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OZET

Piyelonefrit renal skara ve bununla iliskili komplikasyonlara (hipertansiyon, son
donem bobrek yetmezligi gibi) yol agabilir. Renal skarin gosterilmesinde altin standart Tc-99
DMSA sintigrafisidir. Notrofil jelatinaz iligkili lipokalin (NGAL) akut ve kronik bdbrek
hasarinin varligini gostermede son yillarda giderek 6nem kazanan bir biyobelirtegtir. Bu
calismada, piyelonefrit 6ykisu olan ¢cocuklarda renal skar varliginin gostergesi olarak idrar ve
plazma NGAL duzeyleri incelenmistir. Bu parametrenin yani sira fibrozis belirleyicisi olarak
MMP-9 ve TIMP-1 in NGAL ile iliskisi de aragtirilmistir.

Calismaya DEU Cocuk Nefroloji Poliklinigi’ne basvuran ve en az 6 ay Once
piyelonefrit atag1 geciren hastalar alindi. Hastalar DMSA sintigrafisi sonuglarina gore renal
skar (-) (Grup 1) ve renal skar (+) (Grup 2) olmak Uzere iki gruba ayrildi. Her grup
vezikoureteral reflii (VUR) varlig1 agisindan da kendi icinde VUR (-) ve VUR (+) olarak
gruplandi. Plazma NGAL duzeyleri Biosite Triage prometer cihazi kullanilarak floresans
immun dl¢iim ydntemi ile olgiildii. Idrar NGAL diizeyleri Architect Abbott C 16200
otoanalizériinde kemiltiminesans immiin 6lgim yontemi ile olgiildl. Idrar ve plazma NGAL
testlerine ek olarak renal skar ve fibrozis gostergesi olarak idrar matriks metalloproteinaz-9
(MMP-9) (Boster ELISA Kkiti) ve metalloproteinaz doku inhibitéri tip 1 (TIMP-1) (Invitrogen
ELISA Kiti) duzeyleri de 6lgildi. Grup 1 ve 2 plazma ve idrar NGAL, idrar MMP-9 ve
TIMP-1 diizeyleri bakimindan karsilastirildi. Ayn1 karsilastirmalar her iki grup icinde VUR (-
) ve VUR (+) olanlar arasinda da yapildi. Ayrica calisilan dort parametre arasinda korelasyon
varlig1 da arastirildi.

Piyelonefrit sonrasi renal skar gelisen ve gelismeyen gruplar arasinda idrar ve plazma
NGAL yan1 sira MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri acisindan da fark saptanamadi.

Sonug olarak piyelonefrit gegiren c¢ocuklarda renal skar varliginin gostergesi olarak
NGAL ‘“1n uygun bir parametre olmadigin diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Notrofil jelatinaz iligkili lipokalin, akut piyelonefrit, renal skar,
vezikoureteral refll, matriks metalloproteinaz-9, doku metalloproteinaz inhibitor( tip-1.



ABSTRACT

Pyelonephritis can cause renal scarring and its associated complications (hypertension,
end-stage renal failure). Tc-99m DMSA renal scintigraphy is the gold standard for
demonstrating scarring. Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) is an increasingly
important biomarker in predicting the presence of acute and chronic kidney damage in recent
years. In this study, urinary and plasma NGAL levels were examined as an indicator of the
presence of renal scarring in children with a history of pyelonephritis. We also studied the
presence of correlation between the four parameters which were investigated.

The children who attended DEU Pediatric Nephrology outpatient clinic and had an
attack of pyelonephritis before at least six months were taken to the study . According to the
results of DMSA scintigraphy, patients were divided into two groups with renal scarring (-)
(Group 1) and renal scarring (+) (Group 2). After that each group were classified as VUR(-)
and VUR (+) in terms of presence of vesicoureteral reflux (VUR). NGAL levels in plasma
were measured by measuring the immune fluorescence, using the device Biosite Triage
Prometer. Urinary NGAL levels were measured by the method of immune
chemiluminescence by Architect Abbott C 16200 autoanalyzer. In addition to urine and
plasma NGAL tests, urine MMP-9 (Boster ELISA kit) and TIMP-1 (Invitrogen ELISA Kkit)
levels were also evaluated as a sign of renal scarring or fibrosis. Groups 1 and 2 were
compared in terms of plasma and urinary NGAL, MMP-9 and TIMP-1 levels. In both groups,
the comparisons also done among the vesicoureteral reflux (-) and vesicoureteral reflux (+)
groups.

Between the cases of scar (-) and scar (+) there was no significant difference in terms
of all parameters.

As a result we think that NGAL is not a appropriate parameter as an indicator of the
presence of renal scarring in children with a history of pyelonephritis.

Keywords: Neutrophil gelatinase-associated lipocalin, acute pyelonephritis, renal scarring,
vesicoureteral reflux, matrix metalloproteinase-9, tissue metalloproteinase inhibitor type-1.



BIRINCI BOLUM

1.GIRIS

Akut piyelonefrit bobrek pelvisi ve parankiminin enfeksiyonudur. Cocukluk ¢aginda
oldukga sik goriiliir ve bu donemde erken tan1 ile uygun tedavi edilmezse, kalict hasar dokusu
olan skar olusumuna neden olabilir. Bobrekte skar olusumu hipertansiyon, bdbrek
fonksiyonlarinda ilerleyici bozulma ve sonug olarak bobrek yetmezligi gelisimi seklinde uzun
donem komplikasyonlar olarak karsimiza ¢ikabilir.

Renal parankimal skar olusumunda vezikoiireteral reflii, erken yas, tedavide gecikme
ve tekrarlayan atesli idrar yolu enfeksiyonlar: risk faktorleri olarak bilinmektedir. Ancak,
halen skar olusum mekanizmalar1 net olarak bilinmemekte, genellikle enfeksiyon sirasinda
salgilanan sitokinlere ve biiyiime faktorlerine bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Notrofil jelatinaz iligkili lipokalin (NGAL) akut bobrek hasarinin hassas bir
gostergesidir ve klasik renal hasar gostergelerinden (serum kreatinin, idrar NAG, [2-
mikroglobulin) 6nce serum ve idrarda yiiksek diizeylere ulagmaktadir. Renal iskemi,
nefrotoksin maruziyeti, renal parankimal hastaliklar, hemolitik iiremik sendrom, post-
transplant rejeksiyon gibi bir¢ok patolojide NGAL artis1 calisilmistir. Ote yandan, deneysel ve
klinik piyelonefritte de NGAL artis1 gosterilmistir. Ancak, NGAL diizeyleri sadece akut
bobrek hasarinda degil, kronik bdbrek hastaliginda ve kronik bobrek hasarmin akut
kotiilesmesinde de 6ngorii degerine sahiptir.

Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler); ekstraselliler matriks (ECM) ile bazal
membran komponentlerini parcalama yetenegine sahip olan ve aktif bolgesinde ¢inko iceren
homolog bir enzim ailesidir. Bu enzimler doku yeniden yapilanmasi, morfogenezis, yara
iyilesmesi ve normal gelisimsel siire¢ gibi fizyolojik durumlarda énemli bir rol oynadiklar
gibi timor hicresi invazyonu, anjiyogenezis ve metastaz gibi patolojik sireclerde de yer
alirlar. Matriks metalloproteinaz ailesinin Onceden tanimlanmig 7 {yesine bir¢ok yeni
metalloproteinazlarin eklenmesi ile bugiin 18’den fazla enzim bildirilmektedir. MMP’leri
inhibe eden bazi faktorler mevcuttur. Bunlardan metalloproteinazlarin spesifik doku
inhibitorleri (TIMP’ler) in vivo kosullarda bu enzimlerin aktivitesinin regiilasyonunda 6nemli
rol oynarlar. MMP ve TIMP arasinda bulunan oran cesitli fizyolojik ve patolojik siireclerde
degismekte ve bdylece bunlar arasindaki denge degisik patolojik durumlarin patogenezinde
6nemli bir rol oynayabilmektedir®.

Inflamasyon sirasinda ve sonrasinda ortaya ¢ikan doku hasar1 ve gelisen renal
parankimal hasarla MMP-9 arasinda iliski oldugu gosterilmis olsa da bu konudaki ¢aligsmalar
son derece kisithdir .

Giliniimiizde akut piyelonefrite bagli bobrek hasarini gosteren en iyi yontem 99 Tc-
DMSA ile yapilan kortikal sintigrafidir. Ancak invaziv bir girisim olmasi, radyasyon ve
yiiksek maliyet gibi olumsuzluklar1 nedeniyle skar varliginin gostergesi olarak uygulanmasi
daha kolay yeni yontemler arastirilmaktadir. Bizim ¢alismamizda, akut piyelonefrit geciren
cocuklarda NGAL’in skar varligin1 gostermedeki tanisal degeri arastirilacaktir. Ote yandan,
ayni hasta grubunda idrar MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri de incelenecek ve bu belirteclerin
NGAL ile iligkisi ilk kez karsilastirilacaktir.



IKiNCi BOLUM
2.GENEL BIiLGILER

2.1.iDRAR YOLU ENFEKSIiYONLARI

Idrar yolu enfeksiyonlart (IYE) cocukluk c¢aginda iist solunum yolu
enfeksiyonlarindan sonra en sik karsilasilan ikinci bakteriyel enfeksiyondur 3. Puberte dncesi
dénemde kizlarin %3-5"i, erkeklerin %1-2’si IYE gegirmektedirler'. IYE siklikla periiiretral
bolgede kolonize olan bakterilerin asendan olarak iiriner sisteme ulagmasi ile gelisir. En sik
etken tiim yas gruplarinda enterobacteriaceae ailesinden gram negatif enterik bakterilerdir *.
Cocuklarda tim [YE’lerin %80-85’inden Escherichia coli (E. coli) sorumludur . iYE,
cocuklarda fonksiyonel veya yapisal iiriner sistem anormalliginin ilk bulgusu olabilir ®. Bu
nedenle IYE saptanan ¢ocuklarda bu anormalliklerin arastirilmasi gereklidir.

Idrar yolu enfeksiyonlar1 karsimiza asemptomatik bakteriiiriden akut piyelonefrite
kadar degisen klinik bulgularla ¢ikmaktadir. Etken mikroorganizmanin kolonize oldugu
bolgeye gore piyelonefrit, sistit ve Uretrit gibi degisik isimler alabilir (Sekil 1).
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-
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Sekil 1: Uriner sistem enfeksiyonlar: (www.emedicinehealty.com)
2.1.1.Epidemiyoloji:

Idrar yolu enfeksiyonlarmin sikligi; yas, cinsiyet ve kullanilan tam yontemlerine
bagl olarak farklilik gostermektedir 8 Amerikan Pediatri Akademisine gore iki yas alt1 atesli
¢ocuklardaki siklig1 % 5’in iizerindedir °. idrar yolu enfeksiyonlarinin kiz ¢ocuklardaki siklig:
tuvalet aliskanliginin basladig1 ortalama 3 yasta artmaktadir °. Erkek cocuklarda ise en sik
olarak yasamin ilk yilinda goriilmektedir.

Uriner sisteme kolonize olabilen her tirlii mikroorganizma idrar yolu enfeksiyonuna
yol agabilse de en sik karsilasilan etkenler gram (-) enterik bakterilerdir. Bu grup icerisinde ilk
siray1 E. coli almaktadir (% 80-85) 1 En sik goriilen gram (+) etkenler stafilokoklar ve
enterokoklardir. Yenidogan doneminde Klebsiella ve grup B streptokoklar, siinnet olmamis
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erkek cocuklarda ve tas hastalig1 olanlarda Proteus, ergenlik donemindeki kiz ¢ocuklarda S.
Albus diger enfeksiyon etkenleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Uriner sistemde dogustan
anormallik olanlarda ise Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp, Staphylococcus
aureus/epidermidis, grup B streptokok etken olarak karsimiza cikabilmektedir. Idrar yolu
enfeksiyonuna neden olabilecek diger mikroorganizmalar Tablo 1°de gosterilmistir ™.

Tablo 1: Uriner sistemde enfeksiyon yapan mikroorganizmalar

Gram (-) basil Gram (-) kok Gram (+) kok Diger

E. coli Neisseria gonorrhea | Enterococcus spp Candida spp
Pseudomonas Grup B Streptococcus Chlamydia
aeruginosa Staphylococcus aureus trachomatis
Klebsiella spp Staphylococcus epidermidis | Adenovirus
Citrobacter spp Streptococcus group D

Enterobacter cloacae Streptococcus faecalis

Morganella

morganii

Proteus mirabilis

Providencia stuartii

Serratia spp

Chon et al. Pediatric urinary tract infections. Pediatr Clin North Am. 2001; 48: 1443

2.1.2.Patogenez:

Idrar yolu enfeksiyonuna yol agan etkenlerin hemen tamami perineal bolgeye yerlesmis
olan bakterilerin alt idrar yollarindan asendan olarak {iist idrar yollarma ulagmasi sonucu
olugsmaktadir. Bakteriler {iretradan mesaneye daha sonra iireterler yoluyla bobrege
ulasabilmektedir. Vezikolreteral refliisii olanlarda ise enfeksiyonun bobrege ulasabilme
olasiligr artmaktadir. Yenidogan donemi disinda bakterinin kan yoluyla yayilarak bobrege
ulasip enfeksiyona neden olmasi daha az goriilmektedir 12,



Uriner sistemin Uriner sistemin

anatomik bozukluklari

fonksiyonel bozukluklari

- Mesane dissinerjisi - Ureterovezikal darlik

Bakteri ile ilgili faktdrler Konak inflamatuvar yaniti

- Innate immiin sistem

- Virtlans faktorleri

- Adezinler veya fimbrialar

Sekil 2: Idrar yolu enfeksiyonuna neden olabilen faktorler (14)

2.1.3.Akut Piyelonefrit ve Skarla Iliskisi :

Akut piyelonefrit bdbrek pelvisini ve parankimini tutan enfeksiyéz ve enflamatuar bir
hastaliktir. Cocukluk caginda oldukga sik goriiliir. Idrar yolu enfeksiyonunun en agir sekli olan
piyelonefrit sonrasi gelisen renal skar dokusu, hipertansiyon ve kronik bobrek yetmezligi gibi dnemli
komplikasyonlara neden olabilir'®. Hastalik sonrasi gelisebilecek komplikasyonlari énleme agisindan
hastanin yakin takibi, iiriner enfeksiyonlarm kontrolii, komplikasyonlarin erken tami ve tedavisi
onemlidir.

