HEMODIYALIZ TEDAViSi GOREN HASTALARIN KORONER
ARTER HASTALIGINA YAKALANMA RiSKLERININ ASIMETRIiK
DIMETILARJININ VE NEOPTERIN SEVIYELERI ILE
DEGERLENDIRILMESI

Emre AVCI

YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOLOJi

GAZIi UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

HAZIRAN 2008
ANKARA



Emre AVCI tarafindan hazirlanan HEMODIYALIZ TEDAVISI GOREN
HASTALARIN KORONER ARTER HASTALIGINA YAKALANMA
RISKLERININ ASIMETRIK DIMETILARJININ VE NEOPTERIN SEVIYELERI
ILE DEGERLENDIRILMESI adli bu tezin Yiiksek Lisans tezi olarak uygun

oldugunu onaylarim.

Dog¢. Dr. Sule COSKUN

Tez Danigmani, Biyoloji Anabilim Dali

Bu calisma, jiirimiz tarafindan oy birligi ile Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek

Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Prof.Dr. Cumhur BILGI
Biyokimya ve Klinik Biyokimya, G.A.T.A.

Dog¢. Dr. Sule COSKUN e,
Biyoloji, Gazi Universitesi

Do¢.Dr. Nesrin OZSOY
Biyoloji, Ankara Universitesi

Do¢.Dr. Cigdem OZER
Fizyoloji, Gazi Universitesi

Yrd.Do¢.Dr. Barbaros BALABANLI L
Biyoloji, Gazi Universitesi

Tarth:  09/06/2008

Bu tez ile G.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek Lisans derecesini

onamigtir.

Prof. Dr. Nermin ERTAN

Fen Bilimleri Enstitiisit Mudiiri



TEZ BiLDiRiMi

Tez icindeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar cergevesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu

calismada orijinal olmayan her tiirlii kaynaga eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Emre AVCI



v

HEMODIYALIZ TEDAViSi GOREN HASTALARIN KORONER ARTER
HASTALIGINA YAKALANMA RiSKLERINiN ASIMETRIiK
DIMETILARJINiN VE NEOPTERIN SEVIiYELERI iLE
DEGERLENDIRILMESI
(Yiiksek Lisans Tezi)

Emre AVCI

GAZi UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERIi ENSTITUSU
Haziran 2008

OZET

Bu calismanin amaci, bobrek yetmezligi olan hastalarda asimetrik
dimetilarjinin (ADMA) ve neopterin (NP) diizeyleri arasindaki iliskinin
kardiyovaskiiler hastaliklar acisindan degerlendirilmesidir. Hemodiyaliz
tedavisi goren hastalarda, kardiyovaskiiler hastaliklar en oOnemli o6liim
nedenlerinden birisidir. Nitrik oksit sentazin (NOS) kompetatif bir inhibitorii
olan ADMA, kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklarinin bir biyomarkir1 olarak
tanimlanmaktadir. Neopterin, insan monosit ve makrofajlarindan interferon-y
aracihigi ile salinan, biyolojik fonksiyonu tam olarak anlagilamamasina ragmen,
uyarilmis hiicresel immiin yamtin 6zgiil olmayan bir biyokimyasal belirteci
olarak bilinmektedir. Bu calismada hemodiyaliz oncesi ve sonrasinda bobrek
yetmezligi olan 33 hastanin ADMA ve NP diizeyleri, saghkli bireylerin
olusturdugu kontrol grubu ile karsilastirildi. Serum ADMA ve NP seviyeleri
yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) kullamlarak belirlendi. Serum
ADMA ve NP diizeyleri diyaliz oncesinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda
artmus bulundu. Bununla birlikte, serum ADMA ve NP seviyelerinde diyaliz
sonrasinda kontrol grubuna gore anlaml ve belirgin bir diisme bulunmustur.
Diyaliz oncesinde ADMA ve NP seviyeleri arasinda anlamh ve pozitif bir

korelasyon goriinmezken, diyaliz sonrasinda anlamh ve pozitif bir korelasyon



bulunmustur. Bobrek yetmezligi olan hastalarda hem ADMA hem de NP
diizeylerinin yiiksek olmasi koroner kalp hastaliklar icin potansiyel risk
faktorleridir. Bu mevcut calismada, hem ADMA hem de NP diizeyleri bagimsiz
risk faktorleri olarak goziikmektedir. Hemodiyaliz bu iki risk faktoriiniin
elimine edilmesinde yeterli gelememektedir. Hemodiyaliz sonras1i NP ve ADMA

diizeyleri arasindaki korelasyon diyaliz etkinligi acisindan degerlendirilebilir.
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ABSTRACT

The goal of this study was to examine the relationship between asymmetric
dimethylarginine (ADMA) and neopterin (NP) levels for cardiovascular diseases
in patients with renal failure disease. The most important mortality cause is
cardiovasculer disease with hemodialysis treatment patients. ADMA, an
endogenous inhibitor of NOS, is increasingly recognized as a putative
biomarker in cardiovascular an renal diseases. Neopterin, derivates from
monocyte and macrophages via interferon-y, its known to be a non-intrinsic
biochemical marker of stimulated cellular immune response although its
biological function has still not been well understood. In this study, serum
ADMA and NP levels of 33 patients with renal failure at before and after
hemodialysis were compared with healthy control subjects. Serum ADMA and
NP levels were determined by using high performance liquid chromatography
(HPLC). Serum ADMA and NP levels were found increased when compared to
controls at before dialysis. Moreover serum ADMA and NP levels were found
statistically decreased when compared to control at after dialysis. Although
there wasn’t any positive correlation between ADMA and NP levels at before
dialysis. We found positive correlation between ADMA and NP levels at after
dialysis. High concentrations both ADMA and NP levels in renal failure are

potential risk factors for the cardiyovascular diseases. In this present study, it



seems that both ADMA and NP levels are independent risk factors for renal
failure disease. Hemodialysis did not hold out to eliminate these two risk factors
in the serum. The correlation between ADMA and NP levels may be consider in

terms of effective dialysis at after dialysis.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xiv

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler
NO
pmol

L

Kisaltmalar

BY
ABY
KBY
SDBY
HD
NO
NOS
ADMA
SDMA
NP
KVH
TDN
IL-1
HPLC
L-NMMA
DDAH
iNOS
eNOS
nNOS
GFH

Aciklama
Nitrik oksit
Mikromol

Litre

Aciklama

Bobrek Yetmezligi
Akut Bobrek Yetmezligi
Kronik Bobrek Yetmezligi

Son Donem Bobrek Yetmezligi

Hemodiyaliz

Nitrik Oksit

Nitrik Oksit Sentaz
Asimetrik dimetilarjinin

Simetrik dimetilarjinin

Neopterin

Kardiyovaskiiler Hastaliklar
Tiirk Nefroloji Dernegi

Interlokin-1

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi
NG—monometil—L—arjinin
Dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz
Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
Noronal Nitrik Oksit Sentaz

Glomeriiler Filtrasyon Hiz1



1. GIRIS

Hemodiyaliz, bobrek yetmezligi hastaligi sebebiyle bobrek fonksiyonlarint kaybeden
hastalarin hayatlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in viicutta olusan zehirli madde ve
stvilarin - viicuttan atilmalarimi saglayan bir tedavi yOntemidir. Hemodiyaliz,
giiniimiizde kronik ve akut bobrek yetmezligi tedavisinde en sik kullanilan ve tercih

edilen yontemdir [1].

Bobrek yetmezligi (BY) goriillen hastalarda kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya
cikma oram oldukga yiiksektir. Ozellikle kronik bobrek yetmezligi (KBY) nedeniyle
hemodiyaliz uygulanan hastalarda mortalitenin ¢ok yiiksek oldugu ve oliimlerin
yarisindan fazlasinin kardiyovaskiiler sorunlara bagli oldugu bilinmektedir [1, 2] Bu
hastalarda yas, cinsiyet, seker hastalig1 varlig1 gibi degiskenler sabitlendiginde bile
kardiyovaskiiler mortalite normal popiilasyona gore 10-20 kat daha fazladir. Bu
artmis riske zemin hazirlayan mekanizmalar bobreklerde fonksiyon kaybinin erken
donemlerinde baslar ve ¢cogu kronik bobrek hastasi son donem bobrek yetmezligine

ulasmadan kardiyovaskiiler nedenlerle kaybedilirler [3, 4].

Kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde 6nemli rolii olan asimetrik dimetilarjinin
(ADMA) ve neopterin (NP) seviyelerinin, bobrek yetmezligi olan hastalarda artig
gosterdigi bilinmektedir [5].

ADMA, endotelyal hiicrelerden sentezlenen, idrar, plazma ve dokularda bulunan, L-
arginin aminoasidinin guanido analogudur. Nitrik oksit sentazin (NOS) endojen
kompetatif inhibitoriidiir. ADMA yiiksekligi nedeniyle inhibe olan NOS, nitrik oksit
(NO) sentezinin azalmasina neden olmaktadir. Azalan NO’ ya bagimh
vazodilatasyon, aterosklerotik hastaliklarda erken indikator olarak kabul edilmektedir
[6]. Insanlarda ADMA yiiksekligi, ilk kez bobrek yetmezligi olan bireylerde
saptanmistir. Bugiin, pek cok hastalik durumunda ADMA seviyesinin yiikseldigi
bilinmektedir [7].



ADMA seviyeleri diyaliz 6ncesinde ve sonrasinda Arese (1995) tarafindan yapilan
calismada kiyaslanmistir. Bu calismada ADMA seviyesinin diyaliz Oncesinde,
diyaliz sonrasina gore oldukg¢a yiiksek bulunmustur [8]. MacAllister ve ark. (1996)
tarafindan yapilan c¢alismada ise, tliremik hastalarda ADMA seviyesi HPLC
yontemiyle belirlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen verilere gore tiremik hastalarda
ADMA seviyesi saglikli bireylerden olusan kontrol grubunun ADMA seviyelerine
gore oldukga yiiksek bulunmustur [9]. 2000 li yillara gelindiginde ADMA ile ilgili
yapilan calismalarda ¢ok yonlii arastirmalar ortaya konmaya baslanmistir. Soveri ve
ark. (2007) yaptiklar1 caligmada, hemodiyaliz tedavisi goren hastalarda ADMA
seviyesindeki artisin  kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkisini aragtirmig ve
hemodiyaliz tedavisi goren kisilerde kardiyovaskiiler hastaliklara bagli olarak
meydana gelen mortalitenin, saglikli kisilere gore 10-20 kat yiiksek oldugunu
vurgulamiglardir [10]. Panichi (2008), kronik bobrek yetmezligi (KBY) goriilen
hastalarda yaptig1 arastirmada, serum ADMA seviyesinin saglikli gruba gore oldukca
yiiksek bulunmustur. Bu c¢alismada ayni zamanda kreatinin, HDL kolesterol ve
trigliserit seviyesinde de ADMA’ ya paralel olarak yiikselme goriilmiistiir [11]. Tiim
bu ¢alismalar gostermistir ki, ADMA’ nin sadece koroner arter hastaligin1 degil, ayn1
zamanda seviyesinde meydana gelen yiikselmeler ile diger hastaliklar1 da
tetiklemektedir. Bu hastaliklarin basinda koroner arter ve diger kalp hastaliklari,

hipertansiyon, diyabet ve hiperkolesterolemi gelmektedir [12, 13].

Neopterin (NP), insan monosit ve makrofajlarinin interferon-y ile uyarilmasi sonucu
salinan bir pteridindir. Neopterinin biyolojik fonksiyonu tam olarak bilinmemesine
ragmen, uyarilmis hiicresel immiin yanitin 6zgiil olmayan bir biyokimyasal belirteci
oldugu kabul edilmektedir [14]. Serumda neopterin seviyelerinin belirlenmesi in vivo

hiicresel immdiinitenin aktivasyonunun derecesi hakkinda fikir vermektedir.

NP, insanlarda ilk kez bilim adamlar: tarafindan 1967’ de, idrardan elde edilmistir
[15]. Daha sonra sepsis, HIV, hepatit C, tiiberkiilosis ve bobrek yetmezligi gibi
cesitli enfeksiyonlarda neopterin seviyesinde farkli oranlarda artiy bulunmustur [16].

Gelisen cagmizla birlikte tiim arasgtirmalara giin gectikce yeni bakis acilari



getirilmektedir. Schumacher (1997) tarafindan akut ve kronik koroner sendromlu
hastalarda NP seviyeleri arastirilmis ve oldukg¢a yiiksek seviyede bulunmustur [17].
2006’ da Lhee ve ark. tarafindan yapilan benzer bir calismada ise g¢esitli bobrek
hastaliklar1 olan bireylerde NP degerlerinin yiiksek olmast klinik acidan
aragtirilmistir [18]. Pacileo ve ark.” nin (2007) yaptig1 bir ¢caligmada elde edilen
verilere gore kardiyovaskiiler hastaliklarin bir belirteci olarak, NP seviyelerinin
Olciilmesi klinik agidan ©Onemli bulunmus ve koroner arter hastaliklarinin

belirlenmesinde 6ncii madde olabilecegi bildirilmistir [19].

