T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
Tibbi Biyokimya Anabilim Dalh

RENAL TRANSPLANT ALICILARINDA PROTEOMIK
YONTEMLERLE YENI BiYOBELIRTECLERIN
ARASTIRILMASI

Filiz OZCAN

Doktora Tezi

Antalya, 2015



T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
Tibbi Biyokimya Anabilim Dalh

RENAL TRANSPLANT ALICILARINDA PROTEOMIK
YONTEMLERLE YENI BiYOBELIRTECLERIN
ARASTIRILMASI

Filiz OZCAN

Doktora Tezi

Tez Danismani )
Prof. Dr. S. Giiltekin YUCEL

Bu Calisma Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
Tarafindan Desteklenmistir. (Proje No: 2013.03.0122.003)

“Kaynakc¢a Gosterilerek Tezimden Yararlanilabilir.”

Antalya, 2015



Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine;

Bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan Tibbi Biyokimya Programinda Doktora tezi
olarak kabul edilmistir. 07/09/2015

Tez Damismanm : Prof. Dr. S.Giiltekin YUCEL
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Uye : Prof. Dr. Mutay ASLAN
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Uye : Prof. Dr. S. Halide AKBAS
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Uye : Prof. Dr. Giiltekin SULEYMANLAR
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
[¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali

Uye : Prof. Dr. Fatih GULTEKIN >
Stileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali -

Onay:

Bu tez, Enstiti Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki jiiri iiyeleri
tarafindan uygun goriilmiis ve Enstitii Yonetim Kurulu’nun ...... Romecss, bosnsiint tarih
V€ ....../..... sayili karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Narin DERIN
Enstitii Miidiiri



Saghk Bilimleri Enstitiisii Kurulu ve Akdeniz Universitesi Senato Karari

Saglik Bilimleri Enstitiisii’niin 22/06/2000 tarih ve 02/09 sayili enstitii kurul
karar1 ve 23/05/2003 tarih ve 04/44 sayili senato karar1 geregince “Saglik Bilimleri
Enstitiilerinde lisansiistii egitim géren doktora dgrencilerinin tez savunma sinavina
girebilmeleri i¢in, doktora bilim dalinda SCI tarafindan taranan dergilerde en az bir
yurtdist yapmast gerektigi” ilkesi geregince yapilan yayin ve diger yaynlar
asagidadir.

1. Derin N, Akpinar D, Ozcan F, Yargicoglu P, Aslan M. Protective Effects of
Erdosteine on Amikacin Induced Visual Evoked Potentials and Lipid Peroxidation
Alterations. J Ocul Pharmacol Ther. 2011 Apr; 27(2):131-5. doi:
10.1089/jop.2010.0122. Epub 2011 Feb 15.

2. Ozcan F, Ozmen A, Akkaya B, Aliciguzel Y, Aslan M. Beneficial effect of
myricetin on renal functions in streptozotocin-induced diabetes. Clin Exp Med. 2012
Dec;12(4):265-72. doi: 10.1007/s10238-011-0167-0. Epub 2011 Nov 15.

3. Aslan M, Ozcan F, Kucuksayan E.; Increased Small Dense LDL and Decreased
Paraoxonase Enzyme Activity Reveals Formation of an Atherogenic Risk in
Streptozotocin-Induced Diabetic Guinea Pigs; J Diabetes Res. 2013; 2013:860190.
doi: 10.1155/2013/860190. Epub 2013 Mar 27.

4. Aslan M, Ozcan F, Aslan I, Yiicel G. LC-MS/MS analysis of plasma
polyunsaturated fatty acids in type 2 diabetic patients after insulin analog initiation
therapy. Lipids Health Dis. 2013 Nov 6; 12:169. doi: 10.1186/1476-511X-12-169.

5. Aslan M, Aslan I, Ozcan F, Eryilmaz R, Ensari CO, Bilecik T.; A pilot study
investigating early postoperative changes of plasma polyunsaturated fatty acids after
laparoscopic sleeve gastrectomy. Lipids Health Dis. 2014 Apr 3;13:62. doi:
10.1186/1476-511X-13-62.

6. Aslan M, Celmeli G, Ozcan F, Kupesiz A. LC-MS/MS analysis of plasma
polyunsaturated fatty acids in patients with homozygous sickle cell disease. Clin Exp
Med. 2014 Jun 13. doi: 10.1007/s10238-014-0293-6 (Epub ahead of print)

7. Aslan Mutay, Ozcan Filiz, Tuzcu Hazal, Kirac, Ebru, Elpek Gulsum O.
Inhibition of neutral sphingomyelinase decreases arachidonic acid mediated
inflammation in liver ischemia—reperfusion injury. Int J Clin Exp Pathol. 2014 Oct
15;7(11):7814-23. eCollection 2014.

8. Ercan, S; Kencebay, C; Basaranlar, G; Ozcan, F; Derin, N; Aslan, M. Induction
of omega 6 inflammatory pathway by sodium metabisulfite in rat liver and its
attenuation by ghrelin. Lipids Health Dis. 2015 Feb 17;14(1):7. doi: 10.1186/s12944-
015-0008-3.

9. Kirac E, Ozcan F, Tuzcu H, Elpek Gulsum O, Aslan M; Analysis of
Polyunsaturated Fatty Acids and Omega-6 Inflammatory Pathway in Hepatic



Ischemia- Reperfusion Injury; Mol Med Rep. 2015 Sep;12(3):4149-56. doi:
10.3892/mmr.2015.3908. Epub 2015 Jun 11. PMID: 26062838.

10. Unal B, Ozcan F, Tuzcu H, Kirac E, Elpek GO, Aslan M; Inhibition of Neutral
Sphingomyelinase Decreases Elevated Levels of Nitrative and Oxidative Stress
Markers in Liver Ischemia—Reperfusion Injury. Hepatology Research.
Degerlendirme asamasinda.

11. Ozcan F, Akbas H, Kirac E, Suleymanlar G, Aslan M, Yucel G; Mass
Spectrometric Quantification of Urinary Human Liver Fatty Acid Binding Protein in
Renal Transplant Recipients. Rapid Commun Mass Spectrom. Degerlendirme
asamasinda

12. Ozcan F, Akbas H, , Suleymanlar G, Aslan M, Yucel G; Mass Spectrometric
Quantification of Urinary Human Netrin-1 Protein in Renal Transplant Recipients.
Current Proteomics. Degerlendirme asamasinda.



OZET

Renal transplantasyon, son donem bobrek hastaligimin tedavisinde en 1iyi
secenektir. Renal allogreft biyopsi rejeksiyonun tanisinda referans yontemdir. Ancak
invaziv dogasi nedeniyle, rejeksiyonun erken tanisini saglayan yeni klinik ve
biyokimyasal belirtecler bobrek nakli bir éncelik olmustur. Idrar karaciger- yagasidi
baglanma proteini (L-FABP) insan bdbrek transplant hastalarinda renal iskeminin
umut vadeden erken bir biyobelirteci olarak degerlendirilmektedir. Netrin-1 renal
transplantasyon sonrasi akut bobrek hasarinin (AKI) yararli bir erken diagnostik
biyobelirteci olabilir. Klinik pratikte L-FABP ve netrin-1 kullaniminin bu
biyobelirtegler ile 6zgiilliik, dogruluk ve saglamligi birlestiren bir analitik yontem ile
iligkili olmasi gerekir. Bu ¢aligmada renal transplantasyon hastalarinda idrar L-FABP
ve netrin-1 diizeylerini 6l¢mek icin tandem kiitle spektrometresi-ultra hizli sivi
kromatografisi (LC-MS/MS) kullanilarak optimize edilmis ¢oklu reaksiyon izleme
(MRM) yontemini gelistirmeyi amacladik. Rekombinant insan L-FABP ve netrin-1
triptik standartlar, Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon- ucus zamanl
kiitle spektrometre (MALDI TOF) MS/MS ve LC-MS/MS cihazlarinda, kantitasyon
amaciyla MRM metodu gelistirmede kullanilacak peptidlerin se¢imi i¢in analiz
edildiler. L-FABP ve netrin-1’in kiitle spektrometrik analizinden Once, renal
transplant alicilarindan alinan idrar drneklerinde izolasyon, konsantrasyon, ¢oktiirme
ve triptik kesim islemleri yapildi. Netrin- ve L-FABP diizeyleri hem serum hem de
idrar Orneklerine enzim immunoassay ile Olgiildii. LC-MS/MS analizleri icin L-
FABP kantitasyonunda en iyi sinyal MH" of YETITAGSK” (m/z 824) triptik
peptidinden saglandi. MALDI-TOF MS/MS spektralarindan elde edilen
FTITAGSK®’ MH" iyonunun, ¢arpisma indiiklii parcalanmasi (CID) sonucunda
belirlenen y3 fragment iyonu kantitatif MRM metodu i¢in kullanildi. Benzer bir
sekilde netrin-‘in LC-MS/MS kantitasyonu i¢in *’°DSYFYAVSDLQVGGR* MH*
(m/z 839) iyonu en iyi sinyali sagladi. MALDI-TOF MS/MS spektralarindan elde
edilen **DSYFYAVSDLQVGGR** MH" iyonunun, carpisma indiikli
parcalanmas1 (CID) sonucunda belirlenen y8, y9, ve yl1 fragment iyonlar: kantitatif
MRM metodu i¢in kullanildi. Serum L-FABP ve netrin-1 diizeyleri ELISA ve LC-
MS/MS metodlar1 ile Olgiildii. Serum Orneklerinde transplantasyon ©ncesi ve
sonrasinda her iki protein i¢in herhangi bir fark gézlemlenmedi. ELISA ile analiz
edilen idrar L-FABP diizeyleri transplantasyon sonrasi anlamli diizeyde artmis
bulundu. LC-MS/MS ile 6lgiilen transplantasyon sonrasi idrar L-FABP ve netrin-1
anlaml1 derecede yiiksek bulundu. Iki metod arasindaki sperman korelasyon katsayisi
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Giin i¢i ve giinler arast 6l¢iimlerin varyasyon
katsayilar1t LC-MS/MS analizinin validasyonu i¢in yiiksek tekrarlanabilirlik sagladi.
L-FABP ve netrin-1’in LC-MS/MS ile kantitasyonu insan bdobrek transplant
hastalarinda bu potansiyel biyobelirteclerin degisimlerini belirlemek i¢in yeni
referans metod olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Netrin-1, L-FABP, Tandem kiitle spektrometri, Renal
Transplantasyon
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ABSTRACT

Renal transplantation is the best choice for the treatment of end-stage kidney
disease. Renal allograft biopsy is the reference standard for diagnosis of rejection,
however due to its invasive nature, new clinical and biochemical diagnostic markers
allowing early prediction of rejection has been a priority in renal transplantation.
Urinary liver-fatty acid binding protein (L-FABP) has been evaluated as a promising
early biomarker of renal ischemia in human kidney transplant patients. Netrin-1 can
be a useful early diagnostic biomarker of acute kidney injury (AKI) after renal
transplantation. The use of L-FABP and netrin-1 in clinical practice requires that
these biomarkers be associated with an analytical method that combines specificity,
accuracy and robustness. This study aimed to develop an optimized multiple reaction
monitoring (MRM) method using ultrafast liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) to measure urinary L-FABP and netrin-1
levels in renal transplant recipients. Purified recombinant human L-FABP and netrin-
1 tryptic standards were analyzed by Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-
Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) MS/MS and LC-MS/MS to select
for peptides that provided specificity and adequate response in developing an MRM
method for urinary L-FABP and netrin-1 quantification. Human urine samples
collected from kidney transplant recipients were isolated, concentrated, precipitated
and trypsin digested before mass spectrometric analysis of L-FABP and netrin-1.
Netrin-1 and L-FABP levels were also measured in urine and serum samples by
enzyme immunoassay. The tryptic peptide ion MH" of FTITAGSK’ (m/z 824)
provided an adequate signal and was used for quantification of L-FABP under
conditions employed for LC-MS/MS analysis. MALDI-TOF MS/MS spectra
obtained by collision-induced dissociation of the parent MH" ion *FTITAGSK’’
resulted in an y3 product ion that was used for quantitative analysis by MRM
method. Likewise, the tryptic peptide ion MH* of *°DSYFYAVSDLQVGGR***
(m/z 839) provided an adequate signal and was used for quantification of netrin-1
under conditions employed for LC-MS/MS analysis. MALDI-TOF MS/MS spectra
obtained by collision-induced dissociation of the parent MH*"  jon
®DSYFYAVSDLQVGGR?** resulted in y8, y9 and y11 product ions that were used
for quantitative analysis by MRM method. Serum L-FABP and netrin-1 levels were
evaluated via ELISA and LC-MS/MS methods. But there were not any difference
between protein levels in serum samples before and after transplantation. Urinary L-
FABP levels analyzed with ELISA was significantly increased after transplantation.
Urinary L-FABP and netrin-1contents measured by LC-MS/MS after transplantation
was significantly higher compared to before transplantation levels. The Spearman
correlation coefficient between the two methods was statistically significant. Intra-
day and inter-day coefficient of variation provided good repeatability and
reproducibility for validation of LC-MS/MS analysis. LC-MS/MS quantification of
L-FABP and netrin-1 may provide a new reference method to determine changes of
this potential biomarker in human kidney transplant patients.

Key words: Netrin-1, L-FABP, Tandem mass spectrometry, Renal transplantation
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GIRIS

Bobrek transplantasyonu geri dontistimsiiz bobrek hasar1 veya son donem
bobrek yetmezligi (SDBY) olan hastalarda yasam kalitesini arttiran modern tibbin
baslica gelismelerinden biridir. 50 yi1l 6nce deneysel, riskli ve olduk¢a sinirli bir
tedavi secenegi iken, gilinlimiizde klinikte pratik olarak 80’den fazla {ilkede
kullanilan bir yontemdir. Tip 2 diyabetin ve kronik bdbrek hastaliklarinin diger
nedenlerindeki artisin sonucunda, diinya capinda SDBY hastaligina sahip insan
sayist hizli bir sekilde artmaktadir [1].

Bobrek transplantasyonu gliniimiizde, SDBY hastalarinda sagligi ve yasam
kalitesini arttirdig1 i¢in en iyi tedavi yontemi olarak kabul edilmektedir. Renal greft
sagkalimi bagarili immiinsupresyon tedavileri ile saglanmaktadir [2]. Ancak
baslangicta greft sagkalimi basarilsa bile, uzun donemde bobrek transplantinin reddi
onemli bir klinik problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir [3].

Bobrek hasar1 biyobelirtegleri ile non-invaziv olarak allograft hasarin
degerlendirilebilecegi ve bobrege spesifik cesitli proteinler Olgiilerek hasarin
tamimlanabilecegi diisiiniilmektedir. Onceki ¢alismalar bazi biyobelirteclerin renal
tiibiiler hiicre hasar1 sirasinda idrara salindigin1 ve non-invaziv olarak 6l¢iilebildigini
gostermislerdir. Bu biyobelirteclerin allograft hasar1 erken donemde degerlendirmek
ve uzun vadeli allograft fonksiyonunu korumak i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir

[4].

Bobrek allograft rejeksiyonu erken teshisi ve tedavisi i¢in non-invaziv yeni
belirtegler ile iliskili calismalar siirmektedir. Yeni protein biyobelirte¢lerinin tespiti
genellikle ELISA ve flow sitometri gibi fluoresan sistemler ile calisilmaktadir.
Giliniimiizde proteomik c¢alismalarinda greft durumu belirlemek iizerinde
durulmaktadir. Proteomik yaklagimlar doku 6rnekleri, plazma ve idrar gibi biyolojik
orneklerde kiitle spektrometri, kromatografi ya da elektroforez sistemleri kullanilarak
gerceklestirilmektedir [5].

Teknolojik gelismeler, hastaligin ilerlemesi, tan1 veya tedaviye yanit ile ilgili
belirteglerin  bulunmasina yonelik proteomik c¢alismalarin ilerlemesine sebep
olmustur. Renal hastaliklar bu tiir ¢alismalar i¢in idealdir. Idrar gibi kolay ulasilabilir
biyolojik sivilar ve bu sivilarin igerdigi proteinler ¢ogunlukla bobrek kokenlidir.
Gecerli renal tan1 belirtegleri kisitlidir ve renal biyopsi tani i¢in ¢6ziim metodu olarak
kalmistir. Yiizlerce proteini nanomolar hatta femtomolar konsantrasyonlarda



Olcebilen kiitle spektrometri cihazlari, hastalik seyri, tan1 ve tedaviye yanit i¢in yeni
belirteclerin bulunmasina olanak saglayabilecektir. Renal hastaliklar i¢in tedavinin
etkinligi diagnostik, prognostik ve terapotik belirteglerin eksikligi ile smirhidir.
Biyopsi tani testlerinde altin standart olarak kabul edilir, ancak kanama agr1 ve 6lim
sebebiyle risklidir. Tamida en yaygin kullanilan biyokimyasal indikator serum
kreatinin ve idrar proteinidir. Serum kreatinini renal disfonksiyon igin gec bir
belirtectir ve kullaniminda ilave sakincalar1 vardir. Glomerular filtrasyon hizimi
dlemek icin kullamlir, ancak diyet ve kas kitlesi ile diizeyi degisebilir. Idrar proteini
yetersizlikleri olmasina ragmen mevcut en iyi tanisal belirtectir, ancak nonspesifiktir
ve riskle iligkili diizeyleri farkli hastaliklar arasinda degisir. Daha spesifik
proteinlerdeki bozukluklar hakkinda bilgi sahibi olmak renal hastaliklarin en iyi
sekilde kontroliinli saglayabilecektir. Proteomiks giinden giline gelismektedir ve bu
yontemin temelini anlamak i¢in klinisyenler ile bilim adamlarinin ilgisi artmaktadir

[6].

