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OZET
Kronik bobrek yetmezligi hastalarinda inflamatuvar durumun

biyokimyasal degerlendirmesi

Dr. Esin AVCI CICEK

Etiyolojisinde diyabet, glomeriilonefrit, hipertansiyon ve polikistik bobrek
hastaliklarinin yer aldigi ve diinya ¢apinda 6nemli bir saglik sorunu olan KBY’de
iskemik, toksik ya da metabolik hasar ile nefronlarin geri doniisiimii olmayan kayb1
s0z konusudur. Hemodiyaliz, periton diyalizi ve bobrek nakli gecerli tedavi
sekilleridir. Bobrek nakli en sik tercih edilen yontemdir. Bobrek alicilari, greft
yetmezligi ve aldiklari ilaglarin neden oldugu immiin sistem baskilanmasi gibi
nedenlerden dolay1t KBY hastasi gibi degerlendirilmektedirler.

Kronik bobrek yetmezliginde en 6nemli 6liim nedeni KVS hastaliklaridir. bu
hastalarda goriilen komplikasyonlar tiremi, oksidatif stres ve sivi yiiklenmesi gibi
nedenlerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenlerin temelinde ise inflamasyon
bulunmaktadir.

Inflamasyon KBY’nin ilk evrelerinden son donemine kadar, hastaligin
progresyonu ile dogru orantili olarak artar. inflamatuvar belirteclerden olan, hs-CRP
ve IL-6’nin inflamasyonu degerlendirmede etkin oldugu bilinmektedir ve serum
diizeyleri kreatinin klirensinin azalmasina bagl olarak artar.

Bilinen inflamasyon belirteglerine ek olarak NGAL ve hepsidinin inflamatuvar
durumu degerlendirmede etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Akut ve kronik bobrek
yetmezliginde Serum diizeyi artan NGAL, kiiclik demir tasiyan molekiillerin
taginmasinda etkili olan lipokalin ailesine ait bir proteindir.

Demir metabolizmasinin diizenleyicisi olan hepsidin ise IL-6 uyarist ile
karacigerden sentezlenen bir akut faz proteinidi. NGAL ve hepsidinin
inflamasyondaki rollerinin, bobrek fonksiyon kaybi, demir metabolizmasin veya da
baska bir mekanizma iizerinden olup olmadiklar1 tartisma konusudur. Hepsidin ve
NGAL’1mm KBY’de birbirleri ile etkilesimi ile ilgili olarak ¢ok az sayida makale
bulunmaktadir. Bu etkilesimin inflamasyonu agiklayabilecegi hipotezi iizerine

calismamiz planlanmaistir.



Calismamiza kreatinin klirens (GFR) degerlerine gore tan1 almig 163 kronik
bobrek yetmezligi hastasi (nakiller dahil) ve 81 goniillii katilimc1 alinmigtir. Tim
bireylerden alinan serumdan kreatinin, demir, SDBK, TDBK, IL-6, hs-CRP,
hepsidin, pro-hepsidin ve NGAL diizeyleri ¢alisilmistir.

Hepsidin, NGAL ve IL-6 diizeyleri hasta gruplarinda kontrol grubuna gore
yiiksek bulunmustur. Hasta grubunda inflamatuvar bir belirteg olan IL-6 ile hepsidin
ve NGAL’mm korele oldugu goriilmiistiir. Hasta grubunda yapilan korelasyon
analizine gore hepsidin ve NGAL birbirleri ile zayif derecede koreledir. Yapilan
coklu regresyon analizine gore hepsidin i¢in bagimsiz belirtegler NGAL, IL-6 ve
MDRD iken, NGAL i¢in bagimsiz belirtegler ise MDRD, IL-6, kreatinindir.

Sonuglarimiz KBY’de inflamasyon degerlendirmesinde NGAL ve hepsidinin

onemli olabilecegi goriisiinti desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: inflamasyon, hepsidin, NGAL

Xl



ABSTRACT

Evaluation of the inflammatory state in chronic kidney

disease patients

Dr. Esin AVCI CICEK

In chronic kidney disease (CKD) a major public health problem worldwide
with etiologic factors as diabetes mellitus, glomerulonephritis, hypertension and
polycystic renal diseases, ischemic, toxic or metabolic damage resulting with
irreversible nephron loss is the underlying mechanism. The current treatment
modalities are hemodialysis, peritoneal dialysis and kidney transplantation. Kidney
transplantation is the first choice among them. The kidney transplant receipants are
evaluated as having CKD because of immune deficiency caused by the allograft
failure and medications.

Cardiovascular diseases are the major cause of death in CKD patients. The
complications are the results of uremia, oxidative stres and volume overload. The
underlying reasons of the complications in these patients are mainly uremia,
oxidative stres and volum overload which are the triggering factors for inflammation.

Inflammation is related with the progression of disease. IL-6 and hs-CRP are
known to be used for the evaluation of inflammation and serum levels increase with
decreased creatinin clearence.

NGAL and hepcidin are thought to be valuable in evaluation of inflammation
in addition to the traditional inflammatory markers. NGAL, a member of lipocalin
protein family carrying small iron transfering molecules increase in acute and
chronic renal failure. Hepcidin which regulates iron metabolism is an acute phase
protein syntezed by liver with the stimulation of IL-6. It is stil not clear whether the
role of NGAL and hepcidin in inflammation is related with the loss of renal function,
iron metabolism or with an another mechanism.

In our study 163 chronic kidney patients (including transplant patients)
diagnosed by the creatinin clerence (GFR ) levels and 81 healthy voluntery were
included. Serum creatinin, iron, UIBC, TIBC, IL-6, hs-CRP, NGAL, hepcidin and

pro- hepcidin levels were measured.

Xl



Serum hepcidin, NGAL and IL-6 levels were higher in patient grups compared
to control grup. In patient groups hepcidin and NGAL levels were correlated with
inflammatory marker IL-6. In patient groups hepcidin was weakly correlated with
NGAL. In multipl regression analysis; while NGAL, IL-6 and MDRD are
independent variables of hepcidin, the independent variables of the NGAL were
MDRD, IL-6 and creatinin.

Our results demonstreted that NGAL and hepcidin are may be valuable for the
evaluation of inflammation in CKD.

Keywords:inflammation,hepcidin,NGAL
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GIRIS

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), toplumda goriilme sikligi giderek artan
yiiksek maliyetli ve kotii klinik sonuglar1 olan diinya capinda bir halk saghigi
problemidir (1,2). Yas ortalamasinin artmasi, tip 1l diyabet, hipertansiyon ve
metabolik sendromun toplumda goriilme sikliginin giderek artmasi KBY goriilme
sikliginin da artmasina neden olmaktadir.

Kronik bdbrek yetmezligi hastalari, KVS hastaliklari nedeni ile artmig
morbidite ve mortaliteye sahiptirler. Kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinin
temelinde yatan kronik inflamasyonun varligi, KBY’nin erken evrelerinden son
dénem bobrek yetmezligine kadar olan siiregte de kanitlanmigtir. Oksidatif stres ve
endotel disfonksiyonu ile birlikte inflamasyon da hizlanmis aterosklerozun
ilerlemesine neden olmaktadir. Inflamasyonun varligi ayn1 zamanda bdbrek
fonksiyonlarmin bozulmasinda kolaylastirict bir etkendir ve anemi, eritropoetine
cevapsizlik, yasam kalitesinin azalmasi ve malniitrisyon/protein enerji agligi gibi
klinik sonuglara yol agmaktadir (2,3).

Inflamasyon belirtecleri olan C-reaktif protein (CRP) ve interldkin-6 (IL-6)
tiremik hastalarda semptomatik olsun ya da olmasin kardiyovaskiiler hastalik riski
icin Ongdrdiiriicii olarak kullanilmaktadir (2,4). Son yapilan ¢aligmalar ile birlikte
Klinik uygulamaya girmeye baslayan ve konak savunma proteinlerinden olan nétrofil
jelatinazla iliskili lipokalin (NGAL) demir tastyici kiigiik molekiilleri (siderofor)
baglayarak bakteriyel infeksiyon ve bobrek hasarinda kritik rol oynamaktadir. Akut
faz proteini ve antimikrobiyal bir peptit olan hepsidinin, viicuttaki demir
homeostazinda diizenleyici etkisi bulunmaktadir. Hem hepsidin hem de NGAL’in
KBY hastalarinda yiiksek saptanmasi, demir metabolizmasinda oldugu gibi
inflamasyonda da ortak bir yolag: kullandig1 goriisiinii ortaya koymaktadir (5).

Calismamizda kreatinin klirensi degerlerine gore tani konulan hastalarda,
gorece yeni parametreler olan NGAL ve hepsidinin, inflamasyon siirecindeki ortak
etkilesimleri degerlendirilecektir. IL-6 ve yiiksek duyarlilikli CRP’ye (hs-CRP) gore
daha 0zgiin olabilecegi belirtilen hepsidin ve NGAL’1n bu hastalikta inflamasyon
belirteci olarak kullanilabilecegi veya kullanilamayacagi ortak yolaktaki muhtemel

iligkiden yola ¢ikilarak ortaya konulmaya calisilacaktir.



GENEL BILGILER:
Kronik Bobrek Yetmezliginin Tanimi:

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) bircok hastaliga bagli olarak gelisebilen,
nefronlarin ilerleyici ve geri doniisiimii miimkiin olmayan kaybi ile karakterize
patofizyolojik bir siirectir. Glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) genellikle aylar ve/veya
yillar i¢inde giderek azalmaktadir. Azalma hizi, altta yatan nedenlere gore biiyiik
degiskenlik gostermektedir. Bu azalmanin sonucu olarak bobrek, sivi-soliit ve
metabolik-endokrin dengeleri ayarlama fonksiyonunu kaybetmektedir (1-5).

Kronik bobrek yetmezligi icin ortak bir tanim kabul edilmis ve g¢esitli
kilavuzlarda yaymlanmistir (4-8). National Kidney Foundation/Kidney Disease
Outcomes Quality Initiative (NKF/KDOQI) kilavuzuna gore KBY tani kriterleri
(2002) tablo 1°de verilmistir (5).

Tablo 1: Kronik bobrek yetmezligi tani kriterleri (2002) (5)

1.Azalmis veya normal GFR ile birlikte, >3 ay siliren bobrek hasari ile birlikte yapisal veya
fonksiyonel bobrek patolojisinin

a)Patolojik veri veya

b)idrar ya da kan testlerindeki bozukluklar ya da gdriintiileme teknikleri ile belirlenen bozukluklar
ile ortaya konmasi

2. Bobrek hasart olup olmamasina bakmaksizin GFR’nin >3 ay <60 ml/dk/1.73 m? olmas1

GFR: Glomeriiler filtrasyon hiz1

National Kidney Foundation/Kidney Disease Improving Global Outcomes
(NKF-KDIGO) g¢alismasinin 2013 yilinda yayimlanan kilavuzunda KBY tani
kriterleri daha gelistirilmis olarak verilmistir. Bu smiflamaya goére bobrek nakli
yapilmis hastalar da KBY smiflamasina dahil edilmislerdir. Tablo 2°de KBY nin

KDIGO ¢aligsmasina gore kriterleri verilmistir.




Tablo 2: Kronik Bobrek Yetmezligi tani kriterleri (2013) (2)

KBY tani kriterleri (herhangi birinin > 3 ay varligi)

Bobrek hasari belirtegleri (bir ya da a) Albuminiiri (AER >30 mg/24 saat; ACR >30 mg/g
daha fazla) [>3mg/mmol] )

b) Idrar sediment patolojileri

c) Tibiiler hasara bagh elektrolit ve diger bozukluklar

d) Histolojik patolojiler

e) Gorintilleme ile saptanan yapisal bozukluklar

f) Bobrek nakli hikayesi

Azalmis GFR GFR<60 ml/dk/1.73 m?

AER: Albumin atilim oran1 ACR: albumin kreatinin oran1t GFR Glomeriiler filtrasyon hiz1

Hastalarin semptom ve klinik bulgular1 altta yatan patoloji, bobrek
yetmezliginin gelisme hizi ve derecesi ile yakindan iliskilidir. Hastalardaki ilk
semptomlar noktiiri ve anemiye bagl halsizliktir (9,10). Glomeriiler filtrasyon hizi
20-25 ml/dk/1.73 m? oldugunda hastalarda Tablo 3’de 6érnek olarak verilen iiremik
semptomlar goriilmeye baslamaktadir (1,2,4,5).

Tablo 3: Uremik semptomlar (1)

SISTEM BULGU
Sivi-Elektrolit Bozukluklari Hipovolemi, hipervolemi, hipernatremi, hiponatremi,
Sinir Sistemi Stupor, koma, konugma bozukluklari, uyku bozukluklart
Gastrointestinal Sistem Higkarik, parotit, istahsizlik, stomatit, pankreatit, iilser, bulanti
Hematoloji-immiinoloji Normokrom normositer anemi, eritrosit frajilitesinde artma
Kardiyovaskiiler Perikardit, 6dem, hipertansiyon, kardiyomiyopati
Pulmoner Plevral s1v1, iremik akciger, pulmoner 6dem
Cilt Kagmti, gecikmis yara iyilesmesi, solukluk, tirnak atrofisi
Metabolik-Endokrin-Kemik Glukoz intoleransi, hiperlipidemi, hiperparatiroidi, iiremik kemik

Bobrek Hasarmin Patofizyolojisi

Bobrek hasarmin ilk asamasinda kalp, beyin gibi diger cok kanlanan
dokulardan daha fazla kan akimi (yaklasik 400 ml/100gr) bobrege gelmektedir (7).
Bunun sonucu olarak gergeklesen hiperfiltrasyon, glomeriil kapillerlerini
hemodinamik hasara duyarli hale getirir ve dolagimda bulunan zararli biyomolekiil
ve ilaglar kan akimi ile bobrege daha ¢ok tasimmacagindan bobrek dokusu belirgin
olarak zarar goriir (7,11,12). Artan glomeriiler basincin glomeriil membran bariyerini
hasara ugratmasina bagli olarak membran, negatif anyonik makromolekiillere karsi

gecirgenlik kazanmaktadir. Bunun sonucunda, plazma proteinleri glomertiler filtrata




gecer ve proteiniiri tablosu gelisir. Elektrolit, su, kiigiik molekiil agirlikli yapilari
iceren filtrat, biiylik molekiill agirlikli proteinleri de iceren anormal filtrat haline
dontismistiir (7,12,13).

Nefron vaskiilaritesinde olusan ardisik yeni yapilanmalar (glomertillerde
kivrilmalar ve peritubuler kapiller a§ olusumu) ve glomeriillerden tiibiillere dogru
olan akim, glomeriiler hasarin tiibiilointerstisyel alana da yayilmasini kolaylastirir ve
tiibiiler epitel hiicreleri de anormal filtrata maruz kalirlar (7). Glomeriillerde olusan
inflamatuvar reaksiyon sonucu ortaya c¢ikan sitokinler, biiylime faktorleri gibi bazi
mediyatorler (7,14), glomeriiler dolasimin temeli olan peritiibiiler dolasimi bozarak
glomeriillerde interstisyel hasari baglatir. Bunun yaninda glomeriiler perfiizyondaki
en ufak bir artig, peritiibiiler kan akiminda azalmaya neden olmaktadir. Boylece
hasarli nefron, renal hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynayan halini almis
olmaktadir (7,15).