Gecmis yillarda yapilan ¢aligmalar gbz Oniine alindiginda diyalize giren hastalarda
ADMA ve NP parametreleri incelenerek, hastalarin koroner arter gibi bazi kalp
hastaliklarina yakalanma riskinin azaltilabilecegi diistiniilmektedir. Calismamizin
amaci, son yillarda bobrek yetmezligi goriilen hastalarda hemodiyaliz dncesinde ve
sonrasinda serum ADMA ve NP diizeylerindeki degisikliklerin arastirilmasidir.
Arastirmada elde edilen sonuglar dahilinde hemodiyaliz tedavisi gbren bireylerin,
saglikli bireylerden olusan kontrol grubuna kiyasla koroner arter hastaligina
yakalanma risklerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Ayrica ge¢mis yillarda bobrek
yetmezligi sebebiyle hemodiyaliz tedavisi goren hastalarda ADMA ve NP
parametreleri  birlikte degerlendirilmemistir. Yaptigimiz calismada bu iki
parametrenin birlikte degerlendirilmis olmasi, calismamizin Onemini ortaya

cikarmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobrek Yetmezligi (BY)

Bobregin, viicutta sivi ve elektrolit dengesinin korunmasi, metabolik artik {iriinlerin
atilimi, ilaglar, toksinler ve metabolitlerinin detoksifikasyonu, atilimi, ekstraselliiler
sivi hacmi ve kan basincinin hormonal diizenlenmesi, hormon iiretimi, peptit
hormonlarinin ve kiiciik molekiil agirlikli proteinlerin yikimi gibi bazi temel
fonksiyonlar1 vardir. Bobreklerin bu fonksiyonlar1 yerine getirememesi bdobrek
yetmezligi (BY) olarak bilinmektedir. BY, akut veya kronik seyirli olmak iizere iki
sekilde gelisebilir [20].

2.1.1. Akut bobrek yetmezligi (ABY)

Akut bobrek yetmezligi (ABY) glomeriiler filtrasyon hizinda (GFH) gelisen azalma
ve bunun sonucunda kan iire azotu, kreatinin ve diger iiremik toksinlerin viicutta
birikimini ifade eden bir durumdur. GFH’ deki diisiisiin aylar hatta yillar icerisinde
gelistigi KBY’ nin aksine, ABY’ deki GFH diisiisii daha hizhidir ve giinler ile
haftalar igerisinde gelisir [21].

ABY nadiren toplumsal kdkenli bir hastalik olup, genellikle hastanede yatmakta olan
bireylerde gelisir. Hastanede yatmakta olan bireylerin yaklasik olarak % 5’ inde
ABY mevcut hastaligi komplike edebilmekte ve bunlarin yaklagik olarak % 0.05°
inde diyaliz gereksinimi olabilmektedir [22-24]. Ciddi hastalig1 olan bireylerde,
hastaneye yatis sirasinda bu oran cok daha yiiksek olup, % 20’ lere ulasabilmektedir
[23, 25].

Son 40 yili agkin bir siiredir ABY gelisen hastalarin sag kalim oranlarinda anlaml
iyilesmeler saglanabilmis degildir. Bunun baslica nedeni ABY’ nin ¢ogunlukla yaslh
popiilasyonlar da goriilmesi ve ABY ile iliskili hastaliklarin ciddi bir morbidite ve
mortaliteye sahip olmasindan kaynaklanmaktadir [26]. Enfeksiyoz hadiseler ABY’

nde goriilen Olimlerin yaklasik % 75° inden sorumlu iken, kardiyo-respiratuvar



hadiseler de ikinci en sik 6liim nedenini olusturmaktadir [24]. Bobrek yetmezliginin
siddetine bagli olarak, mortalite orant % 7° den % 80’ lere kadar ulasabilmektedir

[27, 28].

Akut Bobrek Yetmezliginin Etiyolojisi

A) Pre-renal Nedenler: Bobregin kanlanmasi engellenmistir. Bobreklere yeterince

kan gelmeyince GFH diiser. GFH’ yi diisiiren nedenler arasinda;

— Hipovolemiye neden olan kusma

— Tuz kaybina neden olan renal bosluklar

— Fazla diiiretik kullanim1

— Glukoziiri

— Kanama

— Genis yaniklar

— Peritonit, akut pankreatit

— Vazodilatasyona neden olan ilaglar

— Kardiyovaskiiler yetersizlik (agir kalp yetmezligini takip eden)

— Hipotansiyon, Gram (-) sepsisler (Dogumlar, diisiikler)

— Kanin pompalama giiciiniin yetersiz olmasi nedeniyle yogunluk artigi

— Ciddi nefrotik sendrom gibi durumlar sivinin yer degistirmesine neden olur ve

GFH azalir [24].



B) Renal nedenler: Nefrotoksik maddeler (civa, arsenik, kursun) veya bobrek
hastaliklar1 nedeniyle bobrek dokusunda harabiyet meydana gelebilir. Sorun, akut
tiibiiler nekroz ya da asagi nefron nekrozudur. Renal hasara yol acan olusumlar

asagida siralanmistir;

— Glomerulonefrit

— Ateroskleroz

— Travma

— Skleroderma

— Bobregin kiiciik ve biiyiik damarlarinin iltihaplanmasi
— Tiimor ve bobrek damarlarinin uzun siiren spazmi

— Nefrotoksinler, agir metaller (civa, kadmiyum), CCly, etilen glikol, propilenglikol,
antibiyotikler, anestezikler, radyografiye bagh (anjiyografi, I-V tirografi)

— Pigmentlerin obstriiksiyonu sonucu; hemoliz, agir travmalar, crush sendromu,

rabdomyolizis

— Cerrahi girisimler ve jinekolojik obstetrik hastaliklarla ilgili olarak: Biiyiik
ameliyatlardan 6zellikle yaslhilarda biiyiik karin ameliyatlarindan sonra klinik olarak

sok goriilmese de aort cerrahisi, kalp kapak ameliyatlari,

— Agir ve geri donmeyen prenenal faktorlerden herhangi birinin renal parankimal

bozuklugun gelismesine neden olmasi
— Interstiyal nefritler; ilaclar, infeksiyon, hiperkalsemi, myelom

— Renal vaskiiler hastaliklar; Malign hipertansiyon, renal arter trombozu ve emboli,

renal ven trombozu [24].



C) Post-renal nedenler:

— Ureteral obstriiksiyon; Prostat hipertrofisi, iiretra agzim tikayan mesane tiimérii,

mesane boynu darhigi

— Ureteral obstriiksiyon; Bilateral bobrek ve iireter taglari, ameliyat sirasinda

tireterlerin kesilme ya da baglanmasi retroperitoneal fibrozis

— Tubiiliislerden meatusa kadar olan sistemin herhangi bir yerinin tikanmasi;

Tiimoriin yayilmasi, pihty, tas, lireterlerin yanlishikla baglanmasi [24].

2.1.2. Kronik bobrek yetmezligi (KBY)

KBY, cesitli organ ve sistemlere ait bozukluklarla seyreden bir tablodur. Cesitli
hastaliklara bagli olarak nefronlarin progresif ve geri doniisiimsiiz kaybi ile
karakterize bir sendromdur. KB glomeriiler filtrasyon degerinde azalma sonucu
bobregin sivi-soliit dengesini ayarlayamama ve metabolik-endokrin fonksiyonlarinda
kronik ve ilerleyici bozulma hali olarak tanimlanir. GFH’ ndaki azalmanin siiresi 3—6
aydan daha uzundur [29]. Glomeriiler filtrasyon degeri 5—10 ml/dakikaya inince son
donem bobrek yetmezliginden bahsedilir ve hastalar diyaliz, bobrek transplantasyonu
gibi renal replasman tedavilerine ihtiya¢ duyarlar [30]. GFH, genellikle yillar i¢inde
giderek azalir ve bu azalma, altta yatan nedene gore biiyiik degisiklik gosterir.
Bobrek yetersizligi olan bir olguda; ti¢ aydan uzun siiren azotemi, uzun siireli tiremik
belirti ve bulgular, renal osteodistrofi belirti ve bulgulari, anemi, hiperfosfatemi,
hipokalsemi, idrar sedimentinde genis silindirler ve radyolojik incelemelerde
bilateral kiigiik bobrekler kronik hastalik gostergeleridir. Bu ozellikler KBY’ yi
ABY’ nden ayirir [30].

Klinik ag¢idan KBY, asemptomatik bobrek fonksiyonu azalmasindan iiremik
sendroma kadar uzanan degisen bir spektrum gosterir. Aslinda bobrek yetersizliginin
evreleri birbirinin i¢ine girmis olup kesin sinirlarla ayrilmasi miimkiin degildir.
Ancak, fonksiyonel degisiklik derecesine gore evreleme klinik ve tedavi planlanmasi

acisindan faydahdir (Cizelge 2.1) [29].



Cizelge 2.1. Kronik bobrek yetmezliginin evreleri [29].

Kook Bobrek Yeterstiveelest | GPH@miAD |

ERKEN Bobrek rezervinin azalmasi 50-80
ORTA Bobrek yetersizligi 25-50
ILERI Bobrek yetmezligi 5-25
SON Uremi <5

Kronik Bobrek Yetmezligi Insidans ve Epidemiyoloji

KBY bir¢ok nedenle gelisebilir. Bu nedenlerin siklig1 iilkelere gore degismektedir.
Genel olarak en sik goriillen nedenler arasinda kronik glomeriilonefrit, diyabet,
hipertansiyon, polikistik bobrek hastaligi, obstriiktif {iropati ve interstisiyel nefritler
vardir. Hastalarin 6nemli bir kism1 hekime ileri tiremik tablo i¢inde bagvurdugu icin
temelde yatan hastaligin bulunmasi miimkiin olmayabilir [30, 31]. KBY‘ nin klinik

ozellikleri Cizelge 2.2’ de 6zetlenmektedir.

Giiniimiizde KBY, goriilme sikligi hizla artmakta olan bir hastaliktir. KBY, hem
diinyada hem de iilkemizde oldukc¢a fazla goriilen bir saglik sorunudur. Diinyada
cesitli tilkelerde 1997 verilerine gore KBY’ nin yillik insidans1t milyon niifus bagina
Almanya’ da 163, Ingiltere’ de 87, Amerika Birlesik Devletleri’ nde (ABD) 262 ve
Japonya’ da 210’ dur. Tiirk Nefroloji Dernegi’ nin (TND) 2003 yil1 verilerine gore,
tilkemizde KBY insidanst milyon niifus basina 118,5 hasta olup, toplam KBY
hastalarinin sayis1 19,015 dir. Ulkemizde yilda ortalama 15,000 hastaya son dénem
bobrek yetmezligi (SDBY) hastalig1 tanist konmaktadir ve milyon nufiis bagina 390
son SDBY hastasinin bulundugu belirlenmistir. Tiirk Nefroloji Dernegi kayitlarina
gore Tiirkiye’ de 29,000° in {izerinde hasta diyaliz tedavisi ile yasamini
siirdiirmektedir. Son donem bobrek yetmezligi prevelansi, 60-75 yas grubunda
bobrek hastaligl insidansinin artmasi mortalite oranlarinin hemen hemen sabit

kalmasina bagli olarak gecen on yilda yaklasik % 8 artmistir [33].



Cizelge 2.2. Kronik bobrek yetmezliginin klinik 6zellikleri [32].

Hipovolemi, hipervolemi, hipernatremi, hiponatremi, hipokalsemi, hiperpotasemi, hipopotasemi,

hiperfosfatemi, metabolik asidoz, hipermagnezemi

Stupor, koma, konusma bozukluklari, uyku bozukluklari, demans, konviilsiyon, polindropati,
basagrisi, sersemlik, irritabilite, kramp, konsantrasyon bozukluklari, yorgunluk, meningism,
huzursuz bacak (restless leg) sendromu, tik, tremor, myoklonus, ter fonksiyonlarinda bozulma,

ruhsal bozukluklar

Hickirik, parotit, gastrit, istahsizlik, stomatit, pankreatit, iilser, bulanti, kusma, gastrointestinal
kanama, kronik hepatit, motilite bozukluklari, 6zafajit (kandida, herpes...), intestinal obstriiksiyon,

perforasyon, asit

Normokrom normositer anemi, eritrosit frajilitesinde artig, kanama, lenfopeni, enfeksiyonlara
yatkinlik, immiin hastaliklarin yatismasi, kanser, mikrositik anemi (aliiminyuma bagl), asiyla

saglanan immiinitede azalma, tiiberkiilin gibi tanisal testlerde bozulma

Perikardit, hipertansiyon, kardiyomyopati, hizlanmis atheroskleroz, aritmi

Plevral s1vi, iiremik akciger, pulmoner 6dem

Kasinti, gecikmis yara iyilesmesi, solukluk, tirnak atrofisi, hiperpigmentasyon, tiremik dokiintii,

iilserasyon, nekroz

Glukoz intoleransi, hiperlipidemi, hiperparatiroidi, biiytime geriligi, hipogonadizm, impotans, libido

azalmasi, hiperiirisemi, malniitrisyon, hiperprolaktinemi

Uremik kemik hastah@i, hiperparatiroidi, amiloidoz (beta2-mikroglobiilin), D vitamini

metabolizmasi bozukluklari, artrit

Susuzluk, kilo kaybi, hipotermi, iiremik agiz kokusu, miyopati, yumusak doku kalsifikasyonu, akkiz
renal kistik hastalik, karpal tiinel sendromu, noktiiri
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KBY’ de en ¢ok tercih edilen yontem hemodiyalizdir. TND’ ye gore 2000 yilinda
tilkemizde 6594 yeni hasta hemodiyaliz tedavisine baglamistir. Saglik Bakanhgi
2001 yili verilerine gore ise hemodiyaliz programinda olan toplam hasta sayisi

12,196’ dir [33].