Bu caligmada renal transplantasyon yapilan hastalardaki bazi protein
belirteglerinin transplantasyon dncesi ve sonrasindaki degisimleri kiitle spektrometrik
yontemler ile takip edilerek biyobelirteg c¢alismalarmma yeni bilgiler sunulmasi
hedeflenmistir. Bu amagcla, son zamanlarda yapilan insan ve hayvan caligsmalarinda
serum kreatinini artis1 gergeklesmeden Once idrarda degisim goOsteren netrin-1 ve
karaciger tip —yag asidi baglanma proteini (L-FABP) gibi proteinler iizerinde
odaklanilmistir. Netrin-1 bobrek kaybini izlemede, tanida ve tedavide olusturulacak
belirte¢ panelinde Onemli bir iiye olabilme potansiyelindedir. Netrin-1 bobrek
transplantasyonu sonrasi gecikmis greft fonksiyonu i¢in prediktif biyomarker olup
olmadigini test etmenin ilging olacagini diistinmektedirler [7]. Kronik bobrek
hastaliklar1 ve onunu ilerleyisini dngérmek icin L-FABP’1n incelendigi yeni biiylik
caligmalara ihtiya¢ duyuldugu asikardir [8].

Netrin-1 ve L-FABP’1n 6l¢limii i¢in standardize edilmis bir klinik platform
bulunmamaktadir. Yapacagimiz bu calismada L-FABP ve netrin-1 icin likid
kromatografi-tandem kiitle spektrometri (LC-MS/MS) siteminde standardize edilmis
bir metod uygulamasi yapmay:r hedeflenmistir. Biyobelirteglerden olusturulmus
panellerin, ilgili klinik bilgilerle birlikte, akut bobrek hasar1 olan yogun bakim
hastalarinda, erken ve dogru tami icin gerekli olacak olmasi muhtemeldir. Bu
calismamizda idrar netrin-1 ve L-FABP Glgiimleri akut bobrek hasari i¢in ¢ok yarali
parametreler olabilir. Yapilacak caligmalar sonucunda, netrin-1 ve L-FABP
Olctimleri gesitli etiyolojilerdeki akut bobrek hasari olan ve yiiksek risk tasiyan
hastalarda, hastaligin siddeti ve prognozunun belirlenmesinde kullanilabilecek
biyobelirte¢ panelinin 6nemli {iyeleri olabilecek potansiyeldedir. L-FABP ve netrin-1
gibi biyobelirtecler birlestirilerek olusturulmus biyobelirte¢ panelleri ile, renal
transplantasyon yapilan heterojen bir hasta grubunda dahi akut bobrek hasar1 teshisi
daha erken ve kolay bir sekilde konabilir. Farkli duyarliblk ve ozgilliikteki
belirteclerin kombinasyonunun, biyobelirteclerin tanisal performansini artirmak igin
makul bir strateji sunacagimi diisiinmekteyiz. Ozet olarak, otomatize ve yiiksek
verimlilikteki proteomik teknolojilerinin gelismesi bilimsel arastirmalara hiz
katacaktir. Arastirmalarin daha da artmasi i¢in, klinisyen ve proteomik konusunda
uzman bilim insanlarinin birlikte c¢alisabilecegi uluslararasi  standartlarda
laboratuvarlar 6nem tagimaktadir.



GENEL BiLGILER

2.1. Bobreklerin Yapisi ve Fonksiyonlari

Bobrekler lomber bolgede yer alan ikili organ sistemini olusturur. Bu
organlar kam filtre eder, hiicre dis1 sivida bulunan hidrojen, sodyum, potasyum,
fosfat ve diger iyonlarin konsantrasyonlarini diizenler ve metabolizmanin son
iriinlerini idrar formunda disar1 atar [9]. Yetiskin bir insanda her bir bobrek yaklasik
12 cm uzunlugunda yaklasik 150 g agirligindadir [9-11].

Bobrek korteks ve medulla kisimlarindan olusur [9, 10]. Mediiller madde,
tabanlar1 kortekste yer alan ug kisimlari papilla adin1 alan ve bobregin kaliksleri i¢ine
uzanan piramitleri olusturur. Bobrek piramitlerinin sayisi 10-15 kadardir. Her bir
bobrek parankimi bag dokusuyla birbirine baghi nefronlardan olusmustur.
Nefronlardan gelen idrar pelviste toplanir ve lireteropelvik birlesme yerinden iireter
i¢ine akar. Ureterler her bir bobrekte olusan idrari, iiretradan disar1 atilincaya kadar
depolandig1 mesaneye tasir. Bobreklerin sempatik ve parasempatik sinir yapilari ve
lenf direnajlar1 vardir[9].

Bobrekler, viicut i¢in 6énemli islevleri olan organlardir. Bobreklerin 3 6nemli
fonksiyonu vardir. Bunlardan birincisi atilim fonksiyonu (idrar olusumu), ikincisi
diizenleyici fonksiyon (sivi-elektrolit dengesi) ve liglinciisii metabolik fonksiyondur
(hormonlarin yapim ve yikimi, glukoneogenez) [9, 10].

Bobrekler, metabolizmanin son yikim iriinlerini ve diyetle sindirilen
inorganik maddelerin fazlasmi viicuttan uzaklastiran idrari iiretir ve digar atar. idrar,
bobrekler tarafindan salgilanan, iireterlerden gecen, mesanede depolanan ve iiretra
yoluyla disar1 atilan bir sividir [9]. Bobreklerin atilim fonksiyonu glomeriillerdan
plazmanin filtrasyonu, tiibiiler liimenden kana suda ¢6ziinen maddelerin tasinmasi
(tiibiiler geri emilim) ve tiibiiler hiicrelerden liimene madde tasinmasini (tiibiiler
sekresyon) kapsamaktadir [12]. Saglikl kisilerde giinde ortalama 170-200 L filtrat
olugmaktadir [9, 12]. Olusan filtratin yaklasik %99°u geri emilir [12] ve kalan %]1°lik
kismi 0,4-2 L’lik idrar hacmini olusturur [9].



Bobreklerin diizenleyici fonksiyonu homeostazda 6nemli rol oynar. Nefron
tibiiliinde yerlesik farkli geri emilim ve salgilama mekanizmalar1i vardir.
Mekanizmalar bobrek i¢i ve disi humoral faktorlerin de eslik ettigi karmasik bir
kontrol sisteminde islev goriirler. Proksimal tiibiil ¢ogunlukla geri emilim islemiyle
iligkilidir. Ultrafiltratta bulunan sodyum kloriir ve suyun %75°1 1 bikarbonat, fosfat,
kalsiyum ve potasyumun ise ¢ogu proksimal tiibiilde geri emilir. Normal olarak
yiiksek esik degeri olan (glukoz ve aminoasitler gibi) maddeler hiicre ici 6zel aktif
tagima sistemleri ile proksimal tiibiilden geri emilirler [9]. Proksimal tiibiilii terk eden
sivt izotoniktir. Henle kulpunun inen kolu suya ileri derecede gecirgendir [12].
Yukar1 ¢ikan henle kulpunda filtre edilmis sodyumun %20-25 kadar1 susuz geri
emilir. Bu islem sonucu seyreltik idrar olusturulur. Suyun geri emilimi ise
antidiiiretik hormon tarafindan diizenlenir. Distal tiibiil, plazma asit-baz diizeyleri ve
plazma elektrolitlerinin homeostatik diizenlenmesinde nefronun islevsel olarak en
aktif olan bolgesidir. Bu bdlgede salgilama ve geri emilim islemleri Na*, K™ ve H
arasindaki kombinasyon ile gergeklesir. Distal tiibiilde, 6zellikle Na"un tutulmasi
gerektiginde Aldosteron Na+’ungeri emilimi i¢in giiclii bir modiilatordiir [9].

Bobregin diger bir énemli islevi metabolik fonksiyondur. Bobrekler, hem
kendileri hormon sentezler hem de herhangi bir yerde {iiretilen veya aktive edilen
hormonlarin hedef bolgesidir. Ayrica insiilin ve aldosteron gibi hormonlarin yikilma
bolgesidirler. Bobrekler tarafindan iiretilen hormonlar eritropoetin, renin,
prostoglandin, tromboksan ve 1,25-(OH) vitamin D’dir [9].

2.1.2. Nefron Yapisi ve Fonksiyonlari

Nefron, mikroskobik olarak bobregin en kii¢iikk anatomik ve fonksiyonel
birimidir [9, 10]. Takriben 50 mm uzunlugunda ve her iki bobrekte yaklagik 2 milyon
kadar bulunur. Nefron sayisi insandan insana degisebilir [10]. Her bir nefronda bir
glomertil, proksimal tiibiil, henle kulpu, distal tiibiil ve toplayic1 kanal bulunur [9,
10].

Glomeriil 6zellesmis bir kilcal damar agindan olusmustur [9]. Glomeriil, renal
tiibiiliin kor ve genislemis ucu tarafindan olusturulan Bowman kapsiilii ile sarilmigstir.
Bowman kapsiilii proksimal kivrimli tiibiiliin baglangicini  olusturur. Bowman
kapsiilii olarak bilinen renal tiibiiliin genislemis son boliimii tarafindan ¢evrelenmis
kapiller yumaklardir. Kapiller yumak ve mezangium, podosit denen epitelyal
hiicrelerce sarilmistir. Bowman kapsiiliiniin katlar1 arasinda yer alan ve tiibiiler alana
acilan bolge idrar boslugudur [12]. Glomeriilun esas fonksiyonu; dis kaynakli ilag ve
toksinlerin viicuttan atilmasinda ve tre, kreatinin, iirik asit gibi sabit metabolik
irtinlerin ve ayrica sodyum basta olmak iizere elektrolitlerin filtrasyonunda rol
oynamaktir. Glomeriiliin filtrasyon kabiliyeti sabit olamayip diger kapillerler gibi
baz1 faktorlere de baglidir. Bu faktorlerden hidrostatik ve onkotik basing, filtrasyon
yiizeyindeki kan akimi ve permabilite degisiklikleri 6n plana gelir. Ayrica diger
kapillerler gibi bazi otonomik sinirler ve hormonlardan etkilenir. Fakat diger
kapillerden farkli olarak distal tiibiildekisoyum miktarindaki degisikliklere bagh
olarak, glomeriilde iiretilen angiotensin II, mezengiumdaki diiz kas hiicreleri gibi
hiicrelerde ve efferent arteriolde kontraksiyon yaparak glomeriil kan akimu, filtrasyon
yiizeyi ve hidrostatik basing degisikliklerinin ayarlanmasinda rol oynar [10].



Proksimal tiibiil nefronun metabolik olarak en aktif boliimiidiir [9]. Glomeriil filtrat
hacminin %60-80°1 proksimal tiibiil kismindan geri emilmektedir Filtre edilmis
sodyum ve klorun %70’inin, bobrekten atilan H+’nin %90’ninin ve ayrica siilfat,
fosfat, bikarbonat, glukoz ve potasyumun biiyiik boliimiiniin geri emilimini saglar [9,
10]. Proksimal tiibiil henle kulpuna bosalir. Henle kulpunun ana gorevi seruma
kiyasla daha hipertonik ve konsantre idrar {iretimini saglamaktir [9]. Distal tiibiil
yukar1 dogru ¢ikan henle kulpunu toplayici kanalla birlestirir. Sodyum, potasyum,
klor ve hidrojen iyon atilimi1 ve geri emilimlinde rol alir [9]. Distal tiibiiliin a¢ildig
bir toplayici kanala toplamda ortalama 11 nefron agilir. Toplayict kanallar suya
gecirgendir ve antidiiiretik hormon ile aktive olurlar ve bdylece idrarin
konsantrasyonunda 6nemli rol oynarlar [10].

Nefronlarin temel islevi istenmeyen maddeleri bdbrek icinden gectigi siire
i¢inde plazmadan temizlemektir. Bunun i¢in etkili olan temel mekanizmalar sunlardir
[11]:

1) Glomerular filtrasyon: Glomeruldaki kanin plazmasinin 6nemli bir bdliimii
glomerular membrandan tiibiiler sistem i¢ine filtre eder [11].

2) Tibiiler reabsorbsiyon: Bu filtre edilen siv1 tiibiillerde seyrederken basta su
olmak tiizere gereken maddeler peritiibiiler kapiller agdaki plazma igine
reabsorbe edilirken, istenmeyen maddeler geri emilemez ve idrar olusumuna
katkida bulunur [11].

3) Tiibiiler sekresyon: Istenmeyen maddelerin idrar ile atilmasimi saglayan énemli
bir mekanizma da sekresyondur. Plazmadaki bazi maddeler tiibiilleri déseyen
epitel hiicrelerince dogrudan tiibiiler s1v1 i¢ine sekrete edilirler [11].

Glomeriiler filtrat tiibiillerden gegerken su igeriginin % 99’u ve soliit
iceriginin degisen miktarlar1 vaskiiler sisteme gegerken, az say1r ve miktardaki bazi
maddeler de tiibiiler i¢ine sekrete edilir. Bu islemler sonunda geri kalan tiibiiler su ve
soliitler idrar1 olusturur. Idrar geri emilmeyen ve az miktarda da sekrete edilen
maddelerden olusur [11].

2.2. Bobrek Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Kan ve idrarin niteligi, sadece nefronun fonksiyon bozukluklarimi
yansitmakla kalmaz, ayn1 zamanda ¢esitli sistemik hastaliklarin varligini da yansitir.
Renal hastaliga sahip bireylerde bobregin durumunun pratik degerlendirilmesi (1)
protein olmayan azotlu bilesiklerin dolagimdaki diizeylerini, (2) nefron islevleri
acisindan glomerular filtrasyonun degerlendirilmesini, (3) belirli endojen ve eksojen
bilesiklerin salgilanma kapasitelerini ve (4) idrarin yogunlastirilmasi yetenegi ile
ilgili bobregin su ve elektrolitler i¢cin geri emilim kapasitesinin incelenmesini igerir.
Buna ek olarak, protein olmayan azotlu metabolitlerin kan ve idrar diizeyleri
ol¢iilerek bobrek iglevlerinin degerlendirilmesinde kullanilir [9].

2.2.1. Glomerular Filtrasyon Hizinin Olciilmesi

Glomerular filtrasyon hizi1 kreatinin ve {ire gibi maddelerin bobrek
glomertillerinden dakikada ml cinsinden filtre edilme hizidir [9]. Glomerular



filtrasyon hizinin 6l¢limii tiim bobrek fonksiyon testleri i¢inde beklide en 6nemlisidir
[11, 13]. Bobregin islevsel kapasitesinin en giivenilir 6lgiisii olarak kabul edilir ve
cogunlukla islevsel nefron sayisinin gostergesi olarak degerlendirilir [9, 13].
Fizyolojik bir 6l¢iim olarak renal islevin tamaminin en duyarli ve 6zgiil degisim
belirteci oldugu kanitlanmistir [9].

Glomerular filtrasyon hiz1 degerinin en sik kullanilan birimi ml/dk’dir ve
normal degeri 70-145 ml/dk’dir. 40 yasindan sonra bu deger her yil i¢in 1 ml/dk
azalir. Klinikte GFH olgiiliirken klirens formiilleri kullanilir [11].

2.2.2.1. Renal Klirens

Renal klirens, bobrekler tarafindan belirli bir zamanda bir maddeden
temizlenen plazma miktar1 olarak tanimlanir.

Maddenin idrar Tdrar hacmi

konsantrasyonu X (ml/dk)
Klirens =

Maddenin plazma
konsantrasyonu

Uygulamada, tiim klirens hesaplar1 1.73 m?’lik standart viicut yiizey alanina
gore ayarlanmigtir [9].

Klirens 6l¢iimii, kullanilan belirtecin plazma ve idrar konsantrasyonlarinin
dogru 6l¢iimiiniin yani sira, idrarin da dogru bir sekilde toplanmasini gerektirir. Bir
molekiilin GFH belirteci olarak kabul edilebilmesi i¢in belirli 6zellikleri olmasi
gerekir: (1) glomeriillerden serbestce siiziilebilir olmasi (2) tiibiillerden geri
emilmemesi, (3) tiibiiller tarafindan salgilanmamis olmasi ve (4) plazma
konsantrasyonunun sabit olmasi gereklidir. GFH’yi 6lgmek i¢in hem endojen hem de
ekzojen belirtecler kullanilir [9, 11, 13].

Kan {iire nitrojeni (BUN) bdbrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde
kullanilan tanisal test olmasina karsin bobrek fonksiyonunun ol¢iitii olarak iyi bir
gosterge degildir. Ideal GFH biyobelirteg kosullarinin birgoguna sahip degildir.
Urenin yapim hiz1 sabit olmayip, alman protein miktar1 ve doku yikimi ile degisime
ugrar. Ure glomeriillerden serbestge filtre olmasina ragmen tiibiiliislerden de 6nemli
ve degisen diizeylerde reabsorbsiyona ugramaktadir. Reabsorbsiyon derecesi bobrek
kan akimi ve idrar miktarlarindan etkilenmektedir. Normal BUN konsantrasyon
araligi 7-21 mg/dl’dir [13].

Kreatinin ¢izgili kaslarda bulunan kreatin ve ve fosfokreatin’in bir
metabolitidir. Serum kreatinin kas kitlesini yansitir ve olagan kosullarda giinliik
degisimi ¢ok azdir. Ancak bir sahista kas kitlesinde degisiklikler veya masif kas
yikimi kreatinin yapiminda 6nemli degiskenlik yaratir. Yas ve cinsiyetle ilgili olarak
kreatinin yapiminda olusan degisikliklerde kas kitlesi ile ilgilidir [13].



Kreatinin kii¢iik bir molekiil olup kanda proteine bagli degildir. Bu nedenle
glomeriillerden serbestge filtre olur. Ancak, degisen miktarlarda proksimal
tiibiillerden sekrete edilmektedir. Sekresyon orami ayni kiside degisik zamanlarda
farkli olabilecegi gibi kisiler arasinda da farklilik gosterebilir. Bobrek fonksiyonunun
diizeyi sekresyon oranini etkileyen 6nemli bir faktordiir. Kreatinin diizeyini etkileyen
bobrek disi etkenler de (agir egzersiz, anabolik steroid kullanimi, fazla et tiiketimi
gibi) vardir [13].

BUN/serum kreatinin orani, akut bobrek yetmezligi hastalarinin
degerlendirilmesinde yararl bir indekstir [13]. Bu oran ekstraselliiler sivi durumunun
bir gostergesidir ve normal degeri 10/1°dir. Bu oranin 10’dan biiyiik olmasi
ekstraselliiler sivi hacminde azalmanin bir bulgusudur [11, 13].

