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OZET
Kronik Bobrek Hastahiginda (KBH) kardiyovaskiiler (KV) problemlere baglh

mortalite ¢ok yiiksek oranlardadir. Yapilan klinik caligmalarda inflamasyon ve
kardiyovaskiiler mortalite arasinda siki bir iliski oldugu gosterilmistir. Kronik bobrek
hastalarinda siklikla izlenen inflamasyonun sebebi tam olarak bilinmemektedir. Ozellikle
konjestif kalp yetmezligi hastalarinda yapilan caliymalarda kan lipopolisakkarit (LPS)
seviyeleri ile baglantilh olarak inflamatuar belirteclerin arttigi gosterilmistir. Uremik
hastalarda da bozulan renal fonksiyonlara paralel olarak intestinal permeabilite
bozulmaktadir. Bu veriler 1s1ginda tiremik hastalarda artmis intestinal permeabilite ile LPS
seviyelerinin yiikselerek inflamasyonun gelisiminde katkida bulundugunu diistindiik.

Bu c¢alismada kronik bobrek yetersizligi olan hastalarda bobrek fonksiyonlarinin
bozulmasina paralel olarak intestinal permeabilitenin artip artmadiginin ve olasilikla artmig
intestinal permeabilitenin bu hastalarda siklikla izlenen inflamasyon ile iligkisinin incelenmesi
hedeflenmistir.

Bu calismaya 28 evre 3-4 KBH olanlar, 21 evre 1-2 KBH olanlar ve 22 KBH olmayan
saghikli kisi dahil edilmistir. Diyabetik hastalar, konjestif kalp yetmezligi olanlar ve sivi
fazlaligi bulgusu olan KBH hastalar1 ve romatoid artrit, gut, malignite gibi sistemik
inflamasyonu ve/veya infeksiyonu olanlarla son ii¢ ay icerisinde inflamatuar problem
gecirenler calismaya dahil edilmediler. Hastalarin ila¢ kullanimlar1  (aspirin, ACE
inhibitorleri, ARB, statin) sorgulandi, kan basinglar1 6lciildii. Hastalarin GFR degerleri
MDRD formiilii ile hesaplandi, hemoglobin (Hb), hematokrit (Hct), serum kalsiyum, fosfor,
albiimin diizeyleri 6l¢iildii. serum CRP, IL-6, TNF-a, sCD14 ve LPS diizeyleri tespit edildi.
Monositlerde TLR2 ve TLR4 ekspresyonu ve bunlarin yogunluklar: akim sitometrisi yontemi
kullanilarak olciildii. Hastalarin sistolik (SKB) ve diyastolik (DKB) kan basinglari dl¢iildii.

Statin kullanan hasta orani evre 3-4 KBH grubunda anlamli olarak fazlaydi (%35.7)
vs %9.5, p<0.05). Evre 1-2 KBH (3.78 + 3.16 vs 1.93 + 1.63, p<0.05) ve evre 3-4 (3.79 £
3.09 vs 1.93 + 1.63, p<0.05) gruplarindaki hastalarin CRP degerleri kontrol grubundan
anlaml1 derecede yiiksekti. Evre 1-2 ve evre 3-4 KBH grubundaki hastalarin CRP diizeyleri
benzerdi. Hastalarm LPS diizeyleri ise kontrol, evre 1-2 KBH ve evre 3-4 KBH gruplarinda
sirastyla 0.72 + 0.45 EU/ml, 1.10 £ 0.92 EU/ml ve 1.04 + 0.77 EU/ml olmak {izere benzer
bulundu. Evre 3-4 KBH grubunun sCD14 diizeyleri, hem kontrol grubundan (2.01 + 0.44
pg/ml vs 1.43 + 0.27 pg/ml, p<0.0001) hem de evre 1-2 KBH grubundan (2.01 + 0.44 pg/ml
vs 1.53 + 0.30 pg/ml, p<0.0001) anlaml olarak daha yiiksekti. Hasta gruplar1 arasinda CD14"



monositler arasinda TLR-2 eksprese hiicre yiizdesi ve bu hiicrelerdeki TLR-2 yogunlugu
(mean floresan intensitesi) benzerdi. Bu hiicrelerdeki TLR-4 yogunlugu ise evre 1-2 KBH
(267 £ 25 vs 248 £+ 23, p<0.05) ve evre 3-4 KBH gruplarinda (264 + 23 vs 248 + 23, p<0.05)
kontrol grubundan anlaml olarak fazlaydi. TLR-4 eksprese eden CD14" monosit orani evre 1-
2 KBH (%33.3 +£12.2 vs %27.1 £ 11.6, p=0.17) ve evre 3-4 KBH gruplarinda (%33.3 + 8.9
vs %27.1 £ 11.6, p=0.08) kontrol grubundan yiiksek olmakla birlikte bu yiikseklik istatistiksel
anlama ulagmadi. Tiim hasta ve kontrollerin dahil edildigi analizde sCD14 ile CRP (r=0.39,
p=0.001), arasinda iliski saptandi. Bu iliski evre 3-4 KBH hastalarinda da devam etti (r=0.48,
p=0.001).

Calismamizda, inflamasyonun azalan GFR diizeyleri ile arttigini, LPS diizeylerinin ise
artmadigmi ve LPS ile CRP ve sCD14 arasinda bir iliski olmadigin1 gosterdik. Bu bulgular
stivi  fazlaligt olmayan non-diyabetik KBH hastalarinda izlenen inflamasyonda
endotoksinlerden ¢ok diger mekanizmalarin etkin oldugunu ancak artmis sCD14 ve TLR
ekspresyonlarmin bu hastalardaki artmis monosit aktivasyonu ile iliskili oldugunu

diistindiirmektedir.



SUMMARY:
Cardiovascular events are frequent causes of mortality in patients with chronic renal

disease patients. Recent clinical trials demonstrated a strict relation between inflammation and
cardiovascular mortality in these patients. The causes of inflammation are not well defined. It
has been demonstrated that inflammaotry markers are elevated and related to serum endotoxin
levels in patients with congestive heart failure. In uremic patients, intestinal permeability
increases as the renal failure progesses. In accordance with these data, we proposed that
increase in intestinal permeability causes inflammatory response as a result of elevated serum
endotoxin levels in CKD patients.

In this study, we investigated whether the intestinal permeability is increased in CKD
patients and whether there is a relation between inflammation and intestinal permeability in
these patients.

Twenty-eight stage 3-4 CKD patients, 21 stage 1-2 CKD patients and 22 healthy
controls were included in the study. Patients with diabetes mellitus, congestive heart failure,
systemic inflammatory conditions (e.g rheumatoid arthritis, gout, malignant diseases) and/or
infections, or patients with inflammatory problems within the last 3 months and volume
overloaded CKD patients were not included. Medications of the patients (acetyl salicylic
acid, ACE inhibitors, ARBs and statins) and blood pressures were recorded. Glomerular
filtration rate were calculated by MDRD formula and heamoglobin, heamatocrit, serum
albumin, calcium, phosphorus, CRP, IL-6, TNF-a, sCD14 were analysed by ELISA.
Expression of TLR-2 and TLR-4 on CD14+ monocytes were analysed by flow cytometry..

Statin use was significantly higher in stage 3-4 CKD patients than stage 1-2 CKD
patients (%35.7 vs %9.5, p<0.05). CRP levels of stage 1-2 CKD patients (3.78 + 3.16 mg/L
vs 1.93 £ 1.63 mg/L, p<0.05) and stage 3-4 CKD patients (3.79 £+ 3.09 mg/L vs 1.93 + 1.63
mg/L, p<0.05) were significantly higher than healthy persons. CRP levels in stage 1-2 CKD
patients and stage 3-4 CKD patients were similar. Serum LPS levels in healthy controls, stage
1-2 CKD and stage 3-4 CKD patients were 0.72 £ 0.45 EU/ml, 1.10 £ 0.92 EU/ml and 1.04 +
0.77 EU/ml, respectively (p=NS). sCD14 levels of stage 3-4 CKD patients were significantly
higher than both healthy controls (2.01 £+ 0.44 pg/ml vs 1.43 + 0.27 pg/ml, p<0.0001) and
stage 1-2 CKD patients (2.01 + 0.44 pg/ml vs 1.53 + 0.30 pg/ml, p<0.0001). Among the
patient groups, percentage of CD14" monocytes expressing TLR-2 and density of TLR-2 on
these cells were similar. Mean fluorescence density of TLR-4 on monocytes of stage 1-2
CKD patients (267 + 25 vs 248 + 23, p<0.05) and stage 3-4 CKD patients (264 + 23 vs 248 +
23, p<0.05) were significantly higher than healthy persons. Despite the percentage of CD14"



monocytes expressing TLR-4 was higher in stage 1-2 CKD patients (%33.3 £ 12.2 vs %?27.1
+ 11.6, p=0.17) and stage 3-4 CKD patients (%33.3 + 8.9 vs %27.1 = 11.6, p=0.08) than
healthy controls, it was not statistically significant. A correlation was determined between
sCD14 and CRP levels in all of the study population (n=71, r=0.39, p=0.001). This relation
was only significant in stage 3-4 CKD patients among the CKD groups (r=0.48, p=0.001).

In this study, we demonstrated that inflammatory response increase as the renal
functions decline. We could not demonstrate an increase in serum LPS levels and a relation
between LPS and sCD14 and CRP levels. Our results suggest that in non-edematous CKD
patients mechanisms other than LPS are responsible for the chronic inflammatory state and

that elevated sCD14 and TLR expressions are related monocytes activation.



GIRIS ve AMAC
Kronik bobrek hastaligi (KBH); bobreklerin fonksiyonlarinin geri doniisiimsiiz olarak

bozulmasi ile karakterize bir tablodur. Kronik bobrek yetmezlikli hastalarda diyaliz 6ncesi
donemler de dahil olmak iizere en 6nemli 6liim sebebi kardiyovaskiiler (KV) hastaliklardir(1,
2). Bu hastalardaki artmig KV hastalik riskinden geleneksel risk faktorlerinin yanisira iiremiye
bagh olarak gelisen artmus inflamasyon, oksidatif stress, hiperhomosisteinemi gibi iiremiye
bagl faktorler de sorumludur(3-5).

Son yillarda yapilan calismalar gerek normal toplumda gerekse de KBH olanlarda
inflamasyonun bir¢cok komorbid durumla birliktelik gosterdigi ve bu komorbid durumlarla
birlikte hem genel toplumda hem de KBH’larinda mortaliteyi arttirdigi ve inflamatuar
belirteclerin de bu hasta grubunda mortalitenin en Onemli tahmin edicisi oldugu
gosterilmistir(6-9). C-reaktif protein  (CRP) seviyelerinin saghkli kontrollere kiyasla
KBH’larinin yaklasik %60’ 1inda yiiksek oldugu rapor edilmistir(6, 7, 10). Bu yiikseklikten
altta yatan bobrek hastalig1 etiyolojisi, renal fonksiyonlara baghh olarak inflamatuar
belirteclerin katabolize olamamasi sonucu birikimi ve degisen iiremik ortamin (artmis
oksidatif stress gibi) inflamasyonu tetiklemesi, kronik infeksiyonlar, periodontal hastaliklar ve
diyalize girmekte olan hastalarda santral kateterler, diyalizat sivilar1 (periton diyaliz ve
hemodiyaliz diyalizat sivilar1) gibi faktorler rol oynamaktadir (11-14).