2.2. Hemodiyaliz

Hemodiyaliz tedavisinin baslangici, Diinya Savasi yillarinda Almanya’ mn Hollanda’
y1 isgal ettigi donemlere dayanmaktadir. 1943 yilinda Wilhelm J. Kollf, ilk pratik
yapay diyaliz makinesini gelistirmistir [34]. ABY tablosunda olan bir hastaya 12
seans hemodiyaliz tedavisi uygulanmis ama hasta kaybedilmistir. Yalmz bu
hemodiyaliz seanslar1 esnasinda da hastanin azotemisinde belirgin oranda azalma
oldugu saptanmistir. Diyaliz makinesinin kullanilmaya baslandig1 ilk donemlerde
damarlarin direkt kaniilasyonu ile tedaviler yapilmistir. Hastaya her diyaliz esnasinda
bir arter ve ven iizerinden cut down yontemiyle kaniilasyon yapilmistir. Uygulanan
her diyaliz i¢cin bir cerrahi miidahale ve bu miidahale icin de bir arter ve ven
baglanmas1 gerekmistir. Bobrek yetmezligi olan hastalarin 6liimeiil durumlarinda
girisim yapilabilecek uygun bir damar bulunamayacak hale gelinmistir. Bu
donemlerde, hemodiyaliz tedavisinin siirdiiriilmesi yeterince basarili olamamaistir.
Vaskiiler sisteme bagli problemlerden dolayr ilk hemodiyaliz tedavileri yalnizca
ABY goriilen hastalara uygulanabilmistir. 1943 yilindaki diyaliz makinesinin
bulunusu, vaskiiler sistem cerrahisinde yeni arayislarin ve bu konudaki gelismelerin

de tetikleyicisi olmustur [35, 36, 37].

Hemodiyalizin avantajlari

. Atik maddeler viicuttan hizla ve basari ile uzaklastirilir,

° Diyaliz ortami hastanin diger hastalar ile iligki kurmasini saglar,
o Her giin degil, haftada iki veya ii¢ kez uygulanir,

° Malnutrisyon ile daha az karsilasilagilir,

° Hastaneye yatma gereksinimi daha az olur,
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° Karina ait komplikasyonlarla karsilasilmaz.

Hemodivalizin dezavantajlar1

Uremili hastalarda temel aterosklerotik risk faktorleri siklikla gozlenmektedir.
Ayrica, bu kisilerde aterosklerotik kalp hastaliginin hizli gelisimine neden olabilecek
bircok etken goriilebilir. Bunlarin en 6nemlileri, iiremik toksinler, pihtilasmaya
egilim, plazma homosistein yiiksekligi, insiilin direnci, azalmig fibrinolitik aktivite,
trombosit fonksiyon bozuklugu, hiperparatiroidizm (kalsiyum-fosfor diizensizlikleri,

kalsifikasyon) ve nefrotik sendrom gibi altta yatan hastaliklardir [38, 39].

2.3. Bobrek Yetmezligi (BY) ve Koroner Arter Hastahig: (KAH)

Bobrek yetmezligi (BY) yasami tehdit eden, 6nemli 6lciide is giicii kaybina ve cesitli
komplikasyonlara yol agan, hemen hemen her yas grubunu en cok da geng eriskinleri
etkileyen bir hastaliktir [40, 41]. BY nedeniyle hemodiyaliz uygulanan hastalarda
mortalitenin ¢ok yiiksek oldugu ve Oliimlerin yarisindan fazlasinin kardiyovaskiiler
sorunlara baglt oldugu bildirilmistir [2]. Bunlar i¢inde en sik rastlanan nedenler,
KAH ve kalp yetmezligidir [3, 4]. Bununla birlikte son donem renal yetmezliklerde

0liim nedenlerinin yaklasik % 45° i kardiyovaskiiler kokenlidir [42].

KAH iiremik hastalarda, normal kisilere gore 5-20 kat fazla goriiliir; yaygim tutulum
gosteren karmasik lezyonlar icerir ve klinik olarak daha hizli ilerler [43]. KBY olan
olgularda iskemik kalp hastaliginin goriilme sikligit % 25-60 arasindadir [44, 45].
Son donemlerdeki diyaliz teknolojisindeki gelismelere paralel olarak KBY goriilen
hastalarin yasam siiresi uzamakta, bunun sonucu olarak da kardiyovaskiiler cerrahi

kliniklerine koroner sikayetlerle bagvuran hasta sayis1 giderek artmaktadir [46].

Hemodiyalize giren populasyonda kardiyovaskiiler hastalik prevalansi 6zellikle
hipertansiyon ve diyabet gibi ateroskleroz icin genel risk faktorlerinin artmig
sikligma paralel olarak yiikselmektedir. Uremi ile iligkili olan hipertrigliseridemi,

hiperparatiroidizm, vaskiiler kalsifikasyon, kalsiyum, fosfor metabolizmasi,
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muhtemelen artmig serum {irat ve oksalat diizeyleri de patogenezde rol
oynayabilmektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa diyaliz kayitlari, kardiyovaskiiler
olaylarin hemodializ hastalar1 i¢in en ©nemli Olim nedeni oldugunu ortaya

koymaktadir [3].

Uzun siireli hemodiyaliz uygulanan hastalarda 6liim nedenlerinin arasinda en dnemli
yeri kardiyovaskiiler hastaliklar tutmaktadir. Francis ve arkadaslari (1980) uzun
siireli hemodiyaliz uygulanan hastalarda o6liimlerin % 20,5’ inde nedenin
aterosklerotik kalp hastaligi oldugunu belirtmektedirler [47]. Hemodiyaliz
programinda olup da kalp hastalig1 saptanan hastalarda ise 6liimlerin % 50-65 inin
kardiyak nedenlere bagli oldugu bildirilmistir. KBY” 1i hastalarda uygulanan by-pass
prosediirlerinin uzun donemli takiplerinde Oliimlerin 6n planda kardiyak nedenli

oldugu ortaya konmustur [48, 49].

Kronik bobrek hastalarinda cesitli nedenlerle immiin bozukluklar gézlenmektedir.
Hemodiyaliz uygulanan hastalarda TNF-a (Timor nekroz faktor-alfa) ve IL-1
(Interlokin-1) gibi immiinitenin aktive oldugunu gosteren sitokinler artmaktadir.
Hem iireminin kendisi hem de hemodiyaliz esnasinda kullanilan membranlara ve
membrandan gecebilen endotoksinlere bagli oldugu disiiniilen kronik bir
inflamasyon s6z konusudur [50]. Guanozin trifosfattan derive edilen, 253 dalton
molekiiler agirliginda, bir pyramidine-pyrimidine bilesigi olan neopterin, gamma
interferon tarafindan stimiile olan makrofajlar tarafindan iiretilir. Gama interferon ise
aktive olmus T lenfositlerinden salinmaktadir. Kisaca neopterin, T lenfosit —
makrofaj etkilesiminin hassas bir gostergesi olarak goriiliir [51, 52]. Ayrica, BY
goriilen kisilerde L-arjininden nitrik oksit olusumunu saglayan NOS enzimini inhibe
eden bir endojen molekiil olan asimetrik dimetilarjinin birikmesi goriiliir [53]. Bu
yolla vazodilator olan nitrik oksit olusumu engellenir. ADMA diizeylerinin
artmasinin, koroner kalp hastaligi riskinde rol oynayabilecegi diisiiniilen endotel
disfonksiyonu ile iligkili oldugu bulunmustur. Dolayisiyla, KBY, koroner arter

hastaliklar1 i¢in biiyiik bir risk olugturmaktadir [54].
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Kisisel Ozellikler Risk Faktdrleri

Yag Diyabet

Cinsiyet Hipertansiyon

Sosyoekonomik Stati Sigara kullamim
Kolesterol

Yy

BOBREK YETMEZLIGI

T inflamasvon * | Hemostaz

* T Homosistenemi T Lipoprotein

« lHemoglobin -~ + T .apMA

* Taskiiler kalsifikasyon

BOBREK MEKANIZMASI

KARDIYOVASKULER HASTALIKLAR

Sekil 2.1. Bobrek yetmezligi ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkisi [55].

2.4. Asimetrik Dimetilarjinin (ADMA)

Asimetrik dimetilarjinin (ADMA), asimetrik metillenen proteinin iiriiniidiir. Enzimle
proteinlerdeki argininlerin metillenmesi suretiyle olusurlar. Insan kan ve idrarinda
bulunan bir endojen molekiildiir [56]. Insanlarda ADMA yiiksekligi, ilk kez bobrek
yetmezligi olan bireylerde saptanmustir (iiremik toksin). Bugiin, pek cok hastalik
durumunda ADMA diizeyi yiiksekligi bilinmektedir. NO iiretimindeki anormallikler
septik sok, hipertansiyon, multiple skleroz, hiperkolesterolemi ve renal yetmezlik

gibi bir¢ok hastalikta goriilmektedir [61].

ADMA, L-arjinin amino asidi ile yapica homoloji gosterir ve NOS kompetatif
inhibitorii ve protein turnover iiriiniidiir [58]. Insan endotelyal hiicreleri tarafindan
sentezlenir ve metabolize edilir. ADMA’ nin izomeri olan simetrik dimetilarjinin

(SDMA) ise NO iiretiminde etkisizdir [59].



Sekil 2.2. ADMA’ nin molekiiler yapis1 [57].

ADMA SDMA NMMA
| |
-—N\TﬁNH —-NH\TﬁN ——NHW¢NH
HN HN HN
HoN HoN HoN
COOH COOH COOH

Sekil 2.3. L-arjinin ve metillenen arjininlerin kimyasal yapis1 [65].

L-Arginine

NHp.__NH

—

HoN
COOH
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Sekil 2.4. Nitrik oksit sentazin inhibitoriit ADMA [60].

2.4.1. ADMA’ min biyolojik etkisi

Metillenen arjininlerin ii¢ tipi mevcuttur. Bunlar asimetrik dimetilarjinin (ADMA),
NG—monometil—L—arjinin (L-NMMA) ve ADMA’ nmin inaktif steroizomeri simetrik
dimetilarjinin (SDMA). Metillenen arjininin etkisi ilk olarak Hibbs ve ark. (1992)
tarafindan belirlenmistir. Calismalarinda L-NMMA’ nin in vitro makrofaj
aktivasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir [62]. Bundan baska, Vallance ve ark.
tarafindan 1992 yilinda NOS’ 1n rekabetci endojen inhibitorleri olarak ADMA ve L-
NMMA'’ nin insanda plazma ve iirinde bulundugu bildirilmistir [63]. Ueda ve ark.’
nin (2007) yaptiklar1 caligmada ise, SDMA’ nin NOS {izerinde inhibitor etkisinin

olmadigin1 belirtmiglerdir [12].
2.4.2. ADMA’ nin sentezi

Protein arjinin metiltransferaz tip 1 (PRMAT-1) etkisiyle giinde 300 pumol ADMA

tiretimi olmaktadir. 250 pumol/giin DDAH ile karacigerden metabolize olur. Geri
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kalan miktar bobreklerden atilir. Cesitli hiicre tiplerinde ADMA, L-NMMA ve
SDMA iiretimi ger¢eklesmektedir. Bu dimetilarjininler, iki farkli enzimle
proteinlerdeki argininlerin metillenmesi suretiyle olusurlar. ADMA, protein arginin
metiltransferaz tip 1 (PRMT-1) etkisiyle olusur. SDMA, protein arginin
metiltransferaz tip 2 (PRMT-2) etkisiyle olusur [59, 64].

ADMA diizeyindeki artisin, endotel disfonksiyonunun derecesi ile korelasyon
gosterdigi bildirilmistir ve ADMA' nin endotel disfonksiyonunun yeni bir belirteci
olabilecegi ileri siiriillmektedir [66]. ADMA, cogunlukla endotel hiicrelerde ve
bobrekte bulunan dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH) enzimi tarafindan L-
sitriiline ve dimetilamine metabolize olur [67]. ADMA diizeyinin artmasinin énemli

bir nedeni DDAH fonksiyon yetersizligidir [68, 69].

Doku kiiltiiriinde ve hayvan deneylerinde ekzojen ADMA verilmesi NO- olusumunu
inhibe eder. On kolda intraarteriell ADMA infiizyonu, endotel bagimli
vazodilatasyonu inhibe eder. insanlarda ADMA infiizyonu, kardiyak output’ u
azaltir, sistemik vaskiiler direnci arttirir. Plazma ADMA seviyeleri, endotelyal
disfonksiyon ve /veya azalmis NO iiretimi ile iligkili hastaliklarda artar. Endotel
fonksiyonun devaminda en 6nemli yolak, NOS aracilig ile tiretilen NO varligr olarak

diisiiniildiigiinde, bu yolak iizerinde en etkin molekiil ADMA’ dir [70].
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Hiikleolus Proteinleri
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Sekil 2.5. ADMA’ nin metabolizmasi [75].

2.4.3. ADMA ve hastaliklarla iliskisi
ADMA’ nin BY, kalp yetmezligi ve koroner arter, hipertansiyon, hiperkolesterolemi,
hiperhomosisteinemi ve diyabet gibi hastaliklarda serum seviyelerinde, artig

meydana gelmektedir [72].

