaltilmas1 ve daha uyumlu periton diyaliz soliisyonlarmin
iiretilmesi konusunda yogunlagmistir (15-18). Fakat belli bir siire sonra, periton membraninda
olusan yapisal degisiklikler hastalarda ultrafiltrasyon problemlerine neden olmaktadir. Bio-
uyumlu olmayan periton diyaliz soliisyonlarmin kullanimi ve peritoneal infeksiyonlar periton
membraninda olan yapisal degisikliklerin nedenlerindendir (58). Geleneksel PD
soliisyonlarinda ozmotik ultrafiltrasyon i¢in bulunan dektroz, glukoz karamelizasyonunu
engellemek icin diisik pH, metabolik asidozu diizeltmek icin laktat..vs hepsi periton
membraninda yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olmakta ve uzun dénem periton
diyalizinin yetersizligine yol a¢gmaktadir (66). Ayrica, peritonit 6liimle sonuglanabilen en
onemli komlikasyondur. Béyle bir durumda akla “ SAPD islemi intraperitoneal lokal immiin
sisteme hasar mi1 vermektedir?” sorusu gelmektedir. Hepsinden oOnemlisi yabanci bir
soliisyonun intraperitoneal verilmesi, bu soliisyonla karsilasan hiicrelerin, fonksiyonlarinda
veya yasam siirelerinde degisikliklere neden olabilmektedir (59). Periton kavitesi i¢indeki
lokal koruyucu mekanizmalar infeksiyon olusumunu oOnlemektedir. Saglkli bireylerde,

normal periton sistemi bakteriyel bulasin {istesinden peritonit olmadan gelebilmektedir
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(6rnegin cerrahi islem sirasinda), PD hastalar1 ise bunun tam tersi olarak en ufak
kontaminasyonla peritonit olabilmektedir (19). PD sivilarinin  konak¢t  koruyucu
mekanizmalarindan olan monositler lizerine negatif etkileri 1yi bilinmektedir. Laktat tampon
madde olarak, diisiik pH ve yiiksek ozmolarite hiicre fonksiyonunu ve canliligini bozmaktadir
(6rnegin fagosit aktivitesi, hiicresel ATP miktar1 veya LDH salinimi) (20-22). Benzer
sonuclar sitokin agmda infalamatuar interleukinlerin saliniminda da gorilebilir (31,20,22).
Periton boslugunda taze diyalizat ve kan kompartmani ile denge pH acisindan diflizyon ile
15-30 dakika i¢inde olmakta ancak ozmotik aktif maddeler ve peptidler/proteinler i¢in bu
denge birkac saatte kurulabilmektedir. Ancak, periton diyaliz soliisyonu ilk verilis aninda
heniiz diliie olmamasi nedeniyle en zararli durumundadir (16).

Son donem bobrek yetmezligi (SDBY) fosfat sekresyonunda azalmaya ve viicutta fosfat
birikiminde artmaya neden olmaktadir. Hiperfosfatemi sadece sekonder hiperparatiroidizm ve
renal osteodistrofi gelismesine neden olmakla kalmaz, ayrica diyaliz hastalarinda bagimsiz bir
faktor olarak Oliim riskinde artmaya neden olmaktadir (60,61). Son yillarda yapilan
retrospektif bir analize gore 6407 uzun donem hemodiyaliz hastasinda, %70 hastanin serum
fosforu 5.0 mg/dL’den (1.6 mmol/L), bu hastalarin yaklasik yarismnin serum fosforu 5.9
mg/dL. (>1.9 mmol/L) ‘den fazla ve %39’unda ise 6.5 mg/dL’den (2.1 mmol/L) fazla
bulunmustur. Bu SDBY popiilasyonunda hiperfosfatemi prevalansmmin ne kadar yiiksek
oldugunu gostermektedir. Tek genis periton diyaliz hasta popiilasyonunda yapilan ¢alismaya
gore ise hiperfosfatemi periton diyalizi hastalar1 i¢inde 6zellikle anurik hastalar igin sik
karsilagilan bir sorundur. Bu calismada ortalama serum fosfor diizeyi 5.2+1.5 mg/dL, anurik
hastlarinda %44’ linde serum fosfor diizeyi 5.6 mg/dL (>1.8 mmol/L)’den fazla bulunmustur.
Diyaliz hastalarinda serum fosforunda her 1 mg/dL artis (0.3 mmol/L), mortalite riskinde %6
artisa neden olmaktadir. Serum fosfor diizeyinin 6.5-7.7 mg/dL (2.1 to 2.5 mmol/L) oldugu
hastalarda mortalite riskinde %18 artisa neden olurken, 8.1-17.0 mg/dL ( 2.6-5.5 mmol/L)