Son yillarda tanimlanan ve dogustan gelen bagisiklik (innate immiinite) sistemin en
onemli birimlerinden olan Toll Like Reseptorler’in (TLR) inflamatuar cevapta rol oynadigi
ve bir ¢ok kronik inflamatuar durumlarda 0Ozellikle bagisiklik sistemi hiicrelerinde
ekspresyonunun arttigr  gosterilmistir(12-14). Bu reseptorlerden TLR-2 ve TLR-4
atheroskleroz gelisiminde 6nemli rol oynayan monosit, makrofaj ve endotel hiicrelerinde
eksprese edilirler ve en Onemli ligandi ise lipopolisakkarittir  (LPS)(15-17).
Lipopolisakkaridin bu reseptorlere baglanmasi ile NF-xB yolag: aktive olur ve bu hiicrelerden
timor nekrozis faktor-a (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) gibi inflamatuar sitokinler salgilanir,
interseliiler adhezyon molekiil-1 (ICAM-1) ve vaskiiler adhezyon molekiil-1 (VCAM-1)
eksprese edilir(14). Bu molekiiller ayn1 zamanda atheroskleroz patogenezinde rol oynayan
temel faktorlerdir. LPS aym etkileri monosit ve makrofaj iizerinde bulunan CDI14 ve
dolagimda bulunan solubl-CD14 (sCD14) iizerinden de gosterir. Ayrica, LPS monositlerde
CD14 ekspresyonunu ve sCD14 sentezini tetikler.

Ozellikle kalp yetmezligi  (KKY) olan hastalarda ve KBH’larinda yapilan

literatiirdeki  tek calismada sivi yiiklii hastalarda serum LPS konsantrasyonlar: yiiksek



bulunmustur. Inflamasyon ve LPS iliskisi sadece 6demli KKY hastalarinda bakilmis ve serum
C-reaktif protein (CRP) seviyeleri bu hastalarda yiiksek bulunmustur(18).

Bu calismada; farkli evrelerdeki KBH hastalarinda olasilikla artmis barsak
gecirgenliginin bu hastalarda serum LPS seviyelerini arttirip arttirmadigint ve bunun
dolasimda sCD14 seviyeleri ile monositler tizerinde TLR ekspresyonu, ve inflamatuar cevapla

iliskisini incelemeyi hedefledik.
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2. GENEL BIiLGILER:

2.1. Kronik Bobrek Hastahigr Tanimi:

Kronik bobrek hastaligi (KBH); bobreklerin fonksiyonlarinin geri doniisiimsiiz olarak
bozulmasi ile karakterize bir tablo olup bobrek fonksiyonlar1 zamanla bozulmaya devam eder
ve hastalarda kronik bobrek yetmezligine 6zgii klinik ve laboratuar bulgular1 gelisir. Pekcok
kronik bobrek yetmezlikli hastada bilinen eski bir bobrek hastaligi veya altta yatan baska bir
hastalik vardir.

Glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) normal insanda ortalama 120 mL/dk/1.73 m’
civarindadir. GFR normalin %?20’sinin altina diiserse iiremi semptomlar1 baglar. Bébrek hasari
olsun veya olmasmn GFR, 3 ay boyunca <60 mL/dk/1.73 m® olan bireyler ile GFR ne olursa
olsun altta yatan bir bobrek hasar1 olan bireyler (6rnegin biyopsi ile tam1 konulmus ancak
GFR normal olan nefrit hastalar1 veya diyabetik nefropati hastalar1) kronik bobrek yetmezlikli
olarak siniflandirilirlar.. Kronik bobrek yetmezligi bes evreye ayrilmistir. Birinci evrede;
bobrek hasari ile beraber normal veya yiiksek GFR diizeyleri (>90 mL/dk/1.73 m’)
bulunmaktadir. Ikinci evrede bobrek hasari ile beraber GFR’de hafif diisiis  (60-89
mL/dk/1.73 m®) mevcuttur. Uciincii evrede GFR’de orta diizeyde azalma (30-59 mL/dk/1.73
m?) sdz konusudur. Dérdiincii evrede GFR’de ciddi diisiis (15-29 mL/dk/1.73 m?®) vardr.
Besinci evre de ise GFR <15 mL/dk/1.73 m’ veya kalict renal replasman tedavisi
gereklidir(19).

Kronik bobrek yetmezliginin ilk evrelerinde spesifik bulgular olmayabilir; sadece
serum kreatinindeki yiikselme veya idrarda proteiniiri olabilir. Bobrek fonksiyonlar:
bozulduk¢a hastalarda sivi yiiklenmesi, hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi, elektrolit
bozukluklar: (hiponatremi, hiperkalemi, hiperfosfatemi, hipokalsemi, hipermagnezemi gibi),
metabolik asidoz, anemi ile 16kosit ve trombosit fonksiyonlarinda anormallikler gelisebilir.
Kronik bobrek yetmezligi i¢in tam olarak iyilesme yoktur. Tedavi edilmeden birakilirsa son
donem bobrek yetmezligine ilerler. Diyaliz veya transplantasyon gerektiren kronik bobrek
yetmezligi son donem bobrek yetmezligi (SDBY) olarak bilinmektedir. Tedavi ile kronik
bobrek  yetmezliginin semptomlar1  kontrol altina alinabilmekte, bozulma hizi
yavaslatilabilmektedir. Kronik bobrek yetmezlikli hastalarda diyaliz 6ncesi donemler de dahil

olmak iizere en 6nemli 6liim sebebi kardiyovaskiiler hastaliklardir(1, 2).

2.2. Kronik Bobrek Hastahg ve Kardiyovaskiiler Hastalik Arasindaki fliski:
Kardiyovaskiiler hastalik sadece genel populasyonda degil, kronik bobrek hastaligi
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olan kisilerde de mortalitenin 6nde gelen nedenidir(3, 20). KV mortalite ve morbidite orta
derecede bobrek hastahigi (GFR<60 ml/dk/ 1,73m?) olanlarda bile artmustir. Kronik bobrek
hastaligt (Evre 3-4) olan hastalarin ¢ogu son donem bobrek yetersizligi gelismeden KV
nedenlerden dolayr kaybedilmektedirler ve KV mortalite ayn1 yastaki kontrol
gruplarindakilere gore %15-30 oraninda artmustir(4). Bu artmug KV hastalik riski kronik
bobrek hastaligi olan kisilerde genel popiilasyona gore risk faktorlerinin daha sik olmasi
sonucu olabilir(3-5). Risk faktorlerinin varligi ile GFR arasinda ters orantili bir iliski oldugu
bildirilmistir (4). Bundan dolay1 kronik bobrek hastaliginin varligi koroner arter hastaligi gibi
bir risk faktorii kabul edilmistir(21).

Yayg bir arter hastalig1 olan ateroskleroz kronik bobrek hastalarinda ¢ok sik goriilen
dislipidemi gibi ¢esitli uyarilara bir yanit olarak gelisir ve dislipidemi KV hastaligin énemli
bir nedenidir(5, 22). Bu durum azalmig HDL diizeyleri ve artmus plazma trigliseritleri ile
karakterizedir. Ciinkii VLDL ve IDL birikimi s6z konusudur(22). Oksidatif stres, endotel
disfonksiyonu ve inflamasyon da atherosklerozun gelisiminde ve ilerlemesinde anahtar rol
oynarlar(23, 24). Oksidatif stresteki artis nitrik oksidin etkinligini ve damar fonksiyonlar:
tizerindeki yararli etkilerini azaltarak endotel disfonksiyonuna neden olmaktadir(25). Bu
durumda vaskiiler permeabilite degismekte ve LDL kolesteroliin intimaya girmesine izin
vermektedir. LDL burada oksidize olarak yiiksek oranda atherojenik bir molekiile doniiserek
damarda inflamatuar olaylar1 tetiklemektedir(24, 26). Bu durum lokosit adezyon
molekiillerinin ekspresyonu ve dolasimdaki inflamatuar hiicrelerin bunlara baglanarak
subendotelyal alana goc¢ etmesi ile sonuclanir. Monositler oksidize LDL’yi alarak kopiik
hiicrelerine doniisiirler(24). Lezyon ilerledikce diiz kas hiicreleri medya tabakasindan
intimaya go¢ ederler ve burada cogalarak biiylime faktorlerinin etkisi ile kolajen, elastin gibi
hiicreleraras1 (ekstraseliiler) yapiy1 olustururlar. Bu da aterosklerotik lezyonun morfolojik
smirlarini belirleyen ve onu dolasimdan ayiran fibroz ortiiniin olusumuna yol agar(27). Plak
yirtilmasi, hiicrelerarasi yapida yer alan modiilatorlerin makrofajlardan salinimina neden olan
inflamatuar olay ve ardindan gelisen fibroz ortiiniin zayiflamasi ile olur(28). Plak yirtilinca
prokoagulan lipid yapi ile kan temas ederek trombus olusumuna ve ardindan miyokard
infarktiisii, inme gibi klinik sonuglara yol agar(28).

Son yillarda yapilan caligmalar gerek normal toplumda gerekse de KBH’larinda
inflamasyonun bir¢cok komorbid durumla birliktelik gosterdigi ve bu komorbid durumlarla
birlikte hem genel toplumda hem de KBH’larinda mortalitenin arttig1 gosterdigi, inflamatuar
belirteclerin bu hasta gruplarinda mortalitenin en Onemli tahmin edicisi oldugu

gosterilmistir(6-9).
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2.3. Kronik Bobrek Hastahginda Inflamasyon ve Inflamasyonun Atheroskleroz
Gelisiminde Rolii:

Kronik bobrek hastalarinda yiiksek oranda izlenen kardiyovaskiiler (KV) hastaliklarin
tamami geleneksel risk faktorleri 1ile agiklanamamaktadir(29). Bu hastalardaki
atherosklerozdan hipertansiyon, diabetes mellitus, dislipidemi ve sigara i¢me gibi ¢ok iyi
bilinen sebeplerin disinda infeksiyonlar, artmis oksidatif stress ve inflamasyon gibi geleneksel
olmayan risk faktorleri ile artmig KV risk a¢iklanmaya calisilmaktadir(30). Hemodiyaliz(31)
hastalarinda inflamasyonun mortalite ile olan baglantis1 ilk Onceleri hipoalbuminemik(32)
hastalarda izlenen yiiksek mortalite daha sonralar1 da yiiksek interleukin-6  (IL-6)
seviyeleri(9, 33) ile olan iliskisinin gosterilmesi ile anlasilmstir.

Ross ve arkadaslar tarafindan ortaya atilan ‘‘hasara cevap’® (response to injury)
hipotezinde de belirtildigi gibi atheroskleroz inflamatuar bir hastalik olup endotel ve immiin
sistem arasinda seyreden bir dizi olaylarin sonucudur(34). Endotelyuma olan her tiirlii hasar
bir dizi kompensatuar cevaba neden olup endotelin normal homeostatik ©zelliklerinin
bozulmasma sebep olur. Endotel ‘‘aktive’” olur, ve lokositler ve trombositlere yonelik
adhezyon molekiilleri (vaskiiler ylizey adhezyon molekiil-1 [VCAM-1] ve intraseliiler
adhezyon molekiil-1 [ICAM-1]) eksprese edilir, permeabilitesinde artig izlenir, prokoagiilan
aktiviteleri artar, sitokinlerin, ‘‘kemoattraktanlarin’, ve ‘‘growth faktorlerin’’ iiretimi artar ve
sonu¢ olarak aktive olmus monositlerin ve T hiicrelerinin endotel hiicrelerine adhezyonu
sonrasi bir dizi inflamatuar olay gerceklesmeye baslar(34).