ADMA ve bobrek yetmezligi

Saglikli bireylerde BY basladigi andan itibaren ADMA viicutta birikme gosterir.
Serum ADMA seviyeleri oncelikle 1- 3umol/L arasinda degisen oranlarda artig
gostermektedir. ADMA seviyelerindeki bu degisen artis degisken bobrek DDAH
aktivitesinden dolayr meydana geldigi diisiiniilmektedir. Diyalize giren hastalarda

ADMA viicuttan uzaklastirilmaktadir. Ancak, ADMA seviyesindeki biiyiik artig



18

patofizyolojik bir olgu meydana getirdiginden toksik fonksiyonu devam etmektedir

[73].

ADMA ve kalp hastaliklari

Hemodiyaliz tedavisi goren hastalarda endotel disfonksiyonu ve serum ADMA
seviyeleri arasinda bir iliski oldugu diisiiniilmektedir [74]. Endotelyal disfonksiyonu
ya fiziksel travma veya daha hafif hiicresel zedelenme olarak bilinir ve aterogenezisi
baglatan temel olaydir. NOS inhibisyonu endotel disfonksiyonuna yol acarak,
koroner spazma, miyokard infarktiisiine, hipertansiyona neden olur. Endotelyal
disfonksiyonu NO’ in lokal olarak azligina eslik edebilir. Bu, endotelde NO
iretiminin azalmasiyla veya siiperoksit anyonlarinin asir1 tiretimiyle alakali olabilir.
NO lokal bir vazodilatordiir ve ayn1 zamanda trombosit adezyonunu, agregasyonunu,
diiz kas hiicre ¢ogalmasim ve endotel ile lokosit etkilesimlerini inhibe ettigi i¢in,
ADMA aracilifiyla baskilanmig veya azalmis NO aktivitesi aterogenezin
baslamasina ve ilerlemesine katkida bulunabilir [74]. Yapilan ¢alismalarda, ADMA
seviyeleri gelisecek olan kardiyovaskiiler olaylar ve mortalitenin habercisi olarak

goriilmektedir [73].
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Sekil 2.6. Kardiyovaskiiler hastaliklarla birlikte ya da yalmz diyalizli hastalarda
ADMA seviyeleri [64].
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ADMA ve hiperkolesterolemi

ADMA, NO sentazin endojen yarismali bir inhibitoriidiir. Hiperkolesterolemiklerde,
karotis arterlerinde ateroskleoruzu olan ve endotele bagl vazodilatasyonu bozulmusg
olan hastalarda serum asimetrik dimetilarjinin (ADMA) seviyeleri yiiksek
bulunmustur [75]. Risk faktorleri ve aterosklerozdaki ADMA yiiksekliginin nedeni
bilinmemekle birlikte, 6zellikle hiperkolesterolemisi olanlarda ADMA parcalayict

enzim aktivitesinde azalma sorumlu tutulmaktadir [76].

ADMA ve hiperhomosisteinemi

Hiperhomosisteinemi, koroner arter hastaliklar1 icin bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. Total homosistein, ADMA metabolizmast icin gerekli olan
dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH) enziminin aktivitesinin inhibisyonu

araciligrtyla ADMA’ min endotelyal hiicre yenilenmesinde artigla goriilmektedir [77].

ADMA ve sigara

Cesitli calismalarda kronik sigara i¢iminin endotel fonksiyonu iizerine olumsuz etkisi
ve koroner arter hastaligi ilerlemesini hizlandirdigr gosterilmistir [75]. Sigara
dumaninda bulunan bir¢cok kimyasal madde arasinda bulunan serbest radikallerin ve
aromatik hidrokarbonlarin sigara i¢imine bagli endotel disfonksiyonunun
olusmasinda ana rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Sigara icenlerde endotel
fonksiyonlarmin diizeltilmesi icin uygulanan L-arjinin ve tetrahidrobiyopterin
tedavilerinin etkinligZi NO sentezinde de bozukluk olabilecegi yoniinde

yorumlanmistir [78].

ADMA ve diyabet

Diyabetli hastalardaki endotel disfonksiyonunun ana mekanizmasi dislipoproteinemi

ve reaktif oksijen radikallerindeki artmadir [79]. ilave olarak glikozun enzimatik
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olmayan yollarla oksidasyonu sonucu olusan glikolizasyon son iiriinleri de LDL

oksidasyonunu arttirir ve sonugta endotel disfonksiyonuna yol acar [73].

Aterosklerozis

Kronik Bsbrek
Yetmezligi

Hiperhomosisteinemi Diyabet

Karaciger Yetmezligi

Kalp Yetmezligi

Sekil 2. 7. ADMA ve hastaliklarla iligkisi [72].

2.4.4. Endotel disfonksiyonu

Endotel, vaskiiler fonksiyonlarin normal bir sekilde yiiriiyebilmesinde son derece
onemli gorevlere sahiptir. Endotelden saliverilen NO, vaskiiler diiz kasin gevsemesi,
trombosit aktivasyonu, adezyon ve agregasyonun inhibisyonu, vaskiiler diiz kas
proliferasyonunun 6nlenmesi, 16kosit adezyonunun inhibisyonu gibi olaylara sebep
olur [80]. Endotel disfonksiyonu, NO saliverilmesindeki azalma veya yikiminin
artmasi sonucu endotele bagimli vazodilatasyonun bozulmasi olarak tanimlanabilir.
Ayrica endotel disfonksiyonunda, hiicresel adezyon molekiillerinin ekspresyonu

artmakta ve anti-koagiilan 6zellik de kaybolmaktadir [81].

Endotel disfonksiyonu ilk kez 1990 yilinda, hipertansiyon hastalarinda yapilan
calismalarda kesfedilmistir. Daha sonraki yillarda yapilan ¢esitli arastirmalarda BY’
nde, KAH’ nda, kalp yetmezliklerinde ve tip 1 ile tip 2 diyabette tespit edilmistir
[82].
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Endotel fonksiyonlarinin diizenlenmesinde en 6nemli araci molekiillerden biri NO’
tir. NO eksikligi endotel disfonksiyonuna yol acarak, kardiyovaskiiler sistemi hedef
alan bircok hastaliga zemin hazirlayabilir [83].

Kipitk Yag
Hiicreleri Tahakasi OrtaLezyom  Aterom  Fibriiz Plak  Komplike lezyon

Ik On Yal Otz Til Kk Vil

wem Endotel Disfonksiyvon wmmlp

Sekil 2.8 Endotel disfonksiyonu [84].

2.4.5. Nitrik oksit (NO)

Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NO serbest radikal yapisinda olmasindan
dolayr yar1 omrii ¢cok kisadir. NO lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukca
stabildir ve suda erir [56, 85]. Diisilk konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen
varliginda dahi stabilitesini koruyabilen NO, bilinen en diisiik molekiil agirlikli,
reaktif  (biyoaktif) memeli hiicresi sekresyon {iriiniidiir [86]. Diisiik
konsantrasyonlarda iken NO toksik degildir ve ¢ok onemli fizyolojik islevlerin

gerceklesmesinde rol alir.



22

Sekil 2.9. L-arjinin kimyasal yapis1 [87].

Nitrik oksitin biyosentezi

NO’ nun sentezi icin kullanilan Onciil biyomolekiil arjinin aminoasitidir.
Memelilerde arjinin ya yar1 zorunlu ya da kosullara baglh olarak bulunan zorunlu

aminoasitler olmak iizere siniflandirilir [88].

NO, L-argininden sentez edilerek endotelden salinan, suda ¢oziinebilen, ¢esitli renal
ve ekstrarenal etkileri bulunan, vaskiiler diiz kas tonusunu azaltarak vazodilatasyona
yol acan bir maddedir. NO, membranlar1 kolayca gecebilme 6zelligi olan, oldukca
lipofilik bir molekiildiir. NO sentezleyen enzimlerin (NOS) katalize ettigi bir dizi
reaksiyon sonucunda L-arginin, L-sitrullin ve NO’ ya doniigiir. Tepkimenin ilk
basamaginda N-Hidroksi Arjinin (N-OH-Arjinin) olusur. Bu ara iiriin oldukca
stabildir ve istenirse tepkime ortamindan izole edilebilir. Enzime sik1 bagli olan ara

{iriin ikinci asamada sitrulin ve nitrik oksite cevrilir [89-91].

Arjininden NO sentezi sadece insanlara 6zgiil bir olay degildir. Insan disinda, biitiin
memeliler dahil olmak iizere cok cesitli canli tiirleri NO sentezlemekte ve cesitli
biyolojik etkileri icin kullamilmaktadir. Arjininden kaynak alan NO sentezi kuslar,

baliklar, omurgasizlar, hatta bitkiler ve bakterilerde de gosterilmistir [92].
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NH2+\‘/NH2 NQHﬁ/NHQ 0 NH,
NH NH NH
02, NADPH 02, 1/2 NADPH
- = + *NO
NOS NOS
NH3+ COO- NHsz+ COO- NHsz+ COO-
L-ARJINIM M-HIDROKSI L- ARJININ L-5ITRULIN

Sekil 2.10. Nitrik oksitin sentezi [90].

Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri

Nitrik oksit sentezini katalizleyen NOS enzimlerinin konstitiitif (cNOS) ve
indiiklenebilir (iNOS) olmak iizere iki temel izoformu bulunur. Konstitiitif enzimin
ayrica iki izoformu vardir. Bunlardan biri endotelyal NOS (eNOS) olup, agirlikh
zarsal bir enzimdir ve endotel kaynakli gevseme faktoriiniin sentezinden sorumludur.
Konstitiitif enziminin ikinci formu ise merkezi sinir sistemi ve noronlarda haberci
molekiil olarak kullanilan NO’ nun iiretiminden sorumlu olup, ndronal NOS (nNOS)
olarak adlandirilir [92].

Konstitiitif enzimlerin aktiviteleri mutlak olarak Ca""/kalmodilin bagimhidir. Kisa
siireli NOS enzimini katalizlerler. Aktiviteleri diisiiktiir. Enzimlerin aktiviteleri
glikokortikoidlerden etkilenmez. Endotelyal tipi mast hiicreleri, plateletler,
pankreasin beta adaciklarinda, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bulunur. Noronal tipi,
sinir sistemi, adrenal bez (medulla ve korteks) ve astrositlerde bulunur. NOS
enziminin indiiklenebilir olan izoformu (iNOS) ise alt birim olarak kalmodiline
ihtiya¢ duyar. Aktivitesi icin hiicre i¢i kalsiyum derisiminin artmasi gerekli degildir.
iNOS sitoplazmik bir enzimdir. Uzun siireli NO sentezini katalizlerler. Enzim
aktivitesi yliksektir. Bu izoform ilk olarak makrofajlardan saflastiriimistir. iNOS
enziminin sentezini lipopolisakkaritler gibi cesitli bakteriyel iiriinler ile inflamatuar

sitokinler (interferon gama, IL-1, IL-2, TNF-a gibi) indiiklerler. iNOS sadece
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fagositik 1okositlere 6zgii olmayip, uygun indiiksiyon saglandiginda biitiin ¢ekirdekli

hiicreler bu enzimi sentezleme yetenegine sahiptir [92].

Nitrik oksit sentazin uyarilmasi

Bu enzim iki sekilde uyarilmaktadir.

1. Yapisal tipe ozgii olarak: Asetilkolin gibi bir haberci, endotel hiicresi
lizerindeki reseptoriine yapisir ve bu impulsla Ca™ iyon kanallar1 agilarak, hiicre igi
Ca™ diizeyi yiikselir. Ardindan Ca** ‘'un kalmoduline baglanmasiyla olusan
kompleks, yapisal bir enzim olan eNOS' 1 uyarir ve L-argininden, NOs ile sitriillin
olugur. Olusan NOe, endotelden cikarak komsu diiz kas hiicrelerine girer. Diiz kas
hiicrelerinin sitozolindeki guanilat siklaz hem grubundaki demire baglanir, onu
aktiflestirir ve GTP' den cGMP olusumunun artmasina neden olur. Artan cGMP ise
diiz kaslarin gevsemesine ve damarlarda vazodilatasyona neden olur (Sekil 2.11).
Ayrica diger bir yapisal enzim olan nNOS da aym1 mekanizma ile uyarilmaktadir

(Sekil 2.12) [93, 94].

Cal IT}4 Asetilkolin Endotel
N
[Ca (+2) / Kalmodulin]|
l
eNOS
Arjinin + 02 , NO + Sitriillin

!
— NQ —

Guanilat siklaz
GTp , CGMP

Diiz kas

hiicresi

Gevseme

Sekil 2.11. Damar duvarinda NO' nun olusumu ve etki mekanizmasi [93].
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Sekil 2.12. nNOS' un NMDA ile iligkisi ve sinir sistemindeki etkileri [94].

2. Uyardabilir tipe 0zgii olarak: Burada lipopolisakkaritler ve sitokinler gibi
ajanlarin Ca*' ye bagimli olmadan NOS' 1 indiiklemeleri s6z konusudur. ilgili
hiicrede 6nceden NOS yoktur veya ¢ok azdir. Uyaricilar tarafindan transkripsiyonel
olarak (mRNA artisiyla) enzim indiiklenir ve sonucgta olusan NOe amaca uygun
islevini gerceklestirir. Bu sistem oOzellikle makrofajlarda goriiliir, bu tip enzim

indiiklenebilir NOS olarak adlandirilir (Sekil 2.13) [95, 96].
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Sekil 2.13. iNOS' un makrofajlardaki indiiksiyonu ve iirettigi NO' nun etkileri [95].