Glomertiler endotel, mezansiyal, visseral ve pariyetal epitel hiicreleri,
podositler ve bu hiicrelerin ekstraseliiler matriksleri nefronun temel bilesenleridir. Bu
bilesenlerin herhangi birinde olusan hiicre-hiicre komsulugu veya kemokin, sitokin,
biiyiime faktorleri gibi mediyatorler ile diger bilesende de hasar olusturur (7).

Glomeriiler ve tiibliler hasarin nedenleri ve sonucglart sekil 1°de

gosterilmektedir.

Tiibiiler Hasarin
Nedenleri:

e Toksik ya da metabolik
hasar: glukoz, lipitler,
kompleman faktorleri,
sitokinler, proteinler,

o Iskemi/hipoksi

Glomeriiler hasarin nedenleri:

Aferent
arteriyol

Eferent
arteriyol

e Intrakapiller hipertansiyon;

e Immiinolojik hasar;

o Metabolik hasar: glukoz,
lipitler, paraprotreinler;

o Genetik bozukluklar

Endotel hiicresi
4 _ Mezangiyalhiic
Podosit

Glomeriiler hasarin sonuclari:
Tiibiiler hasarin

e Biiyiime faktorlerinin azlig1; sonuclary:

e Bozulmus hiicre-matriks ¢ Endoplazmik retikulum
etkilesimleri; stresi;

e Mezansiyal matriks ve bazal o Reaktif oksijen radikali
membran genislemesi; yapim;

e Mezansiyal ve endotel
hiicrelerinin proliferasyonu ya
da kaybi;

o Podosit biyolojisinde

e inflamasyon
mediyatorlerinin

yapimi;
¥
| | Dentritik

degisiklikler; e Sitokinlerin ve biiylime
e Podositlerin kaybr; \ ( \hﬁ?e faktorlerinin bozulmusg
o Secicilikte bozulma ve \ \ yapimi;

proteiniiri; o FEkstraseliiler matriks

e Kan akimi ve glomeriiler

! dongiisiindeki
kapiller alanda azalma

degisiklikler.



Sekil 1: Glomertiler ve tiibiiler hasar ve sonuglari (7)
Insidans ve Epidemiyoloji:

Kronik bobrek yetmezligi tiim diinyada yaygin hale gelmis, 6nemli bir saglik
sorunudur. Bati iilkelerinde erigkin toplumun %10-15’ini etkileyen bu hastalik,
tedavi maliyetlerinin giderek artmasina neden olmaktadir. Ugiincii Ulusal Saglik ve
Beslenme Arastirma Calismasi [The National Health and Nutrition Examination
Survey Il (NHANES I111)] ve NKF raporuna gére Amerika Birlesik Devletlerinde
(ABD) yaklasik 26 milyon kisi KBY tanist almig ve 20 milyon kisi ise baska
hastaliklar nedeni ile KBY riski tasimaktadir (4-9,16-22).

Kronik bobrek yetmezliginin en sik gorildiigii lilkeler Meksika, Tayvan,
Japonya ve ABD’dir. Kirkdan fazla iilke ve bolgede yapilan arastirmalara gore
Tiirkiye ilk 10 arasina girmektedir (8).

Tiirkiye’de yilda ortalama 15000 hastaya son donem bobrek yetmezligi
(SDBY) tanis1 konmaktadir ve prevalanst %15,7°dir (6,23). Tiirk Nefroloji
Dernegi’nin kayitlarina gore Aralik 2010°da renal replasman tedavisi (RRT)
gerektiren SDBY nokta prevalansi, milyon niifus basina (¢ocuk hastalar dahil) 853
olarak saptanmistir (6). Renal replasman tedavi insidanst ise 264 olarak
hesaplanmastir. (6).

Son dénem bobrek yetmezligi hastalarina RRT uygulanmaktadir (4-9, 24, 25).
Hemodiyaliz iilkemizde en sik uygulanan RRT yontemidir (6). Bunu izleyen diger
RRT yontemleri ise periton diyalizi (24) ve bobrek naklidir (26,27). Bobrek nakli,
her iki yonteme gore hem maliyet hem de uzun donem sag kalim agisindan
avantajlidir. Ulkemizde bébrek nakli sayisi dnceki yillara gore artsa da kadavra
vericilerinde istenilen artis olamamaktadir (6,26).

Kronik bobrek yetmezliginde degisik etiyolojiler etken olmaktadir. Tiirk
Nefroloji Dernegi’nin 2010 yili kayit verilerine gore iilkemizdeki bir yillik donemde

KBY hastalarinin etiyolojileri tablo 2 de gosterilmistir (6).



Tablo 4: 2010 yili sonu itibari ile RRT alan hastalarin etiyolojik nedenlere gore
dagilimi (6)

Tani n %

DM Tip 1 DM 1744 4,4

Tip 2 DM 10252 26,1

Hipertansiyon 10681 27,2
Glomeriilonefrit 2939 7,5
Polikistik bobrek hastaliklar: 1930 4.9
Pyelonefrit 1236 3,2
Amiloidoz 806 2,1
Renal vaskiiler hastalik 319 0,8
Diger 3562 9,1
Etiyolojisi bilinmeyen 5376 9,1
Kayip (bilgi yok) 392 1,0

Kronik bobrek yetmezligi hastalari, normal topluma gore kardiyovaskiiler
sistem (KVS) hastaliklari nedeniyle artmis oOlim riski tagimaktadirlar (4—
9,16,18,19,21,22,28-31). Giiney Amerika’da RRT alan hastalarin yaris1 KVS
hastaliklari, Hong Kong’da ise yaklasik %30-40’1 infeksiyon nedeni ile yasamlarini
kaybetmektedir (8). Ulkemizde ise en sik rastlanan &liim nedeni kardiyovaskiiler
hastaliklardir (%53.0). Bunu malignite, serebrovaskiiler hastalik ve infeksiyonlar

izlemektedir (6).

Evrelendirme:

Kronik bdbrek yetmezliginin evrelendirmesi, bobrek fonksiyonunun
derecesine gore NKF/KDOQI ve KDIGO kilavuzlarinda belirtilen kriterlere gore
yapilmaktadir (5).

Tablo 5: Kronik bobrek yetmezliginin evreleri (2,4, 5, 9)

Evre Tanim GFR (ml/dk/1.73 m%)
[ Normal GFR ile birlikte bobrek hasari varligi >90
I Hafif azalmis GFR ile birlikte bobrek hasar 60-89
Il Orta derecede azalmis GFR 30-59
v Ciddi azalmig GFR 15-29
\Y Bobrek yetmezligi veya diyaliz <15




Inflamasyon

Inflamasyon, travma, enfeksiyoz ajanlar ve toksik iiriinleri, kimyasal maddeler,
sicak-soguk gibi fiziksel etkenler, immiin cevap ve iskemi gibi uyaranlarin baslattig1
ve dokuya zarar veren etkenin ortadan kaldirilip, dokunun onarmmini hedef alan
fizyopatolojik bir siirectir (32-38). Inflamasyon, hiicre zedelenmesini ortadan
kaldirirken, hiicresel zedelenme sonucu olusan nekrotik hiicreleri ve dokular1 da
ortamdan uzaklastirarak dokunun yeniden yapilanmasini ve iyilesmesini baglatir (32,

35, 36). Inflamasyon, akut ve kronik inflamasyon olarak ikiye ayrilir (32, 34).

Akut inflamasyon:

Birka¢ dakika ile birka¢ giin i¢inde sonlanan kisa siireli inflamasyondur.
Kizariklik, 1s1 artis1, agri, sisme ve fonksiyon kayb1 ile kendini gosterir. Vaskiiler ve
hiicresel degisiklikler ile karakterizedir (32, 33, 35, 37).

Inflamasyonun ~ énemli  komponentleri  hemodinamik  degisiklikler,
polimorfoniikleer l6kosit infiltrasyonu (34) ve inflamatuvar mediyatorlerin (6rn.
prostoglandinler) (37) salgilanmasidir. Kompleman, kininler, pithtilasma faktorleri,
plazma kokenli mediyatorler ile, birgok hiicre tarafindan lokal olarak iiretilen
histamin, arasidonik asit metabolitleri, sitokinler, nitrik oksit, serbest oksijen
radikalleri, lizozomal enzimler gibi kimyasal mediyatorler inflamasyondaki
semptomlardan ve doku hasarinin sinirlandirilmasindan sorumlu tutulmuslardir.

Uygun olmayan adaptasyon mekanizmasi olarak diisiiniilen bu cevabin
aslinda, hasar kaynaklarmin ortadan kaldirilmast ve iyilesmeyi baslatici etkisi
bulunmaktadir. Inflamasyon olmadan, yara iyilesmesi ve infeksiyonun ortadan
kalkmas: gecikir veya baslamaz, bu da ilerleyici hasar ile sonuglanir. Inflamasyon
engellendiginde belirgin doku yikimi ortaya ¢ikar. Bu nedenle i¢ ve dis uyaranlara
karst inflamatuvar cevabin belirli bir dengede olmasi gerekmektedir. Olusan akut
inflamasyon, karsit diizenleyici mekanizmalar devreye girene kadar devam eder
(36,37).

Hasarin siddeti, yeri, etkilenen doku ve konagin yanit olusturabilme
yetenegine gore akut inflamasyonun seyri degisse de genellikle asagida

belirtilenlerden herhangi biri ile sonlanir (32, 36, 37, 38).



1.Tam iyilesme: Zedelenme siirli veya kisa siireli, doku hasar1 az ve dokunun
rejenerasyon yetenegi var ise en ¢ok iyilesme ile sonuglanir.

2.Skar olusumu veya fibrozis: inflamasyon rejenere olmayan bir dokuda ise veya
belirli miktarda doku kayb1 var ise skar dokusu olusur ve fibrotik bir doku olusumu
ile sonuglanir.

3.Apse olusumu: Bazi1 bakteriyel ve fungal infeksiyonlarda meydana gelir.

4.Kronik inflamasyona ilerleme

Kronik Inflamasyon:

Akut inflamasyon ve iyilesme siirecinin birlikte goriildiigli, uzun stireli bir
inflamasyon olarak kabul edilir (38). Kronik inflamasyonun hiicreleri makrofajlar,
lenfositler ve plazma hiicreleridir. Kronik inflamasyonda dokuda pro-inflamatuvar
mediyatorler birikerek, immiin ve vaskiiler sistemi de igine alan sistemik
inflamatuvar yanit1 tetikler. Es zamanli olarak farkli mediyatorler (IL—6 vb.) aracilig
ile doku tamiri de ger¢eklesmektedir (32, 39, 40, 41).

Kronik bobrek yetmezligi olan hastalar kronik inflamatuvar bir siirectedirler
(42). inflamasyon, renal hasarm ilerlemesine ve bununla iliskili olarak anemi, kas
kaybi, malniitrisyon, KVS hastaliklar1 gibi komplikasyonlarin gelismesine neden
olmaktadir (17,42,43). Sekil 2’de kronik inflamasyonun sistemik etkileri

gosterilmektedir.



Waskiiler kalsifikasyon
Gelisimi

Lipolitik aktivite
deghsir

Kompleman

aktivasyonu CRP LDL ve VLDL ye
l baglamr.
Endotel hilcre Makrofaj
aktivasyonu Aktivasyom olur
\ Uptake artar.

/ Tmmiin hitcrelerin erken
Adezyon Endotelin akiz h 4 vaglanmasi olur.
molekiilleri artar Sitokinler artar

Doku faktoril
+

Trombaosit | Immiin yetersizlik olur.
Aktivasyonu olur.

s
\ Koagiilasyon sistermd
aktive olur.

Sekil 2: Kronik Inflamasyonun Sistemik Etkileri (43)
Epo: Eritropoetin

Bu hastalarda inflamasyonu tetikleyici birgok faktdor bulunmaktadir.
Tetikleyici etkenlerin arasinda altta yatan hastalik, liremi, oksidatif stres, artmis
infeksiyon insidansi ve diyaliz tedavisinden kaynaklanan problemler yer almaktadir.
Bu faktorler tiremik durumu ve buna bagli olarak inflamasyonun yerlesmesine neden

olur (44).

Hasta ile iliskili faktorler:

Kardiyovaskiiler sistem hastaliklari, diyabet gibi eslik eden kronik/metabolik
hastaliklar, ilerlemis yas inflamasyonun ilerlemesine yardimci olmaktadir (44).
Kronik bobrek yetmezligi hastalarinda, infeksiyon insidansindaki artig, eslik eden
diger hastaliklardan dolay1 azalmis immiin cevap ve iiremiden de kaynaklanmaktadir
(45). Kronik bobrek yetmezligi hastalarinda eslik eden hastaliklarin sonucu olarak
siklikla azalmig fiziksel aktivite ve sedanter yasam goriiliir. Bu da kronik

inflamasyonun gelismesine ve devamina yardimci olmaktadir (44,46).



Uremi:

Kronik bobrek yetmezliginde oksidatif stres ve inflamasyonun
ilerlemesindeki etkenlerden biri de iiremik metabolitlerin birikimidir. Uremi,
(azotemi) protein ve amino asit metabolizmasinin son {riinii olan nitrojenin kanda
fazla birikmesi olarak tanimlanabilir. Uremik metabolitler ya da toksinler, saglikli
bireylerde bobrekler tarafindan viicuttan uzaklastirilmaktadir. Ancak KBY’li
hastalarda klirens bozuldugundan dolayr atim gergeklestirilemez ve kanda iire
miktar1 artar (47).

Uremik toksinlerin kanda birikimi bobrek fonksiyon kaybinin daha da
hizlanmasma yol agmaktadir (48). Indoksil siilfat ve p-kresil siilfat {iremik
toksinlerdendir. Indoksil siilfat glomeriiler sklerozu ve tiibiilointerstisyel fibrozisi,
inflamatuvar mediyatorler ve kemokinler araciligi ile artirmaktadir. P-kresil siilfat ise
vaskiiler hasar1 10kositlerin ve endotelyal toksinlerin inflamasyon alaninda artmasina

neden olarak glomeriiler ve tlibiiler hasari ilerletmektedir (49,50).

Voliim Yiiklenmesi — Kalp Yetmezligi:

Renal replasman tedavisi alan SDBY olan hastalarinda fazla hidrasyon ve
sodyum retansiyonu, plazma endotoksin ve sitokin diizeylerini yiikselterek, damar
hasarmi artirarak inflamasyonu ilerletmektedir. Diiiretikler ile tedavi sonrasi

endotoksin diizeylerinin hizla geriledigi saptanmistir (44).

Oksidatif stres:

Kronik bobrek yetmezliginde prooksidan ve antioksidan faktorlerin
arasindaki dengedeki bozukluk sonucu, reaktif oksijen tiirlerinin {iretim ve yikimi
arasindaki oran bozulmustur. Artmus reaktif oksijen tiirlerinin diizeyleri sonugta
oksidatif strese neden olur. Reaktif oksijen iiriinleri arasinda siiperoksit anyonlari,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri yer almaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin
protein, lipit ve niikleik asitler ile etkileserek olusturdugu hiicresel hasar, doku

fonksiyonu ve yapisti tizerine olumsuz etkiler ile sonuglanir (44,51).
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Infeksiyonlar:

Kronik bobrek yetmezliginde, fagositoz, B ve T hiicre yanitinda azalma gibi
onemli immiin defektler bulunmaktadir. Akciger, barsak, periton, iiriner sistem ve
cilt infeksiyonlarinin insidansi artmistir. Artmis infeksiyon insidansi inflamatuvar

stirecin hizlanmasina ve ek hastaliklarin gelismesine neden olmaktadir (44,52).