Serum kreatinin, pratikligi ve giderlerinin diisitk olmasi nedeniyle bobrek
fonksiyonunun standart laboratuvar olciisii olarak kullanilmaktadir. Ancak GFH’nin
iyi bir gostergesi oldugunu sdylemek zordur. Hafif ve orta dereceli bobrek
yetmezliginin saptanmasinda siklikla yetersizdir. Ciinkii serum kreatinin ve GFH
arasinda nonlineer bir iliski vardir ve ters orantili olarak degisir. Serum kreatinindeki
artis hastaligin ilerledigini gosterir [13].

Klinikte GFH’nin 6l¢imiinde en sik kullanilan yontem endojen kreatinin
klirensidir. Serum kreatinin konsantrasyonu stabil olma egilimindedir. Stabil renal
fonksiyonlu kisilerde seri olarak yapilan dl¢limlerde serum kreatinin diizeyleri giin
icinde sadece % 6’lik degiskenlik gdsterir. Normal bobrek fonksiyonlu kisilerde itrah
edilen kreatinin miktan filtre edilen miktar1 yaklasik olarak %10-20 gecer. Sonucta,
hesaplanan serum kreatinini gercek GFH degerini asabilir.

Artmis serum kreatinin diizeyleri genellikle bozulmus bobrek islevlerine
isaret etse de referans araliktaki serum kreatinini mutlaka normal bobrek islevlerini
gostermez. Bu oOzellikle yash bireylerde 6nemli bir sorundur. Kreatinin klirensi
bobrek bozuklugunun saptanmasinda serum kreatinin 6l¢iimiine gore daha duyarhdir.
Klinik kullanimda en sik bagvurulan yontemler kreatinin klirensi veya serum
kreatinin konsantrasyonuna dayanmaktadir. Serum kreatinin diizeyleri bircok
faktorden etkilendiginden, sadece serum kreatinin konsantrasyonu goz Oniinde
bulundurularak GFH’yi degerlendirmek hata payimni arttirabilmektedir [14]. GFH
diiirnal ritm gosterdiginden kreatinin klirensi 6l¢iimii i¢in tercih edilen idrar Grnegi
24 saatlik olmali, beraberinde kan &rnegi de almmalidir [10, 14]. Idrar &rneginin
toplanma ve islenme asamasi, klirens testlerinin gegerliligini etkileyen 6nemli bir
faktordiir. Idrar toplamak hastalar igin olduk¢a zahmetli ve zaman alicidir. Hatali,
eksik idrar toplanmasi (6zellikle ¢ocuklar ve yaslilar) kreatinin klirensi testinin
hassasiyetini ve tekrarlanabilirli§ini 6nemli 6l¢lide azaltmaktadir. Diger énemli bir
nokta da toplama siiresince idrarin saklanma kosullaridir. Buzdolabina
konulmadiginda veya uygun koruyucu maddelerin yoklugunda bakterilerin etkisi ile
kreatinin kayb1 olur. Tim bu faktorler klirens formiiliinii direkt olarak
etkilediklerinden hatali klirens sonuc¢larina neden olurlar [14].



GFH Kklinikte, serum kreatinini, viicut agirligi, yas veya cinsiyet gibi bazi
degiskenler kullanilarak hesaplanabilir. Bu amagcla ¢esitli formiiller iiretilmistir [13-
15]. En ¢ok kullanilan formiiller Cockcroft-Gault (C-G), The Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) ve The Modification of Diet in
Renal Disease (MDRD) denklemleridir [15].

Cockcroft-Gault (C-G) formiiliinde, tahmini kreatinin klirensini hesaplamak
i¢cin serum kreatinini, yas, cinsiyet ve viicut agirligi parametreleri kullanilir [16].

GFH (C-G) (mL/dakika/1.73 m?® ) = (140-Yas) x Viicut Agirligi(kg) x 0.85 (kadin
ise) / Serum Kreatinin (mg/dl) X 72

The Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) denklemi 4 ve 6
degiskenli olarak iki ayr1 denklem kullanilabilmektedir [17]. MDRD formiiliinde 4
degisken (serum kreatinin, yas, cinsiyet etnik koken), 6 degiskenli MDRD
formiiliinde ise bu degiskenlere ek olarak kan {ire azotu (BUN) ve albumin sonuglari
da degerlendirmeye alinmistir [17, 18].

4 degiskenli MDRD formiilii:

GFHwmprp = 175 x (serum kreatinin)'l’154 X (yas)'o’203 x 0,742 (kadn ise) x
1,212 (siyah ise) mL/dk/1.73m*

6 degiskenli MDRD formiilii:

GFHuprp = 175 x (serum kreatinin)®™ x (yas)®'"® x (BUN)*"7 x
(AIb)™*'® x 0,762 (kadm ise) x 1,18 (siyah ise) mL/dk/1.73m’

Yas: yil, Alb: g/dl, SCr: mg/dl, BUN: mg/dl,

The Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI)
formiilii (mL/dakika/1.73 m?) serum kreatinin, yas, cinsiyet ve etnik koken gibi
degiskenleri igerir [17, 19].

GFH (CKD-EPI) = (141 x min(Scr /&, 1)* x max(Secr / x, 1% x 0.993"*) x 1.018
(kadin ise) x1.159 (siyah 1rk),

Yas: yil, SCr: mg/dl, x: 0.7 (kadin ise) veya 0.9 (erkek ise), a: -0.329 (kadin ise) veya -0.411
(erkek ise)

Formiillerde, yas, cinsiyet ve etnik koken gibi bireysel oOzelliklere bagh
farkliliklar g6z Onilinde bulundurulmustur. Bu nedenle bu formiiller, GFH’yi
ongormede tek basina serum kreatinin konsantrasyonuna gore daha dogru bilgi
vermektedir. Yapilan [Jaligmalarda kreatinin klirensi Ol¢iimiiniin serum kreatinin
diizeyine dayanan hesaplama formiilleri kadar giivenilir olmadig1 gosterilmistir. Bu
nedenlerden dolay1 giliniimiizde GFH’nin degerlendirilmesinde serum kreatinin
konsantrasyonuna dayanan hesaplama formiillerinin kullanimi 6nerilmektedir [14].



2.3. Bobrek Yetmezligi

Bobrek yetmezligi, bobreklerin homeostatik diizenlenme yeteneklerini
kaybetmeleri sonucu ortaya ¢ikar. Nefronlar, oncelikle glomeriil veya tiibiil ya da her
ikisine zarar veren toksik, anoksik veya immiinolojik yaralanmalar sonucu
kaybedilirler. Bobreklerin yaralanmaya yanit olarak islevsel kapasitelerini belirgin
sekilde arttirma yetileri vardir. Bu nedenle bobrek islevsel kiitlesindeki onemli
miktarda bir azalma (%50-60) herhangi bir belirgin biyokimyasal degisim ya da
herhangi bir énemli belirti agiga ¢ikarmadan gerceklesebilir. Islevsel degisimin en
duyarlh ve 6zgiil 6l¢timii GFH’dir. En kii¢iik bir akut bobrek yetmezligi semptom ve
bulgusu olmadan GFH 50 ml/dk/1.73 m”nin altina inebilir. Nefron basina diisen is
yiikiiniin artisinin tek basina ilerleyici bobrek yetmezliginin 6nemli bir nedeni oldugu
diisiiniliir. Iyi bilinen bir varsayima gére, nefron sayisindaki azalma primer renal
yaralanmadan bagimsiz olarak Oyle bir noktaya gelir ki, bundan sonraki kayiplar
interstisyel fibrozise gidisin hizlanmasina neden olur [9].

2.3.1. Akut Bobrek Hastahgi

Akut bobrek hastaligit (ABH), siklikla iskemik veya nefrotoksik olaylar
sonucunda, yaygin olarak hastane ortaminda gelisen bir hastaliktir [9]. Akut bobrek
hastalig1 bobrek fonksiyonlarinda saatler veya birkag giin icerisinde bozulmanin yol
actig1 lire ve kreatinin gibi nitrojen artik tirlinlerinin birikmesi olarak tanimlanabilir.
ABH siklikla akut tiibiiler nekroz ile ayn1 anlamda kullanilmaktadir. Ancak bunun
prerenal azotemi, obstriiktif iiropati gibi ABH nedenlerini kapsamamaktadir. ABH
hekimin karsilasabilecegi en kompleks hastaliklardan birisidir [20]. Degisik
gerekceler ile hastaneye yatan hastalardan ortalama %?2-5’inde, kardiyopulmoner
cerrahi uygulanan hastalarin %4-5’inde, yogun bakim {initelerindeki hastalarin ise
%30’unda ABH gelisebilmektedir [20].

Akut bobrek hastaligi hizli gelisir ve bu nedenle kontrol edilmesi zor olan
hizli bir s1v1, asit-baz ve elektrolit dengesizligi ortaya ¢ikar ve 6liim orani yiiksektir.
ABH hasarin olustugu bagl olarak ii¢ ana kategoriye ayrilir: prerenal, intrarenal ve
postrenal. Patogenezi tam olarak bilinmemesine karsin, ¢ok iyi bilinen bir klinigi
vardir [9].

Akut bobrek hastaliginin degerlendirme ve izlenmesinde klinik laboratuarin
rolii elektrolit bozuklugu ve s1vi durumunun dl¢iimii ile siirhidir. Iyilesme sirasinda
bir baslangi¢ politiri donemi olusur, bunun nedeni glomeriiler islevin tiibiiler islevden
once iyilesmesidir. Bu polilirik donem birka¢ giin veya hafta siirer ancak siv1 ve
elektrolitlerin uygun ve yeterli sekilde yerine konmasi i¢in ¢ok dikkatli izlenmesi
gerekir [9].

2.3.2. Kronik Bobrek Hastahg

Kronik bobrek hastaligi (KBH), islevsel noronlarin ilerleyici bir sekilde
kaybidir [9]. KBH glomerular filtrasyon degerinde azalmanin sonucu bdbregin sivi-
soliit dengesini ayarlama ve metabolik- endokrin fonksiyonlarinda kronik ve
ilerleyici bozulma hali olarak tanimlanabilir [21]. KBH, GFH nin 3 aydan uzun bir
stire 60 ml/dk/1.73 m*’den diisiik olmas1 veya GFH’de azalma olsun veya olmasin,



bobrekte 3 aydan uzun siiren yapisal veya islevsel bozukluklarla giden; idrar, kan
analizleri ya da goriintileme yontemleri ile saptanan bir hasar olmasi olarak
tanimlanmaktadir [22].

Kronik bobrek hastaligi bir¢ok nedenle gelisebilir. KBH’da orijinal bobrek
hastalig1 ne olursa olsun histolojik incelemede glomerular skleroz, ekstraselliiler
matriks artigi, periglomeriiler ve interstisyel fibrozis, tiibiiler atrofi gdzlenir; bu
durum primer hastaliktan bagimsiz olarak ilerleyici bobrek hasarinda ortak
mekanizmalarin rol oynadigini diigiindtiirmektedir [21].

Uremi KBH’nin neden oldugu tiim klinik ve biyokimyasal anormallikleri
iceren bir deyimdir ve bir¢ok kaynakta KBH ile es anlamda kullanilir [21]. Uremi
kanda, iire, kreatinin, aminoasit ve protein metabolizmasinin azotlu son iirlinlerinin
fazlalig1 olarak tamimlanir. Uremik sendrom bébrek hastaligmin klinik olarak &liimle
sonuclanan son asamasidir. Bobreklerin ¢esitli islevlerini yeterli bigimde
siirdiirememesinden kaynaklanir. Uremik sendromun klasik belirtileri, giderek
zayiflama, cabuk yorulma, istah kayb1 ve onu takiben bulant1 ve kusma, kas erimesi,
titreme, anormal mental islev, sik fakat yiizeysel soluma ve metabolik asidozdur [9].

Kronik bobrek hastaligi, kanda iire ve kreatinin asikar ve devamli olarak
yiikksek bulundugu iiremik sendromdan Onceki ve sonraki devre olarak ikiye
ayrilabilir. Preiiremik evrede GFH 30-125 ml/dk/1.73m? iken iiremik evrede GFH
<30 ml/dk/1.73m” diizeylerindedir [10].

National Kidney Foundation (NKF) siiflamasina gére, KBH bdobrek
fonksiyonlarinin derecesine gore 5 evreye ayrilmistir [23, 24].

Tablo 2.1. Kronik bobrek hastaliginin evreleri.

Evre Tanim GFH (ml/dk/1.73 m%)
1 Bobrek hasart (Normal veya artmig GFH ile) >90
2 Hafif KBH 60-89
3 Orta derecede KBH 30-59
4 Agir derecede KBH 15-29
5 Son donem bobrek yetmezligi (SDBY) <15

Evre 1, GFH’nin korundugu ancak bobrek hasarinin var oldugu evredir; bu
evre albuminiiri varliginin veya bobrek goriintiilleme testlerinde anormalliklerin
oldugu durumlar1 kapsamaktadir. Evre 2, azalmis GFH (60-89 ml/dk/1.73 m?) ile
birlikte bobrek hasar1 bulgularinin bir arada oldugu hastalar1 igerir. Son olarak,
GFH’si < 60 ml/dk/1.73 m”® olan tiim hastalar, bobrek hasari olsun veya olmasin
kronik bobrek hastasi olarak siniflandirilir [24].
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Kronik bobrek hastaligi artan sikligi, yiiksek tedavi maliyeti nedeniyle
tilkemizde ve diinya genelinde 6nemli bir halk saglig1 sorunudur. KBH etiyolojisinde
diyabet, hipertansiyon ve glomeriiler hastaliklar 6nemli yer tutar. Tiirkiye’de de
kronik bobrek hastalifinin en sik sebebi bu ii¢ kronik hastaliktir [25]. SDBY
etyolojisinde diabetes mellitus % 33.83 oranla ilk sirada yer almaktadir. Yiiksek
oranda bulunan hipertansiyonun primer mi, yoksa tespit edilmemis bagka bir nedene
bagli olarak gelisen renal yetersizlige sekonder mi oldugu tartismalidir [26].
Ulkemizdeki 2013 yili sonunda kronik hemodiyaliz programinda izlenmekte olan
hastalarda KBH nedenleri tablo 2.2’de listelenmistir.

Tablo 2.2. Ulkemizdeki 2013 yili sonunda kronik hemodiyaliz programinda izlenmekte olan
hastalarda KBH nedenleri (%)

%
Diabetes Mellitus 33.83
Tip 1 DM 4.51
Tip 2 DM 29.32
Hipertansiyon* 28.47
Glomeriilonefrit 7.37
Polikistik Bobrek Hastaliklar 4.41
Amiloidoz 1.91
Tiibiilointerstisyel Nefrit 1.58
Renal Vaskiiler Hastalik 0.92
Diger 7.39
Etiyoloji Bilinmiyor 14.12
Toplam 100,0
*Hipertansiyonun primer degil, kronik bébrek yetmezligine bagli olusan sekonder hipertansiyon
olduguna dair kuvvetli siipheler vardir.

Renal transplantasyon yapilan hastalarda da, SDBY nedeni olarak
%17,63’liikk oranla hipertansiyon birinci sirada, %12.86’lik oranla glomeriilonefrit
ikinci sirada ve %9.39°1ik oranla Diabetes Mellitus {igiincii siradadir. 2013 yil1 iginde
BTx yapilan hastalarda etiyolojik nedenlere gore dagilim Tablo 2.3’de gosterilmistir
[26].
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Tablo 2.3. Ulkemizde 2013 yili iginde renal transplantasyon yapilmis olan hastalarda etyolojik
nedenlere gore dagilim (% olarak).

%0

Hipertansiyon 17.63
Glomeriilonefrit 12.86
Diabetes Mellitus 9.39
Tip 1 DM 1.73

Tip 2 DM 7.66
Polikistik Bobrek Hastaliklari 4.48
Amiloidoz 2.46
Tiibiilointerstisyel nefrit 1.60
Renal Vaskiiler Hastalik 0.14
Diger 37.28
Etiyoloji Bilinmiyor 14.16
Toplam 100

Bobrek yetmezligi, goriilme sikligi giderek artan klinik sorunlardan biridir.
Tim sistemleri etkilediginden Oncelikle koruyucu oOnlemlerin alinmasi, hastalik
gelisince ilerlemesinin yavaslatilmasi ve uygun sekilde tedavi edilmesi gereklidir.
Zamaninda yapilan uygun miidahaleler sayesinde hem bobrek yetmezligi ile
miicadele daha etkin saglanmis olur hem de gelisebilecek komplikasyonlar da
Onlenir. Bobrek yetmezligi saptandiginda altta yatan sistemik hastaliklar dikkatlice
arastirtlmalidir [25].

24. Son Donem Bobrek Yetmezliginde Renal Replasman Tedavileri

Renal replasman tedavisi (RRT), SDBY’inde eksik olani yerine koyma
tedavileri olarak tanimlanan ve bobreklerin gorevini yerine getirecek diyaliz ve
bobrek transplantasyonudur [10].

2013 yilinda T.C. Saglhik Bakanligt Ve Tiirk Nefroloji Dernegi Ortak
Raporu’na gore, Tiirkiye’de RRT gerektiren son donem kronik bdbrek yetmezligi
(SDBY) nokta prevalans: milyon niifus bagina 870 olarak saptanmistir ve bu sayiya
bu sayiya ¢ocuk hastalar dahildir. 2013 yil1 verilerine gore Tiirkiyede hemodiyaliz
yapilan hasta sayis1 52675, renal transplantasyon yapilan hasta sayist ise 2944 olarak
verilmistir. [26].