Nitrik oksitin fonksiyonlari

1. Trombositlerin agregasyonunu, adezyonunu ve aktivasyonunu inhibe etmesinin

yant sira, pthti olusumunun erken fazinin diizenlenmesinde gorev almaktadir [196].

2. Vaskiiler ya da vaskiiler olmayan diiz kaslarin gevsemesini saglar. Boylece

sistemik kan basincinin ve kan akiginin diizenlenmesinde rol oynar [97]

3. Peroksit radikali (RO,)’ ni yakalayabilmesi nedeniyle giiclii bir lipit

peroksidasyonu inhibitoriidiir [98]

4. Lokositlerin endotel hiicrelerine adezyonunu ve migrasyonunu onler. Lenfosit

aktivasyonunu indirgeyerek, kronik ve akut inflamatuar reaksiyonlar1 diizenler [99]
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Sekil 2.14. Nitrik oksitin fonksiyonlar1 [100].

2.4.6. ADMA ve NO arasindaki iliski

NO sentezini gerceklestiren NOS, endojen metilarjininler tarafindan inhibe edilebilir.
ADMA, bu endojen NOS inhibitorlerinin en onemlisi olarak goriinmektedir. NO’
nun azalmasi sonucunda ortaya ¢ikan endotelyal disfonksiyonun (ED), aterosklerotik
vaskiiler hastalik siirecinde merkezi bir rol oynadig: giiniimiizde yaygin olarak kabul
gormektedir. L-arjinin/NO yolagindaki yetersizlik, ateroskleroz ile iliskili
kardiyovaskiiler komplikasyonlarin bagimsiz olarak ortaya ciktigim1 gosterebilir
[101, 102].
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Sekil 2.15. ADMA ve L- arjinin seviyelerinin oranlarma bagl olarak vaskiiler
fonksiyonlarda NOS’ un aktivitesi [103-106].
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2.5. Neopterin (NP)

2.5.1. Pteridinlerin yapisi

Pterinler, pteridin olarak bilinen bilesiklerin bir grubudur. Pteridinler, pirazino [2,3-
d] pirimidin yapisina sahiptirler. Pteridin halkasinin ikinci konumunda amino,
dordiinci konumunda da okso grubu bulundugunda yapi pterin adim1 almaktadir

[106]. Pteridin ve pterin’in kimyasal yapilar1 Sekil 2.16’ da gosterilmektedir [107].

O
4
M 4a N
N - HN ™ > 6
‘ 3
L - - TS 1
N N HN 2 M 8a M
1 8
Ptendin Fterin
(Firazino[2, 3-d]pinmidin) (2-Amino-4-oksoptendin)

Sekil 2.16. Pteridin ve pterin’ in kimyasal yapis1 [107].

2.5.2. Neopterinin kimyasal ozellikleri

NP 2-amino—4-okso—6-(1’,2’,3’-trihidroksi-propil pteridin) yapisindadir. Kapali
formiilii CoH{1NsO4’ tiir. Molekiil agirligi 253 dalton olup, kimyasal yapist Sekil—
2.17" de goriilmektedir [107, 108]. Biyolojik olarak guanozin trifosfattan
sentezlenmektedir. NP’ nin D-eritro, L-eritro, D-treo, L-treo izomerleri
bulunmaktadir. Notral veya alkali ¢ozeltileri giiclii mavi fluoresans, asidik ¢ozeltileri
ise zayif fluoresans vermektedir [109]. Biyopterin gibi NP de viicutta
dihidroneopterin ve tetrahidroneopterin seklinde bulunur. NP’ nin d-izomeri olan

tiirevleri insan metabolizmasinda ©nemlidir ve sadece insan ve primatlarda
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bulunmustur. Sican, kobay ve hamsterlarda ise neopterine rastlanmamistir [109,

110].

i T 7
N CH. C
HN ‘ ‘“ﬁ/ cH  H
- L
- OH
H,N N N
Neopterin

(d-eritro-1°,2°, 3-trihidroksi-propil-pterin)

Sekil 2.17. Neopterinin kimyasal yapis1 [108].

Cizelge 2.3. Insan ve primatlarda neopterinin tayin edilebildigi s1vilar [109].

Bulunulan yer Neopterin seviyeleri (nmol/L)

Beyin omurilik Stvis1 Plazma Eritrositler
Insan 3,30+0,24 3,00+ 0,21 2,7140,15
Maymun 2,71+ 0,91 7,73+0,62 11,5+0,90

2.5.3. Neopterinin biyosentezi

NP, in vivo olarak guanozin trifosfattan, guanozin trifosfat siklohidrolaz I enzimi
aracilifiyla sentezlenmektedir. NP, konjuge olmayan pterinlerin sentez yolaginda bir
ara iriin olan 7,8-dihidroneopterin trifosfatin fosfatazlar tarafindan hidrolizini
takiben dihidroneopterin veya neopterin olarak atilmaktadir. NP’ nin biyosentezi
Sekil 2.18" de gosterilmistir. NP’ ler yalmizca aktive olmus makrofajlarda
sentezlenmektedir. Makrofajlarda neopterinden biyopterin sentezi icin gerekli
enzimler bulunmamaktadir. NP makrofajlarda sentezini takiben plazmaya

gecmektedir. Hiicresel immun cevap boyunca T-lenfositlerin antijenik uyarimi ve
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ilgili hiicrelerin antijenleriyle etkilesmenin yan1 sira hiicreler arasi haberlesmede i¢
degisiklige ugramaktadir. Stimiile edilmis T-lenfositlerden salinan y-interferon ilk
sinyallerdendir. vy-interferonun insanda periferal kan monosit/makrofajlarina
neopterin saliverilmesinin etkin bir indiikleyicisi oldugu gosterilmistir. Saflagtirilmis
insan mononiikleer hiicreleriyle yapilan in vitro ¢aligmalarda, aktive edilmis T-
lenfositlerden olusan kiiltiir stipernatanlarinin ortama neopterin salivermek tiizere
makrofaji indiikledigi gosterilmistir. Ayrica saflastirilmis y-interferonun ilavesiyle de
neopterin salinimi miimkiin olmustur. Monosit/makrofajlarin yalnizca y-interferon ve
cok yiiksek konsantrasyonlarda ki a-interferon ile invitro olarak kostimiile
edilebildigi saptanmistir. Bununla birlikte baska bir calismada endotoksinin de
neopterin biyosentezini arttirdig1 ileri siiriilmiistiir. Ayn1 caligmada y-interferonun
endotoksinle ko-stimiile edilebilme yeteneginin de bulundugu belirtilmistir.
Stimulasyonu takiben hem guanozin trifosfatin hem de guanozin trifosfat
siklohidrolaz I' in hiicre i¢i diizeylerinde artis oldugu saptanmistir ve bdylece

neopterin salinmaktadir [110, 111].
2.5.4. Neopterinin fizyolojik rolii
7,8- Dihidroneopterin trifosfat (NH,P3), L.-5,6,7,8-tetrahidrobiyopterin prekiirsoriidiir.
Tetrahidrobiyopterin, c¢esitli monooksijenazlar icin kofaktor rolii oynayarak
katekolamin ve seratonin sentezinde, bir grup membran lipitinin oksidasyonunda gorev

almaktadir. 7,8-Dihidroneopterin mikroorganizmalarda folatlarin prekiirsoriidiir [111].

Fizyolojik donemlerde NP diizeyleri

Hamilelik boyunca neopterin diizeyleri: NP’ nin hamileligin son ii¢ ayinda, anne
serumunda ylikseldigi, neopterin ve biyopterin diizeylerinin amniyotik sivida yiiksek
oldugu, bununla birlikte doguma yakin donemlerde, maternal serum diizeylerinden
daha yiiksek oldugu saptanmistir. Amniyotik sivida pteridin konsantrasyonunun
yiiksek olusu fetusta pterin metabolizmasinin maturasyonunu yansitabilecegi one

siiriilmiistiir [111].



32

Menstriiel doneme gore neopterin diizeyleri: Alt1 saglikli kadinda yapilan bir
calismada, tam bir menstriiel donem boyunca serum NP diizeylerinin normal sinirlar

icinde kaldig1 gosterilmistir [111].

Yasa gore neopterin diizeylerinin degisimi: 18-75 yas arasi bireylerin serum
neopterin diizeylerinin 6nemli dl¢iide farklilik gostermedigi bildirilmistir. Ancak 18
yasindan kiiciik ve 75 yasindan biiyiik bireylerde serum neopterin diizeyleri yiiksek
bulunmustur [111].

En yiiksek idrar NP diizeyleri yeni doganda gozlenmistir. Cocuklarda, yas artisina
bagl olarak seviye azalmaktadir. En diisik NP diizeylerinin erkeklerde 26-45,
kadinlarda ise 18-35 yaslar1 arasinda bulundugu belirlenmistir. NP diizeyleri daha
yash gruplarda, erkeklerde kadinlara kiyasla daha diisiik oranda olmak iizere, biraz

artmaktadir [111].

2.5.5. Neopterin biyoritmi

Neopterin diizeylerinin giin ici degisimi: 24 saatlik siire i¢cinde NP sabit oranda
idrarla atilmaktadir. NP diizeylerinin sabah erken saatlerde hafif arttig bildirilmistir.
Bu nedenle 24 saatlik idrar 6rneginde degil, her zaman ayn1 saatte, 6zellikle sabah ilk

alman idrar Orneginde NP diizeyinin belirlenmesinin yeterli olacag:i belirtilmigtir

[111].

Neopterin diizeylerinin yil i¢ci degisimi: NP diizeylerinin herhangi bir hiicresel
immiinite aktivasyonu sz konusu degilse bile, bir yi1l boyunca cok az degisme

gostermekte, genellikle normal diizey simirlarinda kalmaktadir [111].
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Guanozin trifosfat (GTP)

GTP siklohidrolaz I

Dihidroneopterin trifosfat ————» Dihidroneopterin ———»  Neopterin

6-priivol tetrahidropterin sentaz

v
Sepiapterin rediiktaz

5,6,7,8-tetrahidrobiopterin

v

Dihidropteridin reduktaz

l

Quinonoid dihidrobiopterin —  Dihidropteridin — Biopterin

Sekil 2.18. GTP’ den olusan bazi pterindinlerin biyosentezi [111].

2.5.6. Neopterinin immiinolojik rolii

NP diizeyleri, hiicresel immdiin sistemin aktivasyonunu saptamak i¢cin kullanilabilir.
Hiicresel immiin sistem, ozellikle viral enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar, diger

inflamatuar hastaliklar, doku reddi ve kanser gibi yaygin bir hastalik tiiriiniin sebebi
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ve gelisiminde merkezi bir faktordiir. Son c¢alisma bulgulari, redoks-duyarl
metabolik yollarda neopterin tiirevlerinin muhtemel bir etkisini gostermistir. Bu
nedenle neopterin miktarlarinda, hiicresel immiin cevap sirasinda artig goriiliir. NP,

oksidatif stresin faydali bir belirtecidir [112].

NP seviyesi, immiinolojik uyariya hizla yamt verir. Inflamatuar hastaliga sahip
kisilerde, eritrosit sedimentasyon hizindan veya ¢Oziiniir sitokin reseptor

konsantrasyonlarindan daha hizli saptanabilir [112].

Bugiin idrar ve serumda artmis NP diizeylerinin hiicresel immiinitenin aktivasyonu
ile iliskili oldugu aciklik kazanmistir. Yiiksek NP diizeyli hastalarda, in vitro olarak
aktive edilmis T-lenfositlerden hazirlanan siipernatantlarla veya y-interferon ile
monosit/makrofajlarin  aktive edilmesiyle neopterin saliverilmesinin iligkisi

bulunmustur [113].

N
CON

|

Makrofaj

|

| NEOPTERIN |

Sekil 2.19. Hiicresel immiin yanit sirasinda aktive T-lenfositler tarafindan interferon-
v salinimi ve bunun etkisine bagli olarak makrofajlar tarafindan NP
iretiminin uyarilmasi [114].
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Cizelge 2.4. Artmus NP diizeyleriyle ilgili oldugu ileri siiriilen hastaliklar [112-115].

Atipik fenilketonuride pterin metabolizmasinin kalitsal bozuklugu
Allograft rejeksiyonlar/graft-versus-host hastalig
Endojen interferonlarin arttig1 inflamatuar hastaliklar
» Viral enfeksiyonlar (6rnegin HIV, CMV)
> Intraselliiler patojenler
» Diger inflamatuar hastaliklar
= Sarkoidozis
= (Colyak hastalig
= Multipl skleroz ve aseptik meningoensefalit
» Otoimmun hastaliklar
= Romatoid artrit
=  Crohn hastlalig
= Sistemik lupus eritematozus
=  Diyabetes mellitus tip 1
» Ulseratif kolitis
=  Akut anterior iiveit
=  Otoimmun tiroidit
Malign hastaliklar
» Genital timorler
Genitoiiriner kanal tiimorleri
Akciger kanseri
Gastrointestinal karsinoma

Pankreatik karsinoma

YV V V V V

Hematolojik neoplazmlar




Antijenik Uyarim

TNF-a

VN

T hiser= aktivasyonu™ | hIalqua] aktivasvons

vy ¥

Guanozintrifosfat
siklohidrolaz

{

7-8-dihidreneopterin trifosfat

== NEOPTERIN

Qf'i"""" i... Sitriilin
\ 40 "'"'rmz

==

uanilt siklaz 4 NO ;
', Akonitaz -. Sitotoksite
&klik-guanozin monofosfat l
l Laktat
Vazodilatasyon

Sekil 2.20. NP’ nin biyolojik fonksiyonlar1 [116].
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2.5.7. Viicut sivilarinda NP

NP, viicut sivilarinda stabildir. Bu nedenle rutin laboratuvar testlerinde neopterin

seviyelerini 6lgmek ¢ogunlukla zor degildir.