Kronik Bobrek Yetmezliginde Kullanilan inflamasyon Parametreleri
C-Reaktif protein (CRP)

C-reaktif protein, kalsiyum bagimli ligand baglayici plazma proteinlerinden
pentraksin ailesinin bir tiyesidir (54). Molekiiler biiytikliigii 120 kilo daltondur (kDa).
Insan CRP molekiilii, bes adet biiyiikliigii benzer polipeptid alt iinitesinden olusur
(55). Her bir polipeptid lnitesi 206 aminoasit kalintis1 igerir. Bu bes protomer
kovalent olmayan baglar ile halkasal bicimde baglanarak pentamerik simetri
olustururlar. Her bir protomer iki katli B tabakadan olusan tipik ‘‘lektin kivrim1™’
icermektedir. iki kalsiyum iyonunun baglandig: spirallerden olusan ligand baglayici
boliim konkav ylizde yerlesmistir. Diger yiizde bir tek a heliks bulunmaktadir (54,
55, 56). Sekil 3°te her bir protomerin ligand baglayici yerindeki iki kalsiyum atomu

ve lektin kivrimlarini gosteren kristal yapinin serit diyagrami yer almaktadir.

Sekil 3: CRP’nin kristal yapisi (55)

C-reaktif protein’in plazma yar1 6mrii yaklagik 19 saattir (56,57). C-reaktif
protein, cogunlukla IL-6’nin transkripsiyonel kontroliinde muhtemelen sadece

hepatositlerden salgilanmaktadir (56,58) . Karacigerde yeni CRP sentezi tek bir uyari
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sonrast hizla baslar, yaklasik alt1 saatte serum diizeyleri 5 mg/L iizerine ¢ikar ve 48
saat sonra da en yliksek diizeye ylikselir. Saglikli bireylerde beklenen CRP diizeyi
<0,5 mg/L’dir (54-58).

Sistemik inflamasyona yanit veren duyarl, 6zgil olmayan bir akut faz
reaktanidir (55). Enfeksiyon ve doku hasarinin sistemik bir belirteci olarak
kullanilmaktadir. Inflamatuvar hastalikta artacak olan serumda ilk yiikselen akut faz
proteinlerinden ve ayni zamanda en dramatik diizey artis1 gosterenlerden biridir.
Serum CRP diizeyi inflamatuvar, enfeksiydz ve neoplastik hastaliklarda hastalik
aktivitesi ve tedaviye yanitin degerlendirilmesinde kullanish bir biyolojik belirtegtir
(54-59). Artmis CRP diizeyleri kronik bobrek hastalarinda yiiksek kardiyovaskiiler
hastalik riskini gostermektedir (58,59).

Klinik laboratuarlarda CRP 6l¢iimlerinde kullanilan testlere gore, daha diisiik
diizeylerde CRP diizeylerini Olgebilen, yiliksek duyarlikli (hsCRP) testlerin
gelistirilmesi, inflamasyon diizeyi diisiik olan hastalarin da saptanabilmesine (60) ve
bu proteinin ateroskleroz gibi kronik hastaliklarin inflamatuvar yapisinin
arastirilmasinda giderek artan oranda kullanilmasina olanak saglamistir (61, 62).

Hastalik Kontrol ve Onlem Merkezi ve Amerikan Kalp Birligi’nin
(CDC/AHA) Ocak 2003 tarihli raporunda, risk tahmininde evrensel olarak kullanilan
hsCRP i¢in bir dizi klinik kilavuz yaymlamistir (63). Bu kilavuza gore; <l mg/L
diisiik, 1-3 mg/L orta ve >3 mg/L yiiksek vaskiiler risk olarak degerlendirilmistir
(61).

Subklinik inflamasyonu belirlemek 6lgiilen hsCRP immiinoradyometrik,
immiinonefelometrik ve immiinotiirbidimetrik yontemler ile 6lctilebilmektedir (62).

Sistemik inflamatuvar durumlarin yaninda; boy, viicut kiitle indeksi, diyabet,
sigara ve alkol tiiketimi gibi 6zelliklerin de hsCRP diizeyini etkiledigi bilinmektedir.
Bu nedenle hsCRP diizeyleri yorumlanirken bu o6zellikler g6z oniline alinmalidir
(61,64).

IL-6:

IL-6, agirlig 20 ile 29 kDa (65,66) arasinda degisen, 184 aminoasitten olugan
(67) pro-inflamatuvar bir sitokindir (68,40). Hematopoez, inflamasyon ve onkogenez
gibi siireglerde de rol alir (69, 70, 71).
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IL-6, T hiicreleri ve makrofajlar basta olmak iizere lenfoid ve lenfoid olmayan
hiicrelerce iiretilmektedir (32, 65, 70, 71). Infeksiyon siiresince, travma sonrasi,
inflamasyona bagli doku hasar1 ve yanik gibi durumlarda diizeyi belirgin olarak
artmaktadir (71).

IL-6’nin molekiiler yapisi tam olarak bilinmemektedir (65,70). Kristal yaptya
sahip molekiil, diger sitokinlerden farkli olarak dort heliks demetinden olugsmaktadir.
Bu dort heliks arasinda hidrofobik etkilesimleri saglayan bir kor bulunur. A ve B
ayni yonde, C ve D ise ters yonde konumlanmiglardir. Heliksler arasi baglanti E
pargast ile gerceklesmektedir. N-terminal kismi1 18 aminoasitten olusup elektron
dansitesi goriintiilenemezken, iki adet C-terminal parcasi ise iyi goriintiilenebilir ve
GIn183 ve Met184’den olugmaktadir (69,70). IL-6’nin 4 ana heliks yapis1 A, B, C ve
D olarak adlandirilmistir. Son uzun parcadaki ekstra heliks yapisi E olarak

adlandirilmigtir. Sekil 4’te kristal yapis1 gosterilmistir.

Sekil 4: IL-6’nin kristal yapisinin sekli (65,70)

IL-6, inflamasyon siirecinde hepatik akut faz protein cevabinin temel
diizenleyicisidir. IL-6 artis1, iki ana akut faz proteini olan CRP ve serum amiloid
A’nim 1000 kat kadar artmasina neden olmaktadir (72). Saglikli kisilerde IL—6 diizeyi
genellikle 1 pg/ml altinda bulunur. IL-6 etkisini spesifik IL—6 reseptor ve gp 130
olarak adlandirilan alt iinitesinden olusan reseptor kompleksi iizerinden JAK/STAT
ve MAPK aktivasyonu ile gostermektedir (65,71, 72).

IL-6 kronik inflamasyonda anahtar rol oynamaktadir (69, 71, 72). Bobrek
fonksiyon kaybi nedeniyle kanda yiikselmis IL—6 diizeyleri, SDBY hastalarinda
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kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk faktoriidiir (68,73). Ayrica bobrek nakline akut

rejeksiyon izleminde de kullanilan immiin belirte¢lerdendir (66).

HEPSIDIN:

Ilk olarak insan idrar ve plazmasinda tanimlanan hepsidin, sekiz sistin
kalintis1 ve dort capraz disiilfid bag1 iceren 25 aminoasitten olusan ve karacigerde
sentezlenen katyonik bir peptiddir (74). Karacigerde sentezlendigi (75) ve
antimikrobiyal etkileri bulundugundan dolay1 karacigerde sentezlenen antimikrobiyal
peptid-1 (LEAP-1) olarak da adlandirilmistir (76). Serumda biyolojik olarak aktif
halde bulunan 25 aminoasitlik (74,77) formuna ek olarak idrarda yikimindan elde
edilen 20 ve 22 aminoasitlik formlar1 da bulunur (79). Hepsidin antimikrobiyal
peptid (HAMP) ad1 verilen gen tarafindan kodlanmaktadir (75, 74). idrar hepsidini
B-katmanindan zengindir ve dort disiilfit bag: ile stabilize, basit bir sa¢ tokasina
benzetilmektedir (79,80). Sekil 5’te niikleer manyetik rezonans ile elde edilen

hepsidin yapisal goriintiisii verilmistir.

Sekil 5: Hepsidinin omurga ve yan zincirleri yapisinin gésterimi (80)

Hepsidin daha ¢ok karacigerde, ancak kiiciik miktarlarda da olsa bobrek, kalp,
iskelet kas1 ve beyinde de sentezlenmektedir (76). Bobrekler sadece sentezinde degil
viicuttan atiliminda da etkindir (76,82). Hepsidin, tiibiillerdeki epitel hiicrelerinde ve
toplayici kanallarda intrinsik bir peptid olarak sentezlenir ve idrara verilir (74). Renal
tiibiiler sistemdeki hepsidin, demir diizenleyici roliinii demir tasiyici protein olan

divalan metal tasiyicisi-1 (DMT-1) ile etkileserek gergeklestirmektedir. Divalan
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metal tasiyicisi—-1 (DMT-1) sentezinin, hepsidin sentezinin gergeklestigi bolgelerde
etkin oldugu goriilmektedir (79).

Hepsidin, demirin intestinal emilimi ve viicuttaki dagilimmi kontrol eden
anahtar diizenleyici bir proteindir (74—82). Hiicre tipine bagl olarak demir birgok
farkli yollarla hiicre i¢ine alinmaktadir (79). Diyette bulunan biyolojik olarak
kullanilabilir demir ferrik (Fe**) formu ya da hem formunda bulunmaktadir (75).
Ferrik formundaki demirin alinimi ferrik rediiktaz (duedonal sitokrom B) ile
gerceklesmektedir. Demir daha sonra ferrdz (Fe?* ) forma indirgenir, DMT-1 demiri
hiicre igine alir (79). Sitoplazmada demir ferritine bagli olarak depolanir. Farkli
hiicre tiplerinde (enterosit, makrofaj, hepatosit, plasental trofoblast) demirin hiicre
disina gonderilmesi ferroportin ile gerceklesir. Ferroksidaz (hepastin enterositlerde
ve makrofajlarda seruloplazmin) ferrik demirin transferrine verilmesinde gereklidir
(75,79).

Organizmada demir diizeyi yeterli ya da gereksinimden fazla oldugunda
karaciger hepsidin iiretimine baglar. Hepsidin, ferroportini direkt baglar, internalize
eder ve enterositlerden plazmaya demir transferini bloke eder. Demir depolari
azaldiginda, hepsidin {retimi baskilanir, ferroportin enterositlerin bazolateral
membraninda demiri enterositlerin sitoplazmasindan plazma transferrinine tasir (74—
82). Sekil 6’da demirin enterosite alim ve dolasima verilis ile ilgili mekanizma

sematize edilmistir.

-,

Fe

e TH e =0

Fe Fe Fe Fe

Sekil 6: Demir yoklugu ve fazlaliginda hepsidinin rolii (79)
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Hepsidin sentezi, hipoksi, anemi, demir tedavisi (76) ve viicut demir
depolarinin durumu (76), infeksiyon ve inflamasyon ile diizenlenir (74, 75, 76, 79-
82).

Hepsidin promoteri, hipoksi ile indiiklenebilen faktér (HIF) igin birgok
baglanma bolgesi icermektedir (74, 76, 79, 82). Oksijene duyarli diizenlenme yolagi
aracilifi ile hepsidinin hipoksik diizenlenmesinde bu bdlgenin transkripsiyonu
gergeklesir. (79, 81, 82). Anemide ise hepsidin diizeyi daha fazla demirin
kullanilabilir olmas1 i¢in azaltilir, hepatosit ve makrofajlardaki depo demir ve
diyetteki demir kullanilmaya baslanmaktadir (79). Kronik hastalik anemisinin
gelisiminde hepsidin anahtar rol oynamaktadir (76).

Hepsidin sentezi, inflamasyonda, IL-6’nin gp130 reseptoriine baglanip, JAK
ve STAT3’li aktive etmesi ile proksimal hepsidin promoteri indiiklenerek artar (82).
Artan hepsidin diizeyleri ile organizmada toksik reaksiyonlari katalizleyen demir
hiicre i¢inde tutulur (79, 80, 82). Sekil 7°de demir varlig1 ve inflamasyon durumunda

karacigerde hepsidin yapimi edilmistir.

Artmis hepsidin: Azalmis hepsidin:

demir yiiklenmes eritropoez, demir '

inflamasyon _ s

Kemik iligi

Makrofaj

Sekil 7: Hepsidin sentezinin diizenlenmesi (74)

Fpn (ferroportin), HIF (Hipoksi ile indiiklenebilen faktor), EPO (Eritropoetin)
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NGAL.:
Notrofil jelatinazla iligkili lipokalin (insan notrofil lipokalini, lipokalin-2,
siderokalin, 24p3, LCN2, NGAL) 25 kd (83) agirliginda, a;-mikroglobulin, retinol
baglayic1 protein—4, prostaglandin D sentaz ve nitroforinleri de igeren (83,89)
lipokalin protein ailesinin iiyesi kiigiik bir molekiildiir (84-89). Bu proteinler
hidrofobik molekiilleri baglama ve tasimada gorev almaktadirlar (83,84, 85).
Lipokalinler, kaliks yapisina benzeyen [B-silindir kompleksinde 8 adet B-
iplikcikten olusan molekiiler bir yapiya sahiptirler. Bu yap1 lipokalinlerin baglama
bolgesini olusturmaktadir (89). Noétrofillerden izole edilen NGAL, MMP-9’a bagh
olarak bulunmaktadir (90). NGAL’in dimer (nétrofilde) ve monomer (idrarda)

formlari sekil 8’de verilmistir.

Sekil 8: NGAL’in kristal yapis1 (89)

NGAL’in en 6nemli ligandlar1 sideroforlardir (83, 85). Sideroforlar bakteri,
bitki ve memeli hiicrelerinde iretilen kiiclik, peptid yapisinda bulunmayan demiri
tasiyan ve hiicre biliylimesi ile yagaminin devaminda rol alan ve aym1 zamanda
bakteriyel infeksiyon ve bobrek hasart gibi 6nemli mekanizmalarda rol alan
molekiillerdir (83, 85, 89). NGAL, akut bobrek hasarini gostermenin yaninda kronik
bobrek yetmezliginde de yol gosterici bir parametredir. Bu protein hasarli bobrek
tiibiillerinden bir¢ok etken sonucu fliretilmekte ve spesifik demir aracili yolaklar
aktive ederek hiicreyi oksidatif stres ve hiicresel apopitozdan korumaktadir (88).

NGAL’in hiicresel aktiviteleri spesifik ylizey reseptorleri ile yakindan
iligkilidir. En az iki tip hiicresel reseptdr tanimlanmistir. Reseptorlerden 24p3R,

beyin tipi organik katyon tasiyicisidir. Diger reseptdr megalin ¢opcii kompleksi diger
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adi ile spesifik olmayan proteik baglayici reseptor, temel olarak renal tiibiiler
hiicrelerin firgamsi kenar yiizeyinde bulunur. Her iki tip reseptor NGAL’in endositoz
ve hiicresel dongiislinde rol almaktadir.

Sekil 9°da NGAL’mn iki formu olan holo ve apo-NGAL’mn hiicre igine demir
taginmast ve diizenlenmesi ile ilgili mekanizmasi sematik gosterilmistir (83, 89).

Sekil 9°da NGAL aracilt demir diizenlenmesi sematize edilmistir.

A holo-NGAL B apo-NGAL
24P3R Megalln / 24p3R ' Megalin
Endozom
Endozom
o
Demir
Slderoforﬂ

. Demir ta;mmasu

NGAL o Demire bagh gen
s

5!