olanlarda %39 mortalite riskinde artis olmaktadir.

Hiperfosfateminin mortalite riskini hangi mekanizma ile arttirdig1 heniiz tartismali olmakla
birlikte, kardiovaskiiler kalsifikasyonu arttirdigr diisiiniilmektedir. SDBY hastalarinda
kardiovaskiiler hastalik 6liimlerin %50’sinden sorumludur. Bu oran genel popiilasyondaki
kardiovaskiiler 6liim oranindan yiiksektir. Hemodiyaliz veya periton diyalizi tedavisi alan
hastalarda koroner arter hastalik orani %40, sol ventrikiil hipertrofisi orani ise yaklagik

%75’1r.
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Amarika Birlesik Devletleri Ulusal Bobrek Kurumu (The National Kidney Foundation
[NKF]) Bobrek Hastaliklar1 Kalite Sonuclar1 (Kidney Disease Quality Outcome Initiative
[K/DOQI]) Kemik Metabolizmas1 ve Hastaliklar1 onerilerine gore serum fosforu 3.5-5.5
mg/dL, serum kalsiyumu 8.4-9.5 mg/dL arasinda, CaX_POs ¢arpimi 55 mg”/dL> ve
bozulmamis PTH 150-300 pg/mL, serum total CO, 22 mmol/L den fazla olmalidir (67).

Daha dnceden siklikla fosfat baglayici olarak kullanilan aluminyum igeren fosfat baglayicilari
gliniimiizde kalsiyum iceren fosfat baglayicilar1 ile yer degistirmistir. Aluminyum giicli
fosfor baglayict olmasina ragmen osteomalazi ve ensefalopati yapma riski bulunmaktadir.
Kalsiyum igeren fosfat baglayicilarin bu riski olmamakla birlikte CaXPO4 ¢arpimini arttirarak
metastatik  kalsifikasyona ve potansiyel olarak kardiovaskiiler hastalik oranini
arttirabilmektedirler.

Sonugta periton diyalizi hastalarinda periton diyalizi soliisyonlarinda kalsiyum
konsantrasyonunu azaltmak avantajli diisiiniilmektedir (62). Periton diyaliz soliisyonlar:
degisik kalsiyum konsantrasyonlar1 igermektedir, 6rnegin:1.000, 1.250, 1.500, 1.750 mmol
calctum/L. 1.000 ve 1.250 diisiik kalsiyum igeren PD soliisyonlaridir. Diisiik kalsiyum igeren
soliisyonun esas avantaji fosfat baglayici ajan olarak kalsiyum tuzu kulllanan hastalarda
hiperkalsemi riskinin az olmasidir (12,13). Konvansiyonel PD soliisyonlarinda suprafizyolojik
seviyelerde olan PD soliisyonu kalsiyum diizeyi apoptosis i¢in en ¢ok suglanan faktordiir.
Yang (27) calismasinin sonuglar1 diisiik kalsiyumlu diyalizatla, 1.250 mmol /liter) inkiibe
edilen mezotel hiicrelerinin apoptozis orani konvansiyonel PD soliisyonu(Ca®" 1.750
mmol/liter) ile inkiibe edilen mezotel hiicrelerinin apoptozis oranindan daha diistiktiir.
Monositler/makrofajlar baslangigta, gelismede ve immiin yanitin sonuglanmasinda merkezi
onemi bulunmaktadir (64). Programli hiicre Olimii veya apoptozis fizyolojik bir
mekanizmadir, ve diger hiicrelerden gelen sinyallerle olmaktadir. Apoptozis tipik hiicresel
morfoloji ile karakterizedir, makrofajlar veya komsu hiicreler tarafindan o6lmiis ya da
istenmeyen hiicreler inflamatuar bir reaksiyona neden olmamak i¢in temizlenmektedir (65).
Bu ¢alismada, degisik kalsiyum konsantrasyonu iceren periton diyaliz soliisyonlarmim U937
monositik hiicre dizisi lizerindeki apoptotik etkisi incelenmistir. Monositler makrofalarin 6ncii
hiicresi olmalar1 ve peritonun konakg¢1 savunmasi agisindan 6nemli hiicreler olmasi nedeniyle
sec¢ilmistir.