NP analizi icin toplanan klinik 6rnekler; idrar, plazma veya serum, beyin omurilik
stvist (BOS)’dir. Alinan vendz kan oOrneklerinden serum ve plazmanin ayirimi
sirasinda neopterin kaybi olmadigr tahmin edilmektedir. Serum ve plazma neopterin
icerikleri, oda 1si1sinda ii¢ giline kadar stabildir. Eger ornekler toplandigi giin test
edilmeyecekler ise ii¢ giine kadar karanlik bir yerde 4-8 °C’de saklanmalidirlar. Eger
daha uzun siire (ii¢ aya kadar) saklanacak ise dondurularak (-20 °C’ de)
saklanmalidir. Tekrar dondurma ve cozmelerden sakimilmalidir ki, bu durum

neopterin igerigini azaltabilir [106].

NP diisiik molekiiler agirhigindan dolayr bobrekler tarafindan atilir. Serum neopterin
seviyelerindeki degisiklikler, idrar NP seviyelerinde paralel bir degisiklige yol acar
[111].

Saglikli eriskin bireylerde serum NP konsantrasyonlar1 5,3 £ 2,7 nmol/L’dir. Saglikli
insanlarda serum neopterin diizeylerinin yasa gore degisiklik gosterdigi fakat
cinsiyete bagli olmadig1 gosterilmistir [115].

2.5.8. Neopterin (NP) ve hastaliklarla iliskisi

NP ve infeksiyoz hastaliklar

Artmus NP seviyeleri HIV, Hepatit-B ve Hepatit-C gibi viriislerin yol actig1
enfeksiyonlarda da goriilebilir [117-119]. Ancak en yiiksek NP seviyeleri septik
sokta saptanmigtir [120, 121].
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NP ve malign hastaliklar

Yiiksek serum NP seviyeleri akciger kanserinde, over kanserinde, uterin serviks
karsinomunda, meme kanserinde, tiroid bezi karsinomunda, pankreas

adenokarsinomunda, kolon adenokarsinomunda tespit edilmistir [122-125].

NP ve kardiyoloji

Ateroskleroz kronik inflamatuvar bir siirectir. Akut klinik semptomlar ateromatoz
plak riiptiirii sonucu meydana gelir. Eriskinlerde serum NP konsantrasyonlar1 ile
karotid ateroskleroz arasinda bir korelasyon vardir [126, 127]. Schumacher ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calisjmada da akut miyokard enfarktiisiinde yiikselmis

serum NP diizeyleri gosterilmistir [17].

NP ve bobrek hastaliklari

Artmuis serum NP seviyeleri bobrek yetmezligi, diabetik nefropati, glomerulonefrit ve
renal transplant reddinde saptanmistir [128]. Bobrek hastaliklarinda iki mekanizma
artmis NP seviyelerinden sorumludur; 1. NP itrahinda bozukluk, 2. inflamasyona
bagli olarak NP iiretiminde artis. Hemodiyalize giren hastalarda serum NP diizeyleri
diismektedir [129]. Steroid bagimli hastalarda ise, idrarda NP diizeyleri belirgin
olarak diigtiktiir [130].

2.6. ADMA ve NP Ol¢iim Metodu

Giiniimiiz klinik laboratuvarlarinda ADMA ve NP’ nin kromatografik analizi hemen
hemen tamamiyle yiksek basngh svi kromatografi (HPLC) tekniklerine dayanmakta ve
calismalarin pek cogu ¢esitli hastaliklarda ADMA ve NP’ nin 0l¢iilmesini gerekli
kilmaktadir [130]. Ayn1 zamanda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ve
RAST (radioimmunoassay) yontemiyle de o&l¢iim yapilabilmektedir [131]. Son
zamanlarda enzim immunassay de uygulamada kullanilmaktadir. Caligmalar standart

Elisa plate okuyucularinda gerceklestirilmektedir [65]. Floresans, elektrokimyasal ve
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floresansla baglantili olarak elektrokimyasal deteksiyon ile bu pterinler katyon—

degisimi, ters—faz ve ters—fazli iyon cifti kromatografisi ile ayristirilmaktadir [108].



40

3. MATERYAL VE METOT

Calismalar, Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Fizyoloji-Biyokimya Arastirma
Laboratuar1 ve Giilhane Askeri Tip Akademisi (GATA) Biyokimya Anabilim Dalr’
nda yapilmistir. Tiim hastalardan olur yazist alinmig olup, caligma icin Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul’ u tarafindan ¢aligmanin etik agidan uygunluk

raporu alinmustir.

3.1. Materyal

3.1.1. Materyal ornekleri

Aragtirmada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hemodiyaliz Unitesi’ nde tedavi goren
ve bu calismaya goniillii olarak katilmak isteyen hastalarin serumlar1 kullanilmistir.
Calisma grubu olarak, 3 parametre olusturulmustur. Birinci grup saglikli hastalardan
alman serumlar, ikinci grup hemodiyaliz tedavisi goren hastalarin hemodiyaliz

oncesinde alinan serumlari, iiglincli grup ise hemodiyaliz tedavisi géren hastalarin

hemodiyaliz sonras1 alinan serumlarindan olugsmaktadir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

1. Yiiksek Basin¢h S1vi Kromatografisi (HPLC) Hewlett Packard-1050 (A.B.D.)

o Floresans detektor
o Otomatik ornekleme sistemi
° Pompa

. Mikroislemci
o Kromatografi programi (HP ChemStation for LC)
. Printer (HP Deskjet 660C)



2. ADMA caligmasi i¢in kullanilan kolonlar;

e Analitik Kolon (Analytical Collumn): Phemomenex Hypersil marka, C18 ODS—

2, 4,6 x 150 mm boyutlarinda 5 pm partikiil biiyiikliigiinde kolon kullanilda.

e Koruyucu Kolon (Guard Column): Analitik kolon ile enjektdr modiilii arasina

koruyucu olarak; Phenomenex C18 ODS-2 olan partikiil biiyiikliigii 5 pm olan

kartriji kullanildi.

Cizelge 3.1. ADMA calismasi icin kullanilan HPLC sistemine ait ¢aligma kosullar1

ve sistem parametreleri

Calisma kosulu Sistem Parametreleri

HPLC Modeli HEWLETT PACKARD 1050

Dedektor Flouresans Dedektor

Mobil Faz 6,8 pH 50mM sodium asetat tampon

Analitik Kolon 4,6 x 150 mm, Phemomenex Hypersil ODS-2,

Koruyucu Kolon
Dalga boyu
Akim Hizi
Ornek Hacmi
Calisma Siiresi
Kolon 1sis1
Kalibrasyon

Ayirum (Elution)

Cis 5 um kolon

Phenomenex ODS-2, Cig 5 um faz kartrij
338 nm eksitasyon ve 425nm emisyon

1 mL/dakika

10 uL

35 dakika

37°C

Eksternal standart kullanildi

Ters (reverse) faz iyon degisimi (ion exchange)
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3. Neopterin ¢aligmasi i¢in kullanilan kolonlar;

° Analitik Kolon (Analytical Collumn): C18 hidrokarbon zincirine bagl silika
iceren, partikiil biiyiikliigii Spm olan, 4,6 x 250 mm boyutlarindaki Allsphere ODS-2
reverse-Phase kolonu (Alltech, Deerfield, IL, USA)

° Koruyucu Kolon (Guard Column): Analitik kolon ile enjektdr modiilii arasina
koruyucu olarak; C18 hidrokarbon zincirine baglh silika igeren, partikiil biiytikliigii
Sum olan, Spherisorb ODS-2 cartridge (Alltech, Deerfield, USA)

Cizelge 3.2. NP c¢aligmasinda kullanilan HPLC sistemine ait calisma kosullar1 ve
sistem parametreleri

Calisma kosulu Sistem Parametreleri

HPLC Modeli HEWLETT PACKARD 1050
Dedektor Flouresans Dedektor

Mobil Faz 6,4 pH 0.015 mol/L fosfat tampon
Analitik Kolon 4,6 x 250 mm, Allsphere ODS-2,

Koruyucu Kolon
Dalga boyu
Akim Hizi
Ornek Hacmi

Calisma Siiresi

Ayirum (Elution)

Cis 5 um reverse-phase kolon

Spherisorb ODS-2, C;s 5 wm reverse-phase
cartridge

353 nm eksitasyon ve 438 nm emisyon
0,8 mL/dakika

20 uL

20 dakika

Ters (reverse) faz iyon degisimi (ion exchange)

4. Ultrasonik karistirict (degaser) (Branson 3200, Almanya)

5. Vorteks (Heidolph)

6. Santrifiijler

° Sogutmali santrifiij (Eppendorf 5420, Almanya)
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o Normal santrifiij (Labofuge 200)

7. Milli-Q su aritma cihazi (Elga, Almanya)

8. Millex-HV 06rnek siizme filtresi (seliiloz asetat 0,2 ve 0,45 pm)
9. Pipetler

° Otomatik pipetler (Socorex, A.B.D.)

° Cam pipetler

10. pH metre (Nel elektronik)

11. Teraziler

° Hassas terazi (Mettler H20)

. Tek kefeli (Mark Bel)

12. Derin dondurucu

3.2. Metot

3.2.1. Orneklerin muhafazasi

Serum o6rnekleri 1giktan korunarak alindi ve calisma yapilincaya kadar — 80 °C’ de

sakland1 [132].

3.2.2. Arastirmada kullamlan c¢ozeltiler

ADMA calismasi icin kullanilan ¢cozeltiler;

Mobil faz icin kullanilan sodyum asetat tampon

Mobil Faz A: 50mM Sodyum asetat tamponu pH 6,8

Metanol (Merck)
Tetrahidrofuran (THF) 82:17:1, (vlv)
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Mobil Faz B: 50mM Sodyum asetat tamponu pH 6,8

Metanol
Tetrahidrofuran (THF) 22:77:1, (vIv)

ADMA standardi stok ¢ozeltisi (0,5mM)

Her bir bilesik icin standart soliisyon 0,5mM olacak sekilde 0,1M HCI ile hazirland:.

Calisma yapilana kadar buzdolabinda muhafaza edildi.

ADMA standart ¢ozeltileri (50uM)

Her bir bilesik icin standart stok soliisyonu 0,1M HCI ile stok soliisyonu ile
diliisyonlar yapilarak standart soliisyonu (50uM) hazirlanda.

ADMA calismast icin orneklerin hazirlanmasi

Deproteinizasyon i¢in toz 5-siilfo salisilik asit kullanildi. Plazma ADMA 6l¢timil igin
25mg toz 5-siilfo salisilik asit tartilarak tiiplere koyuldu. Her toz 5-siilfosalisilik asit
iceren tiipe 1 mL plazma eklendi. lyice vortekslenerek 10 dakika buzlukta bekletildi.
10 dakika siireyle 2000 devirde 4 °C’ de santrifiij edildi. Siipernatantlar enjektorle
almarak ve 0,2 um por ¢apindaki filtrelerden siiziildii. 10 mL siiziilmiis 6rnege, 100
mL OPA reaktifi eklendi ve nazik¢e karismalari saglandi. Karisim 3 dakika

bekletildikten sonra HPLC sistemine enjekte edildi.

ADMA ol¢iimii i¢in Chen (1997) tarafindan kullanilan metod modifiye edilerek
uygulandi [133].
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Neopterin (NP) calismasi icin kullanilan ¢ozeltiler;

Mobil faz icin kullanilan fosfat tampon stok cozeltisi (1 mol/L)

102,1 gr KH,PO, ve 43,6 gr K,HPO, tartilarak bir miktar distile suda coziildiikten
sonra 1000 mL’ ye tamamlandi ve calisilincaya kadar 4°C’ de buzdolabinda

sakland..

Mobil faz icin kullanilan fosfat tampon calisma ¢ozeltisi (0,015 mol/L)

Stok ¢ozeltinin 30 mL’sine 1,9 L distile su ilave edildi. pH’1 6,4’ e konsantre H3POj4
ile ayarladiktan sonra distile su ile 2 L’ ye tamamlandi. 0,20 pum’ lik mikrofiltreden
stiziildii ve ultrasonik banyoda 15 dakika hava kabarciklar1 uzaklastirildi (Degazer

islemi). Calisma ¢ozeltisi her giin taze olarak hazirland1.

Ornek icin diliisyon ¢cozeltisi

Serum Orneklerini diliie etmek i¢in, hazirlamlan calisma cozeltisinin 1L’sine 2 gr

Na; EDTA ilave edilerek dilisyon ¢ozeltisi hazirlandi.

Neopterin standard stok cozeltisi (0,039 mmol/L)

10 mg NP 1000 mL degaze edilmis distile suda, 1siktan koruyarak ¢oziildii. Calisma
yapilana kadar —80 °C’ de muhafaza edildi.