Sekil 9: NGAL-aracili demir diizenlenmesinin sematik gosterimi (A) Siderofor:
demir ile iliskili NGAL (holo-NGAL) demiri hiicre i¢ine tasir, reseptdr aracili
giristen sonra, NGAL asidik endozoma alinir, demir sitoplazmada birikir ve demir
aracili gen diizenlenmesi gerceklesir. (B) Siderofor: demir kompleksi tasimayan

NGAL (apo-NGAL) hiicre i¢inde demiri baglar ve ekstraseliiler alana tasir (89).
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GEREC VE YONTEM

CALISMA GRUBU
Hasta Grubu

Subat 2012 — Haziran 2012 tarihleri arasinda Pamukkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Nefroloji Bilim Dali tarafindan takip
edilen heniiz diyalize alinmamis KBY evre |-V tanisi ile izlenen 18-75 yas aras1 43
erkek, 38 kadin, Nefroloji Bilim Dali Organ nakli {initesi tarafindan takibi yapilan
bobrek nakli yapilmis 18-75 yas aras1 44 erkek, 38 kadin toplam 163 hasta ¢aligmaya
dahil edildi. Bilinen malignitesi, aktif infeksiyonu olan ve diyabeti olan bireyler
caligma grubuna alinmadi. Hasta grubu Klinik degerlendirmesi 2002 yilinda

yayimlanan NKF/KDOQI kilavuzuna gore yapilmuistir.

Kontrol Grubu
Kontrol grubu, hasta grubuna yag ve cinsiyet olarak benzer, bozulmus bobrek
fonksiyon testi, bilinen kronik/metabolik hastaligi, malignitesi, aktif enfeksiyon ve

diyabeti olmayan saglikli 82 bireyden olusturuldu.

Etik kurul onay:

Calisma oncesi Pamukkale Universitesi Tibbir Etik Kurulu’nun 03.05.2011
tarthinde 08 say1 nolu karari ile onay1 alindi. Ayrica ¢alismaya dahil edilen tim
katilimcilara s6zlii ve yazili olarak “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” ile
yapilacaklar hakkinda bilgi verildi ve goniillii olduklarimna iligkin imzalari ile izinleri

alindi.
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Hasta Orneklerinin Toplanmasi ve Analiz Orneklerinin Hazirlanmasi

Tiim bireylerden diyet aligkanliklarini degistirmeden ve agir fiziksel aktivitede
bulunmadan 24 saatlik idrar 6rnegi toplamalari istendi. Idrar 6rnegininin hacmi
Olctildiikten sonra 6rnekten 10 mL alindi. Bu 6rnekte ayni giin kreatinin diizeyleri
oOlgiildii. Calismaya dahil edilen tiim katilimcilardan es zamanli olarak, sabah 8.30-
10.30 saatleri arasinda, 8-12 saatlik aglik sonrasi iki adet jelli vakumlu tiipe vendz
kan 6rnekleri alindi.

Kanlar alindiktan hemen sonra laboratuvara ulastirildi. Vakumlu jelli tiipe
alinan kan pihtilagsmasi i¢in 20 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bekletilen kan
2000 g’de 7 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serum 6rneginden ayni giin demir,
serbest demir baglama kapasitesi (SDBK) caligildiktan sonra hs-CRP, NGAL, IL-6,
hepsidin ve pro-hepsidin diizeylerinin dl¢iimii i¢in kullanilmak {izere 5 ayr1 ependorf

tiipe ayrilarak analiz yapilana kadar -20°C’de saklandi.

Kullanmlan cihazlar

Masa iistii santrifiij (NF 1215, Niive, Tiirkiye), -20 °C Derin dondurucu
(Beko, Tiirkiye),+4 °C Buzdolab1 (Vestel, Tiirkiye) , ayarlanabilir otomatik pipet seti
(1-10 pL, 10-100 uL, 100-1000 uL) (Eppendorf, ABD), ¢ok kanalli otomatik
pipet (20-300 pL) (CAPP, Almanya), ELISA okuyucu (RT-2100C, Rayto, Cin),
otoanalizor (Roche Cobas 6000, Roche-Hitachi Diagnostics, Japonya) ¢alismamizda

kullanilan cihazlardir.

Kullanilan sarf malzemeler
20-200 pL, 100-1000 pL’lik pipet uglar1 (Eppendorf, ABD), 1.5 mL’lik mikro
tiipler (ISOLAB, Almanya), jelli vakumlu diiz tiipler (VACUTEST, Italya)

calismamizda kullanilan sarf malzemelerdir.

Kullanlan kitler

Hepsidin ELISA Kit (DRG, ABD), hepsidin prohormon ELISA Kit (DRG,
ABD), human Lipocalin-2/NGAL Elisa Kit (Biovendor, ABD), human IL-6
Platinum ELISA Kit (eBioscience, Avusturya), hs-CRP kiti (Roche, Cobas 6000

Otoanalizor) kullanilan reaktiflerdir.
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BiYOKIMYASAL OLCUMLER
Olciilen analitler

Calismaya alinan bireylerin serumlarindan NGAL, hepsidin, pro-hepsidin, IL-
6, hs-CRP, kreatinin, demir ve serbest demir baglama kapasitesi (SDBK) ol¢iimii
yapildi. Alinan 24 saatlik idrar 6rneklerinden kreatinin 6l¢glimii yapildi. Tablo 5°de
analitlerin hangi Ornekten, hangi Olciim yoOntemi ile hangi cihazlarda galisildig

belirtilmistir.

TABLO 6: Olgiilen analitlerin dl¢iim ydntemleri ve dlgiimde kullanilan cihazlar

Analit Analiz 6rnegi | Olglim yontemi Kullanilan cihaz

hs-CRP Serum Immiinotiirbidimetrik | Roche Cobas 6000 otoanalizér
Demir Serum Kolorimetrik Roche Cobas 6000 otoanalizor
SDBK Serum Kolorimetrik Roche Cobas 6000 otoanalizor
Kreatinin Serum, idrar Kinetik enzimatik Roche Cobas 6000 otoanalizdr
NGAL Serum ELISA Rayto RT-2100C ELISA okuyucu
IL-6 Serum ELISA Rayto RT-2100C ELISA okuyucu
Hepsidin Serum ELISA Rayto RT-2100C ELISA okuyucu
Pro-hepsidin Serum ELISA Rayto RT-2100C ELISA okuyucu

Ol¢iim Yontemleri

Yiiksek Duyarhhkh C-Reaktif Protein

Yiiksek duyarlilikta C-reaktif protein (hsCRP) immunotiirbidimetrik 6l¢lim
yontemi ile olgiildii. Lateks partikiillere emdirilmis olan poliklonal anti-C reaktif
protein antikorlar1 ile 6rnekteki CRP arasinda antijen-antikor reaksiyonu meydana
gelir. Olusan antijen-antikor kompleksi ¢coker. Bu ¢okme absorbans degisimi olarak
belirlenir. 572 nm dalga boyunda absorbansdaki degisikligin biiytikliigii ile drnekteki
hsCRP diizeyi orantilidir. Yiiksek duyarlilikta C-reaktif protein dl¢limii i¢in 6ncelikle
hsCRP kiti, Roche Cobas 6000 otoanalizoriine uyarlandi. Referans degerler: 0- 5
mg/L
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Demir

Demir diizeyi kolorimetrik 6l¢iim yontemi ile belirlendi. Ornekte transferrin ile
kompleks halde bulunan demir iyonlar1 asidik pH kosullar1 altinda transferrinden
ayrilir. Askorbik asit +3 degerlikli demir iyonunu +2 degerlikli demire yiikseltger. +2
degerlikli demir ferrozin ile reaksiyona girerek renkli kompleks olusturur. Olusan

rengin yogunlugu demir diizeyi ile dogru orantilidir.

pH < 2.0
Transferrin-Fe kompleksi —— Apotransferrin + Fe3*

Fe3+ askorbik asit Fe2+

Fe?* Ferrozin —— Renkli kompleks
Referans degerler: 33—-193 pg/dl
Serbest Demir Baglama Kapasitesi (SDBK)

Serbest demir baglama diizeyi ferrozin ile direkt tayin yontemi ile
belirlenmektedir. +2 degerlikli demir ile birlikte bulunan transferrin alkalin
tamponda +3 demir ile kompleks yapar. Ortamda fazla buluna +2 degerlikli demir
ferrozin ile reaksiyona girerek kompleks olusturur. Rengin yogunlugu bagl olmayan
demir diizeyi ile dogru orantilidir ve doymamis demir baglama kapasitesi ile indirekt

orantilidir. Absorbanstaki artis fotometrik 6l¢iime bagli olarak saptanmaktadir.

Alkali Tampon
Fe(Il) Transferrin » Transferrin-Fe(I1I) + Fe(II) (fazlalik)

Fe(I) (fazlalik) +3 Ferrozin ——Fe(ll)-(Ferrozin);
Referans degerler:112-347 pg/dl
Total Demir Baglama Kapasitesi (TDBK)

Total demir baglama kapasitesi (TDBK), demir diizeyi ile SDBK
toplamindan elde edilmektedir. Bu deger hastalardaki transferin satiirasyonu

yiizdesinin belirlenmesi i¢in hesaplanmustir.
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Transferrin Satiirasyonu (Tfr sat.)

Transferin satiirasyonu % deger olarak, demir diizeyinin TDBK’ye oram

olarak hesaplanmustir.
Tfr sat = (Serum demir diizeyi x %100)/TDBK
Referans degerler: %15-45
Kreatinin

Ornekteki kreatinin alkali pH’da pikrat ile reaksiyona girerek sari-kirmizi

renkli bir kompleks olusturur.

alkali pH
Kreatinin + pikrik asit » sari-kirmizi kompleks

Bu kompleksin 505 nm dalga boyundaki absorbansinin artma derecesi
ornekteki kreatinin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Kreatinin i¢in erkeklerde
beklenen normal degerler 0,7-1,2 mg/dl iken kadinlarda 0,5-0,9 mg/dl’dir. 24 saatlik
idrarda beklenen kreatinin atilimi erkeklerde 1040-2350 mg/giin iken kadinlarda
740-1570 mg/glindiir.

Kreatinin Klirensi

Kreatinin klirensi (GFR) 24 saatlik idrar hacmi, idrar kreatinin diizeyi ve kan
kreatinin diizeyi kullanilarak hesaplanan bir formiilden elde edilmektedir.
GFR: 24 saatlik idrar hacmi*idrar kreatinin diizeyi /1440¥kan kreatinin diizeyi
Referans degerler: Kadin 88—128 ml/dk, Erkek 97-137 ml/dk
MDRD= 186x (serum kreatinin diizeyi) **** x (yas) %% x 0.742 (kadin ise)

NGAL

NGAL diizeyleri “Biovendor Human NGAL/Lipocalin-2 ELISA” (Cek
Cumhuriyeti) kiti kullanilarak serumdan Sandwich ELISA yontemi ile caligildi.
Standartlar, kalite kontrol ve hasta 6rneklerinin, poliklonal NGAL antikoru ile kapl
mikroplakta inkiibasyonunun ardindan yikama yapilarak baglanmayan antikorlar
uzaklastirildi ve biyotinle isaretli anti-insan NGAL antikoru eklenerek tekrar yikama

gergeklestirildi. Streptavidin-HRP konjugat soliisyonunun ilave edilmesinin ardindan
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son yikama basamagi gerceklestirilerek, yikamanin ardindan kalan konjugat ile
reaksiyona giren substrat soliisyonu eklendi. Reaksiyona asidik durdurma soliisyonu
eklenerek mavi rengin sartya doniistiigii goriilerek spektrofotometrede 450 nm’de

okutularak deneye son verildi.

Reaktiflerin ve Orneklerin Hazirlanmas::

Kit analiz 6ncesi 2-8 °C’de saklandigi i¢in, tiim reaktifler 6l¢tim oncesi 18-28 °C’ye
getirildi. Calismada kullanilan 10X yikama tamponu ve 20x biyotinle isaretlenmis
liyofilize antikor kit propektiisiinde belirtildigi gibi diliie edildi.Yiiksek ve disiik
diizey kontrollarda belirtilen hacimde distile su ile diliie edildi. Liyofilize haldeki 10
ng/ml stok standarttan 5 ng/ml, 2.5 ng/ml, 1.25 ng/ml, 0.6 ng/ml , 0.3 ng/ml
diizeyinde standartlar hazirlandi. -20 C°de saklanan serumlar ¢aligmadan hemen 6nce
oda 1s1sina getirildi. Serumlar diliisyon tamponu ile 1:30 diliie edildi.

Tablo 7: NGAL ¢alisma basamaklari

Kor Standard Kontrol Ornek
Diliisyon tamponu 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Standard - 100 pul - -
Kontrol - - 100 pl -
Ornek - - - 100 ul

1 saat 300 rpm de calkala

3 kez 350 pl yikama soliisyonu ile yika

Biotin konjugat ‘ 100 pl ‘ 100 pl ‘ 100 pl ‘ 100 pl

1 saat 300 rpm de calkala

3 kez 350 pl yikama soliisyonu ile yika

Streptavidin-HRP ‘ 100 pl ‘ 100 pl ‘ 100 pl ‘ 100 pl
30 dk 300 rpm de ¢alkala
3 kez 350 pl yikama soliisyonu ile yika
TMB Substrat | 100 pl \ 100l | 100 pl \ 100 pl
Karanlikta 10 dk oda 1sisnda beklet
Durdurma 100pl 100 ul 100 ul 100 pul
soliisyonu

5 dakika i¢inde 450 nmde oku

Calisilan NGAL standartlari ile olusturulan kalibrasyon egrisi sekil 10°da verilmistir.

24



Absorbans

NGAL ng/ml

Sekil 10: NGAL kalibrasyon egrisi
Bu kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta serumlarindaki NGAL diizeyleri

ng/ml olarak hesaplandi.

IL-6:

IL-6 diizeyleri “eBioscience Human IL-6 Platinum ELISA” (Avusturya) Kiti
kullanilarak serumdan ELISA yontemi ile galisildi. Anti-insan IL—6 kapl antikor ile
kapli mikroplaga eklenen standart ya da 6rnekteki IL—6, antikorlarca adsorbe edilir.
Biyotin ile konjuge anti-insan IL-6 antikoru eklenir ve ilk basamakta antikor
tarafindan tutulan insan IL-6 baglar. Inkiibasyonun ardindan bagli olmayan biyotin
konjugatl anti-insan IL—6 antikoru yikama basamagi ile uzaklastirilir. Streptavidin-
HRP eklenir ve bu da biyotin konjugatli anti-insan IL-6 antikorunu baglar.
Inkiibasyonu takip eden basamakta bagli olmayan streptavidin-HRP yikama ile
uzaklastirilir. HRP ile reaksiyon gosterebilen substrat soliisyonu kuyucuklara eklenir.

Ornek ya da standarttaki var olan IL-6 diizeyine gore renk degisimi gdzlenir. Deney
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asit yapidaki durdurma sollisyonunun eklenmesi ile sonlandirilir ve absorbanst 450

nm dalga boyunda okuma yaptirilir
Reaktiflerin Hazirlanmasi:

Kit analiz 6ncesi 2-8 °C’de saklandigi i¢in, tiim reaktifler 6l¢iim Oncesi oda
sicakligina getirildi. Calismanin yapilacagi 24 saat icinde 20X yikama tamponu ve
20x galisma tamponu prospektiiste belirtildigi gibi diliie edildi. Biyotin konjugat ve
streptavidin-HRP, diliisyondan sonra 30 dakika iginde kullanilacak sekilde ¢alisma
tamponu ile kit prospektiisiinde belirtildigi gibi diliie edildi. Kontroller belirtilen
hacimde distile su ile diliie edildi. Liyofilize haldeki 200 pg/ml stok standarttan 100
pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12.5 pg/ml , 6.25 pg/ml, 3.75 pg/ml diizeyinde

standartlar hazirlandi.