Piyelonefrit tamisi goriintileme yontemlerinden 99Tc- dimerkaptosiksinik asit (DMSA)
sintigrafisi ile konulmaktadir. Yapilan calismalarda, DMSA ile atesli IYE geciren cocuklar
incelendiginde bunlarin % 50-75‘inde akut donemde bobrek parankim hasari gelistigi gosterilmistir
115 Bu g¢ocuklarin yaklasik %20-40’inda ise kalict bobrek hasari gelismektedir °. Renal skarin
etyolojisi ve patogenezi halen net olarak bilinmemektedir *". Piyelonefritten sorumlu bakterinin
eradikasyonu i¢in konagin verdigi immiin ve inflamatuvar yanitin, erken renal parankimal hasar ve
bunu izleyen renal skara neden oldugu diisiiniilmektedir *°. Renal skar olusumunda dogustan bagisiklik
sistemi 6nemli rol oynar. Bu sirecte bakteriyel endotoksinlerin etkisi ile kompleman aktivasyonu,
notrofil kemotaksisi, fagositoz, lizozomal enzim salinimi, iskemi-reperfiizyon hasar1 ve reaktif oksijen
radikallerinin tiretiminin etkileri tanimlanmustir *® (Sekil 3).
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Sekil 3: Akut piyelonefrit sonrasi renal skara neden olan patofizyolojik olaylar (20)



Vezikoireteral reflii varligi, atesli ilk idrar yolu enfeksiyonunu kiigiik yasta gecirme,
tedaviye baglamanin gecikmesi ve tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlar1 bobrek hasarin
kolaylagtirirken, tedaviye erken baslanmasi, dikkatli bir radyolojik inceleme ve yakin izlem
IYE sonrasi gelisen komplikasyonlarin sikligin1 belirgin olarak azaltmaktadir. Idrar yolu
enfeksiyonu (IYE) bakterinin iiroepitelyuma yapisarak virulans faktorleri ile mukozada
inflamasyon yanitini tetiklemesi ile baglamaktadir. Sitokinler ve kemokinler gibi inflamasyon
mediatorlerinin hizli salinimi bu boélgeye inflamatuvar hiicrelerin gociine, makrofajlarin aktive
olmasina, T lenfositlerin farklilagsmasina, akut faz reaktanlarinin {iretilmesine ve mesangial
hlicrelerde proliferasyona yol agmaktadir. Bakteri ile savas sirasinda graniilositik enzimler
salinmakta ve oksidatif yanit ortaya ¢ikmaktadir. Inflamatuvar yanit patojenik bakteriye karsi
onemli bir savunma mekanizmasidir fakat bazen bu durum doku fibrozisine yol agarak konak
icin zararli hale gelebilmektedir. Bakterinin kendisi de iiroepitelyuma direk etki ederek hiicre
slumiine yol acabilmektedir *°.

2.1.4. Renal parankimal skar gelisimine vezikoiireteral refliiniin etkisi:

Vezikoureteral reflu (bobrek reflisl), gocukluk ¢aginda yineleyen idrar yolu
enfeksiyonlarmin en énemli nedenlerinden biridir. Tanim olarak idrar kesesinde toplanmis
olan idrarin normalin tersine bobreklere geri akmasidir. Bu geri akis (reflii) bobreklerin hem
yuksek basingli hem de kirli idrarla temasina neden olarak uzun donemde bobrek hasarina
neden olabilir. Ozellikle yiiksek dereceli refliiniin bobregi hasarlayici etkisi oldugundan,
erken tan1 konulmasi bilyiik onem tasimaktadir. Ulkemizde, ¢ocukluk yas grubunda bdbrek
nakli gerektiren kronik bébrek hastaliginin en 6nemli nedeni VUR’diir *°.

Nedeni idrar kanalinin idrar kesesine ag¢ildigi noktanin genetik yapisal bozuklugu
olabilecegi gibi idrar kesesinin disar1 a¢ildig1 noktadaki anatomik veya fizyolojik bir darlik da
idrar kesesinin i¢inde yiiksek basinca yol acarak ikincil kagaga neden olabilir. Tiim ¢ocuklarin
sadece %1-2'sinde reflii gorilmektedir, fakat piyelonefrit gegiren gocuklarin %25-40"inda
reflii mevcuttur. Dogum 6ncesi tespit edilmis hidronefroz olgularinin %17-37'sinde eslik eden
reflii. mevcuttur. Bu yiiksek sikligi nedeniyle atesli idrar yolu enfeksiyonu gegiren her
cocugun reflii agisindan taranmasi tavsiye edilmektedir. Tedavi edilmemis reflii cocukluk ¢agi
yiiksek tansiyonun en sik nedenidir ve tedavisiz refliisii olan ¢ocuklarin %10 ila 20'sinde
bébrek yetmezligi gelismektedir .

Eski yillarda yapilan ¢alismalarda VUR’iin renal parankimal skar gelisiminde 6nemli
bir risk faktorii oldugu belirtilmekteydi 2t Son yillarda ise son donem bobrek yetmezligi
riskinin VUR tedavisi ile belirgin olarak azaltilamadigina dair kanitlar bulunmus ve bu
nedenle renal hasarin sonradan kazanilmayip intrauterin dénemde var oldugu tezleri 6ne
siiriilmiistiir 2. Renal hasarin fetal refliiye baglh gelistigi veya VUR’(in var olan intrauterin
renal hasara bagl gelistigi varsayimlarina iliskin sorular halen cevaplanmamistir 2°. Genel
olarak bakildiginda ise VUR’IU gocuklarda gorillen APN’lerde gelisen renal parankimal
hasarda VUR’(in 6nemli bir rol oynadig: bilinmektedir. Idrar yolu enfeksiyonu gecirmemis
yiiksek dereceli VUR’ii olan siit cocuklarinda daha az skar goriiliirken daha diisiik dereceli
VUR’e sahip olup IYE geciren siit ¢ocuklarinda daha fazla skar goriildiigii gdsterilmistir 24,
Yapilan bir calismada, kronik bdbrek yetmezligi gelisen cocuklarin % 25.7’sinde VUR



oldugu, bu tan1y1 yasamlarinin ilk 6 ay1 i¢erisinde ve idrar yolu enfeksiyonu gecirdikten sonra
aldiklar1 gosterilmistir .

Ataei ve ark.’nin yaptig1 bir calismada VUR’ii olan gocuklarin kardeslerinin, DMSA
sintigrafisinde patolojik bulgulara sahip olduklari gosterilmis ve bu bulgularin konjenital
displazi veya kazanilmis skar sonucu mu olustuklart tartisilmistir. Yiiksek dereceli refliiye
sahip, IYE geciren ve reflii nefropatisi olan ¢ocuklarda goriilen renal hasarin ne kadarmin
konjenital renal hasar ve/veya refliiye bagh gelistigi, ne kadarinin ise IYE sonucu gelistiginin
belirlenmesinin zor oldugu one siiriilmiistiir 2. Sonug olarak yiiksek dereceli vezikoiireteral
reflii ve renal parankimal skar arasinda iliski oldugu gosterilmistir. Renal hasarin ne kadarinin
konjenital doneme ait hasara bagli, ne kadarinin ise akut piyelonefrit veya vezikoureteral

refliilye bagl gelistigi ise net olarak ortaya konulmamistir 1626

Sekil 4: Vezikoureteral refll evreleri (www.emedicinehealty.com)

2.1.5. Renal parankimal skar gelisimine hasta yasinin etkisi:

[k idrar yolu enfeksiyonu gegirme yasi kiiciildiikce enfeksiyon sonrasi gelisen renal
parankimal skar riski artmaktadir 2 Gelismekte olan bobregin renal hasara neden daha yatkin
oldugu veya enfeksiyon sonrasi gelisen hasara karsi matiir bobregi koruyan faktorlerin ne
oldugu net degildir. Bu ¢alismalarin tersine bazi yayinlarda ise yas ile renal skar arasinda bir
iligki olmadig1 da one siiriilmiistiir 2, Yapilan son ¢alismalarda ortaya ¢ikan inflamasyonun
yastan bagimsiz oldugu belirtilmistir ° .

Siit cocuklarinda IYE‘nin semptomlarinin ¢ok zor anlasilir olmasi ve tan1 konularak
tedavinin baslamasina kadar gegen siirenin uzun olmasinin da bunda etkili oldugu ileri
stiriilmektedir *°.

2.1.6. Renal parankimal skar gelisimine iiropatojenik bakterinin dogrudan etKisi :

E. coli idrar yolu enfeksiyonlarinin en sik rastlanilan etkenidir. Bakterinin virllans
faktorleri inflamasyon yanitinin =~ siddetini belirlemektedir. Bobrek hiicresinin etkilenmesi
E.colinin fimbriyalar araciligiyla hiicreye yapismasi, ardindan da bakteriyel toksinlerin
(lipopolisakkarit ve hemolizin) salinmasi ile olmaktadir ®!°. E. coli toksinleri ayrica
uroepitelyum iizerine direk toksik etki etmekte ve programlanmig hiicre Slimune yol
acmaktadirlar (Sekil 5)*%.
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FIBROZIS VE RENAL SKAR

Sekil 5: Piyelonefrit sirasindaki konak yanit1 ve sonrasinda gelisen renal skar (33)

Gram negatif bakterilerin sahip olduklar1 fimbriya veya pililer Uroepitelyuma
bakterinin yapismasinda Onemli role sahiptirler. Virulan E.coli suslarimin %80’inde P
fimbriya bulunmakta ve piyelonefrit gelisimine yol agmaktadir. Tip 1 fimbriya ise genellikle
sistit gelisiminden sorumlu tutulmaktadir. Yapilan ¢alismalarda fimbriyalarin iiroepitelyumda
lokal immin cevaba yol agtiklari, Tip 1 fimbriyanin fare mesanesinde programlanmis hiicre
Olimiint baglattig1r gdsterilmistir %2 Bunlarin disinda pek ¢ok caligmada in vitro olarak P
fimbriya ve Tip 1 fimbriyanin konaktaki immiin cevabi dogrudan baslattig1 ve Uroepitelyal
hiicrelerden IL-8 salimmina yol actign gdsterilmistir >>**. Tipl fimbriyanin etkisi
lipopolisakkarit (LPS) bagimliyken, P fimbriya LPS’den bagimsiz seramid iliskili
mekanizmalarla olugmaktadir .

Lipopolisakkaritler (LPS) gram negatif bakterilerin dis zarinin bir pargasidirlar. Konak
yanitin1 ~ aktive etmekte, nitrik oksit ve sitokin iiretimine yol a¢maktadirlar.
Lipopolisakkaritlere bagli inflamasyon yanit1 spesifik LPS baglayici protein, CD14 reseptori
ve toll-like reseptor 4 (TLR-4) araciligiyla olmaktadir. Toll-like reseptorler transmembran
molekdlleridir ve LPS gibi patojen spesifik elemanlara bagl olarak yanit olusturmaktadirlar.
Toll-like reseptorlerdeki gen polimorfizmleri sonucunda IYE ‘lere yatkinligin degisebildigi
one siiriilmiis ve TLR-4 eksik farelerde IYE’lere yatkinligin belirgin olarak arttig
gosterilmistir % E.colinin salgiladig1 bir bagka toksin ise alfa hemolizindir ( Hly A). Hly
A’nin renal skar gelisimindeki etkisi hiicre i¢i kalsiyum miktarmin kontrolsiiz olarak
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artmasina yol acmast bu sayede hiicre lizisi ve hiicre éliimiine neden olmasi seklindedir *.
Sonug olarak bakteriyel virtilans faktorleri, konak immun sistemini aktive etmekte, sitokin
iiretimine yol agmakta ve direk sitotoksik etki géstermektedirler *’.

2.1.7.Renal parankimal skar gelisimine notrofillerin etkisi:

Notrofillerin enfekte dokuya goci konak savunmasinin 6nemli bir basamagidir.
Notrofillerin aktivasyonu bakterinin giderilmesinde gereklidir ancak bu aktivasyon sonucu
lokal doku hasar1 da gelisebilmektedir. Idrarda nétrofillerin bulunmasi yani piyri,
kemotaksis, endoteliyal hiicrelere nétrofillerin yapigsmasi ve epitelyum hiicrelerinden gegis ile
olmaktadir. Interlokin-8 bu olay1 baslatmakta énemli rol almaktadir. Inflamatuvar hiicrelerin
enfeksiyon bolgesine ulagmas1 kemotaktik gradiente bagli olmaktadir. Interlokin-8 antikorlari
ile tedavi sonrasinda idrara kemotaksisin %50 oraninda azaldigi, ayni1 zamanda bakteri
olmaksizin sadece rekombinant IL-8 verildigi durumlarda da idrar yolu enfeksiyonuna benzer
inflamatuvar cevabin olustugu gosterilmistir’ . Kemotaksis nétrofiller, T hepler tip 1,
bazofiller, eozinofiller, endoteliyal hicreler, dendritik hicreler, mast hicreleri ve
uroepitelyum Gzerinde bulunan 1L-8 reseptdrleri (CXCR1lve CXCR2) ile olmaktadir.
Notrofillerdeki CXCR reseptoriiniin uyarilmasi sonucunda enzimler salinmakta, ekzositoz,
hiicre i¢i kalsiyum mobilizasyonu ve fosfolipaz aktivasyonu gortlmektedir. CXCR1
reseptérinun naétrofillerin Groepitelyal bariyeri gegcmesinde yardimci oldugu ve anti-CXCR1
ve anti IL-8 verildiginde bu olayin bloke edildigi fakat CXCR2 ‘nin bloke edilmesi ile ayni
etkinin olmadigi gosterilmistir *°. inflamatuvar hiicrelerin kandan enfekte dokuya ¢ikisinda
adezyon molekdlleri olan ICAM-1 (hicre i¢i adezyon molekill) ve E-selektinin rol aldigi
bilinmektedir. Skar olusumundaki etkileri ise acik degildir. Yapilan calismalarda APN’li
cocuklarin hem plazma hem de idrar 6rneklerinde ICAM-1 ve E-selektin diizeylerinin artmis

oldugu gosterilmistir, fakat DMSA bulgulari ile korelasyon bulunamamaistir 0,

2.2.LIPOKALINLER

Lipokalin protein ailesi kicuk ekstraselltler proteinlerin biydk bir boélimini
olusturan gruptur. Lipokalin ailesi, sekans diizeyinde biiyiik degisiklikler gdsterir. Bununla
beraber lipokalinlerin ¢ogu ortak 3 karakteristik sekans modeline sahiptir.