Neopterin standart ¢ozeltileri (494 umol/L)

NP stok ¢ozeltisinden 12,5 mL alind1 ve 1000 mL’ ye distile suyla tamamlandi. Bu
coOzeltiden seri diliisyonlar yapilarak 247; 123,5; 61,75; 30,87 ve 15,43 nmol/L’ liikk
NP standart ¢ozeltileri 1siktan korunarak hazirlandi. Aliiminyum kagida sarilan

ornekler calisma yapilana kadar buzdolabinda saklandi.
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Neopterin ¢calismasi i¢cin orneklerin hazirlanmasi

Calisma sirasinda deproteinize etmek icin 500 pL ornek iizerine 100 pL 2 mol/L
TCA ilave edilerek vortekslendi ve 10,000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Elde

edilen siipernatantlar 6lciim icin kullanilda.

NP seviyelerinin degerlendirilmesi i¢in seri olarak hazirlanmis olan standartlar ile
yapilan calisma sonucunda elde edilen pik alanlar1 hesaplandi. Cizilen kalibrasyon
egrisi ve elde edilen regresyon denklemi ile bilinmeyen Orneklere ait pik alanlardan

ornek konsantrasyonlar1 hesaplanda.

Neopterin 6l¢limii i¢in Al-Rashed (2002) tarafindan kullanilan metod modifiye
edilerek uygulandi [134].

3.3. istatistik Analizleri

Calismada elde edilen sonuglarin veri analizleri SPSS Inc. Software (13.0 versiyonu;
SPSS Inc.,, Chicago, IL) kullanilarak gerceklestirilmistir. ~ Bulgularin
degerlendirilmesinde Mann-Whitney U testi kullanildi. Tiim degerler aritmetik
ortalama + standart sapma olarak verildi ve p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml1

kabul edildi.



47

4. BULGULAR

Toplam 33 hastanin hemodiyaliz 6ncesi (HDO) ve hemodiyaliz sonras: (HDS) serum
ADMA ve NP seviyeleri ile kontrol grubunu olusturan hastalarin ADMA ve NP

seviyeleri HPLC cihaz ile es zamanh olarak dl¢iildii.

4.1. ADMA Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen tiim hastalardan alinan serum o6rnekleri ayni islemlerden
gecirildi. Elde edilen ortalama sonuclar Cizelge 4.1° de verildi. Sonuclar saglikli
hasta grubundan olusan kontrol grubu ile kiyaslandiginda, kontrol grubuna gore
anlaml1 ve belirgin sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). Bununla birlikte, hemodiyaliz
oncesinde serum ADMA seviyesinin kontrol grubuna gore oldukc¢a fazla miktarda
artmis oldugu belirlenmis olup, hemodiyaliz sonrasinda serum ADMA seviyelerinde

anlamli ve belirgin bir diisme gozlendi (sirasiyla, 3,14%2,50; 1,53+1,18 pumol/L).

Cizelge 4.1. Hemodiyaliz tedavisi géren hastalarda serum ADMA diizeyleri

Parametreler (n: 33) ADMA (umol/L)
Kontrol 0,89 £ 0,26"
Diyaliz oncesi 3,14 £2,50°
Diyaliz sonrasi 1,53+1,18°

a-b; a-c; b-c; p<0,05
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p<0.05
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Sekil 4.1. Kontrol grubu ile birlikte hemodiyaliz Oncesi ve sonrast serum ADMA
seviyeleri (a-b; p<0,05: a-c; p<0,05: b-c; p<0,05)
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Sekil 4.2. Hemodiyaliz 6ncesi ve sonrasi serum ADMA seviyeleri



49

4.2. NP Sonuclarmin Degerlendirilmesi

Calismaya katilan tiim bireylerden alinan serumlarla yapilan calismalar sonucunda
elde edilen veriler hemodiyalizli hastalarda NP seviyelerinin degisken oldugunu

gostermektedir. Elde edilen ortalama sonuclar Cizelge 4.2° de verildi.

Hemodiyaliz hastalarinda diyaliz 6ncesi ortalama NP seviyeleri 291135 nmol/L
diizeylerinde bulunurken, kontrol grubunda 1917 nmol/L diizeylerinde goézlendi
(p<0,05). Hemodiyaliz ©ncesi 291+135 nmol/L diizeylerinde bulunan NP
diizeylerinin, hemodiyaliz sonras1 182198 nmol/L diizeylerine indigi tespit edildi
(p<0,05). Hemodiyaliz sonras1 NP diizeyleri ile kontrol grubu degerleri arasinda da

istatistiksel olarak anlaml farklilik (p<0,05) oldugu saptandi.

Calismalar sonucunda, NP degerleri, saglikli hasta grubundan olusan kontrol grubu
ile kiyaslandiginda, kontrol grubuna gore anlamli ve belirgin sekilde yiiksek bulundu
(p<0,05). Bununla birlikte, hemodiyaliz sonrasinda NP seviyeleri hemodiyaliz oncesi

serum NP seviyeleri ile kiyaslandiginda anlaml1 ve belirgin bir diisme gozlendi.

Cizelge 4.2. Hemodiyaliz tedavisi géren hastalarda serum NP diizeyleri

Parametreler (n: 33) NP (nmol/L)
Kontrol 19+7%
Diyaliz 6ncesi 291 +135°
Diyaliz sonrasi 182 +98°

a-b; a-c; b-c; p<0,05
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Sekil 4.3. Kontrol grubu ile birlikte hemodiyaliz 6ncesi ve sonrast serum NP
seviyeleri (a-b; p<0,05: a-c; p<0,05: b-c; p<0,05)

@ Diyaliz &ncesi

ADiyaliz sonrasi

_ 700,00 +

=

2 600001 e o

£ 500,00 | o o °

o

5 400,00 | o A

c Ne e ¢

£ 300,00 1 A .

2 'A.. o ..“Ao°. ® 15 e

S 200,00 1 44 , N N

] N A N A NS &ﬂ

= 100,00 % 42 & A 4 % e

0,00 - : : .
0 10 20 30
Hasta

Sekil 4.4. Hemodiyaliz 6ncesi ve sonrasi serum NP seviyeleri
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4.3. ADMA ve NP Arasindaki iliski

Bobrek yetmezligi goriilen hastalarin ADMA ve NP seviyeleri, kontrol grubunu
olusturan saglikli bireylerin ADMA ve NP seviyelerine gore oldukca yiiksek

bulunmustur.

ADMA
1.6

14
12
10
0.8
0.6
04

02

0.0
0 10 20 30 40
Neoptenn

Sekil 4.5. Kontrol grubu calismasinda ADMA ve NP seviyeleri arasindaki pozitif
korelasyon (n=30),(r=0,381, P<0,05)

Hemodiyaliz oncesi NP ve ADMA degerleri arasinda bir korelasyon mevcut
degilken, hemodiyaliz sonrast NP ve ADMA diizeyleri arasinda anlamh ve pozitif bir

korelasyon bulunmustur (r=0,497, p=0,036) (Sekil 4.6).
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Neopterin

Sekil 4.6. Hemodiyaliz tedavisi goren hastalarda ADMA ve NP seviyeleri arasindaki
pozitif korelasyon. (n=33),(r=0,497, P<0,05)
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5. TARTISMA

Hemodiyalize giren populasyonda kardiyovaskiiler hastalik prevalansi 6zellikle
koroner arter icin genel risk faktorlerinin artmis sikligma paralel olarak
yiikselmektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa diyaliz kayitlari, kardiyovaskiiler
olaylarin hemodiyaliz hastalar1 i¢cin en Onemli Oliim nedeni oldugunu ortaya

koymaktadir [135].

Bobrek yetmezligi olan hastalarda ADMA ve NP degerlerine dair bir¢ok calisma
mevcuttur. Ancak, bobrek yetmezligi goriilen hastalarda bu iki molekiiliin birlikte
calisildigr herhangi bir arastirma mevcut degildir. Bizim yapmis oldugumuz bu
calismada, hemodiyaliz tedavisi goren hastalarda ADMA ve NP degerleri birlikte

bakilmig olup aralarinda bir iliski olup olmadig aragtirilmistir.

Gecmis yillarda yapilan caliymalarda, hem ADMA’ nm hem de NP’ in
kardiyovaskiiler hastaliklar acisindan bir risk faktorii olduguna dair kuvvetli kanitlar
bulunmaktadir. Francis ve ark.” nin 1980 yilinda yaptiklar1 calismada uzun siireli
hemodiyaliz uygulanan hastalarda goriilen 6limlerin % 20,5’ inde nedenin koroner
arter hastalig1 oldugunu belirtmektedirler. Hemodiyaliz programinda olup da kalp
hastalig1 saptanan hastalarda ise oliimlerin % 50-65’ inin kardiyak nedenlere bagl

oldugu bildirilmistir [47].

Insan viicudunda sentezlenen ve yine bobrekler tarafindan siiziilen ADMA, NOS’ in
endojen bir inhibitoriidiir. Ancak bobreklerdeki islev kayb1 ADMA’ nin viicutta
birikmesine yol agmaktadir [136].

Yaptigimiz calismada, diger caligmalara benzer sonuclar elde edilmistir.
Calismamizin verilerine gore, serum ADMA seviyeleri hemodiyaliz Oncesinde
kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerin ADMA seviyeleri ile kiyaslandiginda
olduk¢a yiiksek bulunmustur. Hemodiyaliz sonrasinda ise, degerlerde diisme
gozlenmekle birlikte ADMA degerleri yeterli seviyeye inmemistir. Bu veriler goz

Oniine alindiginda diyalizle ulasilan sonuglar dogrultusunda, diyaliz sonrasinda
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meydana gelen diisme, kontrol grubuna kiyasla yine de ¢ok yiiksek olup yeteri kadar
verim elde edilememistir. Bu sonuclar dahilinde, hemodiyaliz tedavisi goren
bireylerde ADMA seviyesinin normal sinirin ¢ok iizerinde olmast NO sentezini
gerceklestiren NOS’un inhibisyonunu meydana getirecektir. Bu durum bize, azalan
NO sentezine bagimhi olarak, arterlerdeki vaskiiler dokudaki diiz kaslarin

etkilenmesiyle koroner arter hastaliklarinin tetiklenebilecegini diistindiirmektedir.

Bircok calismada, bobrek yetmezligi olan hastalarda uygulanan hemodiyaliz yontemi
ile ADMA seviyesinde diisme gozlenmektedir. Ancak, elde edilen bu diisme saglikli
bireylerdeki seviyeye ulasamamaktadir. ADMA seviyesindeki yiikselmeyle birlikte
inhibe olan NO’nun vaskiiler dokudaki islevlerini yerine getirememesi ve vaskiiler
diiz kaslarin gevseyememesi nedeni ile bdylece koroner arterde yapisal bozulmalarin
olusmaya baglamasi1 kardiyovaskiiler hastaliklar1 tetiklenmektedir [11]. Vallance ve
ark.” nin (1992) hipotezine gore, bobrek yetmezligi goriilen hastalarda ADMA’ nin
artig1 vaskiiler NO olusumu iizerinde inhibisyon etkisi gosterir. Bu inhibitor etki ise
koroner arter ve ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler hastaliklar icin tetikleyici rol

oynamaktadir [63].

Yaptigimiz c¢alismaya benzer sekilde, Vallance (1992) ve Anderstam (1997)
tarafindan yapilan farkli calismalarda da hemodiyaliz tedavisi goren hastalarda serum
ADMA seviyelerinin, saglikli bireylere oranla hemodiyaliz 6ncesinde yaklasik olarak
% 40’ Iik bir artig gosterdigi belirlenmistir [63, 137]. MacAllister ve ark. (1996)
tarafindan yapilan bir calismada yine benzer sonuglar gozlenmis olup, ADMA
seviyesinde hemodiyaliz 6ncesinde yaklasik olarak % 20 gibi bir artig saptanmistir

[138].

Kari ve ark. (1997) ise bobrek yetmezligi goriilen hastalarda NO’ e bagimh
vazodilatasyon meydana gelmedigini belirtmiglerdir [139]. Hand ve ark. (1998) son
donem bobrek yetmezligi olan hastalarda hemodiyaliz Oncesi ve sonrasinda

endotelyuma bagli vazodilatasyonda kayip oldugunu gostermislerdir [140].
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Bircok klinik calismada, hemodiyaliz hastalarinda karsilasilan kalp hastaliklar1
riskleri arastirilmistir. Joannides ve ark. (1997) yaptiklar1 ¢alismada hemodiyaliz
hastalarinda, NO sentezinin bir sekilde engellendigini gostermisler ve bunun da
endotel disfonksiyonuna neden olmasi ve kalp hastaliklarinin meydana gelisi ile

iliskilendirmislerdir [141].

Kielstein (1999) ve Schmidt (1999) hemodiyaliz hastalarinda ADMA seviyelerini
HPLC cihaz1 ile belirlemislerdir. Yaptiklar calismada, hemodiyaliz hastalarinin
serumlarindaki ADMA seviyesini, kontrol grubu serumlarindaki ADMA seviyesine
gore 4-6 kati kadar yiikselmis olarak tespit etmislerdir [142, 143]. Yaptigimiz
calismada da, HD oncesi ADMA seviyesi, kontrol grubunun ADMA seviyesinin
yaklasik olarak ii¢ kat1 yiikseklikte bulundu.