Tablo 8: IL-6 Calisma basamaklari

Kor | Standard | Kontrol | Ornek
Yikama tamponu 2 kere 400 pl ile yikanir
Deney tamponu 100 pl - - 50 ul
Standard - 100 pl - -
Kontrol 100 pul
Ornek - - - 50 ul
Biyotin konjugat | 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
Ustii ortiiliir, 2 saat 100 rpm de calkalanir
4 kere 400 pl ile yikanir
Streptavidin-HRP | 100 pl 100 pul 100 pul 100 pl
Ustii ortiiliir, 1 saat 100 rpm de calkalanir
4 kere 400 pl ile yika
TMB Substrat [ 100 ul | 100 pl | 100 pl | 100 pul
Karanlikta 10 dk oda 1sisinda bekletilir
Durdurma 100 ul 100 pul 100 pul 100 ul
soliisyonu
450 nmde okuma yapilir

Calisilan IL—6 standartlari ile olusturulan kalibrasyon egrisi sekil 11°de verilmistir.
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Sekil 11: IL—6 kalibrasyon egrisi

Bu kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta serumlarindaki IL—6 diizeyleri
belirlendi

Hepsidin:

Hepsidin diizeyleri “ DRG Hepsidin ELISA” (ABD) kiti kullanilarak serumdan
enzim immiin 6l¢iim yontemi ile c¢alisildi. Bu kit solid faz enzim bagli immiin
sorbent yonteme dayali olarak, yarigmali baglanma temeline dayali olarak 6l¢ciim
yapmaktadir. Mikroplak, biyoaktif hepsidin 25 molekiiliiniin antijenik sitesinedirekt
baglanabilen monoklonal antikor ile kapldir. Hasta serumundaki endojen hepsidin
ile eklenen hepsidin-biyotin konjugat, kapli antikorlar i¢in yarigmaya girer.
Inkbasyon sonrast bagli olmayan konjugat yikama ile uzaklastirilir. Streptavidin-
peroksidaz enzim kompleksi ile inkiibasyonun ardindan ikinci yikama basamagi
uygulanir. Substrat soliisyonunun eklenmesi ile renk degisimi gozlenir. Rengin

yogunlugu hastadaki hepsidin diizeyleri ile dogru orantilidir.
Reaktiflerin Hazirlanmasi:

Kit analiz 6ncesi 2-8 °C’de saklandig1 i¢in, tiim reaktifler 6l¢iim oncesi 18-28
°C’ye getirildi.Biitiin liyofilize kontroller ve standartlar 0.5 ml distile su ile diliie
edildi. 40x yikama soliisyonu kit prospektiisiinde belirtildigi gibi diliie edildi.
Orneklerin diliisyonu 1:100 oraninda gergeklestirildi.
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Tablo 9: Hepsidin Calisma Basamaklari

Standard Kontrol Ornek
Ornek tamponu 10 pl 10 pl 10 pl
Standard 20 pul - -
Kontrol 20 pl
Ornek - - 20 ul

30 dakika 500 rpm de ¢alkalanir

Deney tamponu 150 pl 150 pl 150 pl
Enzim konjugat 100 pl 100 pl 100 pl

180 dk 500 rpm de ¢alkalanir
5 kez 400 pl yikama soliisyonu ile yikanir
Oda 1s1sinda 30 dk inkiibasyona birakilir
Durdurma 100 pl 100 ul 100 pl
soliisyonu

10 dk i¢inde 450 nmde okuma yapilir
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Sekil 12: Hepsidin kalibrasyon egrisi

Bu kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta serumlarindaki hepsidin diizeyleri
belirlendi

Pro-hepsidin:

Pro-hepsidin diizeyleri “DRG Hepsidin prohormon ELISA” (ABD) Kkiti
kullanilarak serumdan enzim immiin 6l¢lim yontemi ile ¢alisildi. Bu kit solid faz
enzim bagli immiin sorbent yonteme dayali olarak, yarismali baglanma temeline
dayali olarak 6l¢lim yapmaktadir. Mikroplak, hepsidin prohormon molekiiliiniin (28-
47 aminoasit) antijenik bolgesine direkt baglanabilen monoklonal antikor ile kaphdir.

Hasta serumundaki endojen hepsidin, ile eklenen hepsidin-biyotin konjugat, kaph
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antikorlar igin yarismaya girer. Inkiibasyon sonrasi bagl olmayan konjugat yikama
ile uzaklastirilir. Bagli biyotin konjugat miktari, 6rnekteki hepsidin prohormon
diizeyi ile ters orantilidir. Substrat soliisyonunun eklenmesinin ardindan goriilen renk

yogunlugu hasta 6rnegindeki hormon diizeyi ile orantilidir.
Reaktiflerin Hazirlanmasi:

Kit analiz 6ncesi 2-8 °C’de saklandig1 i¢in, tiim reaktifler 6l¢lim Oncesi 18-
28°C’ye getirildi. Biitiin liyofilize standartlar ve kontrol 1 ml distile su ile diliie
edildi. 40x yikama soliisyonunun kit prospektiisiinde belirtildigi gibi diliie edildi.
Orneklerin diliisyonu 1:100 oraninda gerceklestirildi.

Tablo 10: Pro-hepsidin galisma basamaklari

Standard Kontrol Ornek
Deney tamponu 100 pl 100 pl 100 pl
Standard 50 pl - -
Kontrol 50 ul
Ornek - - 50 ul
Biyotin konjugat 100 pl 100 pl 100 pl
120 dakika oda 1s1sinda inkiibasyona birakilir
5 kez 400 pl yikama soliisyonu ile yikanir
Enzim kompleks 100 pul 100 pl 100 pl
60 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakilir
5 kez 400 pl yikama soliisyonu ile yikanir
Substrat 100 pl 100 pl 100 pl
soliisyonu
30 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakilir
Stop soliisyonu 100 pl 100 pl 100 pl
10 dk i¢inde 450 nmde okuma yapilir

Calisilan pro-hepsidin standartlar ile olusturulan kalibrasyon egrisi sekil 13’te
verilmistir.
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Sekil 13: Pro-hepsidin kalibrasyon egrisi

Bu kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta serumlarindaki hepsidin diizeyleri
belirlendi
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirmesinde SPSS 17.0 (Chicago, ABD)
paket programi kullanildi. Calismadaki degiskenlerin normal dagilima uygun olup
olmadigr Kolmogorov-Smirnov testi ile degiskenlerin varyanslarin homojen olup

olmadig1 da Levene testi ile degerlendirildi.

Normal dagilima uyan Ol¢iimsel degiskenlerin, KBY ve kontrol grubu
arasindaki fark, bagimsiz 6rneklemler t-testi ile analiz edildi ve ortalama =+ standart
sapma (X+ SD) olarak gosterildi. Normal dagilima uymayan dlglimsel degiskenlerin,
kontrol, KBY ve bobrek nakli gruplart arasindaki fark Mann-Whitney U testi ile
analiz edildi ve ortanca ¢eyrekler arasi fark (geyrekler arasi dagilim araligi) olarak
ifade edildi.

KBY, bdbrek nakli ve kontrol grubu arasinda parametrik kosullar1 saglayan
degiskenlerde fark olup olmadigi, One-way Anova testi (Bagimsiz Gruplarda
Varyans Analizi) ile degerlendirildi. Bu iki grup arasinda parametrik kosullari
saglamayan degiskenlerde fark olup olmadigi ise Kruskal-Wallis testi ile analiz
edildi. Bu farkin hangi gruplardan kaynaklandigini belirlemek i¢in, parametrik
kosullar1 saglayan degiskenlere post-hoc testlerden (coklu karsilastirma testleri)
Tukey testi, karsilamayan degiskenlere de Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U
testi yapildu.

Degiskenler arasindaki iliskinin giiciinii belirlemek amaci ile basit korelasyon
ve ¢oklu regresyon analizi yapildi (y=ax+b). Korelasyon analizinde rho (Spearman
korelasyon katsayisi) degeri 0.000-0.49 araliginda iken zayif iligki, 0.50-0.69
araliginda iken orta iliski, > 0.70 olanlar ise gii¢lii iliski olarak kabul edildi.
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testinde anlamlilik sinir1 p<0.05/3=0.016
kabul edildi. Ancak tiim diger istatistiksel analizler i¢in anlamlilik smirt p< 0.05
olarak kabul edildi.
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BULGULAR:

Calismaya grubunun ozellikleri, serumda oOlgiilen analitlerin diizeyleri ve

hesaplanmis degerler tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11: Calisma gruplarinin 6zelliklerinin, Olgiilen analitlerin diizeylerinin ve

hesaplamal1 parametrelerin karsilagtirilmasi

Degisken Kontrol KBY Bobrek nakli
(n=81) (n=81) (n=82)
Yas (y1l) 46,73+10,50" 50,29+15,68" 41,79+11,66
VKI (kg/cm?) 23,33+0,24° 23,11+0, 22" 24,22+0,22
Kreatinin (mg/dl) 0,74(0,25)*9 2,47(0,90)" 1,01(0,10)
GFR (ml/dk) 108,79(29,62)*° 36,6(29)" 55,94(35,10)
MDRD 97,2+1,58 °° 34,242228" 65,7+21,70
Demir (pg/dl) 89,49+33,17° 68,53+28,53" 90,76+45,37
SDBK (pg/dl) 245(98,2)*° 188,5(91,3) 212(114,6)
TDBK(ug/dl) 345,53£62,12%° | 262,74+41,90" 308,12+65,04
Tfr sat. (%) 27,34+12,20 27,24+12,49 31,64+19,40
hs-CRP (mg/L) 1,02(1,06)° 3,94(7,46) 1,61(3,81)
IL—6 (pg/ml) 1,75(1,88)*° 48,6(27,52)" 10,33(4,64)
Hepsidin (ng/ml) 3,28(5,12)*° 81(53,03)" 30,18(14,57)
Pro-hepsidin (ng/ml) 43,65(7,04)*° | 773,72(536,07) 581,4(490,95)
NGAL (ng/ml) 1,66(1,15)* 4,01(1,32)" 2,96(1,96)

Dagilimlara gore degerler ortalama = SD ve ortanca (¢eyrekler arasi fark) olarak gosterildi
*Kontrol ile KBY gruplari aras1 fark p=0,000

®Kontrol ile KBY gruplari arasi fark p=0,001

°Kontrol ile bobrek nakli gruplari arasi fark p=0,000

Kontrol ile bbrek nakli gruplari arasi fark p=0,002

°*Kontrol ile bobrek nakli gruplari arasi fark p=0,005

"Kontrol ile bobrek nakli gruplari arasi fark p=0,037

9K ontrol ile bobrek nakli gruplari arasi fark p=0,043

hKBY ile bobrek nakli gruplar arasi fark p=0,000

'KBY ile bobrek nakli gruplari arasi fark p=0,018

Hasta gruplari ile kontrol grubu arasinda Tfr sat. (p=0,107), kontrol grubu ile
KBY grubu arasinda VKI (p=0,766) ve yas (p=0,182), kontrol ile bobrek nakli grubu
arasinda hs-CRP (p=0,052) ve demir (p=0,973), KBY ile bobrek nakli grubu arasinda
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hs-CRP (p=0,107), SDBK (p=0,149) ve prohepsidin (p=1,000) agisindan anlamli

fark bulunamamustir.

KBY grubu, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda hs-CRP diizeyleri belirgin
yiiksek olarak saptanirken (p=0,000), kontrol ile bobrek nakli ve KBY ile bobrek
nakli gruplar1 karsilastirildiginda anlamli fark bulunamadi (siras1 ile p=0,052,
p=0,107). Biitiin calisma gruplar1 arasinda hepsidin agisindan anlamli fark

bulunmustur (p=0,000)

KBY ile bobrek nakli grubu arasinda prohepsidin agisindan fark
bulunmazken (p=1,000), kontrol grubu ile siras1 ile KBY ve bobrek nakli grubu
arasinda anlamli fark saptanmistir (sirasiyla p=0,000, p=0,000)

IL-6 diizeyleri her {i¢ grup arasinda anlamli olarak farkli saptanmistir
(p=0,000). NGAL diizeyleri her ii¢ grupta da anlamli olarak farkli saptanmigtir
(p=0,000).

U¢ ayr ¢aligma grubumuz igin korelasyon hesaplamasi dagilimlar non-
parametrik oldugundan ve Orneklem grubu c¢ok biiyiikk olmadigindan, spearman
korelasyon testi ile gergeklestirildi. Tablo 12 ve 13’te analitlerin, hesaplamali
parametrelerin  ve g¢alisma grubuna aitozelliklerin korelasyonu kontrol ve hasta
grubu (KBY+bobrek nakli) i¢in verilmistir. Korelasyonun giiclinii gdsteren rho

katsay1s1 tablolarda belirtilmistir.
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Tablo 12: Kontrol grubu katilimcilarindaki parametrelerin birbirleri korelasyonlarini gosteren tablo

NGAL | Pro-hepsidin | Yas | Kreatinin | MDRD | GFR | Demir | SDBK | TDBK | Tfr sat. | hs-CRP | IL-6 VKIi
Hepsidin 0,101 -0,065 0,213 | -0,160 0,098 | 0,030 | -0,288" | 0,071 | -0,069 | -0,212 | 0,230 | 0,053 | 0,042
NGAL 0,164 0,119 | -0,039 -0,003 | 0,048 | -0,028 | 0,143 | 0,177 | -0,088 0,081 | 0,041 | -0,035
Pro-hepsidin -0,090 0,107 0,112 | 0,095 | 0,247° | -0,047 | 0,028 | 0,162 0,044 | -0,050 | -0,112
Yas 0,150 -0,451" [ -0,223"| 0,081 | -0,133 | -0,113 | 0,121 0,297 | 0,393" | -0,147
Kreatinin -0,704” | 0,087 | 0,449” | -0,466 | -0,390" | 0,487 0,086 | -0,181 | 0,010
MDRD 0,075 | -0,149 | 0,241 | 0,247 | -0,212 | -0,131 | -0,205 | 0,076
GFR 0,060 | -0,016 | -0,016 | 0,034 -0,141 | -0,194 | 0,069
Demir 0,726 | -0,438" | 0,929" | -0,189 | -0,199 | -0,070
SDBK 0,914~ | -0,916 0,217 | 0,175 | 0,063
TDBK 0,704 | 0,150 | 0,127 | 0,024
Tfr sat. -0,230° | -0,222" | -0,071
hs-CRP -0,230" | -0,222"
IL-6 -0,229°

Sayilar rho katsay1 degerlerini vermektedir. **p=0,001 *p=0,05
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Tablo 13: Hasta grubunda (KBY +bobrek nakli) parametreler arasi korelasyon analizi

NGAL | Pro-hepsidin | Yas Kreatinin | MDRD | GFR | Demir | SDBK | TDBK | Tfrsat. | hs-CRP | IL-6 | VKI
Hepsidin 0,229 0,195 0,285 0,432 -0,466° | -0,342 -0,128 -0,198 -0,337 -0,005 0,126 | 0,571 | -0,195
NGAL 0,133 0,161 0,347 -0,360° | -0,295 -0,176 0,039 -0,089 -0,128 0,200 | 0,343 | -0,078
Pro-hepsidin -0,007 0,080 -0,125 | -0,053 | -0,003 -0,146 | -0,214~ 0,069 0,018 | 0,192" | -0,179
Yas 0,085 0,157 | -0,087 | -0,097 -0,029 -0,078 -0,045 0,135 | 0,235 | -0,018
Kreatinin -0,947" | -0,719" | -0,274 0,041 -0,129 -0,184 0,261 0,528" | -0,125
MDRD 0,770° | 0,335~ -0,051 0,158 0,229" | -0,309" |-0,578" | 0,144
GFR 0,382 -0,138 0,082 0,303 -0,392” | -0,398" | 0,068
Demir -0,659 -0,175 0,941 -0,293” | -0,250" | 0,085
SDBK 0,827° | -0,860° | 0,171 -0,101 | 0,051
TDBK -0,467 0,021 | -0,309" | 0,156
Tfr sat. 0,241 | -0,111 | 0,021
hs-CRP 0,261" | -0,032
IL-6 -0,212"

Sayilar rho katsay1 degerlerini vermektedir. **p=0,001 *p=0,05
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Calismamizda hasta gruplar ile kontrol grubu arasinda yas ve VKI bakimimdan
anlaml farklilik saptandigindan bu iki faktoriin etkisi sabit tutularak parsiyel
korelasyon analizi yapildi. Parsiyel korelasyon analizi sonucu Kkorelasyon
katsayilarinin ~ (tho, Spearman korelasyon katsayisi)anlamli olarak degismedigi
goriildii . Hepsidin ile NGAL’1n hasta grubunda korelasyonu rtho=0,229 bulunurken
yas etkisi kontrol edildiginde rho=0,194, VKIi ie birlikte yas etkisi kontrol
edildiginde rho=0,190 olarak bulunmustur.