C-Reaktif Protein (CRP), IL-6, fibrinojen ve soluble ICAM-1 gibi inflamatuar
belirtecler klinik olarak kardiyovaskiiler hastalik bulgular1 olan son donem bobrek yetmezligi
hastalarinda belirgin olarak yiikselmistir(35, 36). Yapilan klinik ¢alismalar da bu hipotezleri
desteklemektedir.

Karotis arterlerin incelendigi 5 yil siiren bir ¢alismada renal problemi olmayan 826
hastada kronik infeksiyon varligmin karotis arterlerde atheroskleroz gelisimini 3 misli
arttirdi@1  gosterilmistir(37). Son yillarda yapilan arastirmalarda Ozellikle klamidya
infeksiyonlarinin gerek renal hastaligi olmayan gerekse de renal hastaligi olan kisilerde
atherosklerozun ilerlemesinde rol oynadigi gosterilmistir(38). Kato ve arkadaslar1 4 yil siire
ile takip ettikleri HD hastalarinda chlamydia pneumonia IgA antikor diizeylerinin karotis
intima media kalinlig1 (IMK) >0.01 mm ilerleyen hastalarda karotis IMK <0.01 mm ilerleyen
hastalardan daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Yine bu calismada IMK ile kan IL-6 ve

CRP seviyelerinin korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Multiple regresyon analizinde CRP,
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yas, kan kreatinin, sigara icimi ve chlamydia pneumonia IgA seropozitifliginin karotis
IMK’da izlenen degisikligin bagimsiz belirleyicileri oldugu rapor edilmistir(39).
““Cardiovascular Health Study’’ calismasma dahil edilen 5888 kisinin 647’sinde
(%11) bobrek yetmezligi saptanmistir. Bobrek yetmezligi olan hastalarin C-reaktif protein
(5.1 £0.3 mg/L vs 3.5 £ 0.1 mg/L), fibrinojen, interleukin-6 (3.2 + 0.2 pg/ml vs 2.4 + 0.1
pg/), faktor VIlc, faktor VIIIc, plazmin-antiplazmin kompleksi, ve D-dimer seviyeleri bobrek
fonksiyonu normal olanlardan anlamli olarak yiiksek bulunmustur(40). Modification of Diet
in Renal Disaese (MDRD) calismasinda evre 3 ve 4 Kronik Bobrek Hastalar1 (KBH)
incelendiginde CRP seviyeleri 3 mg/dl iizerinde olan hastalarin kardiyovaskiiler mortaliteleri
anlamli olarak yiiksek bulunmustur(41). Evre 2, 3 ve 4 KBH da 5 yillik takip sonunda izlenen
mortalite orani swrasiyla %19.5, %24.3 ve %45.7 olarak tespit edilmistir(42). Biitiin bu veriler
KBH tam da aciklanamayan bir mekanizma (lar) ile inflamasyonun tetiklendigini, artan
inflamatuvar cevabin kardiovaskiiler mortalitede artigla parallelik gosterdigini ortaya

koymaktadir.

2.4. Kronik Bobrek Hastalarinda inflamasyon ve Yayginhg:

Inflamasyon Kronik Bobrek Hastaligi'nda (KBH) oldukca yaygmn olup bobrek
fonksiyonlarindaki bozulmaya paralel olarak inflamatuar belirteclerin de  (Il-6, CRP,
hyaluronan, fetuin-A, gibi) seviyeleri artmaktadir(43). Kimmel ve arkadaslar1 saglikli
kontrollere kiyasla KBH’larinda inflamatuar belirteclerin bir ka¢ misli yiiksek seviyede
oldugunu rapor etmistir(44). Bir inflamatuar belirte¢ olan CRP seviyelerinin ise KBH’larinin
yaklasik %60’1inda yiiksek oldugu tespit edilmistir(6, 7, 10). Bazalde var olan inflamasyon,
altta yatan hastalik aktivasyonu, enfeksiyonlar, kateter takilmasi gibi sebeplerle zaman zaman

daha da artiglar gosterebilmektedir(45).

2.5. Kronik Bobrek Hastaliginda inflamasyonun Nedenleri:

Kronik bobrek yetmezliginde bir ¢ok faktor artmis inflamasyondan sorumlu
tutulmaktadir. Bunlar arasinda altta yatan bobrek hastalig1 etiyolojisi, azalmis renal
fonksiyonlara bagli olarak inflamatuar belirteclerin birikimi ve degisen iiremik ortamin
tetikledigi bazi faktorlere bagli olarak inflamasyonun tetiklenmesi, kronik infeksiyonlar,
periodontal hastaliklar, diyalize girmekte olan hastalarda santral kateterler, diyalizat sivilari

(periton diyaliz ve hemodiyaliz diyalizat sivilar1) gibi faktorler rol oynamaktadir(11, 46-48).

2.5.1 Bobrek Fonksiyonlari ve inflamasyon:
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Bobrek fonksiyonlarinin derecesine gore inflamatuar belirteglerin seviyelerinde artig
oldugu belirtilmistir(43). Razeghi ve arkadaslar1 da serum kreatinin seviyesi 1.5 mg/dl
tizerinde olan 100 hastanin inflamatuar belirteglerini incelemislerdir. Hastalarm 17’sinde CRP
seviyelerini yiiksek (> 10 mg/L) bulmuslardir. CRP seviyesi yiiksek olan hastalardaa GFR
degerleri (24.3 + 14.4 ml/dk vs 33.6 £ 16.3 ml/dk) daha diisiik bulunmustur. CRP seviyeleri
ile GFR, fibrinojen, transferrin, kolesterol ve ferritin seviyeleri arasinda iliski (pearson
korelasyon analizi) saptanmistir(49). Pecoits-Filho ve ark. 176 hastayr dahil ettikleri
caligmalarinda GFR orami 1.8 ila 16.5 ml/dk arasinda olana hastalar1 incelemislerdir. GFR
seviyeleri 6.5 ml/dk altinda olan ve iizerinde olan hastalar1 karsilastirdiklarinda hsCRP (1,14
vs 0,41 mg/dl), IL-6 (6,7 vs 4,7 pg/ml) ve hyaluronan (77 ng/ml vs 53 ng/ml) seviyelerini
daha yiiksek bulmuslardir(50).

Bobrek fonksiyonlarindaki azalma ile inflamatuar belirteclerin renal klirenslerinin
veya katabolizmalarinin azalmasi, iiremik ortamda biriken bazi1 maddelerin (reaktif oksijen
tiirevleri, AGE’ler gibi) inflamasyonu tetiklemesi GFR seviyeleri ile inflamasyon arasimdaki

iligkiyi aciklamada One siiriilen tezlerdir(51, 52).

2.5.2. Altta yatan KBH etiyolojisi:
Otoimmiin hastaliklar ya da amiloidoz gibi altta yatan hastaliklar ya da iskemik kalp
hastalig1, periferik arter hastaligi, DM gibi komorbiditeler de kronik inflamasyonun nedeni

olabilirler(53, 54)

2.5.3. Oksidatif stres ve inflamasyon:

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) iiretim ve yikim oranmdaki
dengesizlik olarak degerlendirilebilir(51). Normal kosullarda ROS (siiperoksit anyonlari,
hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri) memeli hiicrelerinde aerobik solunum sirasinda enerji
tiretilirken oksijenin indirgenmesi ile olusur(55).

Bobrek fonksiyon bozuklugu siklikla oksidatif stresle iliskilendirilmistir, dyle ki
degisen bobrek fonksiyonlarina sahip hastalarda (son donem bobrek yetersizligi de dahil)
bakilan plazma f2-izoprostan, ileri oksidasyon protein iriinleri ve malonildialdehit gibi
belirteclerin artmis oldugu goriilmiistiir(56-58). Ayrica artmis oksidize LDL diizeyleri de
rapor edilmistir(22, 59). Bobrek fonksiyonlar1 azaldikca ROS artmaktadir ve farkli caligmalar
oksidatif stres belirtecleri ve GFR arasinda ters orantili bir iliski oldugunu rapor etmistir (56,
60).

Uremide goriilen oksidatif stresin artmug ROS iiretimine bagli olabilecegi
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diisiiniilmektedir. Bu diisiincenin dayanagi bobrek yetersizligi hastalarinda NADPH oksidaz
aktivite ve ekspresyonunun arttiginin gosterilmis olmasidir(61, 62).

ROS bobrek islevlerinin bozulmasina paralel olarak artan inflamasyondan sorumlu
tutulmaktadir. Oksidatif stres, inflamasyon iligkili genlerin ekspresyonunu kontrol eden
transkriptor faktor olan NF-kB’y1 uyarir(63). NF-kB sitoplazma i¢inde inhibitdr proteinlere
(I-kB ailesi tiyesi) bagl olarak inaktif durumda bulunan dimerik yapida bir faktordiir. Bu
inhibitor proteinlerin fosforilasyonu, posteryor ubikitinasyonu ve proteolizi NF-kB’nin
salmimina, hiicre c¢ekirdegine translokasyonuna ve sonrasinda proinflamatuar sitokin
genlerinin aktivasyonuna yol acar. Bu basamaklardan bazilar1 (I-xB sisteminde yikim,
fosforilasyon) oksidatif stresten etkilenmektedir ve ortamda antioksidanlarin bulunmast ROS
aracilig1 ile NF-kB aktivasyonunu engellemektedir(63, 64). Benzer sekilde indirgenmis
glutation yoklugu da NF-«xB aktivasyonunu kolaylastirmaktadir(64). Cachofeiro ve ark.
yaptig1 calismada Evre 2-4 KBH olan kisilerde (eGFR= 42,8 + 24,9ml/dk; yas 67,2 + 13,8)
inflamatuar belirtecler ile birlikte oksidatif stres ile iligkili belirtecler de incelenmis ve
beklendigi gibi, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda bobrek yetersizligine yiiksek lipid
hidroperoksid ve oksidize LDL diizeylerinin eslik ettigi goriilmiistiir. Buna ek olarak yine
ayni caligmada tiremik hastalarda CRP, TNF-a ve IL-1p diizeylerinin yaslar1 eslenmis saglikli
gruba gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayrica oksidize LDL ve CRP arasinda
korelasyon saptanmigtir(51).

Orta veya ileri derece bobrek yetmezliginde oksidatif stres artmistir(65). Oksidizasyon
sonrast “’ileri gliserillenmis son iiriinler (advanced glycation end products, AGE) gibi
proteinler ise hiicreler (monositler) iizerinde bulunan AGE reseptorlerine baglanarak
proinflamatuar sitokinleri ve bu sitokinlerde karacigerden CRP sentezini uyarirlar(66-69).