Tiim sekans farkliligina karsin, lipokalinler kristal yapilart yiiksek diizeyde korunmus,
8 zincirli, siirekli hidrojen bagli antiparalel b-barrel yapisina sahip bir internal ligand baglama
yuzeyi icerir. Yag asidi baglayici proteinler ve Avidinler gibi diger iki ligand baglayici
protein ailesiyle birlikte lipokalinler hep birlikte yapisal siiperaile olan kalkinleri olustururlar
* (Sekil 6).
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Sekil 6: lipokalinlerin genel yapis1 (43)

Lipokalinler c¢esitli ortak molekiiler taninma Ozellikleri ile karakterizedir. Bunlar
cesitli kiiciik hidrofobik molekiillere baglanabilme, ©zel hiicre ylizey reseptorlerine

baglanabilme ve ¢oziinebilir makromolekiiller ile kompleks olusturulabilme gibi 6zelliklerdir
41

Lipokalinlerin ¢esitli biyolojik fonksiyonlar1 bu o6zelliklerin biri veya birkaci ile
belirlenir. Gegmiste lipokalinler transport proteinleri olarak siniflanmis fakat su anda retinol
transportu, vertabralar arasi kriptik renklenme, koku alma, prostaglandinlerin sentezi gibi
biliylik bir fonksiyonel c¢esitlilik gosterdigi netlesmistir. Lipokalinler ayn1 zamanda hiicre
homeostazinin diizenlenmesi ve immiin cevabin belirlenmesinde de rol almaktadir ',

2.2.1.NOTROFIL JELATINAZ iLISKILi LIPOKALIN (NGAL)

Sekil 7: NGAL’in U(; boyutlu g(’ernUmU (www.emedicinehealty.com)

Notrofil jelatinaz iliskili lipokalin (NGAL, insan lipokalini, lipocalin 2 veya lcn2)
baslangicta ndtrofillerin jelatinazina bagli 25 kDa‘luk bir protein olarak tanimlanmis olup
lipokalin siiperailesinin bir liyesidir. NGAL ayni zamanda insan nétrofil lipokalini olarak da
bilinir. NGAL, baslangigta nétrofil lizozomlarinda bulunmasi ile karakterizeyken, daha sonra
renal tibdler epitelyum, kolon, prostat, meme gibi ¢esitli dokularda da eksprese edildigi
goriilmiistiir *2.

Lipokalinler fi¢1 seklinde tersiyer bir yapiya sahiptirler ve merkezlerindeki hidrofobik
kaliks yapisinda yag asitleri, retinoidler gibi lipofilik molekiilleri tasirlar. NGAL periferik

12
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kisminda ise jelatinaz B (matriks metalloproteinaz-9, MMP-9) gibi molekiillere baglanarak
onlarin aktivitelerini diizenler ***.

NGAL ligandi, Goetzet ve ark. tarafindan bakterilerde Uretilen rekombinant NGAL
aragtirmalar1 temelinde kesfedilmistir. Protein ekspresyonu icin kullanilan bakteri zincirine
bagl olarak renksiz veya acik pembe olarak izlenmis olup bu rengin kiiclik demir baglayici
molekiil olan "enterocheline” bagli oldugu bulunmustur *°. Bakteri demiri ekstraselliiler
bosluktan toplamak icin siderefor fiiretir ve sidereforlar1 yenilemek icin Ozel tasiyicilar
kullanilarak demir ihtiyaglarini karsilarlar. NGAL’in major ligand1 ise kiigiik demir baglayici
molekiiller olan sideroforlardir. Ote yandan, okaryotlarmn sentezledikleri sideroforlar,
proliferasyon ve diferansiasyon gibi ¢esitli hiicresel yanitlar i¢in kritik 6nem tagiyan NGAL
aracilikli demir dongiisiinde rol oynarlar * (Sekil 8).

|A holo-NGAL

I N

| 24p3R © Megalin MpIR © Megalin

Endosome / k/

Endosome
| ron  * i u S
FC/EC
Sidero- MR | R .

L]
| *
 phore NN i
Iron-dependent ik i
NGAL o gene regulation || i ol

Sekil 8: NGAL ve Siderofor iligkisi (46)

NGAL yiiksek afiniteli demir selatorii olan sideroforlar gibi organik molekiillere 6zel
baglanma yetenegine sahiptir. NGAL bakterilerin demir elde etmek icin sentezledikleri
sideroforlar1 baglayarak bakteriostatik etki gdsterir ** (Sekil 9). Buna gére NGAL, demir
ihtiyacimi kargilamak icin enterochelin {iretimine ihtiya¢ duyan bakteri tiirlerinin ¢ogalmasini
engellemektedir.

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin

NGAL/siderophorefiron NGAL/MMP-9

Intracellular
iron release

Intracellular
iron capture

Intracellular
iron depletion

Bacteriostasis
+ Proliferation
+ Apoptosis

{ Epithelialization
{ Proliferation
1 Metastasis

Sekil 9: NGALve komplekslerinin gesitli fonksiyonlari (45)
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Bu bulgular genetik olarak modifiye farelerde de gosterilmistir. Bu farelerde NGAL
geninin her iki kopyasi da eksiktir. Bu hayvanlar belli gram (-) bakterilere daha duyarli ve
normal farelere gore sepsiste 6lmeye daha meyillidirler. Bu yizden NGAL bakteriyel
enfeksiyonlara kars1 dogal bagisikligin 6nemli bir bilesenidir .,

2.2.1.1. NGAL ve bobrek hasan iliskisi

NGAL embriyonik bdbrekte nefron olusumunu aktive etmektedir . Doku
hasarlanmasinda embriyonik genetik programin yeniden devreye girmesi sik goriilmektedir.
NGAL iiretimi hasarli dokularda belirgin olarak artmistir. Ornegin; akut bakteriyel
enfeksiyonu olan hastalarda NGAL konsantrasyonu serumda, astim veya KOAH’1 olan
hastalarda balgamda, amfizemli hastalarda akciger brons sivisinda artmistir.

Akut bobrek hasart herhangi bir sebeple glomeriiler filtrasyonun saatler veya giinler
icerisinde azalarak basta lire ve kreatinin olmak iizere nitrojen artik iiriinlerin birikmesi ile
karakterize bir durumdur®,

Glnumdizde rutin olarak kullanilan kreatinin, kreatinin Kklirensi testleri, ancak bdbrek
fonksiyonlar1 belirgin olarak bozulduktan sonra bize bilgi vermektedir. Ayrica yas, cinsiyet,
beslenme, kas kiitlesi, kas metabolizmas1 gibi faktorlere bagli olarak farklilik
gosterebilmektedir. Mevcut belirteglerin tan1 koymada  prediktif degeri diisiiktiir ve
zamanlamas1 gectir 344, Oysa bir¢ok hastalikta glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) hakkinda
daha baslangicta elde edilecek bilgiler bobrek patolojisinin prognozu bakimindan hayati
oneme sahiptir. Bobrekte olusan hasari belirlemede erken biyobelirteclerin eksikliginden
dolay1 6nleyici ve tedavi edici dnlemler genellikle geciktirilmektedir.

Akut bobrek hasarindan kisa siire sonra NGAL’in yiiksek diizeyde eksprese oldugu
gosterilmistir. NGAL indiiksiyonu klasik renal hasar gostergelerinden (serum Kreatinin, idrar
NAG ve B2-mikroglobulin diizeyleri gibi) 6nce meydana gelmektedir *"*. NGAL, son
zamanlarda yapilan mikroarray analizlerde hayvan modellerinde iskemik veya nefrotoksik
hasar sonrasinda bobrekte en erken ve en yogun uyarilan gen olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
NGAL ftiretimi renal epitelyum hasar1 veya inflamasyonuna cevap olarak hizla artmaktadir.
Doku diizeyindeki ¢alismalarda da NGAL proteininin renal iskemi (sepsis, hipovolemi, kalp
yetmezligi), nefrotoksin maruziyeti (antibiyotik, sisplatin, bifosfonat, siklosporin, NSAII,
radyokontrast madde, hemoglobiniiri, ACEI), renal parankimal hasar (glomeriilonefrit,
minimal lezyon hastaligi, fokal segmental glomeriiloskleroz, diabetik nefropati), hemolitik
uremik sendrom, post-transplant rejeksiyon gibi durumlarda kan ve idrar yani sira bobrek
proksimal ve distal tiibiillerinde biriktigi gdsterilmistir *°.

Kardiyopulmoner bypass cerrahisi uygulanan ¢ocuk ve erigkinlerde, operasyondan 1-2
saat sonra NGAL diizeylerinin dramatik artis gosterdigi, bu artisin akut bobrek hasari
gelisenlerde (serum kreatinin diizeyinde birkag giin iginde >%50 artis olanlarda) ¢ok daha
belirgin oldugu bildirilmistir 9, Kardiyak cerrahi gecirmis ¢ocuk ve eriskinlerde yapilan
baska bir ¢alismada serum kreatinini artmis olanlarda, idrar ve serum NGAL konsantrasyonun
da arttign saptanmis, bunun ise akut bobrek hasarinin erken donem belirteci olarak
kullanilabilecegi sdylenmistir. Ote yandan, piyelonefrit geciren hastalarda 1% ve deneysel
piyelonefrit olusturulan sicanlarda *° idrar NGAL diizeylerinin ve NGAL/kreatinin oranmin
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yiikseldigi ifade edilmistir. Idrar NGAL konsantrasyonu, yastan ve bazal serum kreatinin
konsantrasyonundan bagimsizdir. Analitik agidan idrar NGAL/kreatinin orani ile daha degerli
bilgiler elde edilir. Akut hasar sonrasi bazi parametrelerin serumda tespit edilme sirasi sekilde
goriildiigli gibidir. Buna gore NGAL diger parametrelere gore erken tanida onemli bir
avantaja sahiptir.

Creatinine
NGAL IL-18

ACUTE iy e
INSULT / \g

. ! A

i ! SN

: / s o ~

: / 3 >

: / .

v , s

- - #
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Sekil 10: Akut bobrek hasarinda biyobelirteglerin pik zamanlari (50)

Ancak, NGAL diizeyleri sadece akut bobrek hasarinda degil, kronik bdbrek
hastaliginda ve kronik bobrek hasarinin akut kotiilesmesinde de 6ngérii degerine sahiptir °*°,
Yine deneysel piyelonefrit olusturulan sicanlarda NGAL diizeylerinin akut donemde cok
yiikseldigi, daha sonra diistiigii, ancak yine de yiiksek seviyelerde seyrettigi ve 6 hafta sonra
skar olustugunda bile yiiksek kaldigi bildirilmistir *°. Serum ve idrar NGAL duzeylerinin
kronik bobrek yetersizligi olgularinda devam eden hasarin bir gostergesi oldugu “orman
yangini teorisi” ile dile getirilmistir. Bu teoriye gore serum kreatinin diizeyi veya GFR
fonksiyonel nefron sayisin1 temsil etmekte, ancak altta yatan siiregen hasari
gosterememektedir. Serum ve idrar NGAL diizeyleri ise bobrekteki aktif lezyonun siddetini
gosterebilmektedir *.

2.3.RENAL SKAR VE FiBROZIiS BELIRLEYICIiLERI
2.3.1.Matriks Metalloproteinazlar(MMP):

Matriks metalloproteinazlar ¢inko iceren genis bir enzim ailesidir. Interstisiyel
kollajenazlar (MMP-1, -8, -13, 18), stromelizinler (MMP-3,-10), jelatinazlar (MMP-2, -9),
matrilizinler (MMP-7, -11, -26), makrofaj elastaz1 (MMP-12) ve membran tipi MMP’ler
(MMP-14, -17, -24, -25) olmak iizere cesitli gruplara ayrilmislardir (Tablo 2) *2
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Grup adi Tammlayicrisim  Numara

Temel substrat

Kollajenazlar  Interstisyel kollajenaz  MMP-1

Nitrofil kollajenaz ~ MMP-8
Kollajenaz 3 MMP-13
Kollajenaz-4 MMP-18
Jelatinazlar Jelatinaz A MMP-2
Jelatinaz B MMP-9
Stromelisinler  Stromelisin | MMP-3
Stromelisin 2 MMP-10
Stromelisin 3 MMP-11
Membrantipp ~ MTI-MMP MMP-14
MMP’ler MT2-MMP MMP-15
(MT-MMP’ler) MT3-MMP MMP-16
MT4-MMP MMP-17
MT5-MMP MMP-24
MT6-MMP MMP-25
Digerleri Matrilisin 1 MMP-7
Metaloelastaz MMP-12
RASI-1 MMP-19
Enamelisin MMP-20
X-MMP MMP-21
CA-MMP MMP-23
Matrilisin 2 MMP-26
CMMP (Horoz) MMP-27
Epilisin MMP-28

Kollajen Tip 1. 2, 3, 7 ve 10, jelatin, PG
Kollajen Tip 1. 2,3, PG

Kollajen Tip 1. 2,3
Kollajen 1

Jelatin, kollajen IV, V, VII; X, XI, elastin
Jelatin, kollajen IV, V, XIV, elastin, PG

PG, laminin, FN, jelatin, kollajen IIL IV, IX ve X
PG, laminin, FN, jelatin, kollajen IIL, IV, IX ve X
PG, laminin, elastin, entaktin, tenaskin, versikan, jelatin, kollajen ITI, IV, IX, X

Kollajen 1, I, II1, FN, laminin, VN
Agrekan, FN, laminin, tenaskin
Kollajen I11, EN, jelatin

Jelatin

PG

Kollajen IV, fibrin, FN, jelatin

Serin proteaz inhibitorleri

Kollajen I, IV, elastin, FIN, jelatin, laminin, VN
Kollajen IV, entaktin, FN, jelatin, laminin, tenaskin
Agrekan, amelogenin

Tanimlanmamstir

Tanimlanmamstir

Kollajen IV, FN, jelatin, VN

Tanimlanmamstir

Tanimlanmamistir

PG: Proteoglikan, FN: Fibronektin, VN: Vitronektin.