Yapilan coklu regresyon analizine gore hepsidin icin bagimsiz belirtecler
NGAL (beta=5,64, p=0,016) ve IL-6 (beta=0,75, p=0,000), MDRD (beta=-0,454,
p=0,000), NGAL i¢in bagimsiz belirtegler ise MDRD (beta=-0,015, p=0,000) IL-6
(beta=0,011, p=0,012), kreatinin (beta=0,203, p=0,006)dir.
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TARTISMA
Toplumda yaygin olarak goriilen KBY, 6nemli bir halk sagligi problemidir.

Erken donemde tami konarak, tedavisi bagladiginda istenmeyen klinik sonuglari
Onlenebilen bu hastaligin, insidans ve prevalansi giderek artmaktadir. Bu hastalarin
tamamina yakininda (%90) SDBY gelisir. Son donem bdbrek yetmezligi ise bobrek
fonksiyonunun geri doniisiimsiiz kaybi ile karakterize, hayati tehdit eden {iremiden
korumak i¢in hastaya devamli diyaliz (hemodiyaliz, periton diyalizi) veya nakil gibi
RRT’nin uygulandig: klinik bir tablodur (1,91). Son donem bobrek yetmezligi olan
hastalarda tercih edilen RRT sekli siklikla bobrek naklidir (26).

Diyaliz tedavisi goren hastalar ile kiyaslandiginda, bobrek nakli yapilmis olan
hastalarin sag kalimi1 ve yasam kalitesi daha 1yi, saglik harcamalar ile ilgili giderleri
ise daha azdir (92). Ote yandan, bobrek naklinin saglamis oldugu bu avantajlar
stirekli degildir; immiin siipresif tedaviler allograft Omriinii uzatmakta ancak nakil
hastalar1 normal yasam siiresine sahip olamamaktadirlar. Bir siire sonra hastalarin
biiyiik ¢ogunlugunda allograft yetmezligi ortaya ¢ikar. Bir yillik hasta yagami % 90-
98, 5 yillik hasta yasami ise % 80-90 civarindadir (26). Kadavra ve canli donorlerden
yapilan bobrek nakli sonrasinda 5 yillik graft sagkalimi sirasi ile %66 ve %67 dir
(92). Bobrek nakli hastalart KBY klinigine ait semptomlari ve Ozellikleri
tasidigindan, GFR derecesine ve bobrek hasari belirtegleri varligina bakilmaksizin
KBY olarak degerlendirilmeleri onerilmektedir. Bu hastalarda, azalmis GFR ya da
albuminiiri olmamasina ragmen, yapilan biyopsilerde patolojik tani konulabilen
bozukluklarin varlig1 buna gerekcedir (2).

Bu nedenle biz de calismamiza hem nakil hem de heniiz diyalize alinmamis
KBY tanisi almis hastalart dahil ederek bobrek yetmezliginin farkli evrelerinin
Ozelliklerini tasiyan bireylerdeki inflamasyon durumunu degerlendirmeye calistik.

Kronik bobrek yetmezligi ve bobrek nakil hastalar1 genel toplum ile
karsilastirildiginda hizlanmis ateroskleroz ile birlikte kardiyovaskiiler sistem
hastaliklar1 i¢in yiiksek morbidite ve mortalite riski tasidigr bildirilmektedir (2,93).
KBY hastalig1 olanlarda olmayanlara gore mortalitenin rolatif riski 0.94-5’e kadar
degismektedir. 41 kohort ¢alismasi ele alindiginda c¢alismalarin %93’iinde rolatif
riskin birden fazla oldugu bulunmustur (94). Diyaliz hastalari ile karsilastirildiginda
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nakil hastalarinda kardiyovaskiiler mortalite her ne kadar daha diisiik olsa da, hala
belirgin bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (95,96).

Fernande ve arkadaglarinin 1981-2008 yillar1 arasinda 2059 bdbrek nakli
hastasinda yiiriittigli prospektif kohort caligmasinda, uzun dénemde bobrek
fonksiyonunda azalma ile birlikte artmis kardiyovaskiiler risk ile karsi karsiya
gelindigi goriilmistiir. Cox regresyon modeline gore bobrek nakli hastalarmin KVS
hastaliklarindan rélatif 6lim riski saglikli katilimcilara gore 1.33diir(95).

Vanholder ve arkadaglarimin, 18 yili kapsayan 85 yayin verilerini
degerlendirdiklerinde GFR degerindeki diisiis ile birlikte kardiyovaskiiler sistem
hastaliklarinda artig goriildiigi belirtilmistir (97). Calismada, yazarlar bulgularini su
sekilde belirtmislerdir; 1) artmis serum kreatinini veya azalmis GFR varliginda,
morbidite ve mortalite KVS hastaliklar1 nedeniyle belirgin olarak artmis ayrica
vaskiiler yikim da hizlanmistir; ii) bobrek yetmezliginde diyaliz basamagindan ¢ok
onceleri kardiyovaskiiler hasar baglar; iii) bobrek hasar1 ile KVS hastaliklar
arasindaki iligki ile DM ile KVS hastaliklar1 arasindaki iliski epidemiyolojik olarak
kiyaslanabilir; iv) bilinen kardiyovaskiiler risk faktorlerinin yaninda 6zgiin olarak
bobrek yetmezligi ile ilgili olan diger bazi faktorlerin etkili olabilecegi, v)KVS
hastaliklarina kars1 uygun koruyucu yaklasimlarin bobrek disfonksiyonu olusumunda
erken evrelerde baslanmali ancak bobrek fonksiyon parametrelerinin yanlis
yorumlanmasi, bobrek yetmezliginin ge¢ taninmasi ve hastanin ¢ok daha gecikmis
konsiiltasyonu nedeni ile baglanamamaktadir (97).

Kronik bobrek yetmezliginde, morbidite ve mortalite nedeni olusturan KVS
ve diger sistem hastaliklarin temelinde kronik inflamasyonun yattig1 ortaya
konmustur. Kronik inflamatuvar siireg, bobrek yetmezliginin erken evrelerinden
SDBY’ne kadar olan biitiin evrelerde hakimdir (2,40). Oksidatif stres ve endotel
disfonksiyonu ile birlikte inflamasyon, hizlanmis aterosklerozun ilerlemesine 6nemli
katkida bulunmaktadir. Bu da KBY ile KVS hastaliklar1 arasindaki iliskinin
anlasilmasini saglamaktadir (44).

Kronik bobrek yetmezligi olan kisilerde artmis oksidatif stres, azalmis sitokin
Klirensi, kronik infeksiyonlarin varligi, hipertansiyon, asirt sivi yiiklenmesi,
metabolik bozukluklar (hiperglisemi) ve liremik durumun neden oldugu toksik tablo

bazi sinyal yollarim1 hareket gecirerek IL—6 diizeylerinin kanda yiikselmesine neden
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olmaktadir. Yiikselen IL—6 diizeyleri ise, CRP gibi bir¢ok akut faz reaktaninin
sentezine, katabolizmanin artmasina, hiperkoagulabiliteye, istah azalmasina, kemikte
yeniden diizenlenmeye, hizlanmis ateroskleroz gibi kronik inflamatuvar siireclere
neden olmaktadir (40,44).

Bir¢ok ¢alisma, vaskiiler hastaliklarin gelisimine immiin sistemin aktif olarak
katkida bulundugunu gostermektedir. Aterosklerozun erken evrelerinde inflamatuvar
hiicrelerin, vaskiiler ~duvara infiltrasyonu gerceklesmektedir. Inflamatuvar
hiicrelerden saliman CRP, kompleman sistemini aktifleyerek kopiik hiicrelerinin
olusumuna katilarak aterosklerotik lezyon olusumuna katkida bulunmaktadir (98).

Inflamasyonun bilinen belirteclerinden olan, CRP ve IL-6’nin yiiksek
diizeylerinin, ani kardiyak 6liimler ile normal diizeylerine sahip olanlara oranla daha
fazla iligkili oldugu bilinmektedir (40).

Cok merkezli prospektif myokard enfarktiisii kohort caligmasina 50-59 yas
arast 9771 erkek katilimeinin izlendigi ¢alismay1 yiiriiten, Jean-Philippe Empana ve
arkadaslar1 koroner kalp hastaliklar1 igin risk faktorlerini tanimlamislardir. IL—6
diizeyleri diisiikten yiiksege dogru ii¢ grupta siniflandirilmis ve iist gruptaki I1L—6
diizeylerine sahip olan katilimcilarda, alt grup IL-6 diizeylerine sahip kisilere gore
ani kardiyak 6liim riskinin {i¢ kat artmis oldugu saptanmistir. Risk modeline hs-CRP
diizeylerinin eklenmesi riski degistirmemis ani kardiyak oliim riski ayni oranda
kalmigtir (99).

Bizim c¢alisgmamizda IL-6’nin hs-CRP’den daha giiglii olarak bdbrek
fonksiyon parametreleri ile iligkili oldugu gorilmektedir. Bu sonug¢ kronik
inflamasyonda etken sitokinin agirlikli olarak IL-6 oldugu ve bdbrek fonksiyon
kayb1 ile paralel olarak komplikasyon riskini gostermede etkin olacagi goriisiinii
desteklemektedir.

Parekh ve arkadaslarinin, 1041 KBY hastas1 ile yiriittigi kohort
caligmasinda inflamasyonun ani kardiyak oOliimii, prematiire aterosklerozu ve
sitokinle indiiklenen plak instabilitesini hizlandirdig1 gosterilmistir. Caligmada CRP
ve IL-6’nin, inflamatuvar siireg ile birlikte olan miyokardiyal fibrozisi, ventrikiiler
repolarizasyonu geciktirerek etkiledigi ileri siirtilmiistiir (100).

Shlipak ve arkadaslariin 5808 KBY hastasi ve kontrol grubunda, cesitli

inflamatuvar ve prokoagiilan analit diizeylerini ¢alisarak gerceklestirdigi Cardiovascular
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Health Study (CHS), inflamatuvar belirte¢lerden, IL-6 ve CRP diizeyleri KBY
hastalarinda sagliklilara gore belirgin yiiksek saptanmistir. CRP diizeyleri kontrol
grubunda 3,5 mg/L bulunurken KBY grubunda 5,1 mg/L saptanmistir (p<0,0001).
IL—6 diizeyleri ise, kontrol grubunda 2,4 pg/ml iken KBY grubunda 3,2 pg/ml olarak
bulunmustur(p<0,0001) (101).

Calismamizda hasta grubu, heniiz diyalize alinmamis son bes yil i¢cinde tani
almis, evre |-V KBY hastas1 81 kisi ile son bes yil i¢cinde bobrek nakli yapilmig 82
kisiden olusmaktadir. Calismamizda hs-CRP diizeyleri, kontrol grubu ile KBY
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek saptanmistir (p=0,000).
KBY hastalarinda, saglikli gruba gore daha yiiksek saptanan hs-CRP diizeyleri, bu
hastalarin KVS hastaliklar1 agisindan daha yiiksek morbidite ve mortalite riskine
sahip olduklarin1 desteklemektedir.

KDOQI’'nin MDRD c¢alismasinda evre III-IV KBY hastalarinda diger bilinen
kardiyovaskiiler risk faktorlerinin de risk modeline eklenmesi ile birlikte diizeyi
yiksek CRP diizeylerinin kardiyovaskiiler mortalite riski ile iligkili oldugu
gorilmistiir. (44).

Evre I11-IV KBY hastaligi olan 1678 hastanin katilimci olarak alindigi ve 108
ay boyunca izlendigi Weiner ve arkadaslarinin yiiriittiigii ¢alismada CRP ve
fibrinojen diizeyleri MI ve strok ve diger mortalite nedenleri ile bagimsiz olarak
iliskilidir (102).

Evre IV-V heniiz diyalize alinmamis 25, periton diyalizi tedavisi goren 22 ve
hemodiyaliz tedavisi géren 23 hastayr kapsayan 70 KBY hastasi ile 69 saglikl
katilimecinin katildigi, Gomez ve arkadaglariin gerceklestirdigi ¢alismada CRP’nin,
KBY hastalarinda RRT alan hastalara gore belirgin yiiksek oldugu ancak ikisi
arasindaki Kkorelasyonun net olmadigi gosterilmistir. Calismada kardiyovaskiiler
hastaliklarda ateroskleroz i¢in ongdrdiiriicli olan diger inflamasyon belirte¢lerinin de
KBY ve bobrek nakil hastalarinda kontrol grubuna gore belirgin yliksek saptanmistir
ve bu belirteclerin diizeylerinin, GFR diisiisii ile orantili oldugu gosterilmistir (103).

Bobrek nakli grubunda hs-CRP diizeyleri, saglikli gruba gore daha yiiksek
bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamlilik yoktu (p=0,052). Bobrek nakli
grubumuzun VKI’si kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmasina

ragmen literstiir bilgileri dogrultusunda yiiksek olmas1 beklenen hs-CRP diizeylerinin
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beklendigi gibi yiiksek olmadigi gézlenmistir. Bunun nedeninin farkli bir etkinin
ornek olarak hastalarin aldiklar1 ilaglarin (immiinstipresifler, antihipertansifler vs.)
olabilecegi 6ne siiriilebilir.

Calismamizda IL—6 diizeyleri her ii¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,000). Kontrol grubunda VKI ile IL-6 ve hs-CRP diizeyleri
arasinda zayif bir korelasyon (sirasi ile rho=-0,229, rho=-0,222) bulunurken, hasta
grubunda aym diizeyde korelasyon sadece VKI ile IL-6 arasinda saptanmustir. hs-
CRP ile anlamli korelasyon bulunamamasinin nedeni hasta grubunun kullandig:
ilaglardan (ditiretikler, steroid gibi yiiksek dozda alinan immiinsiipresif ilaglar)
kaynakli oldugu diisiiniilebilir (44). Yine her iki gruba bakildiginda bu iki iyi bilinen
inflamasyon belirtecinin birbirleri ile korelasyon gosterdigi goriilmektedir.