Bobrek fonksiyonlarimin azalmasi sonucu artik iiriinlerin birikerek yasam
fonksiyonlarint bozmaya bagladigi noktada viicut i¢in zararli olan fizyolojik
degisiklikler olusur ve bu degisiklikler ila¢ ya da diyetle kontrol edilemediginde RRT
gerekir. Serum kreatinin diizeyi 4 mg/dlI’ye yaklagsmaya baglayinca, hasta renal
replasman tedavisi agisindan degerlendirilmelidir [10]. Direncli hiperkalemi, asidoz,
tiremik semptomlar, bulanti, kasinti, halsizlik, gibi mutlak diyaliz endikasyonlari
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tedaviye baslama zamanini tayin eder. Genel olarak klinik bobrek yetmezligi evre 5
siirinda olanlar yani GFH <15 ml/dk olan hastalar RRT agisindan degerlendirilir
[22]. SDBY’de tedavide ii¢ ana se¢enek bulunmaktadir. Bunlar; 1) Hemodiyaliz, 2)
Periton diyalizi ve 3) Bobrek naklidir. SDBY bulunan hastalar her ii¢ tedaviden de
zaman icerisinde yararlanmak durumunda kalabilirler [27]. Diyaliz tedavisi akut
veya kronik olarak uygulanabilir. Akut diyalizde hemodiyaliz, periton diyalizi veya
yavag-siirekli yontemler uygulanabilir. Kronik diyaliz tedavisinde ise hemodiyaliz
veya periton diyalizi uygulanabilir [28].

Hemodiyaliz yar1 gegirgen bir zar araciligi ile belirli elementlerin kandan
difiizyon hizlarmin farkliligimi kullanarak ayrilmasi islemidir [9, 10]. Kronik
hemodiyaliz tedavisi hastanin kalan bobrek fonksiyonlara ve diyetle aldig1 protein
miktarina bagli olmak lizere haftada 2-3 kez 4-6 saat siire ile uygulanir. Yetersiz
diyaliz bu hastalarda morbidite ve mortaliteyi artiran Onemli bir nedendir.
Hemodiyaliz tedavisi uygun cihaz ve ekipmanla evde veya hastanede yatak basinda
da yapilabilir [28].

Periton diyalizi, karin boslugunu kaplayan ince bir doku olan periton igerisine
bir tiip aracilign ile 6zel bir ¢ozelti verilmesidir. Artik iriinler tiip yolu ile
uzaklagstirilir. Siirekli ayaktan periton diyalizi (CAPD) veya siirekli siklik periton
diyalizi (CCPD) veya aralikli periton diyalizi (IPD) seklinde yapilir [9]. En yaygin
kronik periton diyalizi yontemi CAPD’dir. Siirekli Ayaktan Periton Diyalizi, periton
bosluguna doldurulan diyalizatin birka¢ saatlik bir dengelenme siiresinden sonra,
yenisi ile degistirildigi basit bir yontemdir. Genellikle giinde dort kez yapilan islem,
hasta tarafindan ve hastane disinda gergeklestirildigi icin, CAPD tedavisinin basarisi
egitimi de igeren alt yapinin yeterliligine baghdir [28].

2.4.1. Renal Transplantasyon

Bobrek transplantasyonu geri doniistimsiiz bobrek hasar1 veya SDBY olan
hastalarda yasam kalitesini arttiran modern tibbin baslica gelismelerinden biridir. 50
y1l once deneysel, riskli ve olduk¢a smirlt bir tedavi segenegi iken, giiniimiizde
klinikte pratik olarak 80’den fazla iilkede kullanilan bir yontemdir. Tip 2 diyabetin
ve kronik bobrek hastaliklarinin diger nedenlerindeki artisin sonucunda, diinya
capinda SDBY hastaligina sahip insan sayist hizli bir sekilde artmaktadir [1].

Transplantasyon SDBY ’nin seckin tedavi seklidir. Bobrek transplantasyonu,
daha uygun maliyetli olmas1 ve hastalara daha kaliteli bir yagsam saglamasi1 nedeni ile
seckin bir tedavi yontemidir [29]. Gerek canli vericiden, gerekse kadavradan yapilan
basarili bobrek transplantasyonlarinda, diyaliz tedavilerinde oldugu gibi bobrek
fonksiyonlarmin bazilar1 degil, tamam1 yerine getirilir. Buna ek olarak, hem tiim
bobrek fonksiyonlari yerine getirildiginden, hem de hastalar icin siirekli diyaliz
islemlerinin olusturdugu fiziksel ve psikolojik zorluklar ortadan kalktigindan dolay:
yasam kalitesi daha iyidir. Canli vericiden yapilan transplantasyon ile 5 yillik hasta
yasam1 % 90-95, kadavradan yapilan transplantasyonda ise % 80-85 civarindadir
[30].
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Bobrek transplantasyonu yapilabilmesi igin alici ile verici arasinda ABO kan
grubu sisteminde uyum olmalidir. Uyum kurallar1 kan transfiizyonunda oldugu
gibidir, Rh sisteminin bir 6nemi yoktur. Renal transplantasyonda alic1 ile verici
arasinda uyum aranan ikinci sistem doku grubu olarak bilinen HLA sistemidir. HLA
sistemi 6. kromozomun kisa kolu iizerinde yerlesmis doku uygunluk antijenlerini
icerir. HLA sistemi anne ve babadan alinan birer haplotipten olusur. HLA
bolgesindeki antijenler 1. Smif (A,B,C) ve 2. smif (D, DR, DP, DQ) olmak iizere
ikiye ayrilir. Renal transplantasyonda onemli olan A, B ve DR antijenleridir. Renal
transplantasyonda en iyi sonu¢ doku uygunluk antijenlerinde tam uyum oldugu
durumlarda alinmaktadir, vericide alicidda olmayan DR, B, A antijenleri arttikca
alicinin bobregi reddetme olasiligi artmaktadir [30].

Bobrek naklinden sonra grefte karsi immun cevap baskilanmalidir. Aksi
takdirde viicut yabanci antijenlere karsi immiin mekanizmay1 devreye sokar ve
nakledilen bobrekte rejeksiyon olur. Bu amagla immunsupresif tedavi uygulanir.

Rejeksiyon, alicinin dondr dokusuna kars1 gostermis oldugu immunolojik bir
yanittir. En sik olarak transplantasyonun ilk {i¢ ay1 i¢inde gelisir. Glinimiizdeki
immunsupresif ilaclara ragmen greft kayiplarinin primer nedeni rejeksiyonlardir.
[29]. Rejeksiyon, greft yetmezligin en dnemli sebebidir ve temelde 3 sekli gozlenir
[29, 31]:

1. Hiperakut rejeksiyon
2. Akut rejeksiyon
3. Kronik rejeksiyon

Hiperakut rejeksiyon transplantasyon sonrast 24 saat igerisinde
gerceklesebilir [31]. Greft fonksiyonun hizla kaybina neden olan bir durumdur.
Alicinin kaninda dondr antijenlerine karst 6nceden olugmus antikorlar hiperakut
rejeksiyondan sorumludur. Bu antikorlar ya ABO uyumsuzlugundan ya da kan
transfiizyonu, gebelik ve Onceki transplantlara bagli olarak gelisir [29]. Erken
tedavisi yoktur ve nefrektomi gerektirir [29-31].

Akut rejeksiyon alici ile verici arasindaki antijenik farktan kaynaklanan
siklikla hiicresel veya seyrek olarak da humoral immiin yanitin bir sonucudur.
Genellikle transplantasyondan sonra ilk ii¢ ay icinde gelisir. ilk haftalar icinde en
siktir [29]. En sik rastlanilan rejeksiyon tipidir. Erken donemde tedaviye yanit
aliabilir, fakat ge¢c donemde ¢ogu kez greft kaybi olur [30].

Kronik rejeksiyonun baslangici, transplantasyonu izleyen ilk aylara kadar
uzanabilse de, belirtiler cogu zaman transplantasyondan yillar sonra goriiliir [30, 31].
Bobrek fonksiyon bozukluguna siklikla 6nemli proteiniiri ve hipertansiyon eslik
eder. Kronik rejeksiyonun mekanizmasi belli degildir [29]. Humoral ve bir dl¢iide
selliiler mekanizmalarin rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Etkin bir tedavisi yoktur ve
Greft kayb1 ile sonuglanir [30].
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2.5. Renal Transplantasyonda Biyobelirtecler

Spesifik hastaliklarda tanit koyma ve belirlemede, biyobelirteclerin kullanimi
onemli bir aragtirma alanidir. Non-invaziv diagnoz ve hastalklarin izlemi i¢in basit
metodlar klinik olarak agik bir sekilde ilgi uyandirmaktadir. Transplantasyonda, non-
invaziv diyagnoz yapabilmek ve allograf disfonksiyonun sebeplerinin izlenebilmesi,
hasta ve greft sonuglarinin daha iyi olmasi ile sonuglanabilecektir. Bircok bilim
adam1 biyobelirteclerin ¢esitli Ozelliklerini tanimlamak icin calismaktadir [32].
Parikh and Deverajan et al. biyobelirtecler icin istenilen Ozellikleri su sekilde
belirtmislerdir [33]:

(1) kolay bir sekilde olgiilebilmeli, basit hasta bas1 ya da standart klinik
laboratuvar teknikleri kullanilmali ve idar ve kan gibi klinik ornekler kolay bir
sekilde elde edilebilmeli;

(2) biyobelirte¢ kolay, hizli ve gilivenilir olmali

(3) biyobelirteg ilgili hastalig1 erken belirlemek i¢in yiiksek hassasiyete sahip
olmali.

(4) biyobelirte¢ risk smiflandirmasi i¢in izin verecek cutoff noktalari
olmalidir

(5) biyobelirte¢ istatistiksel analizlerde yiiksek performans vermelidir [32,
33]. Bu tamimlamalar genis bir sekilde tiim biyobelirtecler i¢in uygulanabilmelidir.

Teknolojik gelismeler hastaligin ilerlemesi, tani veya tedaviye yanit icin
belirtegleri bulmaya yoénelik proteomik caligmalara ilginin artmasmi saglamstir.
Renal hastaliklar bu tarz ¢alismalar icin idealdir. Idrar kolayca alinabilen ve protein
icerigi baglica bobreklerden kaynaklanan biyolojik bir sividir [6]. Giincel renal
prognostik belirtecler sinirli bir degere sahiptir ve renal biyopsi tan1 koymak i¢in
altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak doku biyopsisi hemoraji, agr1 ve hatta
Olim gibi riskler icermektedir [5, 6]. En yaygin kullanilan biyokimyasal
parametrelerden serum kreatinin ve idrar protein, renal disfonksiyonun son donem
belirtegleridir ve bunlarin kullanimi ek dezavantajlara sahiptir. Idrar proteini, eksik
yonlerine, nonspesifik olusuna ve hastalik c¢esidine gore risk seviyelerinin
degismesine ragmen son zamanlarda en iyi prognostik belirtectir. Ancak tedaviye ne
zaman baglanilacagl ve protein seviyelerinin hangi degerde tutulacag belirsizligini
korumaktadir. Renal hastaliklarin kontroliinde spesifik proteinlerin belirlenmesi daha
iyi  bilgi verebilecektir. Bir¢ok proteini nanomolar hatta femtomolar
konsantrasyonlarda olcebilen kiitle spektrometri cihazlari, hastaligin ilerleyisi, tanisi
ve tedaviye yanit i¢in biyobelirteg bulma ve gelistirmek i¢in kullanilabilmektedir.
Proteomiks alani glinden giine gelismektedir ve klinisyenler ile bilim insanlarinin bu
sistemlerin temelini anlama istegi artmaktadir [6].

Bobrek transplantasyonu giliniimiizde, SDBY hastalarinda sagligi ve yasam
kalitesini arttirdig1 i¢in en iyi tedavi yontemi olarak kabul edilmektedir. Renal greft
sagkalimi basarili immiinsupresyon tedavileri ile saglanmaktadir [2]. Ancak
baslangicta greft sagkalimi basarilsa bile, uzun dénemde bdbrek transplantinin reddi
onemli bir klinik problem olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Son caligmalar bazi
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transplantlarin antikor-aracili rejeksiyon ve tekrarlayan hastaliklar gibi sebeplerden
dolay1 basarisiz olabildigini gostermektedir [3].

Bobrek hasar1 biyobelirtecleri ile non-invaziv olarak allograft hasar
degerlendirilebilir ve bdbrege spesifik ¢esitli proteinler Olglilerek hasar
tanimlanabilir. Notrofil jelatin iliskili lipokalin (NGAL) ve interlokin-18 (IL-18)
umut verici biyobelirteclerden iki tanesidir. Onceki ¢alismalar bu biyobelirteglerin
renal tiibiiler hiicre hasar1 sirasinda idrara salindigini ve her iki biyobelirtecinde non-
invazif olarak 6l¢iilebildigini gostermislerdir. NGAL ve IL-18 benzeri biyobelirtecler
transplant merkezlerinde non-invazif bir sekilde allograft hasar1 erken donemde
degerlendirmek ve uzun vadeli allograft fonksiyonunu korumak i¢in gereklidirler [4].

Bobrek allograft rejeksiyonu erken teshisi ve tedavisi i¢in non-invaziv yeni
belirtegler ile iliskili ¢caligmalar stirmektedir. Yeni protein biyobelirteglerinin tespiti
genellikle ELISA ve flow sitometri gibi fluoresan sistemler ile caligilmaktadir.
Glinlimiizde proteomik calismalarinda greft durumu belirlemek iizerinde
durulmaktadir. Proteomik yaklasimlar doku 6rnekleri, plazma ve idrar gibi biyolojik
orneklerde kiitle spektrometri, kromatografi ya da elektroforez sistemleri kullanilarak
gerceklestirilmektedir [5].

Proteomik teknolojileri, transplantasyonla ilgili olarak yapilan ¢alismalarda
kullanilmaktadir. Akut rejeksiyonda, idrar proteomik profili sinirli calismada
incelenmistir. SELDI-TOF MS kullanarak yapilan bir ¢calismada, akut rejeksiyonu
olan hastalarin idrar Orneklerinde, renal fonksiyonlar1 stabil hastalarla
karsilastirildiginda farklilik gosteren protein pikleri gozlenmistir [34]. Bir baska
caligmada, stabil greft fonksiyonu olan 22, akut rejeksiyonlu 18, akut tubular
nekrozlu 5 ve rekiirren glomerulopatisi olan 5 hastaya ait idrar 6rneklerinden elde
edilen proteomik profiller saglikli kontroller ile karsilastirilmistir [35]. SELDI-TOF
MS kullanilarak yapilan bu ¢alismada 6zel bir rejeksiyon paterni tanimlanmis olup,
bu patern, akut rejeksiyonlu 18 hastanin 17’sinde ve stabil greft fonksiyonu olan 22
hastanin 4’tinde gozlenmistir. Bu patern, dier hastalarda ve saglikli kontrollerin
hi¢birinde gézlemlenmemistir. O’Riordan ve arkadaslari, biyopsi ile akut rejeksiyon
tanis1 alan 23 transplant hastasinda, %90 sensitivite ve % 80 spesifite ile secilen bir
grup protein pikinin, akut rejeksiyon hastalar1 ve stabil greft fonksiyona sahip
hastalarda birbirinden farkli oldugunu tanimlamiglardir. Bunun yaninda stabil greft
fonksiyona sahip hastalarda tanimlanan bir protein pikinin %100 sensitivite ve
spesifite ile saglikli kontrollerden farkli oldugunu gozlemlemislerdir [36]. Bu
caligmalarda sadece farkli protein pikleri bulunmus olup, bu proteinlerin
identifikasyonu ve/veya kantitasyonu yapilmamistir.

Bu c¢alismada renal transplantasyon yapilan hastalardaki bazi protein
belirteclerinin transplantasyon oncesi ve sonrasindaki degisimleri kiitle spektrometrik
yontemler ile takip edilerek biyobelirte¢ caligmalarina yeni bilgiler sunulmustur. Bu
amagla, son zamanlarda yapilan insan ve hayvan c¢alismalarinda serum kreatinini
artis1 gerceklesmeden once idrarda artis gosteren netrin-1 ve karaciger tip —yag asidi
baglanma proteini (L-FABP) gibi proteinler iizerinde odaklanilmistir. Bu iki protein
icin uygun standartlar alinarak MALDI-TOF/TOF ve LC-MS/MS c¢alismalari
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yapilmistir. Netrin-1 ve L-FABP’in Olgiimii i¢in standardize edilmis bir klinik
platform bulunmamaktadir. Bu ¢alismada L-FABP ve netrin-1 i¢in likid
kromatografi-tandem kiitle spektrometri (LC-MS/MS) siteminde standardize edilmis
yeni bir metod gelistirmesi yapmak hedeflenmistir.

2.5.1. Netrin-1 Proteini

Netrin-1 ismi Sanskrit dilinde “Onderlik eden” anlamina gelen Netr
kelimesinden tiiremistir [37, 38]. Caenorhabditis elegans ile yapilan caligmalarda
cevresel akson gelisimini yonlendirmek icin gerekli genlerde tanimlanmistir.
Tanimlanan genlerden birisi olan UNC-6 lamininler ile sekans homolojisi gosteren
salgilanmis proteini kodlar. 1994°de ratlarda akson gelisimi ile ilgili yapilan bir
calismada, iki protein saflastirilmis ve UNC-6 ile homolog oldugu bulunmustur. [37,
38]. Bu proteinler netrin-1 ve netrin-2 proteinleridir. Netrin-1 baglangicta gelisen
omuriligin ventral yapist tarafindan {iretilen difiize olabilen laminin-iligkili bir
molekiil olarak kesfedilmistir. Netrin-1 sinir sisteminin gelisimi sirasinda néron ve
aksonlarin migrasyonunda kemoatraktif ya da kemorerepulsif bir belirti olarak rol
oynadigi gosterildi. Simdiye kadar omurgali canlilarda 5 adet netrin tanimlanmigtir
[38]. Bunlar netrin 1-5 ve netrin G1-2’dir [38]. Tiim netrinler yaklasik 600 adet
amino asitten olugsmaktadirlar ve 70 kDa molekiiler agirligina sahiptirler. Netrin-1
baslica DCC ve UNCS reseptorleri aracilign ile etkilerini gosterir [37, 38]. Bunlara
ilaveten son zamanlar 5 tane daha reseptor ile ilgisi oldugu gosterilmistir: DSCAM,
integrin @351 ve a6f3, cerebellin 4 (CBLN4) ve A2bR reseptorleri[38].