Tablo 2 : MMP enzimlerinin substrat 6zgiilliigiine gore siniflandiriimasi (52)

MMP’ler embriyonik gelisim, anjiogenezis, inflamasyon, yara iyilesmesi ve fibrozis
gibi pek cok patofizyolojik olayda Onemli rol almaktadirlar. MMP’ler sadece matriks
yikiminda degil, sitokinler, kemokinler ve biiyliime faktorleri gibi matriks dis1 elemanlarin da

proteolitik aktivasyonunda ve yikiminda

rol almaktadirlar *°, MMP’lerin regiilasyonu gen

transkripsiyonu, glikolizasyon, hiicre i¢i sinyalizasyon ve salgilanma, latent formlarin
aktivasyonu, metalloproteinazlarin spesifik doku inhibitorii (TIMP) ile baskilanmasi gibi
karmasik mekanizmalarla olmaktadir ** (Sekil 11).
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Sitokinler Endotelin/Anjiotensin 11

l

TNF-u MMP Glukokortikoid
PDGF Heparin

IL-1 » « TGF-B

FGF arttiranlar azaltanlar

Zimojenler
(proenzimler)

MMP
Aktivasyonu TIMP

kL J

ESM
Proteinleri
ESM yikirm

Sekil 11: Matriks metalloproteinazlarin diizenlenmesi (52)

Jelatinazlar icinde yer alan MMP-9 ve MMP-2 parankimal organlardaki inflamasyon
sirasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu metalloproteinazlar asil olarak denatiire kollajenleri ve
bazal membran komponentlerini (6zellikle Tip IV kollajen) yikima ugratmaktadir. MMP-9
farkli uyarilar sonucunda nétrofiller ve makrofajlardan salinmaktadir > Bu hiicreler diginda
sitokinler ve bliylime faktorleri ile uyarilma sonrasinda glomeriiler epitelyum hiicreleri,
mesangial hiicreler, tiibiil hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan da iiretilmektedirler >

Matriks metalloproteinazlarin artmis Uretimi veya aktivasyonu sonucunda dokularda
degradasyonda artis ve bu bolgelere kollajenin yerlesmesi goriilmektedir. Bazal membranin
asil yapisini olusturan Tip IV kollajen dagilimindaki bu dengesizlik ise renal skar gelisimine
neden olmaktadir. Bunun yaninda MMP firetimindeki veya aktivasyonundaki azalma da
kollajen degradasyonunda azalmaya yol agmaktatir. Sonugta MMP’lar skar gelisiminde ve
doku kontraksiyonunda rol almaktadirlar *°.

Matriks metalloproteinazlarin aktivasyonunu kontrol eden en oOnemli mekanizma
metalloproteinazlarin doku inhibitorleridir. Bu grupta TIMP-1, 2, 3, 4 olmak (zere dort
molekiil bulunmaktadir. TIMP-1, MMP’lerin asil inhibitériidiir. TIMP-1 aktivasyonu ile
fibrinolizis azalmakta ve bunun sonucunda dokuya kollajen go¢ii olmaktadir. TIMP-1 Uretimi
IL-1p ve TNF-a ile abmbktadir  MMP-9 ile iliskili olarak TIMP-1
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konsantrasyonlarindaki artisin akut piyelonefrit sonrasi gelisen skarda rol aldigi One
striilmiistiir. Yapilan bir ¢aligmada, idrarda MMP-9/ TIMP-1 oraninda azalma varsa bu
durumda akut piyelonefrit sonrasinda DMSA sintigrafisinde daha ciddi degisikliklere
rastlanildig1r  gosterilmistir %0, Yapilan bagka bir calismada, TIMP-1 ekspresyonunun
hidronefrotik sigan bobreklerinde arttigit ve TIMP-1 konsantrasyonunun bu bdbreklerdeki
tiibiilointerstisiyel skar gelisimi ile korelasyon gdosterdigi ileri siirtilmiistiir %8 Bu nedenle
APN sirasinda salgilanan pek ¢ok sitokinin, TIMP-1 ve MMP-9’un bdébreklerde
ckspresyonunu arttirarak skar olusumuna yol acabilecegi one striilmektedir *!. Yapilan
caligmalarda APN disindaki diger bobrek hastaliklarinin patogenezinde de MMP-9 ve TIMP-
I’in gorev aldign gosterilmistir **°'. Akiyama ve ark.’min yaptiklari ¢alismada Ig A
nefropatisi, lupus nefriti ve membrandz nefritte serum MMP-1, -2, -3, TIMP-1, -2 ve Tip 4
kollajen diizeyleri ¢alisilmig, mesangioproliferatif nefrit olan Ig A nefriti ve lupus nefritinde
MMP-3 ve TIMP-2’nin arttigi, membranoproliferatif glomerulonefritte ise tip 4 kollajen,
MMP-2 ve TIMP-1 diizeylerinin arttigi gosterilmistir. Elde edilen bu veriler sonucunda
glomerilonefriti olan hastalarin ekstraselliler matriks (ESM) metabolizmasinda dengesizlik
olustugu ve buna bagl olarak glomeriilonefrit tablosunun ortaya ¢iktig1 one siirtilmiistiir 62,
Endo ve ark.’min yaptiklari ¢alismada son donem bobrek yetmezligine ilerleyen farkli
glomeruler hastaliklarin, mesangial matrikse tip 4 kollajen, proteoglikan ve lamininin akimi
ve glomeriler bazal membranda incelme sonucu olustugu belirtilmistir %0,

Hem mesangial matriks hem de glomeriiler bazal membran metabolizmasinin sentez ve
yikim ile saglandig: belirtilmistir. Bu nedenle farkli glomeriiler hastaliga sahip olan hastalarin
serumlarinda MMP-2, MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri ¢alisilmigs ve MMP-2 duzeylerinin bu
hastalarda yiiksek oldugu, MMP-9 diizeylerinin ise farklilik gostermedigi anlagilmistir. Bu
sonuclarla MMP-2’nin glomeriiler bazal membran yikiminda 6nemli rol aldigi, MMP-9’un ise
mesangial matrikste yikima yol actig1 ileri siiriilmiistiir % Nakamura ve ark.’nin yaptiklari
calismada ise polikistik bobrek hastaligi olan hastalarin serumlarinda MMP-1, TIMP-1 ve tip
4 kollajen diizeyleri g¢aligilmis, MMP-1, TIMP-1 ve tip 4 Kkollajen serum diizeylerinin
polikistik bobrek hastaligina sahip olanlarda kontrol grubuna gore belirgin yiiksek oldugu
bulunmustur. Sonu¢ olarak ESM’de meydana gelen sentez ve yikim olaylar1 arasindaki
dengesizligin buna yol agtig1 one siiriilmiistiir 81 Skar gelisiminde ayrica TNF-a, IL-1B ve
TGF-B’nin etkileri de bilinmektedir. TNF-a, IL-1p ve TGF- Uretimini uyarmakta bdylece
fibrozis ve proteolizis arasindaki dengeyi diizenleyerek tiibiiler bazal membran, ekstraselller
matriks etkilenimine yol agmaktadir. TGF-B fibrozise yolgan Oncl bir sitokindir ve
fibrogenezis aktivasyonuna sebep olmaktadir. Fazla iiretimi sonrasinda da glomeriiloskleroz
ve ekstraseliiler matrikste asir1 tiretim goriilmektedir. TGF-f’nin artis1 kollajen, fibronektin,
proteoglikan ve hiicre ylizey integrinlerinin sentezinde artmaya, proteinazlarin {iretiminin
baskilanmasina ve proteinazlarin inhibitorlerinin liretiminde artisa rastlanmaktadir. Cotton ve
ark.’nin yaptiklart bir ¢calijmada TGF-B genindeki polimorfizmlere Wi olarak da renal
fibrozise ve skar gelisimine yatkinliktaki farkliliklar agiklanmaya ¢alisilmaktadir ®. Ayrica
MMP-9’un NGAL ile birlikte degerlendirildigi baska ¢alismalarda mevcuttur.

121 tipl DM ve 55 kontrol hastasinda yapilan bir ¢alismada plazma MMP-9, idrar
NGAL ve idrar MMP-9 dizeylerinin glisemi, renal fonksiyonlar, ve alouminiri derecesi ile
iliskilerine bakilmis, Tipl DM’de idrarda belirgin NGAL ve MMP-9 atilim1 izlenmis olup
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birbirleriyle yiiksek deredece iliskili, glisemik Ol¢iimler ve albumiiniiri ile idrar NGAL ve
idrar MMP-9 atiliminin dogru orantili bulunmustur *.

Invaziv duktal karsinomu olan kadimlarda kontrol ile karsilastirildiginda serumda
belirgin MMP-9 ve NGAL diizeyi artis1 izlenmistir. Bulgular serum MMP-9 ve NGAL

Olglimlerinin meme kanserinin non invaziv takibinde kullanish olabilecegini gostermektedir
65

Rektal kanserli 100 hastada yapilan ¢alismada 69 olguda NGAL mRNA ekspresyonun
artmis oldugu ve bu artisin tiimor progresyonu ile anlaml iligkili oldugu bulunmustur. NGAL
mRNA artist MMP-9 ile dogru orantili olup NGAL mRNA artisinin invazyon derinligi ile
anlamli olarak iliskili oldugu bulunmustur ®°.

2.3.2.METALLOPROTEINAZLARIN SPESIFIK  DOKU INHIBITORLERI
(TIMP’ler):

TIMP’ler bag dokusu metabolizmasinin diizenlenmesinde temel olan proteinlerdir.
Pek c¢ok dokuda ve viicut sivilarinda bulunurlar. MMP’lere irreversibl ve non-kovalent
bicimde baglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve Katalitik aktivitenin
surddrdlmesini de inhibe ederler. Boylece TIMP’ler MMP enzim aktivitesini ve MMP/TIMP
dengesini siki1 kontrol altinda tutarlar. Insanlarda TIMP-1, 2, 3 ve 4 olmak Uzere bugiine dek
tamimlanmis 4 TIMP tiiri bulunmaktadir. TIMP’ler de MMP’ler gibi vaskiler duz kas
hiicreleri, endotel hiicreleri, kan hiicreleri, bag dokusu hiicreleri ve makrofajlar tarafindan
sentez edilirler ®. TIMP’lerin farkli bir etkileri de proMMP’lerle etkilesmeleri ve
ekspresyonlarini diizenlemeleridir.

TIMP-1, TIMP-2 ve TIMP-4 ¢ozinlr formda iken TIMP-3 matrikse sikica baglidir.
TIMP-4’tin ekspresyon paterni diger TIMP’lerden farklidir ¢iinkii TIMP-4 mRNA beyin ve
kalpte lokalizedir ®. TIMP’ler MMP’lere baglanmanin yaninda proMMP’lerle kompleks
olusturarak MMP aktivasyonunu diizenler % TIMP-1 proMMP-9 ile kompleks olusturur.
TIMP-2 proMMP-2 ile kompleks yapar enzim aktivasyonunu kolaylastirir. TIMP-3 hem
proMMP-2 hem de proMMP-9’a baglanir. TIMP-4 ise proMMP-2’nin c terminal pargasina
baglanir *°. TIMP-1 ile TIMP-2’nin %40 aminoasid dizisi (6zellikle N terminal bolgesi)
homologdur ®°.

2.3.2.1.TIMP-1

TIMP-1 geni X kromozomunda lokalize 184 aminoasit iceren 28.5 kDa agirliginda
bir proteindir ©°. TIMP-1 6 disiilfid bagina sahip 12 sistein rezidiiniin protein icinde iki
domain yap1 olusturmasiyla meydana gelir. Bu disiilfid baglar1 TIMP-1’e pH, sicaklik,
denature edici faktorlere karsi dayaniklilik saglar. N-terminal domain MMP inhibitor
aktivitesi icerir "*. TIMP-1 bircok doku, hiicre ve viicut sivisindan salinmaktadir. TIMP-1
proteini prekirsor, serbest TIMP-1, proMMP-9 ile 1:1 sitokiometrik kompleks halinde ya da
membrana bagli olmayan MMP’lerin proteolitik aktivitelerini inhibe edici halde
bulunabilirler. Ekstraselliier araliga salinan TIMP-1 sinyal peptid igerir.
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N-terminal domain

C-terminal domain

Sekil 12: TIMP-1’in yapis1 (69)

Hiicre yiizeyinde TIMP-1’e spesifik baglayict protein saptanmistir. Insan meme
karsinomu hiicre hattinda (BC61) 80 kDa transmembran proteinin TIMP-1 icin ylksek
affinite gosterdigi bulunmustur "%,

2.3.3. TIMP-1 ve MMP inhibisyonu

TIMP-1in ana fonksiyonlarindan biri MMP inhibisyonudur. MMP ailesi 25°den fazla
iiyesi tanimlanmig bazal membran1 da kapsayan ekstraselliiler matriksin birgok kompanentini
parcalama yetenegine sahip ¢inko bagimli endopeptidazlardir . TIMP-1 proteinin N terminal
kismi MMP inhibisyonundan sorumludur ™.

2.4 PIYELONEFRITE TANISAL YAKLASIM

Idrar yolu enfeksiyonlarinda kullanilan goriintiilleme ydntemlerinin amaci, piyeloneftrit
tanisin1  koyabilmek, piyelonefrite yatkinlik yaratabilecek anatomik bozukluklar1 ortaya
cikarmak ve renal parankimal hasarin gdsterilmesidir ",

2.4.1. Teknesyum-99m Dimerkaptosuksinik Asit (DMSA) Sintigrafisi:

Akut piyelonefrit geciren ¢ocuklarda ilk bir hafta icinde ¢ekilen DMSA sintigrafisinin
erken donemde renal parankimdeki enfeksiyonu gostermede en duyarli test oldugu ve altin
standart olarak kabul edildigi bilinmektedir >7’.  Teknesyum-99m ile isaretli
dimerkaptosiiksinik asidin damar i¢ine verilmesinden 4 saat sonra alinan goriintiilerle elde
edilmektedir. Bobrek kenarlarinin diizenli olmasi, her iki bobregin seklinin ve boyutunun
normal olmasi, parankimal tutulumun homojen olmasi normal DMSA bulgularidir. Hafif
sisme,lokal veya yaygin olarak parankim aktivitesinde azalma enfeksiyonu gostermektedir.
Yaygin veya keskin kenar ¢entiklenmesi, hacim kaybina yol agan her tiirlii sekil bozuklugu,
aktivitenin belirgin azalmasi renal parankimal skar bulgularidir. APN tanis1 alan ¢ocuklarin
erken donemde yapilan DMSA sintigrafilerinde % 38-96 oraninda renal parankimde
enfeksiyon bulgusu gorilmektedir "8, Bu goriintiileme ydnteminin duyarhligt % 100
olmadigi icin her zaman APN’yi dislamak miimkiin degildir. Bunun yani sira hastalarin
goriintiileme sirasinda orta derecede (1mSV’lik) radyasyona maruz kalmasi, islem sirasinda
damar yolu agilmasmin gerekmesi, maliyetinin yiiksek olmasi ve asil dnemlisi akut renal
hasar ile eski skar1 birbirinden ayirt edememesi énemli dezavantajlarindandir 80, Cocuklarda
APN sonras1 gelisebilecek kalici hasar, uzun donemde ciddi komplikasyonlara yol agmasi
nedeniyle mutlaka tanimlanmalidir. DMSA sintigrafisinde APN sonrasi ileri donemde bobrek
hasarim saptamak i¢in enfeksiyondan en erken 6 ay sonra gekilmesi 6nerilmektedir .
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Sekil 13: Piyelonefritli bir hastanin Tc-99 DMSA sintigrafisi (www.emedicinehealty.com)
2.4.2.Voiding Sistouretrografi (VSUG):

Voiding Sistolretrografi (VSUG) mesane igerisine Uretradan kateter ile girilerek
kontrast madde verildikten sonra mesane dolu iken ve iseme sirasinda iiriner sistemin
radyolojik olarak goriitiilenmesini saglamaktadir. VSUG ile VUR’iin derecelendirilmesi ve
Uretranin degerlendirilmesi miimkiin olmaktadir. VUR, idrarin mesaneden iireterlere veya
bobrege geri kacisi anlamina gelmektedir. VUR cogu kez dogumsal olarak karsimiza
¢ikmakta nadir olarak da IYE, iseme bozuklugu, kas-sinir hastaligy, iireteral tikanikliga bagh
mesane fonksiyon bozuklugu sonucu gelisebilmektedir. Gelismekte olan iilkelerde ¢ocukluk
cag1 son donem bobrek yetmezligi ve hipertansiyon etyolojisinde en sik karsilagilan
nedenlerden biridir. Bu nedenle VUR varligt mutlaka tamimlanmali ve erken tedavi
edilmelidir. VSUG’un, VUR’iin saptanmasi i¢in IYE tanisindan sonraki ilk 4-6 haftada
yapilmasi Onerilmektedir. Bu goriintiilleme yonteminin dezavantaji islem sirasinda iyonize
radyasyona maruz kalma ve mesaneye sonda ile girisim yapilmasidir.