CRP, IL-6 ve albumin diizeylerini 103 diyaliz 6ncesi KBY hastasinda calisan
Panichi ve arkadaglari, kreatinin klirensi degerleri azaldikga CRP ve IL-6
diizeylerinin de arttigimi tespit etmiglerdir. CRP ve IL-6’nin birbirleri ile iligkili
oldugu (r = 0.35, p < 0.0004). CRP and IL-6 diizeylerinin renal fonksiyona baglh
olarak degistigini (CRP vs. kreatinin klirensi, r = -0.56, p < 0.0001; IL-6 vs. kreatinin
Klirensi, r= -0.55, p < 0.0001, Spearman korelasyon katsayisi) ortaya koymuslardir
(104).

Calismamizda her iki hasta grubunda yiiksek saptanan, hs-CRP ile IL-6
diizeylerinin GFR ve MDRD ile negatif yonde korele oldugu goériilmektedir . Kronik
bobrek yetmezligi olan hastalarda, hsCRP ile IL-6 diizeylerini ile bobrek fonksiyon
belirteci olarak kullanilan kreatinin, GFR, MDRD ile iliskili oldugunu gosterdik.
Ozellikle IL-6’'min hs-CRP’ye gore fonksiyon gostergeleri ile olan iliskisi daha
giicliidiir. Bulgular kreatinin klirensi azaldik¢a ya da renal fonksiyon kaybina baglh
olarak inflamatuvar belirteglerin diizeylerinin kanda yiikseldigini kanitlar niteliktedir.
Inflamatuvar belirteglerinin ~ diizeylerinin hem MDRD hem de GFR ile
korelasyonlarinin birbirleri ile benzer olmasi, katilimcilarin idrar toplama ile 1ilgili
uyumsuzluklarinin olmadigini bize gostermektedir. Her iki hesaplamali parametrenin
de azalan bobrek fonksiyonunu evrelendirme ile ilgili dogru yon cizebilecegini
diistinmekteyiz.

Laboratuvarlarda rutin kullanima girmis ve birgok hastaligin kardiyovaskiiler

sistem hastalik komplikasyonlar1 i¢in dngordiiriicii olarak kullanilan hs-CRP ve IL—6
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gibi bilinen inflamasyon belirteclerinin yaninda, heniiz literatiirde az sayida ¢aligma
yapilmis olan ve inflamasyon patogenezinde rol aldigi diisiiniilen hepsidin ile onciil
proteini olan pro-hepsidinin ve NGAL’in, KBY ve bobrek nakli hastalarindaki
iliskisini arastirmak amaci ile yapilan ¢alismamizda, bu ii¢ parametrenin iliskisi
arastirilmistir.

Komplike bir mekanizma iizerinden etkili oldugunu diisiindiigiimiiz bu
iliskinin, hem demir metabolizmasindaki gorevleri, hem de hs-CRP ve IL-6 gibi
inflamasyon belirtegleri ile birlikte rol aldiklar1 inflamasyon siireci iizerinden olup
olmadigi ortaya konulmaya calisilmistir. Hepsidin ve NGAL’1n inflamasyonla iligkisi
incelenirken, bu analitlerin diizeylerinin viicuttaki demir metabolizmasindan
etkilenip etkilenmedigini arastirmak amaci ile katilimcilarin serumlarindan, demir,
serbest demir baglama kapasitesi, total demir baglama kapasitesi diizeyleri ¢alisiimig
ve transferrin satiirasyonu hesaplanmistir.

Demir yerkabugunda dordiincii siklikta ve insan viicudunda en fazla bulunan
gecis elementidir. Biitiin aerobik organizmalarin biliyime ve yasaminin
stirdiirmesinde, oksijen tastyicist ya da elektron transfer reaksiyonlarinin katalizorii,
nitrojen fiksasyonu ya da DNA sentezinde gereklidir (105).

Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda demir metabolizmasi genellikle
bozulmustur. Bu hastalara demir tedavisi ve eritropoezi uyaran ajanlar ile tedavi
siklikla uygulanmaktadir (105).

Son donem bdbrek yetmezligi olan hastalarda goriilen kardiyovaskiiler
hastaliklarin patogenezinde, demirin rolii heniiz ¢ok iyi anlasilamamistir. Ancak
demir diizeyi yiiksek olan hastalarin (demir tedavisi alan) hastaneye yatma oranlari
ve mortalite oranlari daha yiikksek bulunmustur (106). Demir, reaktif oksijen
radikallerinin yapimin1 Haber-Weiss gibi oksidatif reaksiyonlarin katalizorligiini
(107) yaparak artirmakta ve ortaya ¢ikan serbest radikaller, kardiyomyopati gibi
KVS hastaliklarina yol agmaktadir (106). Bu yiizden bu hastalarda anemi tanisi
konulmasi ve demir metabolizmasinin diizenlenmesi ¢ok dnemlidir.

Diyabetik olmayan 102 periton diyaliz hastast ve serum kreatinin diizeyleri
<1,5 mg/dl olan 102 saglikli katilimciyla yiiriitiillen bir calismada kalpte iletim
fonksiyon bozuklugunu gosteren QTc dagilimimin ortalama degeri kontrol grubuna

belirgin uzun bulunmustur (69,8 £ 40,0 ms ve 55,2 + 33,6 ms, p<0.01). Demir
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satiirasyonu >%35,2 olan hastalarda QTc’nin 74 ms’den daha uzun olmasi igin
bagimsiz bir risk faktorii olarak alinmistir. Demir yiiksekligi iletim yollarinda
anormalliklere neden oldugundan ani kalp Olim riskini SDBY hastalarinda
artirmaktadir (106)

KBY hastalarinda demir eksikligi tanisini koymada en degerli testler
transferin satiirasyonu ve ferritindir. Ferritin bilinen bir akut faz reaktanidir ve
inflamasyonda diizeyleri genellikle yiiksek olarak saptanmaktadir. Ancak transferin
satiirasyonu inflamasyondan etkilenmediginden kronik hastalik anemisini saptamada
degerlidir (108).

Biz de c¢alismamiza transferrin satiirasyonunu hesaplayarak hastalardaki
gercek demir eksikligi varligin1 saptayip, demirin inflamasyondaki roliinii
tanimlamaya calistik. Calismamizda demir diizeyi, kontrol grubu ile KBY grubu
arasinda ve KBY ile bobrek nakli grubu arasinda anlamli olarak farkli saptanmistir
(swrast ile p=0,001 ve p=0,000). Transplant grubunda diger gruplara gore daha
yiiksek demir diizeyleri mevcuttur. Her ne kadar anemi tedavisi (oral/iv/im demir
preparatlari, eritropoetin analogu preparatlar) alma orani (%68) en yiiksek olan grup
KBY grubu olsa da en diisiik demir diizeyi ortalamasi bu grupta saptanmistir.
Inflamasyon mekanizmalarmin, toksik olan demiri dolasimdan uzak tutmaya
calismasinin bu sonugta etkili olabilecegini diisliniiyoruz.

Inflamasyondan etkilenmeyen bir parametre olarak transferin satiirasyonu
diizeylerinde, her 1ii¢ grup birbiri ile karsilagtirldiginda anlamli farklilik
saptanmamistir. Bu sonug¢ her iki hasta grubunun aldiklari anemi tedavisinin etkin
oldugunu ya da heniiz kronik hastalik anemisi tablosunun, hastalarin bir¢ogunda
gelismedigini one stirebilir.

Son 10 yildaki ¢aligmalar ile molekiiler yapisi ve kontrol mekanizmalar1 daha
1yl anlasilan hepsidinin, sistemik demir metabolizmasinin temel diizenleyicisi oldugu
net olarak ortaya konulmustur. 25 aminoasitten olusan kiiciik peptid yapidaki bu
hormonun g¢ogunlukla hepatositlerce iretildigi, viicuttan ise bobrekler tarafindan
uzaklastirildig: bilinmektedir (85, 86, 105).

Kulaksiz ve arkadaslari, hepsidin sentezinin karaciger yaninda bobreklerde
de gergeklestigini ayrica viicuttan uzaklastirlmasinda da hepsidinin rol aldigini 6ne

stirmiislerdir. Hemi-hepatektomi yapilan yedi karaciger metastazi olan hastadan
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alindan karaciger Orneklerinde immiinohistokimyasal, RT-PCR, western blot ve
immiinfloresan analiz incelemeleri gergeklestirilmis ve hepsidin sentez ve
regiilasyonunun karaciger hepatositlerinde gergeklestigi goriilmiistiir. Ayni hastalarin
idrar 6rneklerinden ELISA ile hepsidin diizeylerinin yiiksek oldugu saptanmis ve
hepsidinin viicuttan uzaklastirilmasinda bobregin etkin oldugu oOne stirtilmistiir
(109).

Yalniz demir metabolizmasinin diizenleyicisi olarak bilinen hepsidinin,
inflamatuvar siirecte IL-6 kontroliinde salinan akut faz proteini oldugu son yillardaki
caligmalarca ortaya konulmaktadir . inflamasyon ve infeksiyonlar siiresince, hepsidin
artig1 ekstraseliiler demir diizeylerini diislirerek mikroorganizmalar i¢in gerekli olan
demirin kullanimimi engellemektedir.  Hepsidinin onciil proteini olan ve 60
aminoasitten olusan prohepsidin hepatositin bazolateral membranindan dolagima
verilir.

Nemeth ve arkadaslarinin yilinda yaptigi ¢alismada, kanda hepsidin diizeyinin
artisinin  IL-1 ya da TNF-a uyarisi ile degil sadece IL-6 injeksiyonu ile
gerceklestiginden, hepsidin tip II akut faz reaktani olarak siniflandirilmistir (110).

Wrighting and Andrews grubunun ve Truksa ve arkadaglarinin yaptigi
caligmalarda  inflamasyon wuyaranina yanit olarak hepsidin  diizeyinin
diizenlenmesinin, IL-6’nin Jak/STAT sinyal yolagi ile gerceklestigi ortaya
konmustur (111,112).

Bizim ¢alismamizda, hepsidinin IL-6 ile hasta grubunda orta derecede
korelasyon (rho=0,571) gostermesi, hepsidinin IL-6 kontroliinde sentezlenip
salgilandigint ve kronik inflamatuvar siireci degerlendirmede etkin olabilecegi
goriisiinti desteklemektedir.

Hepsidinin kesfinden bu yana yapilan ¢aligmalar, genellikle hayvan ve in
vitro ortamda gergeklestirilen deneylerdir. Serum prohepsidin tayini igin kantitatif
yontemler kullanilirken, bircok teknik problem giivenilir ve rutin aktif 25
aminoasitlik hepsidin dl¢timiinii 6nlemektedir (113).

Kiiciik ve kompakt yapida bir peptid olmasi, pargalar arast siki biitiinliik,
antijen uygunsuzluklar1 uygun bir immiinokimyasal yontemin gelistirilmesine engel
olmaktadir (114). Prohepsidin 06l¢iim sonuglart ile bircok klinik calisma

gerceklestirilmekte ancak prohepsidinin hepsidin ile biyolojik iligski ve uygunlugu net

45



degildir (115) Prohepsidin, demir metabolizmas1 degisikliklerinden ¢ok inflamasyon
uyaranlart ile diizeyi degisen bir parametredir. Hem teknik problemler nedeniyle hem
de hepsidinin inflamasyon siireci ile birlikte demir metabolizmas1 kontroliinde rol
almasindan dolay1, inflamasyon degerlendirmesinde prohepsidinin ek olarak
calisilmasi bu siire¢ hakkinda bilgi verebilmesi agisindan degerlidir.

Bizim c¢aligmamizda hepsidin diizeyini saptamadaki bahsedilen sikintilar
nedeni ile hepsidinin yaninda prohepsidin diizeylerinin tayini de gerceklestirilmistir
ve birbirleri ile anlamli iliski (rh0o=0,195) bulunamamuistir. Bu da birbirleri ile olan
zay1f biyolojik iliskiyi destekleyen bir bulgudur. Hepsidin diizeyleri, her {i¢ grup
birbirleri ile karsilastirildiginda birbirinden anlamli olarak farkli bulunurken
(p=0,000), prohepsidin KBY grubunda kontrol ve bobrek nakli gruplarina gore
yiiksek bulunmugtur.

Hasta gruplarinda, prohepsidin diizeylerinin hem demir parametreleri hem de
sitokinler ile zayif ya da yok denecek kadar korelasyon gostermesi klinik izlem ve
arastirma acisindan yararl bir biyobelirte¢ olmadigi kanisini ortaya koymustur.

Lipokalinler, immiin yanit, hiicre biiylimesi, proliferasyon ve metabolizmasi,
demir transportiri ve prostaglandin sentezi gibi bircok farkli fonksiyona sahip
proteinlerdir. Lipokalin protein ailesinin bir iiyesi olan NGAL, farkli inflamatuvar
stireglerde sentezi uyarilan bir akut faz proteinidir. NGAL, akut bobrek hasarinda
diizeyi dramatik olarak yiikseldigi, 6zellikle de bobrek nakli sonrasi erken déonemde
diizey takibi ile hiperakut ve akut red durumlarinda izlem belirteci olarak laboratuvar
rutinine girmis olan bir parametredir. Bobrek tiibiillerinin hasar gérmesinin ardindan
gecen birkag saat iginde, NGAL mRNA’s1 uyarilarak sentezi artmaya baslar (84).

Mishra ve arkadaslarinin sisplatini (nefrotoksik ajan) intraperitonal olarak
vererek, farelerde gergeklestirdigi calismada, {i¢ saat i¢inde farelerin idrarinda NGAL
diizeylerinin artmis olarak bulundugu Western analizi yontemi ile saptanmistir
Immiinfloresan yontemi ile incelenen bobrek dokusunun en ¢ok proksimal
tiibiillerinde NGAL sentezinin gergeklestigi goriilmiistiir. NGAL ile birlikte diizeyi
izlenen serum kreatininin ve idrar n-asetil-p-D-glukozaminidazin, 96 saat sonra
artmis diizeylere ulastigr goriilmiistir. Bu nedenle NGAL bobrek hasar
belirlenmesinde hassas bir belirteg olarak kabul edilmektedir (116).

46



Ayni ¢aligma grubunun izledigi, 13l kadavradan, 12’si canli vericiden
bobrek nakli yapilan hastanin, ameliyat sonrasi idrar ve serum NGAL seviyelerinin,
iskemi siiresi (rho = 0.87; p= 0.001)ve serum kreatinini (rho=0.86; p= 0.001) ile
giiclii korelasyon gosterdigi ortaya konulmustur (117).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar NGAL’1n kiiclik demir tastyan molekiilleri
(sideroforlar) bagladigin1 ve bunun da bakteriyel infeksiyon ve bobrek hasari gibi
siireclerde onemli yer tuttugunu gostermistir. NGAL bir bakteriyostatik ajan gibi
davranarak bakterinin gelisme ve biiyiimesi i¢in gerekli olan demiri hapsederek,
demirin kullanilmasini engelledigi 6ne siiriilmektedir. NGAL sadece hem yapisinda
olmayan demiri baglar (117, 118).