Aktive makrofaj, endotel hiicreleri ve fibroblast gibi hiicrelerden salinan reaktif
oksijen tiirevleri (ROS) siiperoksit dismutaz (70) ve nitrik oksit sentaz enzimleri tarafindan
bertaraf edilir. KBH mda artmig SOD aktivitesi nedeniyle Fe++ ve Cu++ elementlerinin
varliginda reaktif hidroksil radikalleri olusur. Bu durum ise hiicre yikimina ve inflamasyona
neden olur(48). Intravenéz demir preparatlari da serbest demir yayarak serbest radikal
olusumuna neden olmalar1 ve bunun sonucunda da protein {iriinlerinin oksidasyona
ugramasina katkida bulunmalar1 nedeni ile onem tasimaktadir(71). Son dénem bdbrek
hastalarinda artik bilinmektedir ki artmig akut faz inflamasyonu ve oksidatif stres durumu
olmakta ve bunlar artan kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite ile iliskilendirilmektedir (6,

72-74).
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2.5.4. Kronik Infeksiyonlar:

Klamidya enfeksiyonlar:1 gibi. Klamidya, H.Pylori ve periodontal enfeksiyonlar en ¢cok
suclanan enfeksiyonlardir. Hemodiyaliz hastalarinda IgA ve IgG tipinde C.pneumoniae
antikorlar1 saptanmasi kardiyovaskiiler olaylar ve mortaliteyi arttirmaktadir(75, 76). Ayrica
hemodiyaliz hastalarinda oldukc¢a sik rastlanan periodontal hastaliklar da yas, diyabet, sigara,
hemodiyaliz siiresi, malniitrisyon ve inflamasyon ile iligkilidir(77). Baz1 periodontal basillere
kars1 gelisen IgA antikorlar yiiksek CRP diizeyleri ile iligkili bulunmustur(78). Bunun yanisira
periodontal tedavi ile birlikte CRP ve ESR diizeylerinin diistiigii goriilmiistiir(79).

2.5.5. Hiperhomosistinemi:

KBH’larinda hiperhomosisteinemi de bobrek fonksiyonlarina paralel olarak gelisir.
Deney ortamlarinda diiz kas hiicrelerinin homosistein ile inkiibe edilmeleri sonrasi niikleer
faktor kB (NF- kB) yolagmi aktive etmekte ve bu yolagm aktive olmasi da proinflamatuar
sitokinlerin salinnmma sebep olmaktadir(80) (Sekil 1). Yine Apo-E geni tasimayan
hiperhomosisteinemik fare modelinde NF- kB translokasyonunun ve RAGE ekspresyonunun
arttiglt ve bu farelerde TNF-alfa gibi inflamatuar belirteclerin de artis gosterdigi tespit

edilmistir(81).

2.6. Kronik Inflamasyonda TLRler: ‘‘Toll Like Reseptorler’’, Fonksiyonlar1 ve
Inflamatuar Cevap ile iliskileri:

Dogustan gelen bagisiklik (innate immiinite) cevabi infeksiyon hastaliklarina karsi ilk
savunma mekanizmasidir. Konakg¢1 i¢cin temel amag patojeni tespit etmek ve hizli bir sekilde
savunma cevabini olusturmaktir. ‘“Toll like reseptdr’” (TLR) adi verilen bir grup protein bu
gorevi omurgali ve omurgasiz canlilarda yerine getirmektedir. Bu reseptorler ‘‘oligo
spesifik’” olup mikrobik organizmalarda bulunan ancak daha gelismis Okaryotik canlilarda
exprese edilmeyen molekiilleri tanirlar. Ilk olarak drosophilia’da tespit edilmis olan bu
reseptorlerin aktif olmasi bir dizi transkripsiyon faktoriinii aktive ederek ‘‘niikleer faktor-
(kappa)B  (NF- «B)’’ sinyal yolagmi (pathway) aktive eder(82, 83). Memelilerde de
TLR’lerin homologlarinm varlig: tesit edilmistir(84). Halen giiniimiize kadar 10 farkli TLR
belirlemis olup bu reseptorlerin 7 tanesinin farkli mikrobial antijenlerle etkilesime girebildigi
gosterilmistir. Bunlardan TLR-4’iin ‘‘innate bagisiklik sistemi’’ ile iliskisi bu reseptoriin
farelerde lipopolisakkaritin (LPS) bir reseptorii olmas: ile gosterilmistir. TLR-4 reseptor

geninde mutasyonu olan yada istemli hasar gelistirilmis olan farelerde lipolisakkaride cevap
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olmadig1 ve endotoksik sok gelistirmedikleri tespit edilmistir(15). Buna karsin TLR-2 geninde
delesyon gelistirilmis farelerede ise lipolisakkaride olan cevabin normal oldugu
izlenmistir(85). Bu nedenle lipolisakkaridin taninmasi i¢in TLR-4 gereklidir. TLR-2 reseptorii
gram pozitif bakteri duvarinin elemanlarini, TLR-5 bakterilerin flagellasini, TLR-9 ise bakteri
DNA’sinin methillenmemis CpG motiflerini tanir(86).

Bu reseptorlerden TLR-4 gram negatif bakterilerede bulunan LPS’nin bir
reseptoriidiir(15). Gerek endotel hiicrelerinde gerekse de makrofaj hiicrelerinde TLR-4, LPS
veya ‘‘Heat Shock Protein 60’ tarafindan uyarildiginda proinflamatuar transkripsiyon faktorii
olan NF-«B iiretimini aktive etmektedir(12, 83, 87). Bu faktorler ise adaptif immun cevapta
son derece Oonemli rolleri olan cesitli sitokinlerin iiretilmesini indiiklerler(84). LPS’nin TLR-4
tarafindan taninmasi i¢cin CD14 ve MD-2 yiizey molekiillerine de gereksinim duyulmaktadir

(Sekil 1).

Exogenous ligands
Lipopolysaccharides (gram-negative bacteria),

Endogenous ligands
Fibrinogen, fibronectin,

Transduction
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Ligands F protein (respiratory syncytial virus), hyaluronic acid, heat-shock
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Sekil 1: Toll Like Reseptor-4 ve inflamasyonla iliskisi. (Kiechl S, New Engl J Med 2002;
347:185 den alinmistir).
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Toll like reseptorler baslica dentritik hiicreler, makrofajlar gibi bagisiklik sistemine ait
hiicrelerin yiizeyinde bulunurlar. Son yillarda bu reseptorlerin barsak epitel hiicrelerinde de
bulundugu ve cesitli alt gruplarnin proinflamatuvar cevabi baslatmak, epitel bariyerini
saglamlastirmak gibi farkli gorevleri oldugu gosterilmistir. Barsak hiicrelerindeki TLR4
proinflamatuvar siire¢lerde islev kazanip barsaga B lenfositlerinin yerlesmesini ve bu
hiicrelerin Ig A salgilayan plazmositlere doniismesini saglar, bir anlamda innate ve adaptif
bagisiklik sistemleri arasinda koprii olusturur. Kronik inflamatuar barsak hastaliklarindaki
roli ve diger organlarin sistemik kronik inflamasyonlarindaki degisiklikleri halen
arastirilmaktadir(88).

2.7. CD14, sCD14 ve inflamatuar Cevap:

CD14; LPS ve LBP (lipopolisakkarid baglayic1 protein) kompleksi icin reseptor
gorevi goren bir hiicre zar1 glikoproteinidir(89, 90). CD14 monositler ve makrofajlar iizerinde
eksprese edilir(91). CD14 reseptorii monositerin LPS tarafindan aktive edilmesindeki temel
reseptorlerdendir. Dolagima gecen LPS, LPS baglayici proteinle bir kompleks olusturur(92).
Bu kompleks daha sonra monosit ve makrofajlar iizerinde bulunan CD14 reseptoril ile birlesir
ve sitokin iiretimini tetikler(90, 93). CD14’iin hiicre zarma bagli (mCD14) tiirii disinda iki
farkli molekiiler agirlikta (48 kD ve 56 kD) solubl izoformu (sCD14) da vardir(94). Monosit
ve makrofajlarm LPS veya TNF-a ile uyarilmalari sonucu sCD14 seviyeleri dolasimda ve
hiicre kiiltiir siipernatantlarinda artmaktadir(95). sCD14; dolasimda LPS baglar ve iizerinde
CD14 bulunmayan hiicrelerde de (endotel, epitel hiicreleri) NF-kB yolagini aktive ederek bu
hiicrelerin aktivasyonunu saglar ve bu hiicrelerden IL-6, IL-8, ICAM-1 ve VCAM-1
salgilanmasini yada eksprese edilmesini saglar(96, 97).

LPS baglama yetenekleri nedeni ile hem mCDI14 hem de sCD14 sepsis ve
endotoksemide Onemli rol oynamaktadirlar(98). LPS’in insan monosit ve makrofajlarinda
CD14 mRNA, mCD14 ve sCDI14 ekspresyonunu arttirdigr gosterilmistir(98). Yine ayni
caligmada lipid A, heat-killed Escherichia coli, lipoteichoic acid ve Staphylococcus aureus
hiicre duvar1 ekstrelerinin de benzer etki gosterdigi goriilmiistiir. Nockher ve ark. tarafindan
yapilan bir caliymada diyaliz hastalarinmn sCD14 seviyelerinin diyalize girmeyen KBH’lar1 ve
saglikli kontrollerden daha yiiksek oldugu ve diyalizle sCD14 seviyelerinin daha da
yiikseldigi goriilmiistiir. Bu hastalardan izole edilen monositler LPS ile inkiibe edildiginde
siipernatantlarda sCD14 seviyelerinde artis saptanmistir(99). Yine Scherberich ve ark.

tarafindan SLE hastalarinda yapilan ¢calismada sCD14 diizeylerinin inaktif SLE hastalarinda
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kontrollere gore daha yiiksek oldugu ve ayrica aktif SLE hastalarinda da inaktif SLE
hastalarindan daha yiiksek oldugu gézlenmistir(100).

2.8. Lipopolisakkarit ve Klinik Olarak Inflamasyon ile iliskisi:

Endotoksinin inflamasyona olan katkisinin en iyi ¢alisildigi hasta gruplarindan birisi
konjestif kalp yetmezligi (KKY) hastalaridir. Niebauer ve ark. caligmalarinda saglikli
kontrollerde plazma endotoksin seviyelerini 0.46 EU/ml, 6demi olmayan KKY hastalarinda
0.37 EU/ml ve 6demi olan KKY hastalarinda 0.74 EU/ml bulmuslardir (18). Coziinebilir
(soluble) CD14 seviyeleri de endotoksin seviyelerine paralel olarak 6demli KKY hastalarinda
en ylksek bulunmustur. Interlokin-6, CRP seviyeleri de aymi sekilde odemli KKY
hastalarinda 6demi olmayan KKY hastalarindan ve kontrollerden daha yiiksek bulunmustur.
Bir kisim 6demli KKY hastas1 diiiretik tedavi aldiklar1 zaman endoktosin seviyeleri 0.84
EU/ml’den 0.45 EU/ml’ye gerilemis ancak 23 giinliikk tedavi sonunda IL-6 ve TNF-alfa
seviyelerinde degisim izlenmemistir. Bu hastalardan 5’inin izlemleri 60 giine uzatildiginda
TNF-alfa seviyelerinde anlamli azalma izlenmistir (39.6 pg/ml vs 31.0 pg/ml, p=0.079) (8).
Bir baska caligmada ise sivi yiiklenmesi olan KKY hastalarinda sistemik inflamasyon
bulgular1 oldugu ve yiiklenme bulgularinin diizeltilmesi ile birlikte bu bulgularin da azaldig:
bildirilmistir(101). Bu hastalarda goriilen inflamatuar durumun 6dem nedeni ile barsakta
gelisen gecirgenlik artis1 sonucu endotoksinlerin dolasima gecisi ile oldugu diisiiniilmektedir.