Netrin-1 sinyal iletimi komplekstir ve her zaman stimiilator ya da atraktif
degildir. Netrin-1 DCC reseptoriine baglandiginda aksonal etkilesimi indiiklerken,
UNCS reseptor ailesi ile repulsiyona sebep olur. DCC ve UNCS5B reseptoriine
baglandiginda MAPKs, PKC, src, PI3 kinaz, Rac ve Rho kinaz ve bunlar gibi bazi
sinyal yolaklarinin aktivasyonunu indiikler. DCC ve UNC5B Netrin-1 reseptorleri
bagimli reseptor olarak adlandirilir. Bu reseptorler sinyalleri ligandlar1 olmasa bile
iletirler. Ligand oldugu durumda, bu reseptorler hiicresel proliferasyon, farklilasma,
migrasyon ya da hayatta kalim gibi pozitif sinyal yolaklarini aktive ederler. Ancak
ligand yoklugunda klasik reseptorler gibi inaktif degildirler ve kaspaz bagiml
apoptotik hiicre Oliimiinii tetikleyen bir "negatif sinyalizasyona" neden olurlar.
Bununla birlikte her iki reseptorde netrin-1 ligand yoklugunda apoptozisi indiikleme
kabiliyetine sahiptirler [38].

Immunolokalizasyon calismalari DCC ekspresyonunun renal epitelyumda
bulunmadigini, bunun aksine UNCS5B’nin sadece proksimal tiibiiler epitelyal
hiicrelerde ve vaskiiler endotelyal hiicrelerde oldugunu gostermistir. Netrin-1 beyin,
akciger, kalp, bagrsaklar ve bobrek gibi birgok organda ekspresse edilir. Bobrek
bunlar arasinda ¢alisma yapilmis en yiiksek netrin-1 ekspresyonu yapan organdir. Bu
yiiksek ekspresyona ragmen, netrinlerin bobrek fizyolojisi ve patofizyolojindeki rolii
bilinmemektedir. Iskemi-reperfiizyon hasar1 hayvan modellerinden elde edilen
veriler ilk bulgulardir. Yapilan ¢aligmalarda endotelyal netrin-1’in disregiilasyonu ile
iskemi sonrasi organ yetersizligine katkida bulunan homeostatik bir protein oldugu
sunulmustur [38].
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Yapilan bir ¢alismada, akut bobrek hasari hayvan modellerinde netrin-1’in
evrensel bir biyobelirteg oldugu gosterilmistir [39, 40]. Bir calismada iskemik,
septik, ilac-indiiklii ve radyokontrast-indiiklii akut tiibiiler nekrozis gibi akut bobrek
hasarinin ¢esitli formlarinda, hasta idrarlarinda netrin -1’in anlamli derecede
yiikseldigini gostermislerdir [40]. Ramesh ve ark. yaptig1 bir arastirmaya gore [40],
netrin-1 hasar olusumundan sonra 1 saatten daha kisa bir siirede idrara ¢ikmakta ve 3
saatte 30-40 kat artmakta ve 6 saat sonra pik yapmaktadir. Netrin-1 ekskresyonu kan
lire azotu ve serum kreatinini artist olmadan saatler Once gerceklesmektedir.
Aragtirmacilarin ~ sundugu  veriler netrin-1’in  AKI  biyobelirteci  olarak
kullanilabilecegini gostermistir. Bu tarz biyobelirteclerin hasar olustuktan sonra
oldukca erken zamanda ortaya ¢ikacagi ve bobrek icin hasas ve spesifik olabilecegi
beklenmektedir. Erken teshis i¢in, AKI biyobelirtecleri optimal olarak non-invaziv
prosediirlerle en hizli sekilde &lciilebilmelidir. Idrar netrin-1 diizeylerinin
reperfiizyon sirasinda normal seviyelerine geri donmesi, renal iyilesme igin
prognostik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini diislindiiriirerek bu belirtecin klinik
degerini anlaml sekilde yiikseltmektedir. Ramesh ve ark. [40] da insanlarda cesitli
nedenlere bagli akut bobrek yetmezligi i¢in bir belirte¢ olarak netrin-1’in dnemini
incelenmistir. Yaptiklart c¢alismada sagliklt goniillillerin idrarlarinda netrin-1
seviyeleri degismezken, hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda netrin-1 seviyeleri anlamli
olarak artmistir. Netrin-1 bobrek kaybini izlemede, tanida ve tedavide olusturulacak
belirte¢ panelinde Onemli bir iiye olabilme potansiyelindedir. Netrin-1 bdobrek
transplantasyonu sonrasi1 gecikmis greft fonksiyonu igin prediktif biyomarker olup
olmadigini test etmenin ilging olacagini diisiinmektedirler [7].

2.5.2. Karaciger Tip —Yag Asidi Baglanma Proteini (L-FABP)

Memelilerdeki intraselliler FABP genis bir multigen ailesi tarafindan
kodlanan ve lipid baglayic1 protein siiper ailesinin bir iiyesi olan 14 kDa’luk bir
proteindir [41]. Doku dagilimlarina gore dokuz farkli FABP tanimlanmistir: L
(karaciger), I (bagirsak), H (kas ve kalp), A (adiposit), E (epidermal), IL (ileum), B
(beyin), M (miyelin) ve T (testis). Biitiin FABP {iyeleri yag asidi metabolizmas1 ve
intraselliiler transportunda 6nemli rol oynarlar [42].

L-FABP sadece karacigerde degil ayn1 zamanda bagirsak, pankreas, mide,
akciger ve bobrekte de bulunur [43]. L-FABP gen lokasyonu kromozom 2’dedir
[43]ve icerisinde ii¢ metiyonin ve bir sistein bulunan 127 aminoasit igerir [44]. L-
FABP tiibiiler endotelyal hiicreler i¢in B-oksidasyon araciligi ile metabolize edilmesi
amactyla yag asitlerine baglanir ve mitokondri ya da peroksizomlara tasir. Bu siire¢
yag asidi homeosatazisinde Onemli rol oynar [45]. L-FABP yag asidi
metabolizmasinda indirekt rol oynar. Uzun zincirli yag asidlerinin sitozolden
cekirdege tasinmasini ve bunlarin B-oksidasyonunda gorev alan enzimlerin
aktiflesmesini saglayan niiklear protein peroksizom proliferator aktive reseptore
(PPAR) ulasimini saglar [46]. Buna ilaveten, L-FABP yag asidi peroksidasyon
iriinlerine yiiksek bir afinite ile baglanma giiciine sahiptir ve bunlarin idrara atiliminm
saglar. Bu nedenle, L-FABP etkili bir endojen antioksidan olabilir [47].

Idrar L-FABP preklinik ve klinik modellerde genis bir sekilde calisilmustir.
Kronik bobrek hastaliklari, diyabetik nefropati, IgA nefropatisi ve kontrast
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nefropatiyi de icine alan bir¢ok patolojik durumda potansiyel bir biyoblirteg oldugu
bulunmustur [48]. Yapilan bir ¢aligmada diyabeti olmayan CKD grubunda renal
fonksiyonlardaki kotiilesme ile birlikte idrar L-FABP seviyelerinde artis oldugu
gosterilmistir [49]. Nakamura et al. idrar L-FABP’nin IgA nefropati ve ince bazal
membran hastalig1i arasindaki ayrimi yapabilecek non-invaziv bir biyobelirtec
olabilecegini [50] ve ayni zamanda kontrast indiiklii nefropati i¢in potansiyel bir
belirte¢ olabilecegini gdstermistir [S1]. Yamamoto et al. idrar L-FABP’nin iskemi
stiresi ile ve ayn1 zamanda canli dondrden transplantasyonu yapilan kiiglik bir grupta
hastanede kalis siiresi ile de anlamli derecede korele oldugunu bulmuslardir [41].
Buna ilaveten yapilan bir ¢alismada L-FABP’nin serum kreatinin seviyelerinde
degisim olmadan oOnce, aminoglikozid uygulamasinda AKI i¢in erken donem
indikator oldugu gosterilmistir [52].

Renal transplantasyon sonrasi akut bobrek hasari yaygin bir komplikasyondur
[53]. Renal transplantasyon alicilarinda akut bobrek hasari mortalite ve morbidite ile
pozitif koreledir. Renal transplantasyon sonrast akut bobrek hasar1 iskemi-
reperfiizyon hasarinin tipik bir modelidir [54]. L-FABP’nin bdbrek hastaliklart igin
degerli ve giivenilir bir belirte¢ oldugu diisiiniilmektedir [45].

L-FABP renal proksimal tiibiilde ekspresse edilir. Akut bdbrek hasar1 olan
insanlarda ve hayvan modellerinde L-FABP ekspresyonunun artis1 ve idrara salinimi
gosterilmistir [8, 55, 56]. Renal transplantasyon sonrasinda hem hastalarda hem de
hayvan modelinde, L-FABP seviyeleri renal kapiller kan akimi, iskemik siire ve
hastanede yatis siiresi ile anlamli derecede korele bulunmustur [41]. L-FABP’nin
rodent bobreginde ekspresse edilmedigini diisiiniirsek, bu c¢alismayr yapan
arastiricilar hL-FABP genini C57Bl1/6 farelerinin spesifik 5’ promoter bolgesine h-L-
FABP-Tg (transgenik) fare {iretebilmek icin transfer etmislerdir. L-FABP’nin
translokasyonunu iskemik kosullar altinda iiriner bosluktaki proksimal tiibiillerden
immunohistokimyasal metod ile gostermislerdir. Bu c¢alisma L-FABP’nin
perikapiller kan akimu ile birlikte insan proksimal tiibiillerinde lokasyonunu gosteren
ilk calismadir. Arastirmacilar bu caligma ile idrar L-FABP seviyelerindeki artisin
iskemi-reperflizyon hasar1 sonrasi akut bobrek hasarinda onemli bir biyobelirte¢
olabilecegini gostermislerdir [41].

Ancak, Kawai et al. [57] idrar 6rnekleri her zaman alinamadig: i¢in gecikmis
greft fonksiyon durumunda idrar L-FABP’in faydasimin smirli olduguna dikkat
cekmislerdir. Birgok hasta transplantasyon sonrasi aniiri durumu ile karsilagsmaktadir.
Dolayist ile bu arastirmacilar idrar L-FABP yerine serum L-FABP’nin yararimi
arastirmiglardir ve bobrek transplantasyonundan sonra renal hasar igin serum L-
FABP’nin de biyobelirteg olabilecegini gdstermislerdir. Buna ilaveten serum L-
FABP seviyeleri greft iyilesmesini ve hemodiyaliz gereksinimini de
belirleyebilmistir.[57]. Ancak, serum L-FABP seviyelerindeki artisin altinda yatan
mekanizma belirsizdir ve ileri ¢alismalara gereksinim vardir [45].

L-FABP’n iiriner salinimi1 kronik bobrek hastaliklarinda artmaktadir. Yapilan
bir calismada diyabetik olmayan 120 kronik bobrek hastasinda iiriner L-FABP
diizeyi artig gostermis ve bu protein kronik bobrek hastaliklar1 (CKD) i¢in belirteg
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olarak tanimlanmistir [8, 49]. Idrar L-FABP diizeyleri idrar proteini ve serum
kreatinin seviyeleri ile koreledir. Ozellikle hastaligin ilerlemis donemlerinde erken
donemlere gore L-FABP diizeyleri anlamli derecede yiikselmektedir. Oysa aym
gruplarda ne serum kreatinini ne de idrar proteininde herhangi bir fark yoktur. [8].
Biiyiik bir saglik taramasi ¢aligmasinda iiriner L-FABP salinimi ileri bobrek hasari
bulunmayan hipertansiyon ve diyabet hastalarinda yiiksek olarak bulunmustur [58].
CKD ve onunu ilerleyisini 6ngérmek icin L-FABP’in incelendigi yeni biiyiik
calismalara ihtiya¢ duyuldugu asikardir [8].

2.6. Proteomik Yontemler

2.6.1. Proteomiks Nedir?

Gectigimiz on yil boyunca, yasam bilimlerinde ¢igir agan bir¢cok bulus
yapilmistir. Insan genom projesinin tamamlanmasi, onemli bir bilgi veritabam
saglanmistir ve bunun sayesinde yasam bilimi kdkenli arastirmalarda hizli bir gelisim
gerceklestirilmistir [59].

“Proteome” terimi ilk defa 1994’de kullanilmistir ve belirli bir genom
tarafindan ifade edilen tiim proteinlerin dizisini tanimlar. Dinamik dogasini
vurgulamak icin daha dogru bir tanimlama yapilacak olursa, bilesimi dokudan
dokuya ya da hiicreden hiicreye degisiklik gdsterebilen, ayrica, belirli bir zaman ve
mekan icerisindeki proteinler kiimesi proteomu belirtir. Buna ilaveten proteom yapisi
genis bir ¢esitliligi olan yas, cinsiyet veya hastaliklar gibi i¢ ve dis etkenlere baglidir
ve bu durum genom dogasi ile keskin bir tezatlik igerir [59].

Proteomiks, proteomun genis capli protein ayirma ve tanimlama teknikleri ile
analiz edilmesi seklinde tanimlanan dinamik bir terimdir ve farkli kosullara maruz
kalmis hiicre, doku, organ veya viicut sivilarindaki proteinlerin kalitatif ve kantitatif
analizlerini icerir [60].

Proteomik yontemlerin kullanim alanmin biiyiik kismini “klinik proteomiks”
olarak adlandirilan alan olusturmaktadir. Klinik proteomiks alanindaki ¢alismalarin
cogu hastaliklara 6zgii yeni biyobelirte¢ tanimlanmasi ile iliskilidir. Bunun disinda
hastalik takibi, ilag gelistirme ve toksikolojiye kadar bir¢ok farkli alanda proteomik
yontemler kullanilmaktadir [60]. Proteomiks, proteinlerin spesifik 6zelliklerinden
yola cikarak, yeni proteinlerin tespit edilmesi, miktarlarinin Olgiilmesi, post
translasyonel modifikasyonlarin, protein yapisinin ve fonksiyonlarinin belirlenmesi
ve olas1 etkilesimlerin tespit edilmesi amaciyla kullanilan ve hizla gelismekte olan
onemli bir alan haline gelmistir [59]. Idrar gibi viicut sivilar1 ile yapilan proteomiks
caligmalar1 dokularda ya da hiicresel proteomda hastalik iliskili proteinlerdeki
degisiklikleri degerlendirir. Bu yilizden hasta bakiminda daha diisiik maliyet ve
yiiksek hassasiyetle yeni non-invaziv diagnostik testlerin ve prosediirlerin
gelistirilmesi ic¢in yeni firsatlar1 destekler. Cesitli bobrek spesifik yada iligkili
hastaliklarda ileri klinik semptomlar gelismeden Once renal gerilemenin erken
belirlenmesi ve ayirimin yapilabilmesi igin ozellikle Idrar kullanilan diagnostik
araglar umut vericidir. Genelde, klinik proteomiks 6zellikle renal proteom
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patolojisinin daha iyi ayrimimin temeli iizerinde, non-invaziv {iiriner protein
tanimlanmasinin genislemesi ve gelismesi i¢in biiyilk bir potansiyele sahiptir.
Bununla beraber, protein ekspresyonlarindaki degisimin belirlendigi test
sistemlerinde dayaniklilik, hassasiyet, gilivenilirlik, tutarlilik ve buna ilaveten renal
diagnostikte proteomik calismalarin kabulu i¢in ¢alisma ve harcama giderleri ¢ok
onemlidir.  Gliniimiizde bircok  proteomik teknik hala daha yetersiz
standardizasyondan muzdariptir ve ¢ok azi ileri klinik aplikasyonlar i¢in gerekli
kriterleri tamamlama potansiyeline sahiptir [61].

Kiitle spektrometri artan bir sekilde kompleks protein 6rneklerinin analizi igin
tercih edilen bir metod olmaktadir. MS- tabanli proteomiks gen ve genom sekans
veritabanlarinda kullanilabilirligi miimkiin olan ve bircok alanda kavramsal veya
teknik avantajlar kazandirabilecek bir disiplindir. En 6nemlisi de protein iyonizasyon
tekniklerinin kesfi ve gelisimi 2002’de kimya alaninda Nobel 6diilii kazandirmistir
[62].

2.6.2. Kiitle Spektrometri Teknikleri

Kiitle spektrometri Olgiimleri iyonize analitler ile gaz fazinda
gerceklestirilebilmektedir [63]. Tanim olarak, kiitle spektrometri cihazi bir iyon
kaynagi, iyonize analitlerin kiitle-yilik oranlarini 6lgen bir kiitle analizorii ve her bir
m/z degerindeki iyonlarmn sayisini kaydeden bir dedektor igerir [62]. Kimyasal
iyonizasyon, fotoiyonizasyon, hizli atom bombardiman, elektrosprey ve matriks
destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonunu iceren c¢ok sayida farkli iyonizasyon
metodlar1 tanimlanmistir [64].

Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon
Iyonizasyonu (MALDI) kiitle spektrometrik analizlerde protein ve peptidleri
ucurmak ve iyonize etmek i¢in en ¢ok kullanilan iki tekniktir [62, 63]. ESI ¢ozelti
icerisindeki analitleri iyonize eder ve bu yiizden likid-tabanli (kromatografik ve
elektroforetik gibi) ayirma metodlart ile birlestirilir. MALDI kuru, kristalize matriks
ortamindaki Ornekleri lazer atiglar1 ile gaz haline gegirir ve iyonize eder [62, 65].
MALDI-MS normalde kismen basit peptid karisimlarini analiz etmek i¢in kullanilir.
Oysa s1v1 kromatografi-ESI-MS sistemleri (LC-MS) kompleks 6rneklerin analizi i¢in
tercih edilir [62]. Giiglii bir fraksiyon ayirma metodu olan likid kromatografisi (LC)
elektrospray iyon kaynagima (ESI) sahip bir kiitle spektrometresi ile oldukca
uyumludur. Bu yontem yiiksek hassasiyeti olan HPLC kolonunda analitleri biiyiik
miktarlarda ayirir ve otomatize olabilir [66]. Uglii kuadrupol-tandem Kkiitle
spektrometri (MS/MS) likid kromatografi ve veritabanlar1 birlesince, protein
tanimlama ve karakterizasyonunda giiclii bir teknik olarak ortaya ¢ikar [67].

Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden
yuklii partikiilleri kiitle/yiik (m/z ) oranlarmma gore diger yiiklii partikiillerden ayirt
ederek analiz etme esasina gore ¢alismaktadir. Molekiiller normalde yiiklii partikiiller
degillerdir ve kiitle spektrometreleri iyonizasyon islemi ile molekiilleri uyararak
yiiklii iyonize molekiiller haline doniistiiriirler. Y{iikli molekiiller stabil degillerdir ve
diger molekiillerle veya bir ylizey ile temas ettikleri zaman fragmentlerine parcalanir
ve yiiklerini kaybederler. Olusan her bir iyon spesifik bir molekiiler kiitleye ve yiike
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sahiptir ve m/z degerlerinin yogunluga kars1 gosterildigi bir spektrum ile bilesik
tanimlanmaktadir. Her bir iyonun yogunlugu detektore ulasan miktari ile orantilidir
ve her bilesigin spektrumu kendine 6zeldir. Bilinmeyen bir 6rnegin analizi sonucu
elde edilen spektrum referans spektrumu ile karsilastirilarak tanimlanir [66].

2.6.3. lIyonizasyon Teknikleri

2.6.3.1. Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu (MALDI)

Tipik bir MALDI analizinde, 6rnek soliisyonu ve matriks cok kiiciik
hacimlerde karistirilarak direkt olarak MALDI plak {izerine ekimi yapilir.
Soliisyonlar genellikle oda 1sisinda kristalize heterojen ylizey elde etmek igin
ucurulur [63, 68].
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Sekil 2.1: Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon Kaynagi

MALDI calismalarinda matriks olarak genellikle protein ve peptidler i¢in
sinnamik asit; peptidler i¢in a-siyano-4-hidroksisinnamik asid; peptid, karbonhidrat
ve glikolipidler icin 2,5-dihidroksibenzoik asit; oligoniikleotidler icin 3-
hidroksipikolinik asid kullanilir. Darbeli lazer 1511 hedef plak iizerine gonderilir ve
kristalize hedef icirisinde yiiksek yogunluklu enerji birikimine sebep olur. Bu enerji
konsantrasyonu ile hem analit hemde matriks molekiilleri buharlasir. Bu yiizeyden
birakilma siireci matriks ve analitler arasinda proton transferi ile sonuglanir. Bu
nedenle, hedef analit kati homojen matriks molekiilleri ile g¢evrelenmis sekilde
bulunmalidir. MALDI darbeli lazer 151k sagilimimi kullanir, bu yiizden tipik olarak
TOF (time of flight) kiitle spektrometresi ile baglidir. MALDI protein kesimlerinin
analizi i¢in rutin bir metoddur. Proteomik calismalarda protein ve peptidler i¢in en
yaygin kullanilan analitik teknik MALDI-TOF kiitle spektrometrisidir [63].
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2.6.3.2. Elektrosprey iyonizasyon (ESI)

ESI makromolekiillerin kiitle analizi icin uygun olan bir hassas bir
iyonizasyon metodudur. Ciinkii herhangi bir 1sitma, elektron ya da atom gibi
partikiillerle etkileme ya da enerji 1s1nlama olmaksizin iyonlari hassas bir sekilde gaz
faza gecirir. Tek tip elektriksel yogunluga sahip sivi soliisyon ince kapillerlerden
akar, kapillerlerin ucunda cesitli kV’ta yiiksek voltaj uygulanmasiyla yiikk ayrimi
saglanir. Bu durum soliisyonda hem pozitif hem negatif yiiklii kistmlarin olusumunu
saglar. Boylece tek tip ylik dagilimi bozulmus olur. Mesela, ignenin ucuna yiiksek
pozitif potansiyelin eklenmesi pozitif yliklii boliimiin piiskiirtiilmesini saglar. Ayni
anda, coulomb kuvveti zit elektrotta etki gosterir. Diger sivi kismi siiriikleyerek
uzaklagtirir ve kiigiik ylklii damlaciklar ignenin ucundan atmosferik basingta
puskdrtiliir. Havada ucarken, yiiklii damlaciklar organik solventlerini birakirlar ve
hacimce kiiciiliirler. Damlacik hacmindeki bu kiiclilme asir1 yiiklii damlaciklarin
olusumuna sebep olur. Yiiklii damlaciklar seri bir sekilde daha kiiclik damlaciklara
doniisiirler ve finalde analit molekiilii gaz faza ulasir [63].

Kapiller

Kiitle analizori

Atmosferik basinc
Y ilksek voltaj Yiiksek vakum

=

Sekil 2.2: Elektrosprey Iyonizasyonun Sematik Gosterimi

2.6.4. Kiitle Analizorleri

2.6.4.1. TOF (Time of Flight) Kiitle Analizorii

TOF kiitle spektrometrisi altinda yatan mekanizma g¢ok basittir. Iyonlarin
ucus siirelerini iyon dedektoriinde dlger. Voltaji arttirarak enerji kazanir. Agir iyonlar
uzun ugus siiresine sahiptir; bu sebeple, prensipte, herhangi bir sinirlama olmaksizin
analizore ¢ok miktarda iyon alinabilir ve ucus tiipiindeki tiim iyonlar belirlenebilir.
TOF analizoriiniin bir baska avantaji, kiitle aralik smir1t yoktur. Bu analitik
mekanizma ile iyon kaynaginda tiretilen iyon yiikiiniin asir1 biiylik olmasina ragmen
dedektore tam vaktinde ulasir. TOF kiitle analizorlerinin reflectron tipleri MS/MS
analizlerine olanak verir. Reflectrondan sonra parcalama aktivasyonu gosteren
fragment iyonlarin MS/MS spektrumlarin1 analiz edebilen cihazlar mevcuttur.
MALDI TOF MS/MS kiitle analizorleri yiiksek enerjili CID 6zelligine sahiptir [63].
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Sekil 2.3: TOF-TOF Kiitle Analizoriiniin Sematik Gosterimi

MALDI intact peptidlerin analizi i¢in genellikle TOF analizorler ile birlikte
kullanilir. Basitligi, miikemmel kiitle dogrulugu, yiiksek rezoliisyon ve hassasligi ile
MALDI-TOF proteinlerin tanimlanmasi, peptid haritalarinin olusturulmasi, peptid
kiitle haritalama veya peptid-kiitle parmak izi ¢aligmalarinda olduk¢a yogun bir
sekilde kullanilmaktadir [62].

2.6.4.2. I"J(;lii Kuadrupol (Tandem) Kiitle Analizorii

Kuadrupol analizorler dort adet paralel metal cubuk seti igerir [69, 70].
Voltajlarin sabit ve degisken kombinasyonu demir ¢ubuklarin ekseni boyunca m/z
degerlerinin dar bir bantta iletimine izin verir. Siire ile birlikte voltaj degisimiyle, bir
kiitle spektrumu elde edilen, m/z degerleri araliginda tarama yapilmas1 miimkiindiir.
Tarama moduna alternatif olarak, kuadrupoller spesifik m/z degerlerini izlemek i¢in
ayarlanabilir; sonrasinda baska bir m/z degeri eklenebilir. Bu teknik hedef analitin
Olctim limitlerinin belirlenmesinde kullanighdir. Ciinkii dedektor analit tarafindan
tiretilmeyen iyonlar1 taramak yerine spesifik iyonlar1 taramak i¢in zaman harcar.
Adim birka¢ milisaniye icinde gerceklestirilebilir ve m/z degerlerinden olusan bir
panel, cesitli analitlerin saptanmasi i¢in kullanilabilir [70].

Iyonlar, azot ya da argon gibi bir inert gaz ile fragmentasyona maruz birakilir,
bu siire¢ carpisma indiiklii disosiyasyon (CID) olarak adlandirilir [69, 70].
Pargalanma hiicresi de kuadropollerden bir tanesidir. Diisiik basingta gerekli gaz ile
fragmentasyonun yapilabilmesi ve iyonlarin iletilebilmesi i¢in tasarlanmistir.
Ozellikle kullamsgli bir kiitle spektrometrisinde parcalanma hiicresi diger iki
kuadrupoliin arasinda yer alir. Bu diizenlenme ii¢lii kuadrupol kiitle spekterometresi
(tandem MS) olarak isimlendirilir. Tandem MS’in avantaji tek evre kiitle analizlerine
gore analiz hassasiyetinin 6nemli derecede yiiksek olmasidir [70].

2.6.4.2.1. Coklu Reaksiyon izleme (MRM)

Coklu reaksiyon izleme; hem Q1 hemde Q2’nin daha 6nceden belirlenmis
ana iyon ve fragment iyon ciftlerini saptamasidir (Sekil 2.4). Bu yontem oldukca
yiiksek secicilik ve hassaslik kazandirir ve ESI-MS/MS kantitasyon c¢aligmalarinda
oldukg¢a yaygin bir bicimde kullanilmaktadir [69].
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Sekil 2.4: Coklu Reaksiyon Izleme (MRM)

Ik ve iigiincii kuadrupol es zamanli olarak farkli m/z degerlerini Slgebilir ve
ana iyon/fragment iyon ¢ifti paneli ¢ok sayida hedef analit igin spesifik bir bigimde
olusturulabilir. Bu mekanizma ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) olarak isimlendirilir
[70]. MRM o6l¢timii i¢in kullanilacak kiitle spektrometresinde Q1 yalnizca ana iyonu
secmek i¢in ayarlanir. Segilen bu iyon fragmentasyon i¢in Q2 denilen parcalanma
hiicresine gecer. Spesifik fragment iyonu Q3’de tespit edilir. Q3 fragmentin
intensitesi zamana kars1 grafik haline getirilir. Bu sekilde 6rnekteki peptid miktari ile
korele kromatografik pik elde edilir [59].
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MATERYAL VE METOD

3.1. Hasta Secimi

Bu calismaya, Aralik 2012-Mart 2013 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Organ Nakli Merkezi’nde, canli vericiden bobrek transplantasyonu
yapilmis olan 18 yas tistli 18 (5 kadin-13 erkek) hasta alinmistir. Bu ¢aligma Helsinki
Bildirgesi uyarinca Akdeniz Universitesi Kurumsal Etik Kurulu etik standartlara
uygun olarak yapilmistir. Hastalarla ilgili yas, cinsiyet ve primer hastalifi gibi
demografik bilgiler toplanmistir. Enfeksiyon gelisen, ikinci defa transplantasyon
gerektiren hastalar calisma kapsamina alinmamistir. Calisma i¢in kan ve idrar
ornekleri transplantasyon operasyonundan 1 giin Once ve posttransplant 6. saatte
alinmistir.

3.2. Laboratuvar olciimleri

Calisma kapsamina alinan kisilerden, vendz kan oOrnekleri jelli biyokimya
tiipiine. Alinan kan 6rnekleri 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen
serumlar analiz zamanina kadar -80°C’de saklanmistir. Ayn1 zamanlarda toplanan
idrar 6rnekleri 3000 rpm’de 3 dk santrifiij edildikten sonra analiz zamanina kadar -
80°C’de saklanmistir. Glukoz, kan iire azotu (BUN), idrar kreatinin, serum total
protein, serum albumin, C-reaktif protein (CRP),idrar total protein ve serum kreatinin
rutin biyokimya ol¢iimleri ticari kit kullanilarak Cobas 8000 otoanalizdriinde (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya).0l¢tilmiistiir. Glomerular filtrasyon hiz1 (eGFR)
““Chronic Kidney Disease Epidemiology’” (CKD-EPI) formiilii kullanilarak
hesaplanmustir. Eritrosit sedimentasyon hizi Test 1 Alifax (Padova, italya) tam
otomatik analizorde Olc¢iilmiistiir. Hemoglobin seviyeleri Siemens ADVIA 2120
hematoloji analizériinde (Tarrytown, NY, USA) ol¢iilmiistiir.

3.3. Kiitle Spektrometrik Analizler icin Ornek Hazirlanmasi

Rekombinant insan L-FABP, ThermoFisher Scientific (catalog # RP75549)
firmasindan temin edilmistir. Rekombinat insan netrin-1 proteini R&D systems
(catalog # 6419-N1-025/CF) firmasindan temin edilmistir.

3.3.1. L-FABP ve Netrin-1 proteinleri i¢in Triptik Peptid Kesimi

Proteinlerin triptik kesimi protein tanimlanmasi ve karakterizasyonu icin
proteomik calismalarinda standart bir yontemdir. MALDI-MS ve ESI-MS kiitle
spektrometri ¢alismalar1 Oncesi hizli, verimli, tekrarlanabilir ve kolay kesim
protokolii saglamak zorunludur. “In-Solution Digestion” kit protokolii kullanilarak
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triptik peptid kesimi yapilmistir. Kitin igerisinde kimotripsin ya da diger proteazlarin
rezidiial aktivitesi olmayan affinity-purified protein-sequencing grade tripsin
bulunmaktadir. Bu tripsin ile kesim islemi arjinin ve lizin rezidiilerinin karboksil
uclarina oldukga hassastir ve siirli sayida peptid fragmentlerinin olusumuna sebep
olur.

Triptik peptid kesim islemi icin “ProteoExtract all-in one trypsin digestion
kit” (Calbiochem catalog #650212, Darmstadt, Almanya) ticari kiti kullanilmistir. L-
FABP icin 50 pg protein iizerine 30 pl ekstraksiyon tamponu eklenerek isleme
baslanmistir. Netrin-1 proteini i¢in 25 pg protein tizerine 30 pl ekstraksiyon tamponu
eklenerek isleme baslanmistir. Kit prosediiri asagida ayrintili bir sekilde
anlatilmistir:

“In solution Digestion” islemi I¢in Kit icerigi

Extraction Buffer 1 (Cat. No. KP31470)
E-Buffer Solvent 1 (Cat. No. KP31471)
D-Buffer Reagent (Cat. No. KP31473)
Digest Buffer (Cat. No. KP31474)
Reducing agent (Cat. No. KP31475) 1
Blocking agent (Cat. No. KP31476)

G. Trypsin (Cat. No. KP31477)

Soliisyonlarin hazirlanmasi

2R ST OF P>

1. Extraction Buffer 1: (B) E-Buffer Solvent 1’in tamamini eklenmistir ve toz
tamamiyla ¢oziilmiistiir (final voliim 15 mL olacaktir).

2. Digest Buffer: D-Buffer Reagent (D) liyoflizatinin ¢6ziilebilmesi i¢in 0,5 mL
digest buffer solution kullanilmistir ve total voliimii vial (E)’ye transfer
edilmistir. Dikkatli bir bigimde karistirilmistir.

3. Reducing agent: 120 pl ultra saf su ile ¢oziilmiistiir.
4. Blocking agent: 120 pl ultra saf su ile ¢oziilmiistiir.
S. Trypsin: Her bir viale 50 pl ultra saf su ile ¢oztilmiistiir.

Deney Prosediirii:

Piirifiye protein standartlar1 ve protein ¢oktiirme islemi (Boliim 3.3.4’e bakiniz)
yapilan serum ve idrar Orneklerinin herbiri 30 pl Extraction Buffer 1 iginde
tamamen ¢oziilmiistiir ve 15 dk 10000 x g’de santrifiij edilmistir. Stipernatantin 25
ul’si yeni bir tiipe transfer edildmistir ve iizerine 25 ul Digest Buffer eklenmistir.
Karigimin tizerinel pl Reducing agent eklenmistir ve karistinnlmistir. 10 dk 37°C’de
inkiibe edilmistir. Ardindan 1siticidan ¢ikartililarak, Oda 1sisina gelmesini
beklenmistir ve 1 ul Blocking agent ile karigtinnlmistir. 10 dk oda 1sisinda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun sonunda 1 pl tripsin eklenmis ve karistirilmistir. Ardindan
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2 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra érnekler analiz igin -20°C’de
saklanmistir.

Kesimi zor olan ornekler i¢in ya tripsin konsantrasyonu iki katina ¢ikartilir ya
da inkiibasyon siiresi birka¢ saat daha uzatilabilir.

3.3.2. Plazmadan Yiiksek Yogunluklu Proteinlerin Uzaklastirilmasi

Plazmadan yiiksek yogunluklu proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in Norgen
Biotek marka ProteoSpin™ Abundant Serum Protein Depletion Kit (Cat No: 17300,
Thorold, ON, Kanada) kullanilmistir.

ProteoSpin™ Abundant Serum Protein Depletion Kit, albumin, o-antitripsin,
transferin ve haptoglobin gibi major serum proteinlerini, serum ve plazma
orneklerinden hizli ve basit bir prosediir ile etkili bir bigimde uzaklagtirmak igin
kullanilmistir. Kit iyon- degisim mekanizmasina bagli olarak bu islemi gerceklestirir.
Sonug¢ olarak albumin yaklagik olarak %70, o-antitripsin %90, transferin ve
haptoglobin %350 oraninda uzaklagtirilabilir. Boylece ornegin kompleksligi biiyiik
oranda azaltilmig olur. Elde edilen eliie 6rnekler ileri LC-MS/MS ¢alismalari i¢in
hazir olur.

Deney Prosediirii:

Kolon Aktivasyonu:

Spin kolonlar toplama tiipleri ile birlestirilmis ve kolonun kapagini agilmstir.
Kolona 500 ul Wash solution G eklenmis ve kapagi kapatildiktan sonra 1 dk 6700 x
g’de santrifllj edilmistir. Santifiij sonrasi alttaki tiipe akan s1v1 atilmistir. Bu iglem bir
kez daha tekrarlayanak kolon aktivasyonunu tamamlanmaistir.

Ornek Hazirlama:

50 ul serum oOrnegi 450 pwl Wash solution G ile dilue edilmis ve iyice
karigtirilmastir.

Protein Baglama:

Toplam 500 ul dilue serum 6rnegi aktive edilmis kolonun {izerine eklenmis
ve 1 dk 6700 x g’de santrifiij edilmistir ve toplama tiipline akan siv1 atilmistir. Spin
kolon tekrar toplama tiipii izerine yerlestirilmistir.

Kolon yikama:

Kolona 500 pl Wash Solution G eklenmistir ve 1 dk 6700 x g’de santrifijj
edilmistir. Toplama tiipiine akan kisim atilmistir ve kolon toplama tiipii ile yeniden
birlestirilmistir. Yikama islemi toplamada iki kez yapilmistir.