Goetz ve arkadaslarimin yaptiklari ¢aligmada inflamasyon/infeksiyon
bolgesinde NGAL’in noétrofiller tarafindan salgilandigt ve bakteriyel ferrik
sideroforlar1 hapsederek kullanimini engelledigini 6ne siirmiislerdir. (118)

Flo ve arkadaslarinin NGAL defektli farelerde yiiriittikkleri c¢alismada,
deneklerin gr(-) bakteriyel infeksiyonlarina olan duyarliliklarinin ve sepsisden 6liim
risklerinin arttig1 gériilmiistiir (119).

NGAL’m ekzojen bakteriyel infeksiyonlara karst immiin sistemin énemli bir
parcast oldugu ileri siiriilmektedir. Schmidt ve arkadaglari distal nefron-iiriner
NGAL’1n alt tiriner infeksiyonlardan kaynaklanan infeksiyonlarin iist iiriner sisteme
taginmasini 6nleyen profilaktik antimikrobiyal bir molekiil oldugunu, akut ve kronik
bobrek yetmezliginde sentezlendigini ortaya koymuslardir. NGAL hapsettigi demiri
canl hiicrelere biiylime ve gelisme i¢in transfer edebilmektedir. Hasar bolgesinden
demiri uzaklastirarak NGAL, demir aracili ortaya ¢ikan sitotoksisiteyi engellemis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu koruyucu etkiler, demirin ve sideroforlarin
proksimal tiibiile tasinmasi ile etkin olabilmektedir (85, 86, 87).

Son yapilan calismalar NGAL’1n, KBY’ ’ne adaptasyon siirecindeki roliinii
ortaya koymaktadirlar. Hipotezlere gore kronik bobrek hasari, bu proteinin fizyolojik
dengesini akut hasardakine benzer sekilde etkilemektedir. Kronik olarak hasar gdren
bobrek tiibiilleri ¢cok miktarda NGAL iiretir. Sonug olarak artan NGAL diizeyleri
azalmis klirensten dolay1 viicuttan uzaklastirilamamasinin degil, artmis yapiminin bir

sonucudur (87).
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Calismamizda, her {i¢ grup birbiri ile karsilastirildiginda, NGAL diizeyleri
gruplar arasinda anlamli farklilik gostermektedir (p=0,000). En yiiksek diizey
ortalamasia sahip grup KBY grubudur. Bu bulgu, kronik hasarin bu proteinin
yapimini  artirdigin1 - desteklemektedir. Bobrek nakli grubunda ise beklenen
degerlerden daha yiiksek diizeyde saptanan NGAL’in siirekli alinan kalsindrin
inhibitorii ilaclarin toksik hasarindan ve kronik bobrek allograft yetmezliginden
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (87).

Hasta grubunda, NGAL ile kreatinin ile pozitif yonde (rho=0,347), GFR
(rho=-0,295) ve MDRD (rho=-0,360) degerleri ile negatif yonde korele bulduk.

Davide Bolignano ve arkadaglarmin farkli derecelerde bobrek fonksiyon
kaybina sahip 96 KBY hastast ve 14 saglikli katihmer ile yiiriittiigii ¢alismada,
NGAL diizeylerinin KBY hastalarinda kontrol grubuna gore yiiksek bulmuslardir.
KBY grubunda hesaplanmis GFR degerinin NGAL ile negatif yonde korele oldugu
goriilmistiir (rho=-0,41) (120).

Malyszko ve arkadaslarinin 32 saglikli,80 diyabetik olmayan bobrek nakli
yapilmis hasta ile 80 diyabetik olmayan evre II-IV KBY hastast ile yiiriittigi
calismada NGAL diizeyleri, nakil ve KBY grubunda saglikli katilimcilara goére
anlamli olarak yiiksek saptamistir. Korelasyon analizinde NGAL’in gii¢lii olarak
kreatinin ile korele oldugu bulunmustur (KBY grubu i¢in r=0,41 ve bdbrek nakli
grubu i¢in r=0,78) (102).

Hem NGAL hem de hepsidinin antimikrobiyal etkileri mevcuttur. NGAL
sideroforlar1 baglayarak bakterinin, enteroselin-spesifik demir alim ve kullanimini
engellerken; bir akut faz reaktani olarak hepsidinin bakteriler ile temas halinde
antibakteriyel fonksiyon gdrmektedir. Bakteri kokenli sideroforlar konaktan demiri
transferin ya da laktoferrinden geri almaktadir. Laktoferrin demiri direkt olarak
selatlarken, NGAL ferrik siderofor kompleksindeki demiri baglar. Konak, demir
baglayan proteinlerin  (transferin)  sentezini artirarak, diyetteki demirin
absorbsiyonunu azaltarak, demir depo eden proteinlerin diizeyini artirarak ve
notrofillerden apolaktoferrin salgilama yolu ile demirin hapsolmasint saglayarak
savunma mekanizmalar1 gelistirmektedir. Hepsidinin, demirin makrofajlarda
tutulmasini uyararak bakterinin bu elementten mahrum kalmasini sagladig

diistiniilmektedir. Akut faz proteini olan hepsidin hipoferremiye neden olarak
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antimikrobiyal aktivite gosterebilecegi diislinlilmektedir. Hem NGAL hem de
hepsidin inflamasyon ile iliskilidir. Benzer olarak NGAL’1n da, bakteriyel katekolat
tip ferrik sideroforlar1 baglayarak demiri hapsettigi ve bakteriyostatik bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. NGAL’1n, hepsidin gibi bir dogal antibakteriyel faktor olarak
davranabilecegi diistiniilmektedir. Mikroorganizmalar kendi demir desteklerini
kaybetmemek i¢in birgok mekanizma barindirmaktadirlar. En iyi bilinen mekanizma,
en giiclii demir selatérleri ve demiri laktoferrin ve transferinden geri alabilme
kabiliyetinde olan sideroforlarin sentezidir. Bir antibakteriyel defensin olan ve
karacigerde IL-6 stimiilasyonuna yanit olarak salinan hepsidin, barsaklardan demir
emilimini engeller ve makrofajlardan demir salinimini kisitlar(122).

Calismamizda hepsidinin de demir metabolizmasinda diizenleyici rol
oynamasi ve inflamatuvar siiregle birlikte bobrek hasarini tetiklemesi géz Oniinde
bulundurularak NGAL ile arasindaki iliskiyi ortaya koymay1 amacladik. Hepsidin ve
NGAL, bobrek fonksiyon gostergeleri ile iligkili bulunmustur. GFR ve MDRD ile
negatif iligkili olarak artan bu parametreler KBY evreleri ilerledik¢e inflamasyon
durumunu yansitabilecekleri goriisiinii desteklemektedir. Ayrica IL-6 ile olan orta
derecedeki korelasyonlar1 (hepsidin vs. 1L-6 rho=0,571) (NGAL vs. IL-6
rho=0,343) da inflamatuvar durumla iliskili olduklarina bir kanit niteligindedir.

Hem NGAL hem de hepsidin i¢in, validasyonu gerceklestirilmis yontemlerin
ve yeterli, giivenilir verilerin yoklugu; bu iki parametre arasindaki iligkinin tartisma
konusu olmasmi saglamaktadir. Yapilacak yeni arastirmalar ile bu potansiyel
etkilesimi daha da aydinlatabilecegi imit vericidir. Hepsidinin 6l¢limii icin hem
serum hem de idrarda goriis birligi saglanmis bir yontem yoktur.

Son yillarda yapilan calismalar bircok farkli hepsidin g¢alisma yontemini
karsilastirmaktadir. Kiitle spektrofotometrisi (SELDI-TOF MS, MALDI-TOF MS,
LC-MS/MS, IC-TOF-MS) ve immiinokimyasal yontemler gelistirilen yontemlerdir.
Halen, standart ya da referans yontem mevcut degildir. Bununla birlikte kiitle
spektrofotometre yontemi biyoaktif hepsidin—25 tayininde diger formlar1 ayirdigi
icin istiindiir. Bu 0Ozellikle KBY gibi farkli hepsidin izoformlarinin bulundugu
durumlar i¢in uygundur (113). ELISA ve RIA yontemleri hepsidin tayininde

kullanilabilmektedir. NGAL diizeyinin hem idrar hem de serumda belirlenmesi i¢in
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ticari kitler bulunmaktadir. Ayrica hasta basi testler ile tam kan ya da plazmadan 15
dakika i¢inde mikrolitre hacmindeki 6rnekler ile kolayca dl¢ciim yapilabilmektedir.

Yiizsekseniki kronik hemodiyaliz hastas1 ile 30 saglikli katilimci ile Jolanta
Malyszko ve arkadaslarinin yuriittiigi calismada NGAL, hsCRP (r = 0.32, p= 0.001),
IL-6 (r = 0.26, p =0,01), prohepsidin (r = 0.17, p=0.05), hepsidin (r = -0.28, p =0.01)
ile korelasyonlari sirasiyla verilmistir.

Bizim c¢alismamizda da benzer korelasyonlar bulunmustur. NGAL ile
hepsidin arasinda pozitif yonde zayif derecede korelasyon (rho=0,229) saptanirken,
pro-hepsidin arasindaki iligski daha zayiftir (rho=0,195).

Sonu¢ olarak KBY’de subklinik bir inflamatuvar durum séz konusudur.
Ayrica fonksiyonunu kaybetmis bir immiim sistem de bu duruma eslik etmektedir.
Hem NGAL hem de hepsidinin, KBY’de yiikselmis diizeylerinin; sadece demir
metabolizmasindaki ortak fonksiyonlarindan degil ayrica inflamasyon ile
iligkilerinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Tablo 14 ve 15’te daha oOnce verilen korelasyon analiz tablosundan

inflamasyon parametreleri ile bobrek fonksiyonu ve demir metabolizmasi arasindaki

iligkilerin 6nemlileri 6zetlenerek verilmistir.

Tablo 14: inflamasyon parametrelerinin bobrek fonksiyon gostergeleri ile iligkileri

Hepsidin Prohepsidin NGAL IL-6 hs-CRP
Kreatinin | r=0,432 r=0,080 r=0,347 r=0,528 r=0,261
p=0,000 p=0,314 p=0,000 p=0,000 p=0,001
GFR r=-0,342 r=-0,053 r=0,295 r=-0,398 r=-0,392
p=0,000 p=0,503 p=0,000 p=0,000 p=0,000
MDRD r=-0,466 r=-0,125 r=-0,360 r=-0,578 r=-0,309
p=0,000 p=0,112 p=0,000 p=0,000 p=0,000

Tablo 15: Hasta grubunda inflamasyon parametrelerinin demir, TDBK ve Tfr sat. ile

iliskisi
Hepsidin | Pro-hepsidin | NGAL IL-6 hs-CRP
Demir | r=-0,128 | r=-0,003 r=-0,176 | r=0,250 | r=-0,293
p=0,106 | p=0,965 p=0,025 | p=0,001 | p=0,000
TDBK | r=-0,337 | r=-0,214 r=-0,089 | r=-0,309 | r=-0,241
p=0,000 | p=0,006 p=0,262 | p=0,000 | p=0,002
Tfrsat. | r=-0,005 | r=0,069 r=-0,128 | r=-0,111 | r=0,021
p=0,947 | p=0,383 p=0,106 | p=0,159 | p=0,787
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Tablolar incelendiginde inflamasyon parametrelerinin bobrek fonksiyon
gostergeleri ile olan iliskilerinin, demir metabolizmasi belirtegleri ile olan
iliskilerinden daha kuvvetli oldugu anlagilmaktadir. Yapilan ¢oklu regresyon
analizinde ise hepsidin igin NGAL,IL-6 ve MDRD’nin, NGAL igin iscs MDRD, IL-6
ve kreatinin ongordiiriiciiler olarak saptanmistir. Bu sonuglar, inflamasyonun
degerlendirmesinde bobrek fonksiyon kaybinin 6nemini belirtmektedir.

Demir, muhtemelen kronik hastalik anemisinin gelisiminde de inflamasyon
araciliklt yolaklar1 kullanarak etkili olmaktadir. Fare modelinde olusturulan
inflamasyonla indiiklenen aneminin, anti-hepsidin antikorlar1 ile tedavi edilmesi
sonucu demir metabolizmasinin diizenlendigini Sasu ve arkadaslart 2010 yilinda
yurtittiikleri ¢alismada gostermislerdir. (121). Belki de bu tedavi seklinin insanlarda
da etkili olabilecegi, ayn1 etkinin NGAL’1n demir metabolizmas1 diizenlenmesi ve
anemiye katkis1 géz oniine alinarak tedaviye yon verebilecegi tartisma konusudur.

Calismamiz sonucu elde ettigimiz verilere goére, hepsidin, ngal, IL-6
prohepsidin ve hs-CRP KBY hastalarinda inflamasyonu degerlendirmede degerli
parametreler olabilecegini diisiinmekteyiz. Calismamizin KBY hastalarinda
inflamasyonu degerlendirmesi konusunda yeni ¢alismalar i¢in 6rnek veri yoniinden

destek olacagin1 umuyoruz.
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SONUCLAR

Kontrol ile KBY grubu arasinda anlamli fark olmayanlar yas (p=0,182),
VKI (p=0,766) ve transferrin satiirasyonudur (p=0,999).

Kontrol ile bobrek nakli grubu arasinda anlamli fark olmayanlar demir

(p=0,973), transferrin satiirasyonu (p=0,165), hs-CRP’dir(p=0,052).

KBY ile bobrek nakli grubu arasinda anlamli fark olmayanlar SDBK
(p=0,149), transferrin satiirasyonu (p=0,155), hs-CRP (P=0,107) ve
pro-hepsidindir (p=1,000).

Kontrol ile KBY aras1 anlamli farkli olanlar kreatinin (p=0,000), GFR
(p=0,000), MDRD (p=0,000), demir (p=0,001), SDBK (p=0,000),
TDBK (p=0,000), hs-CRP (p=0,000), IL-6 (p=0,000), pro-hepsidin
(p=0,000), hepsidin (p=0,000) ve NGAL (p=0,000) dur.

Kontrol ile bobrek nakli arasinda anlamli farkli olanlar yas (p=0,037),
VKI (p=0,002), kreatinin (p=0,043), GFR (p=0,000), MDRD
(p=0,000), SDBK ( p=0,005), TDBK (p=0,000), IL-6 (p=0,000), pro-
hepsidin (p=0,000), hepsidin (p=0,000) ve NGAL’dir (p=0,000).

KBY ile bobrek nakli arasinda anlamli farkli olanlar yas (p=0,000),
VKIi (p=0,018), kreatinin (p=0,000), GFR (p=0,000), MDRD
(p=0,000), demir (p=0,000), TDBK (p=0,000), ), IL-6 (p=0,000),
hepsidin (p=0,000) ve NGAL’dir (p=0,000).

Hasta grubunda (KBY+bdbrek nakli) hepsidin ile NGAL,pro-hepsidin,
yas,kreatinin, MDRD, GFR, SDBK, TDBK ve VKI zayif iliskili (rho
0.000-0.49 araliginda), IL-6 ile orta derecede iligkili bulunmustur
(rho=0,571).

Hasta grubunda (KBY-+bdbrek nakli) NGAL ile hepsidin,yas,kreatinin,
MDRD, GFR, demir, hs-CRP ve IL-6 zayif iliskili bulunmustur (rho
0.000-0.49 araliginda).
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e Regresyon analizine gore hepsidin ig¢in Ongordiiriiciiler NGAL
(beta=5,64, p=0,016) ve IL-6 (beta=0,75, p=0,000), MDRD (beta=-
454, p=0,000), NGAL i¢in ise MDRD (beta=-0,015, p=0,000) IL-6
(beta=0,011,p=0,012), kreatinin (beta=0,203, p=0,006)dir.
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