KBH’nda var olan kronik inflamatuar durumun da bu hastalarda erken donemden
baslayarak olusan viicutta sivi fazlaligi nedeni ile gelisen barsak duvar1 6demi ve boylelikle
olusan barsak gecirgenligi artisinin endotoksinlerin dolagima ge¢cmesine izin vermesi nedeni
ile oldugu da ortaya atilan bir fikirdir. Gongalves ve ark. bobrek islevleri, siv1 yliklenmesi ve
endotoksemi arasindaki iligkiyi saptamak icin 74 kronik bobrek hastasi [GFR (6-107) 34
ml/dk] arasinda yaptigi calismada sivi yiiklenmesi bulgular1 olan hastalarda endotoksin
diizeylerinin de artmis oldugu gosterilmistir.Her ne kadar hastalarin cogunlugunda (%83) ile
stv1 yiikklenmesi (inferyor vena kava Ol¢iimii cap1 ve kollapsing indeks Ol¢limil) saptanmis
olmasina ragmen bu calismada endotoksin diizeyleri ile GFR, CRP ve fibrinojen diizeyleri

arasinda bir korelasyon saptanmamistir(102).
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GERECLER ve YONTEM:
Cahsmanin Tasarimi:

Calismanm amaci kronik bobrek yetersizligi olan hastalarda bobrek fonksiyonlarinin
bozulmasina paralel olarak intestinal permeabilitenin artip artmadiginin ve olasilikla artmig
intestinal permeabilitenin bu hastalarda siklikla izlenen inflamasyon ile iligkinin
incelenmesidir.

Calismamiz Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistr  (MAR-YC-2007-0124) ve Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma ve
Projeler Komisyonu (SAG — A 030408- 0061 nolu proje) tarafindan desteklenmistir.

Hasta ve Kontrol Gruplari:

Calismamiza 17/11/2008 ile 19/12/2008 tarihleri arasinda 28 evre 3-4 KBH’s1, 21 evre
1-2 KBH’s1 ve 22 KBH olmayan saglikl kisi dahil edilmistir.
Tahmini glomertiler filtrasyon oran1 (GFR) ne olursa olsun altta yatan diyabetik nefropati,
hipertansif nefropati, kronik glomeriilonefrit, polikistik bobrek hastaligi gibi morfolojik bir
renal hastalig1 olanlar veya tahmini glomeriiler filtrasyon oram1 (GFR) en az 3 aydir
60ml/dk/1.73m” altinda olanlar KBH olarak tanimlandi(103). Calismamiza saglikli kontroller,
evre 1-2 KBH ile evre 3-4 KBH olmak iizere 3 grup dahil edilmistir. Evre 1-2 KBH grubuna
diyabetik olmayan ve tahmini GFR degeri > 60 ml/dk olan KBH hastalari, evre 3-4 grubuna
ise diyabetik olmayan ve tahmini GFR hizi 15 ml/dk — 60 ml/dk arasinda olan hastalar dahil
edildi. Kontrol grubu olarak bobrek fonksiyonlari normal olan ve herhengi bir bdbrek
yetersizligine neden olacak hastaligi olmayan kisiler alinmistir. GFR; MDRD formiili ( [170
x  (kreatinin) % x (104)*7° x (BUN)' x (albiimin)***'®x 0.762 kadinlarda]
[mL/dk/1.73 mz] kullanilarak hesaplandi(105). Hastalarin ayrmtili anamnezleri alindi,
muayeneleri yapildi, klinik ve demografik verileri (yas, cinsiyet, bobrek hastalig1 etiyolojisi,

kan basinci degerleri, kullanmakta olduklar: antihipertansif ilaclar) belirlendi.

Calisma Dis1 Birakilma Kriterleri:

Calismamiza diyabetik hastalarla, konjestif kalp yetmezligi olan ve ¢alisma aninda
fizik muayenede s1v1 fazlalig1 bulgular1 olan KBH’lar1 calismaya dahil edilmediler. Son ii¢ ay
icerisinde bobrek hastaligi disinda romatoid artrit, gut, malignite gibi sistemik inflamasyonu
olanlar ve/veya infeksiyonu olanlar, immun sistemi baskilayici ila¢ (steroid, siklofosfamid,
siklosporin, azathiopirin, siklofosfamid veya kemoterapotik ilaglar) kullananlar da ¢calismaya

dahil edilmediler.
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Hastalar en az 10 saatlik aclik zaman diliminden sonra Marmara Universitesi
Hastanesi, Nefroloji poliklinigine ¢agrildilar. Serum ve plazma 6rmekleri i¢in steril sartlarda
ve pirojen ihtiva etmeyen steril tiiplere kanlar alindi. Serum ve plazma 6rnekleri hemen
soguk santrifiij kullanilarak 1000g ile santrifiije edilerek ayrildi. Yine steril sartlarda ve
pirojen ihtiva etmeyen pipet uclari kullanilarak pirojen ihtiva etmeyen ependorf tiiplerine
lipopolisakkarit ve sitokinlerin tespiti icin serum ve plazma Ornekleri ayrildi ve analizler
yapilincaya kadar -80 °C’de saklandi. Ayrica EDTA’l tiiplere alinan kan 6rneklerinde flow

sitometrik analizler yapild.

Kan Orneklerinin Alinmasi:

Sabah 10 saatlik aclik periyodunun ardindan endotoksin tasimayan tiiplere alinan
kanlar hemen 4 C de santriifiij edildi ve tiiplere aktarillarak analizler yapilincaya kadar
-80 °C’de sakland1. Bu islemler sirasinda, endotoksin tagimayan kan alma tiipleri, pipet uglar:

ve ependorf tiipleri kullanildi.

ELISA islemleri:

Serum Orneklerinde IL-6 (human high sensitif IL-6 ELISA, katolog no: BMS213HS,
Bender MedSystems, Viyana, Avusturya), TNF-a (human high sensitif TNF-o ELISA,
katolog no: BMS223HS, Bender MedSystems, Viyana, Avusturya), sCD14 (Quantikine
human sCD14 Immunoassay kiti, katalog no: DC140, R & D Systems, Minneapolis, MN,
ABD) ticari kitleri kullanilarak ¢alisildi.

Kisaca, mouse anti-human monoklonal antikorlarla (anti-TNF-alfa, anti-IL-6, soluble
CD14, vs) kaplanmis olarak gelen 96 kuyucuklu plaklara uygun diliisyonlarda serum
ornekleri konularak inkiibe edildi. Yikama isleminin ardindan streptavidin isaretli deteksiyon
antikoru ile inkiibasyon igleminin ardindan tekrar yikama islemi yapild1 ve biotin konjiige
horse radish peroksidaz ile inkiibasyon yapildi. Yikamanin ardindan substrat (3.3°, 5.5’-
tetramethylbenzidine, TMB) eklendi ve olusan reaksiyon asit eklenemsi ile durduruldu ve 450
nm dalga boyunda spektrofotometre ile okundu. Standardlar kullanilarak bir standat egrisi

olusturuldu ve elde edilen formiil kullanilarak 6rneklerin konsantrasyonlar1 hesaplanda.

Serum Orneklerinde hsCRP Tespiti:

CRP, Serum oOrneklerinde hsCRP immiinonefelometrik (ABCO Diagnostici s.r.l, Sant’

Angelo, Italya) yontem kullanilarak tespit edilmisti. Bu testte, anti-human CRP ile
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kaplanamis pargaciklar iizerine diliie edilmis serum Ornekleri eklenir. Test, nefelometredeki
sacilan (scatter) 15181n Ornekteki CRP miktari ile korelasyonu prensibine dayanir. Standartlar

kullanilarak yapilan egri yardimiyla 6rneklerin CRP konsantrasyonu belirlendi.

Serum Endotoksin Diizeylerinin Belirlenmesi:

Serum endotoksin diizeyleri; endotoksin icermeyen uygun kosullarda alinan ve -80 °C’de
saklanan Orneklerde end-point LAL kiti (Limulus Amebocyte Lysate QCL-1000 test kit,
BioWhittaker Inc, Walkersville, USA) kullanilarak tespit edildi. Test endotoksinin enzimatik
tepkime yolu ile LAL iizerinde opaklagsmasi ve jellesmesi temeline dayanir. Bu islem
sirasinda Oncelikle endotoksin inhibitorlerini notralize etmek i¢in serum Ornekleri 10 dakika
sireyle 70 °C’de isitilmistir. Steril ve endotoksinsiz 96 kuyucuklu plaklara 50 pl 1/5
sulandirilmis 6rnek konulmus ardindan da her kuyucuga 50 ul LAL eklenmistir. On dakikalik
inkiibasyon sonrasi, kuyucuklara reaksiyon sonrasi sar1 renk veren substrat eklenmis, alti
dakikalik reaksiyon sonrasi da islem 50 pl asetik asitle sonlandirilmis ve spektrofotometre ile
405 nm’de absorbans Ol¢iilmiistiir. Konsantrasyonu bilinen endotoksin konsantrasyonlar1 ile
yapilan standart egri kullanilarak serum Orneklerinin endotoksin konsantrasyonlari

hesaplanmistir. Metodun minimum 0l¢tim limiti 0.01 EU/mI’dir.

Toll-Like Reseptor Diizeylerinin Olciilmesi:

Serum endotoksinin (lipolisakkarit) monositler iizerindeki toll like reseptor-2 (TLR-
2) ve toll like reseptor-4 (TLR-4) aktivasyonu iizerine olan etkileri flow sitometrik yontemle
belirlenmistir. Bu amagla 5 ml eritrosit lizis tamponadi (155 mM NH4Cl; 10 mM NH4HCOs3;
0.09 mM EDTA) iizerine 100 ul EDTAD tiiplere alinmis tam kan eklenip 10 dakika
beklettikten sonra 10 dakika siire ile santrifiij (500 g) edilerek hiicre peleti 10 ml fosfat
tampon soliisyonu ile ¢oziiliip 1200 devir hizinda tekrar santrifiij edilmis ve 100 pul PBS/0.5%
Bovine Serum Albumin/l mM EDTA soliisyonu i¢ine konulmuslardir. Elde edilen hiicre
soliisyonu iki ayr tiipte mouse anti-human CD14-FITC ve mouse anti-human TLR2-PE veya
mouse anti-human TLR-4 PE monoklonal antikorlar1 ile 30 dakika siireyle inkiibe
edilmislerdir. Hiicreler daha sonra PBS tampon soliisyonu ile iki kez yikanmis ve flow
sitometri cihaz1 ile (Becton Dickinson) olgiimler yapilmistir. Monositler CD14"
boyanmalarina gore kapilanmis ve bu hiicreler arasinda TLR-2 ve TLR-4 eksprese eden hiicre

orani ve bu hiicrelerde bu reseptorlerin yogunluklar1 (intensiteleri) belirlenmistir. Sonuclar
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CD14+ hiicrelerde TLR-2 ve TLR-4 pozitifligi (%) ve bu antikorlarin ortalama florasan
densitesi (MFI) olarak rapor edilmistir.

istatistiksel Analiz:

Istatistiksel analizler icin SPSS 14.0 for windows software programm kullanilmustir. Sayisal
degiskenler, ortalama * standart deviasyon seklinde belirtilmistir. Sayisal degiskenlerin
gruplar arasinda karsilagtirilmasi swrasinda ANOVA testi  (parametrik dagilim gosteren
verilerde) ve Kruskal-Wallis testi (nonparametrik dagilim gosteren verilerde) kullanilmig
olup sonuclar posthoc analiz ile belirtilmistir. Kategorik veriler ise ylizde olarak tanimlanmig
ve Ki-kare testi ile karsilagtirilmistir. Korelasyon analizlerinde Spearman korelasyon testi
kullanilmig ve bu testte anlamli olan parametrelere kullanilarak da CRP ile iliskili
parametreler logistic regresyon analizi kullanilarak belirlenmistir. P<0.05 degeri istatistiksel

olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
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SONUCLAR:

Calismamiza, saglikli kontrol grubunda 22 kisi, evre 1-2 KBH grubunda 21 kisi ve
evre 3-4 KBH grubunda 28 kisi dahil edildi. Caligmaya dahil edilen kadin ve erkek orani
gruplar arasinda benzerdi (Tablo 1).