Protein Eliisyonu ve Notralizasyon:

Protein Neutralizer (18.6 pl) temiz eliisyon tiiplerine eklenmistir. Spin
kolonlar1 eliisyon tiiplerine transfer edilmistir. Uzerine 100 pl Elution Buffer C
eklenmistir ve bagl proteinleri eliie etmek i¢in 1 dk 6700 x g’de santrifiij edilmistir.
Eliisyon islemi ayni1 santrifiij tiiplinde bir kez daha tekrarlanmistir.
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Bu iselemler ile yaklasik %70 albumin, %90 antitripsin, %50 transferrin ve
haptoglobin uzaklagtirllmigtir. Serum Ornegi ileri LC-MS/MS c¢alismalart igin
hazirdir.

3.3.3. Idrar Konsantrasyon Islemi

Total protein igerigi toplam 1.5 ml idrar drneginden, Norgen Biotek marka
ProteoSpin™ Urine Protein Concentration Micro Kit (Cat No: 17400, Thorold, ON,
Kanada) kullanilarak elde edilmistir. ProteoSpin™ Urine Protein Concentration
Micro Kit kiiciik hacimli idrar orneklerinin protein igeriginin hizli ve basit bir
prosediir ile konsantre edilmesi i¢in kullanilmistir. Saflastirma Norgen tescilli iyon
degisim spin kolon kromatografisi prensibi ile yapilmaktadir. Idrar proteinleri kolona
baglanir, tuzlar spesifik olmayan materyaller ornekten uzaklastirilir. Dilue idrar
sollisyonunun konsantre edilmesi ve tuzlarin uzaklastirilmasi islemi LC-MS/MS gibi
ileri ¢alismalar i¢in uygun protein 6rneklerinin hazirlanmasina olanak saglamaktadir.

Deney Prosediirii:

idrar Orneklerinde pH Ayarlanmast:

Idrar protein &rnegi hazirlamada en onemli adim, kolona uygulanan
sollisyonun pH ayarmin diizgiin yapilmasidir. Kisilerin asit-baz durumuna bagh
olarak, idrar 6rneginin pH aralig1 4.5-8 araligindadir. Idrar proteinlerini konsantre
edebilmek i¢in, idrar 6rneginin pH’s1, baglanma pH’s1 3.5 olmalidir.

Toplamda 1.5 ml idrar 6rnegine 60 ul Binding Buffer A eklenmistir ve iyice
karigtirilmistir. pH’nin 3.5 oldugu pH stripleri ile dogrulanmistir. Eger gerekli ise bir
miktar daha Binding Buffer A eklenebilir.

Kolon aktivasyonu:

Spin kolonlar1 toplama tiipleri ile birlestirilmis ve kolonun kapagini
acilmistir. Kolona 500 pl Wash solution C eklenmis ve kapagini kapatilmistir. Kolon
toplama tiipleri igerisinde 2 dk 3300 x g’de santrifiij edilmitir. Toplama tiipleri i¢ine
akan s1v1 atilimistir. Kolon yikama islemi toplamda iki kez yapilmistir.

Protein Baglama:

650 pl pH’1 ayarlanan idrar 6rnegi aktive kolona eklenmistir. 2 dk 3300 x
g’de santrifiij edilmistir. Toplama tiipiine akan siv1 atilmigtir. Spin kolonu toplama
tiipii ile yeniden birlestirimistir. Ayn1 spin kolana 650 pl daha pH’1 ayarlanan idrar
ornegi eklenmis ve devamindaki islemler tekrarlanmistir.

Kolon Yikama:

Protein baglama islemi tamamlanan spin kolona 500 ul Wash solution C
eklenmistir ve 2 dk 3300 x g’de santrifiij edilmistir. Toplama tiipiine akan sivi
atilmistir ve spin kolonlar1 toplama tiipleri ile yeniden birlestirilmistir. Yikama islemi
ayni sirada bir kez daha yapilmigstir.
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Protein Eliisyonu ve pH Ayarlamasi

Elution Buffer C 10 mM sodyum fosfat icerir (pH 12.5). Temiz eliisyon
tiiplerine 9.3 pl Protein Neutralizer eklenmistir. Yikama islemi tamamlanan spin
kolonlar eliisyon tiipii iizerine yerlestirilmistir. Uzerine 100 pl Elution Buffer C
eklenmistir ve bagli proteinleri eliie etmek icin 2 dk 3300 x g’de santrifiij edilmistir.

3.3.4. Protein Coktiirme Islemi

Protein ¢oktiirme islemi icin Calbiochem marka ProteoExtract® Protein
Precipitation Kit (Cat. No. 539180, Darmstadt, Almanya) kullanilmistir. Bu kit ile
“Plazmadan Yiiksek Yogunluklu Proteinlerin Uzaklastirilmas1” islemine tabi
tutulmus serum ornekleri ve “Idrar Konsantrasyon Islemi” uygulanmis idrar
orneklerinde bulunan protein igeriginin, konsantrasyon ve armndirma islemi
gerceklestirilmistir.

Proteomik 6rnek analizleri genellikle elektroforetik yontemler veya enzimatik
kesim uygulamalari, tamponlar, tuzlar ve deterjan gibi protein olmayan yabanci
maddelerin varligir ile engellenmektedir. Buna ilaveten soliisyonlarda bulunan
proteinler siklikla ileri deneyler icin ¢ok dillie bir sekilde bulunurlar. Protein
presipitasyonu hem proteinleri konsantre eder hemde interferans veren maddelerin
tek adimda uzaklastirilmasini saglar. ProteoExtract® Protein Precipitation Kit cesitli
kaynaklardan alinan proteinlerin hem konsantre edilmesi hem de temizlenmesi i¢in
hizli ve etkili bir ¢oziimdiir. Proteinleri c¢oktiiriirken, deterjan, tampon icerikleri,
tuzlar ve diger interferans verebilecek maddeler sivi kisimda kalir. Coktiiriilen
proteinler ileri deneyler icin kullanilacak uygun tamponlarin icerisinde kolay bir
sekilde yeniden ¢oziiliir.

Reaktif hazirlama:

Kit ilk kez calisilacaginda Precipitation Agent ve Wash Solution
hazirlanmali ve -20°C’de saklanmalidir.

1.Precipitation Agent hazirlanmasi:

Precipitant 1 sisesnin igerisine 1.7 ml Precipitant 2, 1.7 ml Precipitant 3, 1.7 ml
Precipitant 4 cklenmis ve iyice karstirilmistir. Bu karisim Precipitation Agent
olarak isimlendirilir. Precipitation Agent -20°C’de 2 ay saklanabilir.

2. Wash Solution hazirlanmasa:
150 ml yiiksek kalite etanol, Wash Solution sisesine eklenmis ve iyice
karistirtlmistir. Bu soliisyon -20°C’de 1 y1l saklanabilir.

Deney Prosediirii:

Konik tabanli mikrosantrifiij tiipiine 200 ul 6rnek ve 800 pl soguk (-20°C)
Precipitation Agent eklenmistir ve iyice vortex yapilmistir. Ardindan 60 dk -20°C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde érnek 10 dk 10000 x g’de (14000
rpm) oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Ardindan siipernatant dikkatli bir sekilde
pelleti dagitmadan tamamen aspire edilerek uzaklastirilmigtir. Pellet 500 pl soguk (-
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20°C) Wash Solution ile yikanip ve vorteks yapilmistir. 2 dk 10000 x g’de (14000
rpm) oda sicaklifinda santrifiij edilmistir. Siipernatant dikkatli bir sekilde pelleti
dagitmadan tamamen aspire edilerek uzaklastirilmistir. Yikama islemi toplamda 2
kez yapilmistir. Yikama islemleri bittikten sonra, pellet, oda sicakliginda tiipiin
agzin agik birakarak 5 -10 dk kadar kurumaya birakilmistir.

Kuruyan pellet iizerine triptik kesim i¢in uygun olan tampon konularak
boliim 3.3.3’de anlatilan ProteoExtract all-in one trypsin digestion kit kullanilarak
triptik kesim islemine tabi tutulmustur.

3.4. Proteomik Teknikler

3.4.1. MALDI TOF Kiitle Spektrometri Calismalari

Netrin-1 ve L-FABP proteinlerine ait ana iyon ve fragment iyon piklerinin
belirlenmesi i¢cin Shimadzu Biotech marka AXIMA-Performance model Matriks
Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu Kiitle Spektrometresi (MALDI TOF-
MS/MS) (Shimadzu, Manchester, UK) cihaz1 kullanilmistir.

3.4.1.1. MALDI TOF-MS/MS Cihazinin Kalibrasyonu

MALDI-TOF-MS/MS cihazin1 kalibre etmek icin LaserBio Labs marka
MALDI TOFMix™ kit (Cat No: SHZ-001) kullanilmustur.

Kit Icerigi:

1. TOFMix™ sekiz peptidli kalibrasyon standart:

2. a-siyano-4-hidroksisinnamik asit (CHCA) matriks

3. Standart diluent (Asetonitril/ultra saf su/trifluoroasetik asit (30:70:0.1))
4. Matriks diliient (Asetonitril/ultra saf su/trifluoroasetik asit (50:50:0.1))
CHCA Matriks Soliisyonunun Hazirlanmasi

Smg/ml CHCA matriksinin iizerine 1 ml matriks diliient eklenmis ve
matriksin tam olarak c¢oziinebilmesi i¢in 30 sn vorteks yapilmistir. Ardindan hava
kabarciklarmin yok edilmesi i¢in 30 sn spin yapilmistir. MALDI plate iizerinde her
bir spot i¢in hazirlanan bu matriks soliisyonundan 0.5 pl kullanilmstir.

TOFMix Standart Soliisyonunun Hazirlanmasi

TOFMicx stok tiipiine 50 pl standart diluent eklenerek ¢oziilmiistiir. TOFMix
stok tiip icerisinde ACTH 75 pmol/ ul, Bradikinin 200 pmol/ ul ve diger tiim
peptidler 50 pmol/ pl konsantrasyonunda bulunur. Standart igerisindeki peptidlerin
listesi tablo 3.1°de verilmistir. TOFMix stok soliisyonundan 2 pl almarak ve 23 ul
standart diluent ile dilue edilmistir. TOFMix soliisyonunun final konsantrasyonu
ACTH 6 pmol/ pl, Bradikinin 16 pmol/ pl ve diger tiim peptidler 4 pmol/ ul olur.
TOFMix soliisyonundan 0.5 pl alinip ve 384 kuyucuklu MALDI plagina ekilmistir.
Uzerine hizli bir sekilde 0.5 ul CHCA matrix soliisyonu eklenmistir. Spot iizerinde
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final konsantrasyon ACTH 3 pmol/ ul, Bradikinin 8 pmol/ pl ve diger tiim peptidler
2 pmol/ ul olmustur.

Tablo 3.1. TOFMix"™ Kalibrasyon Kitindeki Standart Peptidlerin Kiitle Degerleri

TOFMixTM Peptid Aminoasit Dizisi m/z Degeri
Bradikinin 1-7 RPPGFSP 757.3536

Angiotensin IT DRVYIHPF 1046.5764
Angiotensin I DRVYIHPFHL 1296.6848
Glul-Fibrinopeptid B EGVNDNEEGFFSAR 1570.7343
N-Asetil Renin Substrat | DRVYIHPFHLLVYS 1800.9817
ACTH clip 1-17 SYSMEHFRWGKPVGKKR 2093.1199
ACTH clip 18-39 RPVKVYPNGAEDESAEAFPLEF 2465.2523

3.4.1.2. MALDI TOF-MS/MS Cihazinda L-FABP ve Netrin-1 Protein Triptik
Standartlarinin m/z Degerlerinin Belirlenmesi

Tripsin enzimi ile kesilmis netrin-1 ve L-FABP standartlar1 a-cyano-4-
hidroksisinammik asid (a-CHCA) (LaserBio Labs, Sophia-Antipolis Cedex, Fransa)
(1:1, v/v) ile beraber MALDI- plate tizerine uygun spotlara ekilmistir. Peptidlerin
molekiiler iyonlari AXIMA Performance MALDI TOF-MS/MS (Shimadzu,
Manchester, UK) cihazinda pozitif iyon mudunda analiz edilmistir. Olgiimler
Reflectron modda 300-3000 Da araliginda yapilmistir. Kalibrasyon i¢in 757-2465 Da
araliginda peptidler iceren MALDI TOFMix kit (LaserBio Labs, catalog# SHZ-001,
Sophia-Antipolis Cedex, Fransa) kullanilmistir (Sekil 3.1). Tiim MS/MS analizleri
carpigma indiiklii ayirim (CID) kullanilarak yapilmistir.
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Data: cal_05.05.0001.B1[c] 5 May 2015 14:03 Cal: ref_peptide 5 May 2015 14:24
Shimadzu Biotech Axima Performance 2.9.3.20110624: Mode Reflectron, Power: 42, Blanked, P.Ext. @ 2300 (bin 99)
%Int. 691 mV[sum= 33867 mV] Profiles 1-49 Smooth Gauss 2 -Baseline 6
_ 1800.9817
100
90+
80+ 2465.2523
1804/0387

03 2093/1199

60+

o 1046 5764

40+
760.4383 1570.7343

30
757 3536 ‘

23 1830,0553
L ] 245011177

104 762 8852 15527401 5

0 l L - I‘H L L
500 1000 1500 i 2000 2500 3000 3500
m

Sekil 3.1. MALDI TOFMix ™ kalibrator spektrumu

L-FABP ve Netrin-1 proteinleri i¢in teorik triptik peptid kesim listeleri

http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msdigest
adresinden elde edilmistir (Sekil 3.2).

L(— @ nttpy//prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.. O ~ & || @ Ms-Digest x

lx‘s.: University of California, San Francisco | About UCSF | Search UCSF | UCSF Medical Center

Home | MS-Fit | MS-Taq | MS-Seq | MS-Pattern | MS-Bridge | MS-Digest | MS-Product | MS-Comp | DB-Stat | MS-Isotope | MS-Hom(

MS-Digest

IDatabase | User Protein v| Retrieve Entry by | Accession Number V'
Output [HTML V| Hits to file [] Name [lastres | |InTerm AA Limit

Digest Max. Missed Cleavages|1 |

[+] End Terminus Parameters - "
Abu (N-term) List of Entries(see instr )
Acetohydrazide (C-term) A P15497

< ide (DE)

Mods  |Acetyl (K)

Acetyl (N-term) Vi
Acetyl (R)

[+] Present Amino Acids(see instructions)

Perform Digest

Acetyl (Protein N-term)

Peptide Mass (8000 | to [4000.0
PRI Gin->pyro-Glu (N-term Q) (L
Variable VRIS (Protein N-term M)

Min Peptide Length
L.DE U \et-loss +Acetyl (Protein N-term M) Hide Protein Sequences []
Oxidation (M) Hide HTML Links []

Add (+) or remove (-) mods using menus & buttons below ||[Report Multiple Charges [
Frequent hd bhmnho (STY) b Bull Breese Indicies [] HPLC Indicies [J
+

'Separate Proteins O
For digestion of a user supplied sequence select User Protein above.

MKAVVLILAVLFLTGSQARHEWQODDPQSSWDRVKDFATVYVEAIKDSGRDYVAQFEASALGKQLNLKLLDNWDTLASTL
SKVREQLGPVIQEFWDNLEKETASLRQEMHKDLEEVKQKVQPYLDEFQKKWHEEVEIYROQKVAPLGEEFREGARQKVQEL
QDKLSPLAQELRDRARAHVETLRQQLAPYSDDLRORLTARLEALKEGGGSLAEYHAKASEQLKALGEKAKPVLEDLRQGL
LPVLESLKVSILAAIDEASKKLNAQ

User Protein

Sekil 3.2. Teorik Triptik Peptid Kesimi i¢gin Kullanilan Web Sitesi
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http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msdigest

Kiitle spektrum taramasindaki m/z degerleri, teorik m/z listeleri ile
karsilastirilmis ve her iki protein i¢in en uygun ve tekrarlanabilirligi en yiiksek iyon
ciftleri se¢ilmistir.

3.4.2. Elektrospray Iyonizasyon Kiitle Spektrometri Calismalar

Isaretli internal standart (Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA,
USA) iceren L-FABP ve netrin-1 triptik standartlar1 % 0.1’lik formik asid igeren
methanol (Merck, Darmstadt, Almanya) igerisinde hazirlanmistir. Optimize edilmis
coklu reaksiyon izleme metodu, ultra-hizli likid kromatografi (UFLC) tandem kiitle
spektrometre cihazi kullanilarak gelistirilmistir. UFLC sistemi (LC-20 AD UFLC
XR, Shimadzu Corporation, Japonya), LCMS-8040 iiclii kuadruol kiitle spektrometre
cihazi (Shimadzu Corporation, Japonya) ile eslestirilmistir.

Kromatografik ayrimlar, Inertsil HPLC kolon (ODS-4, 2.1 x 50 mm, 3 pum;
GL Sciences Inc. Tokyo, Japonya) kullanilarak 40°C kolon sicakliginda
gerceklestirilmistir. Peptidler akis hizi 0.4 ml/dk olan gradient eliisyon kullanilarak
ayrilmistir. Mobil faz A % 0.1 formik asid iceren distile su ve mobil faz B % 0.1
formik asid igeren metanol olarak belirlenmistir. Mobil faz B’nin gradient programi
% 20 (0 dk), % 44 (3 dk), % 95 (3.01-7 dk), % 95 (7.01-10 dk) ve % 20 (10.01-12
dk) olarak kullanilmigtir. MRM gegisleri her peptid ayr1 ayr1 otomatik olarak pozitif
elektrosprey iyonizasyon (ESI) modunda optimize edilmistir.

Pozitif ESI-MS modundan elde edilen m/z degerleri bulgular boliimiinde
verilmistir. L-FABP standartlarinin linear kalibrasyon araligi 6.25 pg/ml - 50 pg/ml
olarak secilmistir. Netrin-1 protein standartlarinin linear kalibrasyon araligi 1 pg/ml-
50 pg/ml olarak segilmistir. Her iki protein i¢in analiz siiresi 12 dk siirmistiir.
Proteinlere ait LC-MS/MS kalibrasyon egrileri Sekil 3.3 ve 3.4’de gosterilmistir.