Sekil 14: VVoiding Sistolretrografi (VCUG) gorintiistl www.emedicinehealty.com
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UCUNCU BOLUM
3.GEREC ve YONTEM:
3.1.0lgu Se¢imi:

Calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Nefroloji poliklinigine
bagvurarak piyelonefrit tanis1 alan [Akut piyelonefrit atesX38 °C), piyiri ©25 16kosit/p L),
anlaml bakteriiiri (>10° cfu/mL) ve C- reaktif protein yiiksekligi (>8 mg/L) ¥] ve en az alt1 ay
sonra DMSA sintigrafi degerlendirmesi i¢in ¢agrilan 3 ile 17 yas arast 87 hasta alindi.
Obstriiktif tiropatisi ve nérojen mesanesi olanlar ¢alisma dis1 tutulurken, primer vezikoiireteral
refliisii olan hastalar calismaya dahil edildi.

Hastalar piyelonefrit atagindan en az alti ay sonra yapilan **"Tc-DMSA bdbrek
sintigrafisinde saptanan hipoaktif alan ve/veya kontur diizensizligi varligina goére renal skar (-)
(Grup 1) ve renal skar (+) (Grup 2) olarak gruplandirildi. Ote yandan, her iki gruptaki hastalar
VCUG’da reflii varligina gére VUR (-) ve VUR (+) olarak alt gruplara ayrildi. Tiim hastalarin
kreatinin klirensi Schwartz formiiliine gére hesaplandi:

kreatin Klirensi = k x boy (cm) / serum kreatinin (mg/dL)

Formildeki k katsayis1 preterm bebekler i¢in 0,33, term bebeklerde 0,45, 1-12 yas
cocuklarda 0,55, 12 yas iistii kizlarda 0,55 ve erkeklerde 0,70 olarak kabul edilmektedir.

3.2.BiYOKIMYASAL ANALIZLER
3.2.1.PLAZMA NGAL CALISMA PROSEDURU:
Plazma NGAL analizi Biosite Triage Pro Meter cihazi kullanilarak ¢alisildi.

Test icin gerekli malzemeler:

Test kartusu (NGAL’e karsi floresans boya ile isaretli ~murin monoklonal antikoru
icermektedir) 25 adet/kutu

Transfer pipeti 25 adet/kutu

Reaktif kod cipi ladet/kutu

Printer kagid1

Triage NGAL kontrol

Numune hazirhg:

Analiz i¢in kullanilan 6rnekler 4000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek ¢alisma zamanina kadar
-80°C’de saklandi. Analize baslamadan oOnce tiim reaktifler ve Ornekler oda sicakligina
getirildi.

Olglim yontemi:

Ornek olarak EDTA antikoagiilanli tam kan veya plazma kullanilmaktadir.
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Bizim ¢alismamizda plazma ornekleri kullanilmistir. Cihaz immiin floresans 6lciim yéntemini
kullanarak 6l¢tim yapmaktadir.

Test kartusuna drnek eklenir. Ornek floresans antikor konjugatlariyla reaksiyona girer
ve kilcal etki ile kartus boyunca &rnek akisi olur. Ornekteki analitin varligi deteksiyon
bolgesinde solit faza floresans konjugatlarin baglanmasini engeller ve bdylece analitin
konsantrasyonu detekte edilen floresansla ters iliskilidir.

Ol¢iim aralig: 60 - 1300 ng/ mL

3.2.2.IDRAR NGAL CALISMA PROSEDURU:

Calisma Abbott idrar NGAL kiti kullanilarak yapildi.
Reaktifler:

Architect idrar NGAL kiti (1P37); 100 test

Mikropartikiller: 1 sise BIS-TRIS tamponunda protein (sig1ir) stabilazatorii ve deterjan ile
Anti-NGAL kapl mikropartikiiller.

Konjugat: 1 sise MES tamponunda protein (s1g1r) stabilazatorii ve deterjan ile Anti-NGAL
akridinium etiketli konjugat.

Diger reakifler:

Pre trigger soltsyon: % 1,32 hidrojen peroksit icermektedir.

Trigger soltsyon: 0,35 N sodyum hidroksit icermektedir.

Wash buffer: Fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi icermektedir.

Kalibrator: 1 sise kullanima hazir likit soliisyon.

Kontroller: Diisiik (20.2 ng/mL), Orta (196.7ng/mL) , Yuksek (1174.4 ng/mL) olmak (izere
3 duzey kontrol materyali mevcuttur.

Numune hazirhgi:

Analiz icin kullanilan spot idrar 6rnekleri 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek
caligma zamanina kadar -80°C’de saklandi.

Olguim yontemi:

Idrar NGAL tetkiki insan idrarinda bulunan nétrofil jelatinaz iliskili lipokalin’in
kantitatif tespiti amacli kullanilan bir kemiliiminesan mikropartikiil immiinolojik tetkiktir.
Tespit icin monoklonal antikorlar ile kapli mikropartikiiller kullamilir. iki adimli bir tetkiktir.
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[lk adimda numune ve yikama tamponu 1:10 numune dilisyonu Uretmek icin
birlestirilir. Onceden seyreltimis numunenin bir aliquotu yikama tamponu ve anti-NGAL
kapl1 paramanyetik mikropartikiiller birlestirilir. Numunede mevcut NGAL, anti-NGAL kaplh
mikropartikiillere tutunur ve reaksiyon karisimi yikanir. Ikinci adimda anti-NGAL akredinium
isaretli konjugat eklenir. Diger bir yikama doniisiimiinden sonra pretrigger ve trigger
soliisyonlar1 reaksiyon karigimina eklenir. Elde edilen kemiliiminesan reaksiyon, relatif 151k
uniteleri (RLU’lar) olarak olculiir. Ornekteki NGAL ve Architect system optik sistemleri ile
tespit edilen RLU’lar arasinda bir iliski bulunmaktadir.

Ol¢iim arahg:

10 ng/mL ile 1500 ng/mL arasindadir. Otomatik diliisyon prosediirii kullanildiginda
6000 ng/mL’ye kadar rapor edilebilir.

3.2.3.IDRAR TIMP-1 CALISMA PROSEDURU:
Olglim yontemi :

Bu olglim icin kantitatif sandvi¢ enzim immiin Sl¢lim yontemi kullanilmistir. Bu
teknikte kuyucuklar TIMP-1"e spesifik monoklonal antikorlarla kaplanmigtir. Standartlar ve
ornekler kuyucuklara pipetlenir. Ardindan Biotin konjugati kuyucuklara eklenir ve oda
1s1sinda inkiibasyona birakilir. Yikama yapilarak Streptavidin HRP Working sollsyonu
eklenerek tekrar inkiibe edilir ve ardindan ikinci yikama islemine gegilir. Kromojen ve
ardindin stop soliisyonunun eklenmesiyle birlikte baslangi¢ basamaginda baglanan TIMP-1
miktar1 renk yogunluguyla orantili olarak Glgiiliir. Renk degisimi durur ve renk yogunlugu
olgulir.

Test icin gerekli malzemeler;

Monoklonal antikorlar kaplt mikrokuyucuklar i¢eren 1 adet 96 testlik plate

Human TIMP-1 Standart, 2 kutu

Standart Diltient Tamponu 1 kutu ,60 mL

Human TIMP-1 Biotin konjugati, 1 kutu, 6 mL

Streptavidin-HRP (100X), 1 kutu, 0,125 mL

Streptavidin-HRP Diluent, 1 kutu, 25 mL

Konsantre formda Wash Buffer (25x), 100 mL

TMB Kromojen 1 kutu, 25 mL

Stop Sollsyonu 1 kutu 25 mL
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Standart Hazirlanis1 ve Analiz Asamalari:

e Spot idrar 6rnekleri 1/20 diliisyon yapilarak calisildi.

Analize baslamadan once kit icinde bunan tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina
getirildi.

e 25 ng’lik Standart 1 mL Standart dillisyon tamponu ile ¢ozuldu. Seri diltisyonlar
yapilarak 12.5- 6.25- 3.12- 1.56 ng/mL’lik standartlar elde edildi.

e Ilk kuyucuga 50 puL Standart diliisyon tamponu kor olarak eklendi.

e Ikinci kuyucuktan itibaren 50 pL 5 diizey standart ve hasta 6rnekleri eklendi.

e Her kuyucuga 50 puL Biotin konjugati eklendi.

e Plak 120 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonunda igerik bosaltilip plak 4 kez 400 uL yikama tamponu ile yikandi.

e 100 pL Streptavidin-HRP working soliisyonu her kuyucuga eklendi. 30 dakika oda
1s1sinda inkiibasyona birakildi.

e Plak 4 kez 400 pL yikama tamponu ile yikandi.

e Her kuyucuga 100 pL Stabilize kromojen eklendi. 30 dakika odaisisinda inkiibasyona
birakildi. Plak 1siktan korundu.

e 100 pL her kuyucuga stop soliisyon eklendi.
e Optik dansite 450 nm’de okundu.

e Ornek sonuglar1 20 diliisyon faktdriiyle carpilarak diizeltilmis sonuglar elde edildi.
Plak, ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda okundu.

3.2.4iIDRAR MMP-9 CALISMA PROSEDURU:
Olguim yontemi :

Bu o6l¢iim icin kantitatif sandvi¢ enzim immiin Ol¢lim yontemi kullanilmistir. Bu
teknikte kuyucuklar MMP-9’a spesifik monoklonal antikorlarla kaplanmigtir. Standartlar ve
ornekler kuyucuklara pipetlendiginde MMP-9 varliginda, kapli antikorlarla baglanma
gerceklesir. Baglanmayan komponentlerin uzaklastirilmasindan sonra MMP-9’e spesifik
poliklonal antikorlar kuyucuklara konur. Yikama yapilir baglanmamis antikor-enzim reaktifi
uzaklastirilir. Working sollisyonu eklenir ve inkiibasyonun ardindan tekrar yikama yapilir.
Kromojen ve ardindan stop soliisyonunu eklenmesiyle birlikte baslangi¢ basamaginda
baglanan MMP-9 miktar1 renk yogunluguyla orantili olarak 6l¢iiliir. Renk degisimi durur ve
renk yogunlugu dlgiiliir.

25



Test icin gerekli malzemeler;

Liyofilize rekombinant insan MMP-9 standarti, 10 ng/tiip x 2

Anti-human MMP-9 antikorlar kapli mikro kuyucuklar igeren 1 adet 96 testlik plate

Ornek diltisyon tamponu,30 mL

Biotinlenmis anti-human MMP-9 antikoru: 130 uL, dilisyon 1:100

Antikor diluent tamponu: 12 mL

Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi (ABC): 130 pL, dilisyon 1:100

ABC diltient tamponu: 12 mL

TMB kromojen ajan: 10 mL

TMB stop sollisyonu: 10 mL

Liyofilize rekombinant insan MMP-9 kontrol materyali, 2 kutu

Yikama solisyonu: 0,01 M PBS, 1000 mL

Standart Hazirlamis1 ve Analiz Asamalari:

Spot idrar 6rnekleri 1/10 diliisyon yapilarak ¢aligildi.

Analize baslamadan once kit icinde bunan tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina
getirilerek ¢alisildi.

10 ng’lik Standart 1 mL Ornek dilisyon tamponu ile ¢ozildd.Seri dillisyonlar
yapilarak 5000-2500-1250-625-313-156 pg/mL’lik standartlar elde edildi.

Ik kuyucuga 100 pL 6rnek diliisyon tamponu kor olarak eklendi.

Ikinci kuyucuktan itibaren 100uL 7 dizey standart, tek dizey kontrol materyali ve
hasta drnekleri eklendi.

Plak 90 dakika 37°C’de calkalayici ilizerinde inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda igerik bosaltilip 1@D biotinlenngi anti human MMP -9
antibody working sollisyon eklendi ve 60 dakika 37°C’de calkalayict {izerinde
inkiibasyona birakildi.
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e Plak 3 kez 300 pL yikama tamponu ile yikandi.

e 100 uL ABC working soliisyonu her kuyucuga eklendi. 30 dakika 37°C’de ¢alkalayic1
izerinde inkiibasyona birakildu.

e Plak 5 kez 300 pL yikama tamponu ile yikandi.

e Her kuyucuga 90 uLL TMB kromojen eklendi. 30 dakika 37°C’degalkalayici iizerinde
inkiibasyona birakildi. Plak 1siktan korundu.

e 100 pL her kuyucuga stop soliisyon eklendi.

e Optik dansite 450 nm’de okundu.

e Ornek sonuglar 10 diliisyon faktdriiyle ¢arpilarak diizeltilmis sonuclar elde edildi.

3.2.5.IDRAR KREATININ CALISMA PROSEDURU:
Olctim igin Abbott Architect C 16000 cihazi kullanildi.

Test amaci ve prensibi:

Insan idrar, serum ve plazmasinda kantitatif kreatinin 6l¢iimii, bobrek hastaliklarin
tanis1 ve degerlendirilmesi amaciyla kullanilir.

Olglim yéntemi:

Kolorimetrik Jaffe reaksiyonudur. Alkali pH’da 6rnekteki kreatinin pikratla
reaksiyona girerek kreatinin pikrat kompleksi olusturmaktadir (Jaffe reaksiyonu).

Olusan rengin 500 nm’de verdigi absorbansdaki artig kreatinin konsantrasyonuyla
dogru orantilidir.