Yas ortalamalar1 incelendiginde evre 3-4 KBH grubunun yasi diger gruplardan yiiksek
olmakla birlikte gruplar arasinda istatistiksel farklilik saptanmad1 (Tablo -1).

KBH gruplarinda renal hastalik etiyolojileri incelendiginde glomeriilonefrit oram evre
1-2 KBH (%52.4 vs %35.7, p=0.26) hipertansiyon/RAS oran1 da evre 3-4 KBH grubunda
(%39.3 vs %23.8, p=0.35) yiiksek olmakla birlikte bu farklilik istatistiksel anlama ulagsmada.
Diger renal hastalik etiolojileri gruplar arasinda benzerdi (Tablo 1).

Aspirin kullanim oram evre 3-4 KBH grubunda daha fazla plmakla birlikte istatistiksel
anlama ulagmadi. Statin kullanan hasta oram ise evre 3-4 grubunda anlaml olarak fazlaydi
(%9.5 vs %35.7, p<0.05). ACE/ARB kullanim oranlar1 ise her iki grupta oldukca yiiksek
oranlardayd:r (Tablol). Hastalarin sistolik kan basinci (SKB) degerleri karsilastirildiginda;
evre 1-2 KBH grubunun 6lciilen KB degerleri kontrol grubuna gore isttaistiksel anlama
yaklasan oranda yiiksek bulundu (125 + 22 vs 114 + 12, p=0.069). Hasta gruplarinin DKB

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (Tablo 1).
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Tablo 1. Kontrol, Evre 1-2 ve Evre 3-4 KBH gruplarinda Demografik Veriler

oo KB B
(n=21) (n =28)

Yas (79) 509+11.3 49.5+£9.6 53.7£12.5
Cinsiyet (kadin/erkek) 8/14 10/11 9/19
KBH sebebi (n, %)

Hipertansiyon/RAS (n, %) 5 (23.8) 11 (39.3)

Glomeriilonefrit (n, %) 11 (52.4) 10 (35.7)

ODPKBH (n, %) 4 (19) 4 (14.3)

Kronik pyelonefrit (n, %) 1 (4.8) 3 (10.7)
Aspirin kullanim1 (n, %) 5 (23.8) 12 (42.8)
Statin Kullanimi (n, %) 2 (9.5) 10 (35.7)"
ACE/ARB kullanim1 (n, %) 17 (80.9) 26 (92.8)
SKB (mm Hg) 114 £ 12 125 £22 121 £11
DKB (mm Hg) 68 +7 73+ 11 72 £8

Veriler ortalama + SD olarak verilmistir.

RAS: Renal arter stenozu, ODPKBH: Otozomal Dominant Polikistik Bobrek Hastaligi, ACE:
Angiotensin Doniistiiriicli Enzim inhibitorii, ARB: Angiotensin Reseptor Bloker.

*p<0.05 vs evre 1-2 KBH grubu.

Calisma gruplarmin laboratuar bulgular1 incelendiginde, kontrol grubunun GFR
degerleri hem evre 1-2 KBH (103 + 20 ml/dk/1.73 m® vs 87 + 27 ml/dk/1.73 m?, p<0.05)
hem de evre 3-4 KBH grubundan (103 + 20 ml/dk/1.73 m® vs 33 + 14 ml/dk/1.73 m®
p<0.0001) yiiksekti. Aym sekilde evre 1-2 KBH grubunun GFR degeri de evre 3-4 KBH
grubundan anlamli olarak yiiksekti (87 + 27 ml/dk/1.73 m® vs 32 + 14 ml/dk/1.73 m’,
p<0.0001) (Sekil 2, Tablo 2,). Serum kreatinin diizeyleri incelendiginde evre 3-4 KBH
grubunun degerlerinin kontrol grubundan (2.48 £+ 0.97 mg/dl vs 0.80 = 0.14 mg/dl,
p<0.0001) ve evre 1-2 KBH grubundan (2.48 + 0.97 mg/dl vs 0.92 + 0.23 mg/dl, p<0.0001)
yiiksek oldugu goriildii (Tablo 2).

Serum kalsiyum diizeyleri ve kalsiyum - fosfor iirlinlerinin hasta gruplar1 arasinda
istatistiksel acidan farkli olmadig1 ancak evre 3-4 KBH grubunda serum fosfor oranlarinin
evre 1-2 grubundan anlamli olarak yiiksek oldugu goriildii (p=0.05, Tablo 2).

Aym sekilde kontrol grubundan evre 1-2 ve evre 3-4 gruplarina gegildikce Hb ve Htc
diizeyleri azalmakla birlikte istatistiksel farklilik saptanmadi (p=0.11, Tablo 2).
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Tablo 2: Kontrol, Evre 1-2 ve Evre 3-4 KBH gruplarinda Laboratuar Bulgular1.

Kontrol Evre 1-2 KBH Evre 3-4 KBH
Grubu Grubu Grubu
(n =22 (n=21) (n =28)
GFR (mL/dk/1.73 m°) 103 +20 87 +27° 32 +14°°¢
Serum kreatinin (mg/dl) 0.80 £0.14 0.92 £0.23 2.48 £0.97°¢
Serum albumin (g/dl) 4.67 +0.30 4.45 +0.29 4.55 +0.34
Hemoglobin (g/dl) 13.9+1.3 13.7+1.3 13.1+1.7
Hematokrit (%) 40.4 +3.8 39.7+3.6 37.5+55
Serum kalsiyum (mg/dl) 9.4+0.3 9.4+ 0.2 9.3+0.4
Serum fosfor (mg/dl) 34+£04 34+£03 3.7+0.6°
Kalsiyum X fosfor iiriinii (mg*/dI°) 32.3+3.6 323429 349 +52

Veriler ortalama + SD olarak verilmistir.

GFR: Glomertiler filtrasyon hizi, (MDRD-7 formiilii ile hesaplanmaigtir)

a p<0.05 vs kontrol grubu, b p<0.0001 vs kontrol grubu, ¢ p<0.0001 vs evre 1-2 KBH grubu,
9p=0.05 vs evre 1-2 KBH grubu.

Evre 1-2 KBH grubundaki hastalarin CRP degerlerinin kontrol grubundan istatistiksel
acidan anlamli derecede yiiksek (3.78 +3.16 vs 1.93 + 1.63, p<0.05) oldugu goriildii. Ayrica
Evre 3-4 KBH grubundakilerin de CRP degerlerinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda daha
yiksek (3.79 + 3.09 vs 1.93 + 1.63, p<0.05) oldugu saptandi. Evre 1-2 ve evre 3-4 KBH
gruplarinda CRP diizeyleri benzerdi (Sekil 3, Tablo 3)

sCD14 diizeyleri ise evre 3-4 KBH grubunda kontrol grubundan (2.01 + 0.44 pg/ml
vs 1.43 + 0.27 pg/ml, p<0.0001) ve evre 1-2 KBH grubundan (2.01 + 0.44 pg/ml vs 1.53 +
0.30 pg/ml, p<0.0001) anlamli olarak daha yiiksek oldugu gézlendi. Evre 1-2 KBH olanlar ile
kontrol grubundakiler arasinda bu ac¢idan anlaml fark goriilmedi (Sekil 4, Tablo 3).

Hastalarin lipopolisakkarit diizeyleri ise konrol, evre 1-2 KBH ve evre 3-4 KBH
gruplarinda sirasiyla 0.72 + 0.45 EU/ml, 1.10 + 0.92 EU/ml ve 1.04 £ 0.77 EU/ml olmak
izere benzer bulundu (Sekil 5, Tablo 3).

Hasta gruplar1 arasinda CD14" monositler arasinda TLR-2 eksprese eden hiicre
yiizdesi ve bu hiicrelerdeki TLR-2 yogunlugu (mean floresan intensitesi) benzerdi. Bu

hiicrelerdeki TLR-4 yogunlugu evre 1-2 KBH (267 + 25 vs 248 + 23, p<0.05) ve evre 3-4
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KBH gruplarinda (264 + 23 vs 248 + 23, p<0.05) kontrol grubundan anlamli olarak fazlaydi
(Tablo 3, Sekil 6). TLR-4 eksprese eden CD14" monosit oran1 evre 1-2 KBH (%33.3 + 12.2
vs %27.1 = 11.6, p=0.17) ve evre 3-4 KBH gruplarinda (%33.3 £ 8.9 vs %27.1 + 11.6,
p=0.08) yiiksek olmakla birlikte bu yiikseklik istatistiksel anlama ulasamadi (Sekil 6, Tablo
3).

Tablo 3: Kontrol, Evre 1-2 ve Evre 3-4 KBH gruplarmnda inflamasyonla Iligkili Parametreler

Kontrol Evre 1-2 KBH Evre 3-4 KBH

Grubu Grubu Grubu

(n=22) (n=21) (n =28)
CRP (mg/L) 1.93 +1.63 3.78 £3.16% 3.79 + 3.09*
IL-6 (pg/ml) 291 +3.44 2.50 +0.30 3.44 +2.60
TNF-alfa (pg/ml) 0.74 £ 1.56 0.24 £ 0.29 0.57+1.14
sCD14 (ug/ml) 1.43 +0.27 1.53 +0.30 2.01 £0.44°¢
Lipopolisakkarit (EU/ml) 0.72 +£0.45 1.10 +£0.92 1.04 +0.77
CD14*TLR-2" 76.9+73 76.8+9.3 79.2+7.5
CD14"TLR-2" (MFI) 448 + 182 550 £ 224 522 +160
CD14"TLR-4" (%) 27.1+11.6 33.3+12.2 33.3+9.0
CD14"TLR-4" (MFI) 248 £ 23 267 + 254 264 + 23

Veriler ortalama * SD olarak verilmistir.
MEFI: Ortalama floresan yogunlugu,
p<0.05 vs kontrol grubu, , "p<0.0001 vs kontrol grubu, ¢ p<0.0001 vs evre 1-2 KBH grubu,

Calismamizda tiim gruplarin (n=71) dahil edildigi korelasyon analizlerinde yasin GFR
(r=-0.25, p=0.035) ve SKB (r=0.23, p=0.05) ile korele oldugu gozlendi. GFR de diisme ile
hemoglobin degerlerinin diistiigii (r=0.29, p=0.013), CRP (r=-0.29, p=0.012), fosfor (r=-.40,
p=0.003) ve kalsiyum — fosfor iiriiniiniin (r=-0.32, p=0.009) de yiikseldigi gozlendi. TLR-2
ve TLR-4 eksprese eden monositler orani ve bu reseptorlerin yogunluklari ile yas, GFR, CRP,
sCD14 gibi parametreler arasinda korelasyon saptanmadi.
sCD14 yukarida belirtilen parametrelerden farkl olarak GFR (r=-0.60, p=0.001), hemoglobin
(r=-0.26, p=0.03), CRP (r=0.39, p=0.001), IL-6 (r=0.22, p=0.05), ile korelasyon gosterdi.
Lipopolisakkarid diizeyleri ise sadece TLR-4 yogunlugu ile (r=0.25, p=0.03) gosterdi.