Tsikas (2000) ve Pannier (2000) tarafindan yapilan c¢alismalarda ADMA’ nin
seviyesindeki artis ile NOS’ 1 potansiyel bir inhibit6rii oldugunu vurgulamis ve
boylece son donem bobrek yetmezligi goriilen hastalarda endotelyuma bagiml
vazorelaksiyonun azaldigini bildirilmistir. Ayn1 zamanda, biiyiik arteriyal damarlarin
normal elastikiyetinin NO bagimli oldugu ve bu hastalarda endotel disfonksiyonuyla

iligkili olarak kardiyovaskiiler mortaliteyle sonu¢landig1 gosterilmistir [144, 145].

Zoccali (2001) tarafindan yapilan calismada, son donem bobrek yetmezligi goriilen
hastalarda ADMA ve kardiyovaskuler mortalite arasindaki iligki arastirilmistir. Bu
calismanin  bulgularina gére, KBY goriilen hastalarda ADMA seviyesi
kardiyovaskiiler olaylar sonucunda olusabilecek mortalitenin giiglii bir belirteci

olarak bildirilmistir [146].

Bergamini (2004) ve Martens-Lobenhoffer (2004) hemodiyaliz tedavisi goren
hastalarda, hemodiyaliz ve  ADMA arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla
yaptiklar1 calismada, ADMA seviyesini hemodiyaliz tedavisi goren hastalarda
saglikli bireylere gore oldukca yiiksek bulmuslardir. Bu c¢alismalarda da, bizim

calismamiza benzer sekilde, diyaliz 6ncesi ve sonrasi arasindaki ADMA farki da
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tespit edilmistir. Yapilan tim ¢alismalarda bobrek yetmezligi hastalarinda, yiikselen
ADMA seviyesinin diyaliz sonrasinda diistiigii goriilmektedir. Ancak, ¢alismalarda
elde edilen verilerde farkliliklar gozlenmektedir. Yapilan literatiir arastirmalarina
gore bu farkin diyaliz esnasinda kullanilan membran 6zelligine, Calisma
prensiplerine ve diyaliz tedavisi goren kisinin hastalik seyri ile kisisel 6zelliklerine

bagli olabilecegi diistiniilmektedir [132, 147].

Wang ve ark. (2006) tarafindan koroner arter icin risk faktorii olarak goriilen
ADMA iizerine yapilan bir ¢alismada, bobrek yetmezligi goriilen 145 hastada
ADMA, SDMA ve GFH arastirilmigtir. Bobrek fonksiyonlarimn bozulmast GFH’
daki anormallik sonucu belirlenmis olup, buna baghh olarak ADMA ve SDMA
stiziiliimiinde azalma gozlenmistir. Bu azalmaya bagl olarak da ADMA ve SDMA’
nin seviyelerinde yiikselme meydana gelmektedir. Yiikselen ADMA’ nin NOS
izerindeki inhibisyonu ile vaskiiler dokularda hasar olugsmakta ve bu hasar, koroner
arterin tetikleyicisi olarak bildirilmistir. Bu calismada ayni1 zamanda SDMA’ min NO

sentezi iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 da gézlenmistir [54].

Busch ve ark. (2006) tarafindan KBY goriilen hastalarda kardiyovaskuler hastaliklar
acisindan potansiyel risk faktorleri olarak gorilen ADMA ve SDMA seviyeleri
arastirllmistir. HD hastalarinda goriilen ADMA ve SDMA  seviyelerinin yiiksekligi,

koroner arter hastalarinda da benzer yiikseklikte bulunmustur. [136].

2008 yilinda Csiky tarafindan yapilan arastirmada, son donem bobrek yetmezligi
goriilen hastalarda hemodiyaliz tedavisine ADMA’ mn verdigi tepki arastirilmistir.
Elde edilen bulgulara gore, son donem bdbrek yetmezligi goriillen hastalarda,
hemodiyaliz sirasinda ADMA seviyesinde Onemli 6l¢iide azalma belirlenmistir.
Ancak diyaliz sonras1 veriler ile karsilastirildifinda ADMA seviyesinde diyaliz

Oncesine gore az olmakla birlikte yine de yiiksek bir sonug elde edilmistir [148].

Kronik bobrek hastalarinda cesitli nedenlerle immiin bozukluklar gézlenmektedir.

Bircok calismada, kronik hemodiyaliz hastalarinda NP seviyeleri yiiksek
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bulunmustur. Bu durum bazi ¢aligmalarda bobrekten atiliminin azalmasindan ¢ok bu
hastalardaki tipik immiin sistem bozukluguna baglanmistir [104, 140]. NP yaklasik
20 yidir calisilmakta olup, hiicre aracilikli immiinitenin bir markir1 olarak kabul
edilmektedir. Ayrica, son yillarda yapilan calismalar cesitli klinik durumlarda viicut
stvilarinda anormal NP diizeyleri oldugunu gostermistir. Bunlar enfeksiyonlar,
otoimmun hastaliklar, maligniteler, kalp ve bobrek yetmezligi, koroner arter

hastalig1, miyokard enfarktiisiidiir [149, 150].

Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz NP bulgularina gore, hemodiyaliz tedavisi goren
bireylerin NP seviyeleri ve saglikli bireylerin NP seviyeleri kiyaslandiginda, saglikli
bireylerde 19- 20 nmol/L civarindaki seviye, bobrek yetmezligi belirlenen hastalarda
291 nmol/L. seviyesine kadar c¢ikabilmektedir. Diyalizle birlikte diisiiriilen NP
seviyeleri yine de saglikli bireylerin NP seviyelerinin yaklasik olarak 9 kat1 kadar bir
seviyede kalmaktadir. Bu sonuglar bize diyalizin, NP iizerine yeteri kadar etkin
olmadigin1 gostermektedir. Benzer sekilde yapilan bir baska ¢alismada, hemodiyaliz
uygulanan 47 kronik bobrek yetmezligi hastasinda plazma NP seviyeleri 149+4
nmol/L olarak saptanirken, HD uygulanmayan saglikli bireylerin NP seviyeleri 32+4

nmol/L olarak saptanmigtir [151].

Murr ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir ¢calismada, serum NP’ ninin, anemi, kilo
kaybi, malign tiimorler ve kronik hastaliklarda immun savunma mekanizmasinin
aktivasyonu, interferon ve tiimor nekroz faktori ile iligkili oldugunu rapor edilmistir.
Ayn1 zamanda bu ¢alismada, artan NP seviyeleri hastaliklarin baslangicinda monosit
ve makrofajlar1 aktive eder. Boylece, hiicresel immunite ile ilgili bilgi saglanmig
olur. Bu etki sadece inflamatuar baglangicinda bir belirte¢ olmayip aym1 zamanda

hastaliklarin ilerledigini gosteren bir belirtegtir [152].

Benzer bir calisma Dogukan ve ark. tarafindan 2002 yilinda yapilmis olup, bizim
sonuclarimiza paralel sonuglar elde edilmistir. Yapilan ¢alismada, HD hastalarinda
NP seviyeleri kontrol grubuna gore daha yiiksek (53,9+17,8-12,3+3,8 nmol/L;
p<0,0001) bulunmustur. HD 6ncesindeki NP seviyeleri, HD' den sonrasinda kontrol
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grubuna gore yine yliksek olmakla birlikte (p<0,0001) anlamli diisme oldugu
(53,9+£17,8- 40,0£15,6 nmol/L, p<0,001) gdzlenmistir [153].

Witko-Sarsat ve ark. (1996) tarafindan kronik hemodiyaliz hastalar1 ile yapilan diger
bir calismada da NP seviyeleri, hemodiyaliz hastalarinda 159+6,05 nmol/L iken,
saghkli kisilerde 7,543,5 nmol/LL olarak bulunmustur. Bu sonuglar dahilinde,
hemodiyaliz sirasinda endotoksinin, diyaliz sivisinin geri filtrasyonu sirasinda
membramn karsi tarafina gegebilecegi ve monositi aktive edebilecegi belirtilmistir.
Ayrica diyaliz membraminin monositleri direkt olarak aktive edebilecegi de

vurgulanmistir [154].

NP’ nin normal {ist siirmmin 10 nmol/LL olarak belirtilmesine ragmen, her
calismacinin kendi laboratuvarinin iist smirint kendisinin belirlemesi gerektigi de
belirtilmistir [51]. Bizim ¢alismamizda da normal NP seviyesinin iist stnirt 20nmol/L

olarak belirlenmistir.

Pecoits-Filho (2003) tarafindan yapilan bir arastirmada, NP seviyesi bobrek
fonksiyonlarinda inflamasyon etkisi olan veya {iiremik olusumu artan bdbrek
eliminasyonu zayiflayan ve glomeruler filtrasyon orani diisiik olan hastalarda 6nemli
derecede yiiksek bulunmustur [155]. Bizim calismamizda da elde edilen verilere
gore, diyaliz kullanilarak hastanin NP  seviyelerinde diisme meydana
getirilebilmektedir. Fakat diyaliz sonrasinda ulasilan deger saglikli insanlarin NP
degerlerinden yaklasik olarak on kat fazla olarak goriilmektedir. Bu fark dikkate
alindiginda, HD hastalarinda NP seviyeleri diyaliz Oncesi ve sonrast normalin
istindedir ve bu bulgular HD hastalarinda kronik bir inflamasyon oldugunu

desteklemektedir.

Lhee ve ark. (2006) bobrek yetmezligi goriilen hastalarda serum ve iiriner NP
seviyelerinin klinik acidan 6nemi belirtilmistir. Bu calismada, bizim sonuglarimiza
benzer veriler elde edilmis olup kontrol grubu serum NP seviyesi 14.1 nmol/L olarak

belirlenmistir [18].
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Benzer sekilde, Kosciow (2007) tarafindan yapilan calismada, kronik bdobrek
yetmezligi olan hastalarda NP ve kardiyovaskiiler mortalite arastiridmistir. KBY
goriilen hastalar arasinda kontrol grubuna gore 10-20 kat daha yiiksek bir mortalite

gozlenmistir [156].

Pacileo ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢calismada, kardiyovaskuler hastaliklarda
neopterinin rolii arastirilmistir. immun sistem aktivasyonunun ve inflamasyonun
belirleyicisi olarak tanimlanan NP, kardiyak hastalarinin klinik gelisim seyri

acisindan olduk¢a onemli bir belirte¢ oldugu tespit edilmistir [19].

Calismamizda ADMA ve NP parametreleri es zamanli olarak bobrek yetmezligi
goriilen hastalarda hem diyaliz 6ncesi hem de diyaliz sonrasinda analiz edilmistir.
Sonug olarak, bobrek yetmezligi goriilen hastalarda hemodiyaliz 6ncesinde ADMA
ve NP birikmesi oldugu tespit edilmistir. Elde edilen verilere gére, KBY goriilen
hastalarda hem ADMA hem de NP diizeylerinin yiiksekligi kardiyovaskiiler
hastaliklar ag¢isindan belirgin bir risk olusturmakta ve birbirlerinden iliskisiz iki ayr1
risk faktorii gibi durmaktadir. Ancak calismamizin ve literatiir arastirmalarimiz
sonucunda, bu iki parametenin de bobrek yetmezliginde ve koroner artere bagli
mortalitede goriilmesinden dolay1r ortak bir noktada kesismektedir. Elde edilen
sonuglar gdz oniinde tutuldugunda, hemodiyalizin bu iki risk faktoriinii tam olarak
elimine edemedigi belirlenmistir. Bununla birlikte, diyaliz sonrasi ADMA ve NP

seviyeleri arasindaki korelasyon diyaliz etkinligi agisindan degerlendirilebilir.

Tiim bu calismalarin sonuclar1 ve bizim bulgularimiz incelendiginde, beslenme,
cografi dagilim, ik, genetik Ozellikler vs. cevresel etmenlere bagh olan farkliliklar
disinda benzer sonuglar gozlenmistir. Ancak yapilan aragtirmalar sirasinda bizim
bulgularimizin yurt disinda yapilan ¢aligmalarla daha yakin sonuglar elde edildigi
belirlenmistir. Bu benzer sonuglar, calisma standartlarimizin diger gelismis iilkelerle

es oldugunu gostermektedir.

Bizim bulgularimiz ve daha onceki yillarda yapilan ¢alismalar dikkate alindiginda,

son donem bobrek yetmezligi hastaliginda ve KBY’ deki ADMA ve NP seviyeleri,
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kardiyovaskiiler hastaliklar i¢cin mortalite artigina sebep olmaktadir. Bu aragtirmalarin
1s1¢inda BY olan hastalarda onceden ADMA ve NP seviyelerinin arastirimasi
mortalite artisina engel teskil edebilir. Yaptigimiz bu caligma hemodiyaliz tedavisi
goren hastalarin KAH’ na yakalanma risklerinin bilinerek 6nceden belirlenmesi
acisindan onem kazanmaktadir. Ayrica bu calismayla birlikte ADMA ve NP
parametreleri ilk defa birlikte calisilmig ve bu iki parametrenin de mortalite ve
hastaligin klinik seyri agisindan Onemi vurgulanmistir. Bu calisma ileride
hemodiyalizin etkinligi ve koroner arter risk faktorleri calismalar1 agisindan ileride

yapilacak olan calismalara kaynak olusturacaktir.

Neopterin seviyeleri, inflamasyon gostergesi olmasi nedeniyle bircok hastalikta
calisilmistir. Ancak bobrek yetmezligi goriilen hastalarda yeni yeni caligmalar
baglamistir. Bu nedenlede calismamizin gelecek calismalara veri olusturacagi

diistiniilmektedir.
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