Sonug olarak, 1.500 mmol/L Ca'? igeren PDF soliisyonlar1 hem kontrol grubuna hem de diger
oranlarda Ca™ igeren PDF soliisyonlarma gore daha fazla apoptosis oranma sahiptir. Bunun

sebeb olabilecegi klinik durumlar1 irdeleyen daha detayli ¢caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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7- OZET

Stirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD) giivenli ve yaygm kullanim alani olan renal
replasman tedavi metodudur ve hastalar1 hemodiyaliz merkezlerine devamli bagimliliktan
kurtarmaktadir. Periton diyaliz pratiginde iki temel sorun bulunmaktadir: peritonit ve
halihazirda uygulanan periton diyaliz soliisyonlarinin biyouyumlu olmamasi. Bu faktorlerin
ikisi de periton membranmnin uzun siireli bir diyaliz membrani olarak kullanilmasini
engelleyen peritoneal fibrozdan sorumludur. Arastirmalar peritonit sikliginin azaltilmasi ve
daha uyumlu periton diyaliz soliisyonlarinin iiretilmesi konusunda yogunlagmustir.

Periton boslugunda bulunan lokal konak¢i savunma mekanizmalar: peritoneal infeksiyon
gelisimini Onlemek icin Onemli bir rol oynamaktadir. Periton diyalizi soliisyonlarmin
monositlerin savunma mekanizmalari izerine olan negatif etkileri bilinmektedir.

Apoptozis normal doku homeostazimnin bir pargasidir, ancak fizyolojik oranlarmnin disina
cikinca hastaliklara neden olabilmektedir. Periton diyaliz soliisyonunda bulunan ¢esitli
faktorler 6rnegin kalsiyum, magnezyum, dekstroz konsantrasyonlari, pH, osmolalite mezotel
hiicre apoptozisine neden olmaktadirlar. Mezotel hiicre apoptozisi ve diyalizat kalsiyumu ile
yapilan in vivo bir ¢galismada diisiik kalsiyumlu diyalizatta (1.250 mmol/L) apoptozis oraninin
yiiksek kalsiyumlu diyalizata (1.750 mmol/L) gore daha az oldugu bulunmustur.

Bu ¢alismada, degisik kalsiyum konsantrasyonu iceren periton diyaliz soliisyonlarinin U937
monositik hiicre dizisi tizerindeki apoptotik etkisi incelenmistir. Monositler makrofajlarin
oncii hiicresi olmalar1 ve peritonun konak¢i savunmasi agisindan onemli hiicreler olmasi
nedeniyle se¢ilmistir.

Sonug olarak, 1.500 mmol/L Ca'? igeren PDF soliisyonlar1 hem kontrol grubuna hem de diger
oranlarda Ca™ igeren periton diyaliz soliisyonlarma gore daha fazla apoptosis oranma
sahiptir. Bunun sebeb olabilecegi klinik durumlar: irdeleyen daha detayli ¢aligmalara ihtiyag

bulunmaktadir.
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