Evre 1-2 ve evre 3-4 gruplar1 bir arada incelendignde (n=49); GFR; hemoglobin
(r=0.39, p=0.006), fosfor (r=-0.43, p=0.002), kalsiyum-fosfor iiriinii (r=-0.37, p=0.008) ve
sCD14 (r=-0.39, p<0.001) ile korelasyon gosterdi. CRP ise kalsiyum (r=0.30, p=0.034) ve
sCD14 (r=0.48, p=0.001) ile korelasyon gosterdi (Sekil 7). Lipopolisakkarid ile diger

parametrelerin hig birisi arasinda korelasyon tespit edilmedi.
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Evre 1-2 KBH grubunda (n=22) GFR; yas (r=-0.53, p=0.013) ile, CRP; kalsiyum
(r=0.51, p=0.018), fosfor (r=0.51, p=0.018), kalsiyum-fosfor iiriinii (r=0.56, p=0.008) ile
korelasyon gosterdi. sCD14 ile diger parametrelerin hi¢ birisi arasinda bu grupta korelasyon
tespit edilmedi. sCD14 ile diger parametrelerin hi¢ birisi arasinda bu grupta korelasyon
tespit edilmedi.

Evre 3-4 KBH grubunda (n=28) korelasyon yapildiginda GFR; hemoglobin (r=0.68,
p=0.001), fosfor (r=-0.43, p=0.024) ile korelasyon gosterdi. CRP ise sadece sCD14 (r=0.48,
p=0.001) ile korelasyon gosterdi (Sekil 8). sCD14 ile diger parametrelerin hi¢ birisi arasinda

bu grupta da korelasyon gosterilemedi.
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Sekil 2: Kontrol, Evre 1-2 KBH ve Evre 34 KBH Gruplarinda GFR Dedgerleri
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$Sekil 3: Kontrol, Evre 1-2 KBH ve Evre 3-4 KBH Gruplarinda CRP Dedgerleri
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Sekil 4. Kontrol, Evre 1-2 KBH ve Evre 34 KBH Gruplarinda sCD14 Dedgerleri
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*p=0.0001 vs kontrol grubu, 1 p p<0.0001 vs evre 1-2 KBH grubu

Sekil 5: Kontrol, Evre 1-2 KBH ve Evre 3-1 KBH Gruplarinda Lipopolisakkarit Degerleri
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$ekil 6: Kontrol, Evre 1-2 KBH ve Evre 34 KBH Gruplarinda
CD14+ Monositler Uzerinde TLR-4 Yoguniugu
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Sekil 7: Kontrol, Evre 1-2 KBH ve Evre 34 KBH Gruplarinda
CRP ve sCD14 Arasinda Korelasyon
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Sekil 8: Evre 3-4 KBH Gruplaninda CRP ve sCD14 Arasinda Korelasyon
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TARTISMA:

Kronik bobrek yetersizligi prevalanst Amerika Birlesik Devletleri’'nde genel
popiilasyonda %3 iken eriskinlerde %11’e kadar ¢ikmaktadir(106). Bu hastalarda inflamasyon
ve aterosklerozun arttig1 kanitlanmis olup KV mortalite ve morbiditeleri olduk¢a yiiksektir.
Ozellikle kronik diyaliz tedavisi géren son dénem bobrek hastaligi olan hastalarda koroner
arter hastaligi insidansinmm %40 civarinda oldugu ve Oliimlerin yaklagik yarisinin
kardiyovaskiiler hastalik nedeni ile oldugu bildirilmistir(107). Diyalize giren SDBY
hastalarinda kardiyovaskiiler mortalite oran1 genel toplumdakinden yaklasik olarak 10-20 kat
daha yiiksektir(108). Kardiyovaskiiler mortalitenin diyaliz oncesi evreler de dahil olmak lizere
yiikksek olmasi ve bir cok KBH hastasinin son donem diyaliz tedavisine atherosklerotik KV
olaylar nedeniyle ulasamamasi bu hastalarda KV hastaliklara yonelik tedavileri 6n plana
cikartmaktadir. Ancak su ana kadar yapilan calismalarda bu hastalarn KV mortalitelerine
yonelik tedavilerle elde edilen kazanimlar olduk¢a sinirlidir(109-111).

Son yillarda atherosklerozun inflamatuar bir siire¢ oldugu ve bu siirecte inflamatuar
parametrelerin KV mortalite ile yakindan iliski gosterdigi rapor edilmistir(7, 9). Bu nedenle
bu hastalarda inflamasyonu Onlemenin genel niifusta oldugu gibi bu hastalarda da KV
mortaliteyi Onleyebilecegi diistiniilmektedir. Heniiz inflamasyonu azaltmada etkinligi
gosterilen tedaviler genel toplumda oldugu gibi bu hasta grubunda da sinirhdir (112, 113).
Bununla birlikte bu hasta grubunda inflamasyon sebeplerinin ve inflamasyon ile atheroskleroz
arasindaki iliskinin de daha derinlemesine aydinlatilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda yas ve cinsiyeti karsilastirilmis saglikli kontrollerle, bobrek hastaliginin
erken (evre 1-2 KBH) ve orta-ileri (evre 3-4 KBH) asamalarinda serum LPS seviyelerini ve
LPS’nin aktive edebilecegi faktorlerin inflamasyonla ve bobrek fonksiyonlarinin dereceleri ile
iliskisini inceledik.

Calismamizda CRP diizeylerinin hem erken hem de orta-ileri evre KBH’larinda
saglikli kontrollerden yiiksek oldugunu, CRP seviyelerinin bobrek hastaliginin erken
evrelerinden itibaren yilikselmis oldugunu gosterdik. Her iki KBH grubu bir arada
incelendiginde bulgularimiz literatiirle uyumludur (43, 44, 49). Bizim calismamizda ise diger
literatiirden farkli olarak hastalarimizi daha evre 1-2 KBH ve evre 3-4 KBH gruplar1 olmak
tizere iki farkli bobrek fonksiyonu olan gruplara ayirdik ve her iki grupta da CRP degerlerini
benzer diizeylerde tespit ettik. Razeghi ve ark. ise hastalarim1 yiiksek CRP (>10 mg/L) ve
diisik CRP (<10 mg/L) gruplarma ayirdiklarinda GFR diizeylerinin sirasiyla 24.3 + 14.4
ml/dk ve 33.6 + 16.3 ml/dk olmak iizere farkli oldugunu rapor etmislerdir. Hasta gruplarimizi
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inceledigimizde her iki grupta da altta yatan hastaliga bagli immiin aktivasyonun fazla
olabilecegi glomeriilonefritli hastalarimizin (evre 1-2 KBH grubunda %52 ve evre 3-4 KBH
grubunda %35.7 hasta) istatistiksel olarak benzer olsa da fazla oranda olmasi evre 1-2 KBH
grubunda inflamasyonun diger grupla benzer olmasina katkida bulunuyor olabilir. Yine ayni
sekilde otosomal dominant polikistik bobrek hastalarinin (evre 1-2 KBH grubunda %19.
hasta ve evre 3-4 KBH grubunda %14.3) az oranda olmalar1 ve bu kez hipertansiyon-RAS’a
bagli KBH hastalarinin evre 3-4 grubunda daha fazla olmas1 (1-2 KBH grubunda %23.8 ve
evre 3-4 KBH grubunda %39.3) gruplar arasindaki CRP oranlarinin benzerligini agiklayabilir.
Atherosklerotik hastaligin varligit KBH hastalarindaki inflamasyonun en 6nemli sebebi olarak
bildirilmistir (114, 115). Her iki calismada da CRP seviyelerinin en Onemli belirleyicisi,
atherosklerotik kalp hastaliginin varligi olmustur. Stenvinkel ve ark. da karotis arterlerinde
atherosklerotik plaklar1 olan hastalarn CRP diizeylerini yiiksek (10 + 1 mg/L vs 20 + 3
mg/L) bulmustur (6). Ilging bir sekilde bu ¢alismada arter liimen capida yiiksek bulunmustur.
Ekokardiografik incelemelerde de sivi fazlaligi olan HD hastalarinda inflamatuar parametreler
yiikksek bulunmustur (102). Benzer sekilde dilate kardiyomyopati zemininde KKY gelistiren
hastalarin inflamatuar parametreleri iskemik zeminde KKY gelistiren hastalardan daha yiiksek
rapor edilmistir (116). Calismamiza sivi fazlaligi bulgular1 olan hastalar1 dahil etmedik.
Ayrica KBH gruplar1 arasinda atherosklerotik kalp hastalig1 siklig1 oranlarimiz da benzerdi.