Alkali pH

Kreatinin + pikrik asit -——— sari-kirmizi komplex

Reaktifler:
Reaktif 1 Sodyum hidroksit 0.25 mol/L
Reaktif 2 Pikrik asit 20.5 mmol/L

3.3.ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Grup 1 ve Grup 2’deki hastalar spot idrar kreatinini, kreatinin klirensi, plazma ve idrar
NGAL, idrar MMP-9 ve TIMP-1 degerleri ile idrar NGAL/kreatinin, MMP-9/Kkreatinin,
TIMP-1/kreatinin ve MMP-9/TIMP-1 oranlar1 yoniinden karsilastirildi. Ayni karsilastirmalar
her iki gruptaki alt gruplar (VUR negatif ve pozitif hastalar) icin de tekrarlandi. Grup 2’deki
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hastalarda yukarida ad1 gecen parametreler arasinda korelasyon varligi arastirildi. Istatistiksel
degerlendirmede ‘SPSS for Windows 15.0 programi kullanildi.

Hasta sayimiz parametrik analiz i¢cin uygun olmasina ragmen dagilimin normal
olmamasindan dolay1 non parametrik analiz yapildu.

Olgiimle belirlenen degiskenlerin karsilastirilmasi icin ikili gruplarda Mann-Whitney
U testi, Klinikopatolojik degiskenler arasindaki iliskinin incelenmesinde Spearman’s
korelasyon testleri uygulandi.

Korelasyon katsayisi (r degeri), 0,00-0,24 arasinda ise zayif; 0,25-0,49 arasinda ise
orta; 0,50-0,74 arasinda ise giiclii ve 0,75-1,00 arasinda ise ¢ok giiclii olarak degerlendirildi.
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DORDUNCU BOLUM
4. BULGULAR

Calismaya katilan 87 hasta renal skar (-) (Grup 1) ve renal skar (+) (Grup 2) olarak
ayrildi. Grup 1’de 35 (%40.2), Grup 2’de ise 52 (%59.8) hasta bulunmaktadir. Gruplarin
cinsiyet dagilimlar: tabloda verilmistir.

Cinsiyet acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir

(Tablo 3).
Tablo 3: Gruplara gore cinsiyet dagilimi
Grup 1 Grup 2 p
n n
Kiz 29 44
Erkek 6 8 >0.05
Toplam 35 52

Hastalarin yasi agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (Tablo 4).

Tablo 4: Gruplara gore yas verileri

Hasta yasi Grupl Grup 2 p
(yi) (n:35) (n:52)
Ortalama 9.74 10.06
Ortanca 9 10
Standart sapma 3.67 3.4 >0.05
En kiigiik yas 3 3
En biiyiik yas 17 16

Hastalar VUR varlig1 acisindan incelendiginde 40 hastada (%46) VUR saptanmustir.
Grup 2’de VUR anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (Tablo 5).

Tablo 5: Vezikoiireteral refliiniin gruplara gore dagilimi

Grup 1 Grup 2 p
n n
VUR (+) 9 31
VUR (9 26 21 0,002
Toplam 35 52
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4.1.BIYOKIMYASAL VERILERIN ANALIiZLERI
4.1.1. Plazma ve idrar NGAL duzeyi:

Grup lile Grup 2 de, plazma ve idrar NGAL diizeyleri agisindan anlamli farklilik
saptanmamustir (Tablo 6 - 7 ve Sekil 15 - 16) (p: 0.366 ve 0.299).

Tablo 6: Grup 1 (renal skari [-]) ve Grup 2’de (renal skar1 [+]) plazma NGAL diizeyleri

Plazma NGAL Grupl Grup 2 p
(ng/mL) (n:35) (n:52)
Ortalama 73.51 81.87
Ortanca 60 60
Standart sapma 27.02 56.94 0.366
Min. Deger 60 60
Max. Deger 181 409

Sekil 15: Gruplar aras1 plazma NGAL diizeylerinin karsilastiritlmasi
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Tablo 7: Grup 1 (renal skari [-]) ve Grup 2’de (renal skar1 [+]) idrar NGAL diizeyleri.

Idrar NGAL Grupl Grup 2 P
(ng/mL) (n:35) (n:52)
Ortalama 25.56 39.67
Ortanca 17.7 10.95
Standart sapma 28.55 70.82 0.299
Min. Deger 0.5 0.7
Max. Deger 119.2 326.4




Sekil 16: Gruplar aras1 idrar NGAL diizeylerinin karsilastirilmasi
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Grup 2 hastalarda idrar NGAL degeri kizlarda erkeklerde gore daha yiiksek bulunmustur

(Tablo 8).
Tablo 8: Grup 2 (renal skari olan) grupta cinsiyete gore idrar NGAL diizeyleri
Idrar NGAL Erkek Kiz p
(ng/mL) (n:8) (n:44)
Ortalama 2.72 46.4
Ortanca 2.6 13.2
Standart sapma 1.16 75.15 <0.05
Min. Deger 1.2 0.7
Max. Deger ) 326.4

4.1.2. idrar TIMP-1 ve MMP-9 diizeyi:

Grup 1 ile Grup 2, idrar TIMP-1 ve idrar MMP-9 diizeyleri agisindan
karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p:0.176 ve 0.550)(Tablo

9-10 ve Sekil 17 - 18).
Tablo 9: Grup 1 (renal skari [-]) ve Grup 2’de (renal skar1 [+]) idrar TIMP-1 diizeyleri

Idrar TIMP-1 Grupl Grup 2 P
(ng/mL) (n:35) (n:52)
Ortalama 12.22 12.62
Ortanca 12.09 12.35
Standart sapma 0.82 1.52 0.176
Min. Deger 11.08 11.08
Max. Deger 15.64 20.21
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Sekil 17: Gruplar aras1 idrar TIMP-1 diizeylerinin karsilastirilmasi
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Tablo 10: Grup 1 (renal skar1 [-]) ve Grup 2’de (renal skari [+]) idrar MMP-9 diizeyleri

Idrar MMP-9 Grupl Grup 2 P
(ng/mL) (n:35) (n:52)
Ortalama 9.78 7.49
Ortanca 2.14 1.77
Standart sapma 23.96 19.38 0.550
Min. Deger 0.10 0.09
Max. Deger 121.11 127.98

Sekil 18: Gruplar aras1 idrar MMP-9 diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.1.3. Spot idrar kreatinin dizeyi ve kreatinin klirensi:

Grup 1 ile Grup 2, idrar kreatinin diizeyi ve kreatinin klirensleri agisindan
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p:0.795 ve 0.343)(Tablo
11-12 ve Sekil 19-20).

Tablo 11: Grup 1 (renal skar1 [-]) ve Grup 2’de (renal skari [+]) idrar kreatinin diizeyleri

Idrar Kreatinin Grupl Grup 2 P
(mg/dL) (n:35) (n:52)
Ortalama 124.72 124.38
Ortanca 128.13 128.72
Standart sapma 22.79 25.83 0.795
Min. Deger 69.96 66.7
Max. Deger 169.72 161.73

Sekil 19: Gruplar arasi idrar kreatinin duzeylerinin karsilastirilmasi
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Tablo 12: Grup 1 (renal skar1 [-]) ve Grup 2’de (renal skari [+]) kreatinin klirensleri

Kreatinin klirensi Grupl Grup 2 p
(n:35) (n:52)
Ortalama 126.44 132.52
Ortanca 123 129.44
Standart sapma 20.05 24.93 0.343
Min. Deger 82.5 95.6
Max. Deger 176 255
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Sekil 20: Gruplar aras1 kreatinin klirenslerinin karsilastirilmasi

300

200 4

100 o

KREATIMNIN KLIRENSI

T T
N 35 52

skar yok skar var

4.1.4. idrar NGAL/ Kkreatinin oram

Grup 1 ile Grup 2, idrar NGAL/ kreatinin oran1 agisindan karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p:0.287)(Tablo 13 ve Sekil 21).

Tablo 13: Grup 1 (renal skari [-]) ve Grup 2’de (renal skari [+]) idrar NGAL/kreatinin
oranlari

Idrar NGAL/kre Grupl Grup 2 P
(ng/mg kreatinin) (n:35) (n:52)
Ortalama 22 36
Ortanca 13 8.3
Standart sapma 27 69 0.287
Min. Deger 0.4 0.5
Max. Deger 132.7 296.2

Sekil 21: Gruplar arasi idrar NGAL/ kreatinin oraninin karsilastiriimasi
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4.1.5. idrar TIMP-1 / Kreatinin orani:

Grup 1 ile Grup 2, idrar TIMP-1 / kreatinin oran1 agisindan karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli farklilik saptanmamuistir (p:0.769)(Tablo 14 ve Sekil 22).

Tablo 14: : Grup 1 (renal skari [-]) ve Grup 2’de (renal skar1 [+]) idrar TIMP-1 / kreatinin
oranlari

Idrar TIMP-1/kre Grupl Grup 2 P
(ng/mg kreatinin) (n:35) (n:52)
Ortalama 10 10
Ortanca 9.7 9.7
Standart sapma 2.3 3.2 0.769
Min. Deger 6.9 1.2
Max. Deger 16.9 22.9

Sekil 22: Gruplar arasi idrar TIMP-1/ kreatinin oraninin karsilastirilmasi
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4.1.6. idrar MMP-9 / Kreatinin orani:

Grup 1 ile Grup 2, idrar MMP-9 / kreatinin oran1 agisindan karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p:0.716) (Tablo 15 ve Sekil 23).

35




Tablo 15: : Grup 1 (renal skari [-]) ve Grup 2’de (renal skar1 [+]) idrar MMP-9 / kreatinin
oranlari

Idrar MMP-9/kre Grupl Grup 2 P
(ng/mg kreatinin) (n:35) (n:52)
Ortalama 8 7
Ortanca 2.8 1.4
Standart sapma 22 23 0.716
Min. Deger 0.1 0.1
Max. Deger 112.5 163.3

Sekil 23: Gruplar aras1 idrar MMP-9 / kreatinin oraninin karsilastirilmasi
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4.1.7. idrar MMP-9/TIMP-1 oranu:

Grup 1 ile Grup 2, idrar MMP-9/TIMP-1 oranmi agisindan karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p:0.494) (Tablo 16 ve Sekil 24).

Tablo 16: Grup 1 (renal skar1 [-]) ve Grup 2’de (renal skari [+]) idrar MMP-9/TIMP-1
oranlari

Idrar MMP-9/ Grupl Grup 2 P
TIMP-1 (n:35) (n:52)
Ortalama 0.81 0.62
Ortanca 0.18 0.14
Standart sapma 2 1.7 0.494
Min. Deger 0.01 0.1
Max. Deger 10.02 0.01
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Sekil 24: Gruplar aras1 idrar MMP-9/TIMP-1 oraninin Kkarsilastirilmasi

| -

skar yok skar var

idrar MMP-9/ idrar TIMP-1

4.2. Vezikoiireteral reflii varhginin calisilan parametreler iizerine etkisi:
4.2.1. Renal skar (-) olan hastalar;

Grup 1 VUR(+) ve VUR(-) hastalar arasinda idrar ve plazma NGAL ve idrar TIMP-1
diizeyleri agisindan anlamli farklilik saptanmazken (p sirasiyla 0.810 , 0.492 ve 0.697)
VURC(-) olan grupta idrar MMP-9 diizeyi daha yiiksek bulunmustur (p:0.042) (Tablo 17).

Tablo 17: Grup 1 (renal skar1 olmayanlar) VUR(-) ve (+) hastalarin karsilastiriimasi

Parametre VUR(-) VUR(+) P
(ortalama (n:26) (n:9)
degerleri
ng/mL)
plazma NGAL 69.4 85.3 0.492
idrar NGAL 22.6 33.9 0.810
idrar TIMP-1 12.2 12.2 0.697
idrar MMP-9 125 1.8 0.042

4.2.2. Renal skar (+) olan hastalar;

Grup 2 VUR(+) ve VUR(-) hastalar arasinda plazma NGAL, idrar TIMP-1 ve idrar
MMP-9 diizeyleri agisindan anlamli farklilik saptanmazken (p sirasiyla 0.212 , 0.925 ve
0.852 ) VUR(-) olanlarda idrar NGAL diizeyi anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p:0.016)
(Tablo 18).
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Tablo 18: Grup 2 (renal skari olanlar) VUR(-) ve (+) hastalarin karsilastiriimasi

Parametre VUR(-) VUR(+) P
(ortalama (n:21) (n:31)
degerleri
ng/mL)

plazma NGAL 92 74.9 0.212

idrar NGAL 66.6 21.4 0.016
idrar TIMP-1 12.7 125 0.925
idrar MMP-9 6.2 8.3 0.852

4.3 KORELASYON ANALIZLERI

Tablo 19: Grup 2 (renal skar1 olan) hastalarda biyokimyasal parametrelerin birbirleri ile

korelasyonlari
IDRAR PLAZMA IDRAR IDRAR
NGAL NGAL TIMP-1 MMP-9
iDRAR r 0.083 0.209 -0.123
NGAL D 0.557 0.138 0.384
PLAZMA r 0.148 -0.098
NGAL D 0.296 0.490
IDRAR r -0.168
TIMP-1 ; 0.233

Tablo 19°da da gosterildigi gibi calisilan parametreler arasinda anlamli korelasyon tespit

edilememistir.
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BESINCI BOLUM
5. TARTISMA

Idrar yolu enfeksiyonlari cocukluk ¢aginda iist solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra
en sik goriilen enfeksiyonlardir. IYE etken mikroorganizmanin kolonize oldugu bolgeye gore
piyelonefrit, sistit ve iiretrit gibi degisik isimler alir. Tiim yas gruplari dikkate alindiginda IYE
kizlarda %3-5, erkeklerde %1 oraminda goriilmektedir *2. Erkek cocuklarda akut piyelonefrit
siklikla ilk bir yasta karsimiza ¢ikmakta, bu yas doneminden sonra ise kizlarda daha sik olarak
goriilmektedir. Caligmamizdaki hastalarin biiyiik ¢cogunlugu (%84) kizlardan olusmakta idi.

Akut pyelonefrit tamist i¢in altin standart DMSA sintigrafisi ile yapilan
goruntiilemedir. Ancak, akut piyelonefrit tanis1 geleneksel olarak klimRS( OC ates) ve
laboratuvar (piyiiri, anlamli bakteriiiri ve akut faz yanmitinda artis) bulgulari ile konulur %,
Yakin zamanlarda yayimlanan rehberlerde IYE’ nin lokalize edilmesi igin akut dénemde rutin
goriintiileme uygulamasi énerilmemektedir . Bu nedenle DEUTF Cocuk Nefroloji kliniginde
izlenen ve calismamiza almmis olan hastalara akut IYE sirasinda DMSA sintigrafisi
yapilmamustir.