Hastalarimizin tipik immiinomodiilatuar ilaglar1 almadiklarini (steroid, azatiopurine,
siklofosfamid vs) da gérmekteyiz. Statin tedavilerinin CRP seviyelerini diisiirdiigii hem genel
toplumda hem de KBH grubunda gosterilmistir (112, 113, 117). Calismamizda evre 3-4
grubunda statin alan hasta oran1 anlaml olarak fazlaydi. Benzer sekilde aspirin tedavisinin de
inflamatuar parametreler iizerine olumlu etkileri KBH’larinda rapor edilmektedir(118).
Calismamizda aspirin alan hasta orami da istatsitiksel olarak anlamli olmasa da evre 3-4
grubunda daha fazlaydi (kontrol grubu %23.8 ve evre 3-4 KBH grubunda %42.8). Bu
nedenlerle evre 3-4 grubunda CRP diizeyleri evre 1-2 grubuna yakin tespit edilmis olabiliriz.
Calismamizda tiim gruplar (kontroller ve KBH hastalari, n=71) bir arada incelendiginde GFR
diizeyleri ile CRP seviyeleri arasinda negatif korelasyon (r=-0.30, p=0.012) tespit ettik.
Ancak KBH hastalarmi bir arada ve KBH gruplarint kendi iclerinde ayr1 ayri
degerlendirdigimizde GFR degerleri ile CRP diizeyleri arasinda korelasyon tespit edemedik.
Direk bir korelasyonun olmamasi bu hastalarda inflamasyona sebep olan faktorlerin bobrek
hastaliginin erken evrelerinden itibaren etkin oldugunu diisiindiirmektedir. Diger taraftan bazi
faktorler bir KBH nin bir evresinde etkin iken (altta yatan bobrek etiyolojisi gibi) diger
evresinde baska faktorler (oksidatif stress gibi) etkin oluyor olabilir.
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Calismamizda her iki KBH grubunda da TLR-2 (evre 1-2 ve evre 3-4 KBH
gruplarinda sirasiyla %76.8 £ 9.3 ve %79.2 £7.5 vs 76.9 = 7.3) ve TLR-4 (evre 1-2 ve evre
3-4 KBH gruplarinda sirasiyla %33.3 + 12.2 ve %33.3 £ 9.0 vs %27.1 £ 11.6) eksprese eden
monosit oranini ve bu monositlerde TLR-2 yogunlugunu (evre 1-2 ve evre 3-4 KBH
gruplarinda sirasiyla 550 + 224 ve 522 + 160 vs 448 + 182) saghkli kontrollerle benzer
bulduk. Buna karsin TLR-4 yogunlugu monositlerde her iki KBH gruplarinda (evre 1-2 ve
evre 3-4 KBH gruplarinda swrasiyla 267 + 25 ve 264 + 23 vs 248 + 23) da saglikli
kontrollerden yiiksek bulduk. Bu bulgumuz KBH’larinda bir lipopolisakkarid reseptorii olan
TLR-4 yogunlugunun monositlerde her iki KBH grubunda da artttigin1 ve lipopolisakkarid
baglayan TLR-2 reseptorlerini eksprese eden monosit oranmin da artis egiliminde oldugunu
gostermektedir. Yakin donemlerde yapilan caligmalarda LPS’in TLR-2 ve TLR-4 icin bir
ligand oldugu gosterilmistir(119). Wittebole ve ark. insanlara LPS infuse ettikleri zaman
monosit ve graniilositlerde TLR-2 ve TLR-4 ekspresyonunun baslangicta azaldigini ardindan
da monositlerde TLR-2 ve TLR-4 ekspresyonunun belirgin olarak arttigini rapor
etmislerdir(120). Armstrong ve ark. gram pozitif bakterilerle sepsis gelistiren hastalarin
monositlerinde TLR-2 ve TLR-4, gram-negatif bakterilerle sepsis gelistirenlerde ise TLR-2
ekspresyonunun arttigini rapor etmistir(121). Benzer sekilde Marsik ve ark. LPS’in monosit
ve graniilositlerde TLR ekspresyonunu modiile ettigini rapor etmislerdir(122). Biz de HD
hastalarinda yaptigimiz bir ¢alismada TLR-4 yogunlugunun monositlerde diyaliz sonrasi
arttigim gosterdik(123). TLR’ler monositler disinda diger hiicrelerde de bulundugundan NF-
kB yolagmi aktive ederek inflamasyonu tetiklemektedir(14). Calismamizda ise TLR-2
yogunlugunun ve TLR-4 eksprese eden monositlerin artis egiliminde olmasi ve TLR-4
yogunlugunun anlamli olarak yiiksek olmasi TLR sisteminin KBH gruplarinda aktive
oldugunu gostermektedir. TLR’lerin ekspresyonlarini arttiran tek faktor olarak endotoksin
giizikmemektedir. LPS disinda hiicre kiiltiirlerinde IFN-gamma uyarisinin  TLR-4
ekspresyonunu arttirmaktadir(124). Hasarlamis dokulardan salinan “’1s1-sok proteini’’, “’non-
histone chromatin binding protein high mobility group box’’, hyaluronan, fibronektin,
heparan siilfat, gibi molekiillerin TLR2 ve TLR-4 ligand1 olduklar1 ve 6zellikle iskemik hasar
sirasinda TLR sistemini aktive ettigi bildirilmektedir(125). Calismamiza benzer sekilde diger
kronik hastaliklarda da TLR ekspresyonu rapor edilmistir. Romatoid artritli hastalarda
kontrollere kiyasla CD64" monositlerde TLR-2 ve TLR-4 yogunluklarinin arttigi rapor
edilmistir(126). Bir diger ¢alismada ise CD14" monositlerde TLR-2 yogunlugu artmis ve
CRP ile de korelasyon saptanmustir(127).
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Filariazis enfeksiyonu olan kisilerde yapilan bir ¢caligmada TLR’lerin ko-stimiilatuar
molekiiller oldugu ve bu reseptorleri eksprese etmeyen kisilerde inflamatuar cevabin azaldigi
ve infekte kisilerden izole edilen lenfositlerin direk olarak bu reseptorlerin ligandlari ile (6rn.
LPS) uyarilmalarinin da bu kisilerin lenfositlerinde TLR-2 reseptorlerinin ekspresyonunu
arttirmadigi rapor edilmistir(128). Diger taraftan baska sebeplerle aktive olan T-lenfositlerinin
TLR-2 ekspresyonunu arttirdigi ve bu lenfositlerin bakteriyal lipopeptid ile uyarildiklarinda
daha fazla sitokin salgiladiklar1 rapor edilmistir(129). Bu veriler 15181nda hasta gruplarimizda
artmis TLR ekspresyonlarinin iiremik hastalarda bagska mekanizmalarla aktive olmus
monositlerden  sitokin  salgilamalarmi  arttirmis  olduklarimi  diisiinebiliriz.  Nitekim
calismamizda korelasyon analizlerinde bu reseptorlerin ekspresyonu ile CRP arasinda
korelasyon gosteremesek de hasta gruplarimizda CRP seviyelerini yiiksek bulmamiz bu savi
desteklemektedir.

llging olarak calismamizda LPS diizeyleri ile TLR ekspresyonu arasinda iliski
gosteremedik. Diger taraftan caligmamizda TLR-2 intensitesi istatistiksel anlama ulagmasa da
KBH gruplarinda belirgin olarak yiiksekti. Her ne kadar LPS bir TLR-2 ligand1 da olsa TLR-
2’nin en Onemli ligand1 bakteriyal lipoproteindir(129). Calismamizda ise lipoprotein
diizeylerini incelemedik ancak TLR-2 ve TLR-4 yogunluklarmnin ¢ok kuvvetli korelasyon
gostermesi (KBH hastalarinda (n=49) MFI-TLR2 ve MFI-TLR4 arasinda r=0.73, p=0.0001)
her iki reseptoriin birlikte aktive oldugunu diisiindiirmektedir. KBH’liginda bagka sebeplerle
salgilanan sitokinler de romatoid artritte(126) oldugu gibi monosit-TLR sistemini aktive
edebilir ya da KBH’da doku hasarma bagh salgilanan endojen ligandlar(127) TLR sistemini
aktive etmis olabilir.

Calismamizda da saglikli kontrollere kiyasla sCD14 seviyelerini yiiksek bulduk.
Ayrica sCD14 seviyeleri GFR ile de negatif korelasyon gosterdi. sCD14 aktive monositlerden
dolasima dokiilmesi nedeniyle; KBH’larinda monositlerin aktive oldugunu ve bu
aktivasyonun KBH hastaliginin erken evrelerinden baglayarak ve artarak devam ettigini
diisiindiirmektedir. Yapilan bir bagka calismada sCD14 seviyelerinin infeksiyon gibi monosit
ve makrofaj aktivitesinin arttiZ1 durumlarda arttig1 rapor edilmistir(98, 130). Ayni paralellikle,
calismamizda CRP seviyeleri ile sCD14 arasinda da pozitif bir iliski gosterdik. Bu korelasyon
KBH hastalarinda sCD14’{in inflamasyonu tetikledigi tezini destekler goriiniimdedir (98, 99).
Diger taraftan bizim hastalarimizda gordiigiimiiz sCD14 yiiksekligi monosit aktivasyonu ile
giden diger inflamatuar hastaliklarda da goriiliiyor olabilir(131). Hemodiyaliz hastalarinda
kronik ancak yetersiz bir immiin aktivasyon s6z konusudur(99). Monositler antijen prezente

eden hiicrelerden olup hemodiyaliz hastalarinda kronik olarak lipopolisakkaridle maruz
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kalmanin sitokin salinmasini arttirdig1 rapor edilmistir (96, 97). Endotoksinle kronik olarak
karsilasmak monositler iizerinde CD14 (mCD14) miktarlarim1 hemodiyaliz hastalarinda
diyaliz oncesi KBH’larma ve saglikli kontrollere kiyasla azaltrken sCDI14 diizeylerini
arttirmaktadir(99). Diger taraftan calismamizda LPS seviyeleri ile sCD14 arasinda bir iligki
bulunmamiz ise bu tez ile uyumlu gozilkmemektedir. Ancak, sCD14’lin tek basina diisiik
miktarlarda da olsa LPS’yi baglayarak CD14 eksprese etmeyen hiicrelerde dahil inflamasyonu
tetikledigi diisiiniiliirse(96) caligmamizda tespit ettigimiz KBH gruplarindaki yiiksek sCD14
konsantrasyonlar1 monosit aktivasyonunda yine de rol oynadigini diisiinebiliriz. Diger taraftan
calisjmamizda kontrollere kiyasla KBH gruplarimizda yine de LPS konsantrasyonlarinda
yikkselme egilimi vardir. Evre 3-4 KBH grubunda CRP ile sCD14 arasinda belirgin iliski
tespit etmemiz bu goriisii desteklememektedir. Diger taraftan bulgularimiz tamamiyla
sCD14’lin diger kronik hastaliklarda yiikselmesinde oldugu gibi bir inflamatuar belirte¢ de
olabilir(131). Ancak, bu goriisii netlestirebilecek literatiirde bildigimiz kadariyla herhangi bir
hastalik grubunda sCD14 ile endotoksin konsantrasyonlar1 arasindaki iligkiyi birebir arastiran
bir ¢aligma da bulunmamaktadir.

Calismamizin kisitlamalarindan birisi calismaya dahil edilen hasta sayisinin az
olmasidir. Hasta sayimizin fazla olmasi durumunda 6zellikle TLR ve inflamasyon iligkilerini
istatistiksel olarak daha 1yi degerlendirebilirdik. Ayrica bu hasta grubunda monosit
aktivasyonunda rol oynayan ve inflamasyonu tetikledigini bildigimiz oksidatif stres gibi
faktorleri de inceleyerek bu faktorlerin sCD14, TLR sistemi ve inflamasyon ile ilgkilerini
daha iyi degerlendirebilirdik.

Sonug olarak, GFR azaldik¢a endotoksinemi miktarinda artis olmadigi saptanmistir.
Kronik bobrek hastaliginin ilerlemesi ile saptadigimiz anlaml ya da anlama yaklasan TLR
sistemi parametrelerindeki aktivasyon ve sCD14 artmis inflamasyonda rol oynamaktadir.
Ancak, bu inflamasyondan endotoksinemi, TLR ve sCD14 disinda diger faktorler de
(oksidatif stress gibi) sorumlu goziikmektedir. Elde ettigimiz sonuglar kalp yetmezligi ve sivi
fazlahigi olmayan evre 1-4 KBH’larindaki inflamasyonda endotoksineminin onemli bir
roliiniin olmadigm akla getirmektedir. Calismamizda sivi fazlalif1 olan hastalar calismaya
alinmadig i¢in prediyaliz KBH hastalarindaki tiremik durumun sivi fazlaligi olmadan barsak

gecirgenligini arttirmadigl sonucu da ¢ikarilabilir.
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