Piyelonefrit  diisliniilen  hastalarda erken donemde yapilacak radyolojik
gorlintiilemelerin amaci1 hidronefroz gibi komplikasyonlara yol agabilecek patolojileri
belirlemek (USG) ya da piyelonefrit tanisinin siipheli oldugu vakalarda renal parankimal
inflamasyonu géstermektir (DMSA) ™. Ayrica vezikoiireteral reflii varligini gostermek icin
2-4 hafta icerisinde VCUG yapilabilir. Renal skar olusumu, 6zellikle vezikoiireteral refliiniin
eslik ettigi idrar yolu enfeksiyonlarinin ciddi bir komplikasyonudur ve bu birliktelik kronik
bobrek yetmezligi ile sonuglanabilir.

Uzun vadede renal parankimal hasar (skar) varligini gostermek igin yapilacak
gorintileme yontemi ise DMSA sintigrafisidir. DMSA sintigrafisi enfeksiyonun ve renal
parankimal skar varliginin saptanmasinda en duyarli ve altin standart olarak kabul edilen
goruntileme yontemidir ®. APN tamisi alan ¢ocuklarda erken dénemde yapilan DMSA
sintigrafisinde %50-85 oraninda renal parankimde bozukluk oldugu gésterilmistir "®"°. Atesli
IYE gegirdikten sonra ortaya ¢ikan kalici renal parankimal skar goriilme oram ise %8-63
oraninda bildirilmektedir.

Hastalarimizda kalict renal parankimal skar1 gostermek icin enfeksiyorkfanay
sonra yapilan DMSA sintigrafilerinde 52 olguda (%60) renal parankimal skar saptanmuistir.
Renal parankimal skar gelisimi geri doniisiimsiiz bobrek hasari ve buna bagli ortaya
cikabilecek hipertansiyon, gebelik komplikasyonlari ve bdbrek fonksiyonlarinda ilerleyici
bozulma gibi uzun dénem komplikasyonlara neden olabilir. Son donem bobrek yetmezligi
gelisen gocuklarin yaklasik %24’iinde etiyolojiden reflii nefropati sorumludur ®. Akut
piyelonefritin erken tani ve tedavisi ile bu komplikasyonlar 6nlenebilmektedir %,

Renal skar gelisimi ile IYE nin gegirildigi yas arasinda baglant: arastirilmugtir 27257,

Martinell ve ark. bir yasindan kiiglik hastalarda skar riskinin yliksek oldugunu, 5 yasindan
biiylik hastalarda ise bu riskin azaldigini ileri siirmiiglerdir 2 Ote yandan, farkli ¢aligmalarda
APN tanis1 alan ¢ocuklarda renal hasar gelisiminin yas ile baglantili olmadigi, inflamasyon
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siddeti ve etkilenen bobrek hacminin skar gelisiminde daha etkili oldugu bildirilmistir 28,
Calismamizda renal skari olan ve olmayan hastalar arasinda yas farki saptanmamustir.

DMSA sintigrafisi renal skar1 gostermede giivenilir olmakla birlikte radyasyon
maruziyeti, invazif olmasi, kiigiik ¢ocuklarda sedasyon gerektirmesi ve yiiksek maliyet gibi
olumsuz yanlari bulunmaktadir. Bu nedenle renal skarin saptanmasina yonelik farkli
yaklagimlar tizerinde durulmustur®*®®®’_ Pecile ve ark. eritrosit ¢dkme hizi ve CRP yiiksekligi
ile renal parankimal skar gelisimi arasinda korelasyon varhigini géstermislerdir; ancak
CRP’nin skar1 gostermedeki sensitivitesi yliksek, spesifitesi diisiik bulunmustur®®. Benador ve
ark. da benzer sonuglara ulasmislardir . DMSA sintigrafisinde bulgu olan ve olmayan
hastalarin incelendigi baska bir ¢calismada akut faz reaktanlar1 agisindan karsilastirildiginda
her iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir . Bu sonuclar DMSA
sintigrafisinde ortaya ¢ikan bulgular1 dnceden tahmin etmede beyaz kiire sayisinin, ECH nin
ve CRP’nin anlamli olmadigin1 diigiindirmektedir. Bununla birlikte, prokalsitoninin hem akut
pyelonefriti hem de kalici renal parankimal hasar1 gostermede diger akut faz reaktanlarindan
daha degerli oldugunu gdsteren ¢alismalar bulunmaktadir 88,89

Son yillarda akut bobrek hasarinin erken donem gostergesi olarak lizerinde g¢alisilan
bir protein de lipokalin aile iiyesi olan notrofil jelatinaz iliskili lipokalin (NGAL veya
Lipokalin 2)’dir. Akut bobrek hasarmin tanimlanmasinda kullanilan mevcut biyokimyasal
parametrelerin (serum kreatinin diizeyi gibi) erken tan1 koymada yetersiz kalmast nedeni ile
son yillarda yeni biyobelirteclere olan ihtiya¢ artmistir % Bu konuda akut bébrek hasart i¢in
yeni biyobelirteclerden beklentiler, hasarin lokalizasyonu (proksimal tiibiil, distal tiibiil,
interstisyum, vaskiiler yapilar), siiresi (akut, kronik ), prerenal, renal veya postrenal ayrimi,
etiyoloji ayrimi (iskemi, toksin, sepsis) akut bobrek hasarini diger bobrek hastaliklarindan
ayirma (uriner trakt enfeksiyonu, glomertlonefrit, interstitial nefrit); risk ve prognoz
belirleme; hasara yonelik girisimlerin monitorizasyonudur. Analitik beklentiler ise, noninvazif
ve kolayca elde edilen, kan veya idrar Orneginde yatak basinda veya standart klinik
laboratuarlarda uygulanabilir, yiiksek duyarlilikta olup erken teshisi kolaylagtirmalidir **.

Bu beklentilerin ¢cogunu karsilayan NGAL geni, akut iskemik ve nefrotoksik hasar
sonras1 kreatininden Once kisa siirede bobrekte en fazla eksprese olan gen olarak
gosterilmistir %7,

NGAL fiiretimi renal epitelyum hasar1 veya inflamasyonuna cevap olarak hizla
artmaktadir. Akut bobrek hasar1 sonrasinda plazma ve idrarda NGAL diizeyinin sirasi ile 10
ve 100 kat yiikseldigi, bobrek dokusunda da NGAL mRNA’smmin 1000 kat arttigi
gosterilmistir % Hasar sonrast NGAL diizeylerindeki bu erken yiikselisin 6zellikle kardiyak
cerrahi girisimler sonrasi gelisen akut bobrek hasarinin erken tanimlanmasma olanak
sagladig bir ¢cok ¢alismada gosterilmistir.

Kardiyak cerrahi sonras1 gelisen bobrek hasarinda kreatinin ve NGAL diizeylerindeki
yiikselmelerin kiyaslandigi bir ¢alismada, operasyon sonrast NGAL diizeyleri altinci saatte
pik yaparken, kreatinindeki yiikselmenin ikinci giinde basladig gézlenmistir .

Bununla birlikte, NGAL diizeyleri sadece akut bobrek hasarinda degil, kronik bobrek
hastaliginda ve kronik bobrek hasarinin akut kétiilesmesinde de 6ngorii degerine sahiptir® .
Yine deneysel piyelonefrit olusturulan siganlarda NGAL diizeylerinin akut dénemde ¢ok
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yiikseldigi, daha sonra diistiigii, ancak yine de yiiksek seviyelerde seyrettigi ve 6 hafta sonra
skar olustugunda bile yiiksek kaldigi bildirilmistir . Serum ve idrar NGAL diizeylerinin
kronik bobrek yetersizligi olgularinda devam eden hasarin bir gostergesi oldugu “orman
yangini teorisi” ile dile getirilmistir. Bu teoriye gore serum kreatinin diizeyi veya GFR
fonksiyonel nefron sayisin1 temsil etmekte, ancak altta yatan siiregen hasari
gosterememektedir. Serum ve idrar NGAL diizeyleri ise bobrekteki aktif lezyonun siddetini
gosterebilmektedir *.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, idrar NGAL diizeyinin VUR’ii olan ¢ocuklarda
saghkli cocuklara gdre daha yiiksek oldugu, NGAL diizeyinin VUR derecesinden
etkilenmedigi ve renal skar1 olan VUR’lii cocuklarda NGAL diizeyindeki artisin daha belirgin
oldugu rapor edilmistir ¥ Bizim calismamizda saglikli ¢ocuklardan olusan bir kontrol grubu
kullanilmamistir. Bunun yerine IYE nedeni ile izlenen ve renal skar (-) ve (+) hasta gruplar
yam sira VUR (-) ve (+) hasta gruplar da karsilastirilmistir. Ayrica, calismamizda hem
plazma ve idrar NGAL dizeyleri, hem de idrar NGAL/kreatinin oranlar1 degerlendirilmistir.
Beklemedigimiz bir bulgu olarak skarli ve VUR (-) hasta grubunda VUR (+) gruba gore idrar
NGAL diizeylerini yiiksek saptamamiz disinda renal skar (-) ve (+) gruplar arasinda ¢alisilan
parametreler agisindan fark saptanmamustir.

Bununla birlikte renal skar (+) grupta idrar NGAL diizeyleri kizlarda erkeklere gore
yiiksek bulunmustur. Bu sonuglarla celiskili olarak Ichino ve ark.’nin ¢alismasinda VUR’lii
ve skarli erkek hastalarda NGAL diizeyleri kizlara gore yiiksek bulunmustur. Bu calismada
hastalarin biiyiik ¢ogunlugu erkeklerden olugmaktadir (34 hastanin 26’s1, %76) ve bu durum
IYE geciren erkek c¢ocuklarda daha agir konjenital VUR ve renal displazi olmasi ile
aglklanmlstlrgg. Bizim ¢alismamizin biiyiik ¢cogunlugunun kizlardan olusmasinin (87 hastanin
73’0) her iki calismanin kiyaslanabilirligini kisitladigini diigiiniiyoruz.

Renal parankimal skar gelisimi pek cok ilerleyici bobrek hastaligi sonucu ortaya ¢ikan
interstisiyel fibrozise baghi olusmaktadir. Klinik o©6nemi bilinmesine karsin skar
formasyonunun mekanizmas: halen tartigmalidir. Renal fibrogenezisin kemokinlerin ve
biiyiime faktorlerinin salinimiyla indiiklendigi diisiiniilmektedir. Kemokinlerin ve biiylime
faktorlerinin salinimindan sonra matriks yapiminda artis , matriks degradasyonunda azalma
ile birlikde ECM komponentlerinin birikimi skar olusumu ile sonuglanmaktadir. Ekstraseliiler
matriks, organlarin dokularmin yapisinda ve homeostazisinde anahtar rol oynamaktadir.
Giiniimiizde gegerli olan hipotez yeniden yapilanmanin ve doku iyilesmesinin ESM protein
sentezi ve yikimi arasindaki dengeye bagli oldugu y('jm'indedirloo. Inflamasyon sirasinda
ESM’te yikima yol agan pek ¢ok proteaz bulunmakta, fakat bunlar iginde yer alan
metalloproteinazlar en énemlilerini olusturmaktadir. Son yillarda akut piyelonefrit sonrasi
renal parankimal skar gelisim mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi nedeniyle bu sistemde
rol alan bazi proteinlerin ve enzimlerin erken donemde skar gelisimi iizerine etkileri
incelenmeye baglanmistir.

Bu amagla iizerinde ¢alisilan enzimlerden bazilart da MMP-9 ve TIMP-1"dir. Pek ¢ok
hastalik patogenezinde gorev alan MMP-9 ve TIMP-1"in bobrek hastaliklarinin patogenezinde
de rol aldig1 ¢esitli calismalarla gdsterilmistir.
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Bobrek hastaliginda MMP-9 ve TIMP-1"in yeri ile hastalik olusumundaki rolii tizerine
birgok caligma olmasina karsin idrar yolu enfeksiyonlar ile iligkisini ortaya koyan az sayida
calisma yapilmistir. Bu calismalardan birinde Chromek ve ark.’lar1 akut piyelonefritli
cocuklarda akut donemde ve 6 haftalik izlem sonrasinda idrar MMP-9 ve TIMP-1 duzeylerini
incelemislerdir ***. Bu ¢alismada kontrol grubu olarak bobrek dist nedene baglh atesi olan
cocuklar degerlendirilmistir. Akut piyelonefritli ¢ocuklarda akut donemde bakilan idrar
MMP-9 ve TIMP-1 diizeylerinin, hastalarin 6 haftalik izlem sonrasindaki degerlerine gore
yuksek bulundugu bildirilmistir.  Aym c¢alismada akut piyelonefritli ¢ocuklarin akut
donemdeki MMP-9 ve TIMP-1 diizeylerinin bobrek dis1 nedene bagl atesi olan ¢ocuklarda
saptanan degerlere gore anlamli yiiksek oldugu gosterilmigtir. MMP-9 ve TIMP-1 dlzeyleri
ile renal parankimal skar gelisimi arasinda iliski arastirildiginda, idrarda MMP-9’a gore
TIMP-1 diizeyi yiliksek olanlarda akut ve 6 aylik izlem sonucundaki DMSA gdriintiilerinde
daha ciddi renal hasar oldugu gosterilmis ve bu sonucun profibrotik bir ajan olan TGF-f’nin,
TIMP-1 sentezini indiiklemesine bagli olabilecegini diislindiirmiistiir.

Ulkemizde yapilan baska bir calismada bu bilgiler dogrultusunda MMP-9 ve TIMP-1
diizeyleri ilk atak akut piyelonefrit tanisi ile hastaneye yatirilan hastalarda arastirilmistir ',
Bu ¢alismada serum MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki
grup arasinda anlamli farklilik saptanmistir 2. Akut piyelonefrit geciren hastalar kendi
iclerinde DMSA bulgusu olan ve olmayan hastalar olarak gruplandirilip serum MMP-9 ve
TIMP-1 diizeyleri karsilastirildiginda DMSA bulgusu olan hastalarla olmayan hastalar

arasinda anlamh farklihik olmadigr goriilmiistiir 1.

Bu calismayla benzer bi¢imde bizim ¢alismamiza katilan 87 hastanin 52’sinde DMSA
sintigrafisinde renal skar saptanmistir. Renal skarli hastalarda ¢alisilan idrar MMP-9 ve idrar
TIMP-1 diizeyleri incelendiginde renal skar1 olmayan grupla aralarinda anlamli bir fark
bulunamamistir. Proteaz ve antiproteaz sistemlerin yorumlanmasimin ¢ok komplike olmasi
nedeniyle, bobrek dokusunda protez/antiproteaz sistemlerin daha iyi anlasildigl ileri
caligmalarin bu ¢alismanin yorumlanmasina katki saglayacagini diistiniiyoruz.

Renal parankimal skar etiyolojisindeki rolii tartisilan bir diger faktor de vezikoUreteral
reflic  varligidir. Vezikoureteral reflli, cocukluk ¢aginda tekrarlayan idrar yolu
enfeksiyonlarmin en 6nemli nedenlerinden biri olup, enfeksiyon ile birlikteligi renal hasar ile
sonuclanmaktadir. Bu hasar yiiksek dereceli refliilerde daha belirgin olup, enfeksiyon gegiren
¢ocuklarda refliiniin erken tanis1 Gnemlidir *°. Piyelonefrit gegiren cocuklarin %25-40'inda
reflii mevcuttur. Tedavi edilmemis reflii cocukluk ¢agi yiiksek tansiyonun en sik nedenidir ve
tedavisiz refliisii olan ¢cocuklarin %10 ila 20'sinde bobrek yetmezligi gelismektedir 20,

Eski calismalarda VUR’iin renal parankimal skar gelisiminde énemli bir risk faktorii
oldugu belirtilmekteydi ! ancak son yillarda son dénem bébrek yetmezligi riskinin VUR
tedavisi ile belirgin olarak azaltilamadigina dair kanitlar bulunmus ve bu nedenle renal
hasarin sonradan kazamilmayip intrauterin dénemde var oldugu tezleri 6ne siiriilmiistir 2.
Genel olarak bakildiginda ise VUR’li ¢ocuklarda goriilen APN’lerde gelisen renal
parankimal hasarda VUR’iin énemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Idrar yolu enfeksiyonu
gecirmemis yiiksek dereceli VUR’ii olan siit cocuklarinda daha az skar gériiliirken daha diisiik
dereceli VUR’e sahip olup IYE gegiren siit ¢ocuklarinda daha fazla skar goriildiigii
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gosterilmistir 2% Bu durum renal skar gelisiminde enfeksiyon ve reflii birlikteliginin 6nemini
gostermektedir.

Biz calismamizda skarli ve skarsiz hastalarda VUR( +) ve (-) gruplar arasinda TIMP-
1 diizeyleri agisindan fark gézlemlemezken, skarsiz hastalarda VUR(-) grupta MMP-9
yiiksekligi saptadik. Hang ve ark.’larmin  bobrekteki 16kosit akiimilasyonunun skar
dokusuyla birlikteligini gosterdikleri ¢alismada idrardaki 16kosit diizeylerinin  bunu
yansitmadigini gordiiler ', Biz de idrar MMP-9 ve TIMP-1 diizeylerinin her zaman doku
konsantrasyonlarini yansitmayabilecegini diisiiniiyoruz.

Sonu¢ olarak, beklentilerimizin aksine bizim ¢alismamizin sonuglari NGAL
duzeylerinin renal hasar biyobelirteci olarak, MMP-9 ve TIMP-1 dizeylerinin fibrozis
gostergeleri olarak piyelonefrit sonrasi olusan skar dokusunun gelisimi konusunda O6ngorii
degerine sahip olmadigmi gostermistir. Kiz ve erkek hastalarin esitlendigi gruplarda,
gecirilmig idrar yolu enfeksiyonlarmin sikligi, skar derecendirilmesi, hastaligin baslangici ile
sintigrafi yapilma siiresi arasindaki zaman diliminin standardize edildigi daha yiiksek sayida
hasta popiilasyonu ile yapilacak ¢alismalarin gerekli oldugunu diisiiniiyoruz.
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EK

BILGILENDIRILMIS ONAM FORMU

Renal skar ,akut pyelonefrit sonrasinda gelisebilen bir komplikasyondur. Bu nedenle akut
piyelonefritte renal skar gelisiminin erken tamisinin konmasi igin kan ve idrarda renal skar belirteci
olabilecegini diisiindiigiimiiz bir parametre olarak ( Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL)) arastirmayi planliyoruz.

Bu nedenle rahatsizliginiz nedeniyle yapilmasi gereken rutin tetkikleriniz i¢in sizden alinacak kamin
ve idarmn bir boliimiinii bu arastirmaya yardimci olmak iizere kullanabilmemiz igin miisaadenizi
istiyoruz. Arastirmamizin ileride bu hastaligin tam ve tedavisine katki saglayacagini diisliniiyoruz.
Yapilacak olan aragtirmalar tani ve tedavinizi hi¢bir sekilde etkilemeyecektir. Bu ¢alisma icin rutin
kan ve idrar 6rnegi bes kez(tedavi baslangici-bitimi, kontrollerinizin 1.3. ve 6.ay1 olmak iizere)
alinacaktir. Kan alimrken olusabilecek hemotoma (cilt alti kanamaya bagh sislik) kars1 alkollii
pamukla basi yapilacaktir. Muhtemel zarar durumunda Dr. Yasin KENESARI’ya‘ 05065848432
ve 02324122559 no’lu telefonlardan arayip yardim alabilirsiniz.Alinan 6rnekler bu ¢alisma diginda
kullanilmayacak, ¢alisma sonrasinda imha edilecektir.Bu ¢alisma sirasinda uygulanacak testlerin ve
arastirma ile ilgili gerceklestirilecek diger islemlerin masraflar1 size veya giivencesi altinda
bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir. Goniillii bu galigmaya
katilmayi1 red etme ya da arastirma basladiktan sonra devam etmeme hakkina sahiptir. Bu calismaya
katilmaniz veya basladiktan sonra herhangi bir safhasinda ayrilmamiz daha sonraki tibbi
bakimimz1 etkilemeyecektir. Arastirmact da goniilliiniin kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma
dis1 birakabilir. Bu c¢alismada yer aldigimiz siire icerisinde kayitlarinizin yam sira iligkili saglk
kayitlarimiz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlarimz kurumun yerel etik kurul
komitesine ve Saglik Bakanligina agik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca
aragtirma amactyla toplanacak ve islenecektir. Caligma verileri herhangi bir yaymn ve raporda
kullanilirken bu yayinda isminiz kullanilmayacak ve veriler izlenerek size ulagilamayacaktir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda
bana yazih ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi
rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Hastanin;
Adr:
Soyada:
Tarih:
Tel:
Adres : Imza:

Olur Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Tanikhk Eden Kurulus Goérevlisinin;
Adr:

Soyadi:

Tarih:
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	Matriks metalloproteinazlar çinko içeren geniş bir enzim ailesidir. İnterstisiyel kollajenazlar (MMP-1, -8, -13, 18), stromelizinler (MMP-3,-10), jelatinazlar (MMP-2, -9), matrilizinler (MMP-7, -11, -26), makrofaj elastazı (MMP-12) ve membran tipi MM...
	/
	Tablo 2 : MMP enzimlerinin substrat özgüllüğüne göre sınıflandırılması (52)
	MMP’ler embriyonik gelişim, anjiogenezis, inflamasyon, yara iyileşmesi ve fibrozis gibi pek çok patofizyolojik olayda önemli rol almaktadırlar. MMP’ler sadece matriks yıkımında değil, sitokinler, kemokinler ve büyüme faktörleri gibi matriks dışı elem...
	/
	Şekil 11: Matriks metalloproteinazların düzenlenmesi (52)
	Jelatinazlar içinde yer alan MMP-9 ve MMP-2 parankimal organlardaki inflamasyon sırasında önemli rol oynamaktadır. Bu metalloproteinazlar asıl olarak denatüre kollajenleri ve bazal membran komponentlerini (özellikle Tip IV kollajen) yıkıma uğratmakta...
	Matriks metalloproteinazların artmış üretimi veya aktivasyonu sonucunda dokularda degradasyonda artış ve bu bölgelere kollajenin yerleşmesi görülmektedir. Bazal membranın asıl yapısını oluşturan Tip IV kollajen dağılımındaki bu dengesizlik ise renal...
	Matriks metalloproteinazların aktivasyonunu kontrol eden en önemli mekanizma metalloproteinazların doku inhibitörleridir. Bu grupta TIMP-1, 2, 3, 4 olmak üzere dört molekül bulunmaktadır. TIMP-1, MMP’lerin asıl inhibitörüdür. TIMP-1 aktivasyonu ile f...
	Hem mesangial matriks hem de glomerüler bazal membran metabolizmasının sentez ve yıkım ile sağlandığı belirtilmiştir. Bu nedenle farklı glomerüler hastalığa sahip olan hastaların serumlarında MMP-2, MMP-9 ve TIMP-1 düzeyleri çalışılmış ve MMP-2 düzey...
	2.3.2.1.TIMP-1
	TIMP-1 geni X kromozomunda  lokalize 184 aminoasit içeren 28.5 kDa ağırlığında bir proteindir 70. TIMP-1  6 disülfid bağına sahip 12 sistein rezidünün protein içinde iki domain yapı oluşturmasıyla meydana gelir. Bu disülfid bağları TIMP-1’e pH, sıcak...
	/
	2.3.3.TIMP-1 ve MMP inhibisyonu
	2.4.PİYELONEFRİTE TANISAL YAKLAŞIM
	İdrar yolu enfeksiyonlarında kullanılan görüntüleme yöntemlerinin amacı, piyelonefrit tanısını koyabilmek, piyelonefrite yatkınlık yaratabilecek anatomik bozuklukları ortaya çıkarmak ve renal parankimal hasarın gösterilmesidir 74.
	2.4.1.Teknesyum-99m Dimerkaptosüksinik Asit (DMSA) Sintigrafisi:
	Akut piyelonefrit geçiren çocuklarda ilk bir hafta içinde çekilen DMSA sintigrafisinin erken dönemde renal parankimdeki enfeksiyonu göstermede en duyarlı test olduğu ve altın standart olarak kabul edildiği bilinmektedir 75–77. Teknesyum-99m ile işare...
	/
	ÜÇÜNCÜ BÖLÜM
	Ölçüm yöntemi:
	Ölçüm yöntemi:
	İdrar NGAL tetkiki insan idrarında bulunan nötrofil jelatinaz ilişkili lipokalin’in kantitatif tespiti amaçlı kullanılan bir kemilüminesan mikropartikül immünolojik tetkiktir. Tespit için monoklonal antikorlar ile kaplı mikropartiküller kullanılır. İ...
	Ölçüm yöntemi :
	Bu ölçüm için kantitatif sandviç enzim immün ölçüm yöntemi kullanılmıştır. Bu teknikte kuyucuklar TIMP-1’e spesifik monoklonal antikorlarla kaplanmıştır. Standartlar ve örnekler kuyucuklara pipetlenir. Ardından Biotin konjugatı kuyucuklara eklenir ve...
	Test için gerekli malzemeler;
	     Spot idrar örnekleri 1/20 dilüsyon yapılarak çalışıldı.
	    Analize başlamadan önce kit içinde bunan tüm reaktifler ve örnekler oda sıcaklığına getirildi.
	    25 ng’lık Standart 1 mL Standart dilüsyon tamponu ile çözüldü. Seri dilüsyonlar yapılarak 12.5- 6.25- 3.12- 1.56 ng/mL’lik standartlar elde edildi.
	    İlk kuyucuğa 50 μL Standart dilüsyon tamponu kör olarak eklendi.
	    İkinci kuyucuktan itibaren 50 μL 5 düzey standart  ve hasta örnekleri  eklendi.
	    Her kuyucuğa 50 μL Biotin konjugatı eklendi.
	    Plak 120 dakika oda ısısında  inkübasyona bırakıldı.
	    İnkübasyon sonunda içerik boşaltılıp plak 4 kez 400 μL yıkama tamponu ile  yıkandı.
	    100 μL Streptavidin-HRP  working solüsyonu her kuyucuğa eklendi. 30 dakika oda ısısında inkübasyona bırakıldı.
	    Plak 4 kez 400 μL yıkama tamponu ile  yıkandı.
	    Her kuyucuğa 100 μL Stabilize kromojen eklendi. 30 dakika oda ısısında inkübasyona bırakıldı. Plak ışıktan korundu.
	   100 μL her kuyucuğa stop solüsyon eklendi.
	   Optik dansite 450 nm’de okundu.
	   Örnek sonuçları 20 dilüsyon faktörüyle çarpılarak düzeltilmiş sonuçlar elde edildi. Plak, ELİSA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda okundu.
	3.2.4.İDRAR MMP-9 ÇALIŞMA PROSEDÜRÜ:
	Ölçüm yöntemi :
	Bu ölçüm için  kantitatif sandviç enzim immün ölçüm yöntemi kullanılmıştır. Bu teknikte kuyucuklar MMP-9’a spesifik monoklonal antikorlarla kaplanmıştır. Standartlar ve örnekler kuyucuklara pipetlendiğinde MMP-9 varlığında, kaplı antikorlarla bağlanm...
	Test için gerekli malzemeler;
	Standart Hazırlanışı ve Analiz Aşamaları:
	     Spot idrar örnekleri 1/10 dilüsyon yapılarak çalışıldı.
	    Analize başlamadan önce kit içinde bunan tüm reaktifler ve örnekler oda sıcaklığına getirilerek çalışıldı.
	    10 ng’lık Standart 1 mL örnek dilüsyon tamponu ile çözüldü.Seri dilüsyonlar yapılarak 5000-2500-1250-625-313-156 pg/mL’lik standartlar elde edildi.
	    İlk kuyucuğa 100 μL örnek dilüsyon tamponu kör olarak eklendi.
	    İkinci kuyucuktan itibaren 100 μL 7 düzey standart, tek düzey kontrol materyali ve hasta örnekleri  eklendi.
	    Plak 90 dakika 37 C’de çalkalayıcı üzerinde inkübasyona bırakıldı.
	    İnkübasyon sonunda içerik boşaltılıp 100 μL  biotinlenmiş anti human MMP-9 antibody working solüsyon eklendi ve 60 dakika 37 C’de çalkalayıcı üzerinde inkübasyona bırakıldı.
	    Plak 3 kez 300 μL yıkama tamponu ile  yıkandı.
	    100 μL ABC working solüsyonu her kuyucuğa eklendi. 30 dakika 37 C’de çalkalayıcı üzerinde inkübasyona bırakıldı.
	    Plak 5 kez 300 μL yıkama tamponu ile  yıkandı.
	    Her kuyucuğa 90 μL TMB kromojen eklendi. 30 dakika 37 C’de çalkalayıcı üzerinde inkübasyona bırakıldı. Plak ışıktan korundu.
	    100 μL her kuyucuğa stop solüsyon eklendi.
	    Optik dansite 450 nm’de okundu.
	    Örnek sonuçları 10 dilüsyon faktörüyle çarpılarak düzeltilmiş sonuçlar elde edildi.
	3.2.5.İDRAR KREATİNİN  ÇALIŞMA PROSEDÜRÜ:
	Ölçüm için Abbott Architect C 16000 cihazı kullanıldı.
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	6.Kaynaklar
	Olur Alma İşlemine Başından Sonuna Kadar Tanıklık Eden Kuruluş Görevlisinin;
	Araştırma Yapan Araştırmacının