B <> Calibration Curve/Spectium View

A calib Curve | A spectrum

Y =9,79346e-005X + 0
12 =0,9910935 1 = 0,9955368

Area Ratio

0,00 )

0,00
0,
0,
0,00:

0,00

0,002 ‘»
0,002
0,001

0,001

0 10 20 30 40  Conc. Ratio

Sekil 3.3. Netrin-1 LC-MS/MS Kalibrasyon Egrisi
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| <> Calibration Curve/Spectium View
A_ calib Curve | k. Spectrum
Y = 4,53454e-0058% + 0
"2 =0,9911850 r = 0,9955828
Area Ratio
0,003 £
0,002
0,002
0,002
0,002
0,001
0,001 : 3
0,001
0,001
] 2
0,000
] L
0,000- A T T T T T ”
10 20 30 40 Conc. Ratio

Sekil 3.4. L-FABP LC-MS/MS Kalibrasyon Egrisi

3.5. Netrin-1 Diizeylerinin ELISA Yéntemi Ile Belirlenmesi

Calismamizda idrar ve serum Ornekleri icerisindeki netrin-1 miktari ticari bir
enzim immunassay kit (Cloud-Clone, SEB827Hu 96 Tests, Houston, TX, USA) ile
Olciilmiistlir. Standartlar 0-1000 pg/ml araliginda hazirlanmistir. Kan ve idrar
orneklerindeki netrin-1 diizeylerinin 6l¢iimii {iretici talimatlarina gore yapilmistir.
Tiim O6rnekler ¢alisilarak kalibrasyon egrisi (Sekil 3.5) ile netrin-1 miktarlar1 pg/ml
olarak hesaplanmuistir.

1200

1000 +

800 +

600 +

Netrin1 {pg/ml)

400

200 +

O T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Absorbans 450 nm

Sekil 3.5. Netrin-1 ELISA Standart Egrisi
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3.6. L-FABP Diizeylerinin ELISA Yontemi Ile Belirlenmesi

Calismamizda idrar ve serum Ornekleri igerisindeki L-FABP miktar1 ticari bir
enzim immunassay kit (Cloud-Clone, SEB566Hu 96 Tests, Houston, TX, USA) ile
Ol¢iilmiistiir. Standartlar 0-100 ng/ml araliginda hazirlanmistir. Kan ve idrar
orneklerindeki L-FABP diizeylerinin 6lglimii {iretici talimatlarina gore yapilmustir.
Tiim Ornekler ¢alisilarak kalibrasyon egrisi (Sekil 3.6) ile L-FABP miktarlari ng/ml
olarak hesaplanir.

120 -

100 - &

80

60

40 -+

L-FABP {ng/ml)
L 2

20 A

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
,20 J
Absorbans

Sekil 3.6. L-FABP ELISA Standart Egrisi

3.7. Iistatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Sigma Stat (version 2.03) paket programi ile yapilmistir
ve p degeri <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Elde edilen verilerin
karsilastirilmasinda uygulanan istatistiksel metodlar bulgular kisminda ayrintili
olarak yazilmigtir.
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BULGULAR

4.1. Hasta Bilgileri ve Laboratuvar Degerleri

Hastalar ile ilgili bilgiler tablo 4.1’de ve rutin laboratuvar o6l¢iimleri tablo
4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1. Hastalara ait bilgiler (n=18)

N %
Erkek 13 72.2
Kadm 5 27.8
Primer Hastalik
Etiyoloji Bilinmiyor 8 44.4
Hipertansiyon 3 16.7
Tip 1 Diabetes Mellitus 2 11.1
Tip 2 Diabetes Mellitus 1 5.6
[laca bagl bobrek hasari 1 5.6
Mediiller Kistik Bobrek Hastaligi 1 5.6
Membrandz Glomerulonefrit 1 5.6
Nefrotik Sendrom 1 5.6
Renal Replasman Terapi
Hemodiyaliz 9 50
Peritonal diyaliz 1 5.6
Preemptif transplantasyon 8 44 .4

Hastalarin %72.2’s1 erkek ve % 27.8’1 kadindir. Hastalarin transplantasyon
oncesi tedavilerine bakildiginda % 50’sine hemodiyaliz ve % 5.6’smna periton
diyalizi uygulanmistir. Hastalarin % 44.4’linde etiyoloji bilinmemektedir. Primer
hastaliklar incelendiginde %16.7 ile hipertansiyon birinci sirada yer almaktadir.
Hastalar ile ilgili tiim veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Veriler ile
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ilgili referans degerleri de tablo 4.2°de gosterilmistir. Istatistiksel analizler Sigma
Stat (version 2.03) paket programi kullanilarak yapilmistir.

Tablo 4.2. Hasta Laboratuvar Degerleri

Parametre Pre-KTx Post-KTx 6.saat Referans
Ortalama + SD Ortalama + SD Degerler
(n=18) (n=18)

Glukoz (mg/dl) 107.44 £ 48.39 ND 74 - 106

BUN (mg/dl) 63.83 £22.17 ND 6-20

Serum Kreatinin (mg/dl)  7.40 £ 1.73 4.30 £ 0.94%* 07-12

CKD-EPI eGFR 8.30£1.77 18.80 £5.62* 60 - 150

(ml/dk/1.73 m®)

Serum Total Protein 7.16 £0.56 ND 6.6 —8.7

(/dl)

Serum Albumin (g/dl) 4.61 £0.32 ND 3.97 -494

CRP (mg/dl) 0.69 +£0.94 0.70 £0.67 0-0.5

Sedimentasyon hizi 24.24 +12.82 ND 0-20

(mm/saat)

Hemoglobin(g/dl) 10.89 £ 1.77 ND 12-16

Idrar Total Protein (spot) ~ 133.70 + 95.15 18.30 £ 10.71* 0-15

(mg/dl)

Idrar Kreatinin (spot) 63.99 + 35.52 15.30 £ 4.09* 39 -259

Spot Idrar 274 +£2.74 1.20 £0.68 0-0.2

Protein/Kreatinin

Yas 38.83 + 14.76

KTx, renal transplantasyon; ND, olciilmedi; BUN, Kan iire nitrojeni; CKD-EPI, Chronic kidney
disease epidemiology collaboration; eGFR, tahmini glomeriiler filtrasyon hizi; CRP, C-reaktif protein.
Istatistiksel analiz Paired t-test ve Wilcoxon Signed Ranks Test kullanilarak yapilmstir. *, p <0.001
vs. pre-KTx.

4.2. MALDI-TOF Kiitle Spektrometri Bulgular:

Insan L-FABP (GenBank accession number: AAAS52419.1) ve netrin-1
(GenBank accession number: AAD09221.1) proteinlerinin primer yapilar1 sirasi ile
tablo 4.3 ve tablo 4.4’de gosterilmistir.

LC-MS/MS sisteminde protein ayriminda 6n kosul, gecerli ve giiclii 6l¢tim
yontemi gelistirmek icin uygun ve 6zgiil yanit1 saglayan peptidlerin secimidir. Insan
L-FABP standartlarinin triptik fragmantlar ile yapilan hem MALDI-TOF-MS/MS
hem de LC-MS/MS calismalarinin verileri sonucunda, OFTITAGSK?’ (m/z 824)
triptik peptid iyonu MH" secilmistir. L-FABP icin, >’GVSEIVQNGKHFK® (MH",
m/z 723) ve “*VIQNEFTVGEECELETMTGEKVK® (MH", m/z 871) gibi baska
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triptik fragmentler de incelenmistir. Ancak bu iyonlar LC-MS/MS c¢alismalarinda
miktar tayini i¢in yetersiz sinyal alindig1 i¢in uygun bulunmamiglardir.

Tablo 4.3. insan L-FABP’nin Primer Yapisi

1 MSFSGKYQLQ SQENFEAFMK AIGLPEELIQ KGKDIKGVSE IVQNGKHFKJF TITAGSK]VIQ

61 NEFTVGEECE LETMTGEKVK TVVQLEGDNK LVTTFKNIKS VTELNGDIIT NTMTLGDIVF
121 KRISKRI

GenBank accession number: AAA52419.1. Secili olan sekans gozlemlenen *’FTITAGSK’ (m/z
824) triptik fragmentinin MH* iyonunu gostermektedir.

ETITAGSK’ (m/z 824) rezidiisiiniin triptik fragmenlerinin MALDI-TOF
kiitle spektrumu Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Data: LFABP_ms_0001.G1[c] 6 May 2015 17:46 Cal: ref_peptide 6 May 2015 9:40
Shimadzu Biotech Axima Performance 293 20110624: Mode Reflectron, Power: 80, Blanked, P Ext. @ 2300 (bin 99)

Yolnt. 83 mV[sum= 7465 mV] Profiles 1-90 Smoath Gauss 2 -Baseline 6

)
100 50 MH* 7

90 FTITAGSK l
80

T04

604

50

0] |
30] 7813995 8103147 |
o] 8162415

0] 8§ 7.8025

) .j

Sekil 4.1. L-FABP’in m/z 824 MH**’ana iyonunun MALDI-TOF MS spektrumu

YRTITAGSK® (m/z 824) MH" ana iyonunun CID ile elde edilmis b ve y
iyonlarinin MALDI-TOF MS/MS spekturumu Sekil 4.2°de gosterilmistir. Elde edilen
iyonlar sekanstaki pozisyonlarina bagl olarak numaralandirilmistir.
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Data: Ifabp_msms_0001.H2[c] 9 Jun 2015 16:27 Cal rei_peptide 9 Jun 2015 14:10 (CID of 824.83)
Shimadzu Bintech Axima Performance 2.9.3.20110624: Mode Reflectron, Power: 90, Gate: 822 76-B27.00, P.Ext. @ 2300 (hin 99)

%int. 2.7 mV[sum= 272 mV] Profiles 1-100 Smooth Av 50 -Baseline 150 \I’5
i + 4635573
100 MH
90] 50 57
FTITA[GSK
80 Y3
70
Ya
|
60 4
3624325 |
50 4

40 V3

304

20+

104

D_

Sekil 4.2. L-FABP’in m/z 824 MH**’ana iyonunun MALDI-TOF MS/MS spektrumu.

LC-MS/MS sisteminde kantitatif MRM analizleri i¢in secilen 50-57
rezidiisiiniin (ana iyon, m/z 824) fragment iyonunun y3 (m/z 291) iyonu oldugu
gosterilmistir (Sekil 4.5). y3 (m/z 291) fragment iyonu LC-MS/MS sartlar1 altinda en
yiiksek intensiteye sahip iyon olarak gozlemlenmistir. Bu sebeple, MRM transisyonu
icin muhtemel en hassas iyon ciftidir.
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Tablo 4.4. insan Netrin-1 Proteininin Primer Yapisi

1 MMRAVWEALA ALAAVACLVG AVRGGPGLSM FAGQAAQPDP CSDENGHPRR CIPDFVNAAF
61 GKDVRVSSTC GRPPARYCVYV SERGEERLRS CHLCNASDPK KAHPPAFLTD LNNPHNLTCW
121 QSENYLQFPH NVTLTLSLGK KFEVTYVSLQ FCSPRPESMA IYKSMDYGRT WVPFQFYSTQ

181 CRKMYNRPHR APITKQNEQE AVCTDSHTDM RPLSGGLIAF STLDGRPSAH DFDNSPVLQD

241 WVTATDIRVA FSRLHTFGDE NEDDSELARID SYFYAVSDLQ VGGRICKCNGH AARCVRDRTD

301 SLVCDCRHNT AGPECDRCKP FHYDRPWQRA TAREANECVA CNCNLHARRC RFNMELYKLS
361 GRKSGGVCLN CRHNTAGRHC HYCKEGYYRD MGKPITHRKA CKACDCHPVG AAGKTCNQTT
421 GQCPCKDGVT GITCNRCAKG YQQSRSPIAP CIKIPVAPPT TAASSVEEPE DCDSYCKASK

481 GKLKINMKKY CKKDYAVQIH ILKADKAGDW WKFTVNIISV YKQGTSRIRR GDQSLWIRSR
541 DIACKCPKIK PLKKYLLLGN AEDSPDQSGI VADKSSLVIQ WRDTWARRLR KFQQREKKGK

601 CKKA

GenBank accession number: AAD09221.1. Secili olan sekans gézlemlenen
"DSYFYAVSDLQVGGR? (m/z 839) triptik fragmentinin MH*? iyonunu gostermektedir.

Insan netrin-1 protein standartinin MALDI-TOF MS/MS ve LC-MS/MS
deneysel calismalari sonucunda *’°DSYFYAVSDLQVGGR** (m/z 839) MH"™
peptid iyonunu kantitasyon yapmak i¢in secilmistir. Secilen m/z 839 ana iyon
digimnda  MH"”  *PHCHYCKEGYYR™  (mz 7290 ve  MH"
1 ACDCHPVGAAGKTCNQTTGQCPCK*® (m/z 798) iyonlari gibi baska
tyonlar lizerinde de kiitle spektrometrik deneyler yapilmistir. Ancak bu iyonlardan
elde edilen yetersiz sinyaller sebebiyle LC-MS/MS sartlarinda kantitasyon i¢in
uygun olmadiklar1 goriilmiistiir. °DSYFYAVSDLQVGGR*** (m/z 839) MH**
triptik peptid iyonunun MALDI-TOF MS spektrumu Sekil 4.3’de gosterilmistir.
*"DSYFYAVSDLQVGGR** (m/z 839) ana iyonunun CID fragmentasyonu
sonucu y tipi iyonlar agirlikli olarak gozlemlenmistir. Bu iyonlar ana iyon
sekansindaki pozisyonlarina gore isimlendirilmistir. 270284 (MH** ana iyon, m/z
839) rezidiisiiniin y8 (m/z 831), y9 (m/z 930) ve yl1 (m/z 1164) fragment iyonlar1
gozlemlenmistir (Sekil 4.4). y8 (m/z 831), y9 (m/z 930) ve yll (m/z 1164)
fragment iyonlar1 LC-MS/MS sisteminde kantitatif MRM analizinde
kullanilmistir. Secilen bu fragment iyonlar LC-MS/MS sartlarinda en yiiksek
intensiteye sehiptir ve MRM transisyonlar1 i¢in en hassas sonuglar1 vermistir.
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Data: netrin_ms_0001 D1[c] 5 May 2015 1517 Cal: ref_peptide 5 May 2015 14:24
Shimadzu Biotech Axima Performance 2 9.3 20110624° Mode Reflectron, Power- 90, Blanked, P Ext. @ 2300 (bin 99)
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ekil 4.3. Netrin-1proteininin 7m/z 839 MH"*’ana iyonunun MALDI-TOF MS spektrumu.
p y p

Data: netrin_msms_§&35_0002.N1[c] 8§ Jun 2015 1527 Cal. ref_peptide 8 Jun 2015 12:08 (CID of 839.41)

%olnt. 4.0 mY[sum= 400 mY¥] Profiles 1-100 Smooth Av 50 -Baseline 150

Shimadzu Biolech Axima Performance 2.93.20110624: Mode Reflectron, Power: 150, Gate: 838 61-839.76, P.Ext @ 2300 (bin 99)
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ekil 4.4. Netrin-1proteininin VA ana iryonunun - spektrumu
kil 4.4. Netrin-1proteininin m/z 839 MH*ana iy MALDI-TOF MS/MS spek
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4.3. LC-MS/MS Metod Bulgular:

Netrin-1 ve L-FABP icin kiitle spektrometrik miktar belirleme deneyleri
UFLC sistem (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu Corporation, Japan), LCMS-8040
ticlii kuadropol kiitle spektrometresi (Shimadzu Corporation, Japan) ile kombine LC-
MS/MS siteminde optimize edilmis ¢oklu reaksiyon izleme metodu (MRM) ile
yapilmistir. MALDI TOF-MS/MS cihazi ile uyumlu olarak bulunan ana iyonlar ve
fragmentasyon iglemi sonrasinda belirlenen fragment iyonlarin listesi Tablo 4.5°de
verilmisgtir.

Tablo 4.5. LC-MS/MS Sisteminde Kullanilan Ana Iyon ve Fragment {yonlar

Protein Ana Iyon Fragment Iyon
1164.5
Netrin-1 839.2 0304
831.4
L-FABP 824.2 291.1
Internal Standart Ana iyon Fragment iyon
C¢-Fenilalanin 171.8 126.1

L-FABP’a ait triptik peptidlerde *’FTITAGSK’’ peptidi ana iyon olarak
analiz edilmistir. Bu peptide ait ana iyon m/z: 824.2 ve fragment iyon m/z: 291.1
degerleri MRM transisyonu olarak belirlenmistir. L-FABP protein standartinin LC-
MS/MS siteminden elde edilen ESI-pozitif iyon modna ait spektrum goriintiisii Sekil
4.5-A’da  gosterilmistir. L-FABP’nin alikonma zamani 2.057. dk olarak
gozlemlenmistir. Sekil 4.5-B’de CID fragmentasyonundan elde edilen y3 fragment
iyonunun spektrumu gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. L-FABP ESI-MS/MS Spectra. A) Insan L-FABP’nin pozitif iyon modunda elde edilmis
ornek kromatogram goriintiisii B) Fragmen iyon m/z 291.1 tandem mass spectra goriintiisii.

Netrin-1 proteinine ait triptik peptidlerde *DSYFYAVSDLQVGGR**
peptidi ana iyon olarak analiz edilmistir. Bu peptide ait ana iyon m/z: 839.2 ve
fragment iyonlar m/z: 831.4, 930.4 ve 1164.5 degerleri MRM transisyonu olarak
belirlenmistir. L-FABP protein standartinin LC-MS/MS siteminden elde edilen ESI-
pozitif iyon modna ait spektrum goriintiisii Sekil 4.6-A’da gosterilmistir. Netrin-1’in
alikonma zamam1 6.504. dk olarak go6zlemlenmistir. Sekil 4.6-B’de CID
fragmentasyonundan elde edilen y8, y9 ve yll fragment iyonunlarmin spektrumu

gosterilmektedir.
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Sekil 4.6. Netrin-1 ESI-MS/MS Spectra. A) Insan Netrin-1 proteininin pozitif iyon modunda elde
edilmis 6rnek kromatogram goriintlisii B) Fragmen iyonlar m/z 831.4, 930.4, 1164.5’¢ ait
tandem mass spectra goriintiisi.

Internal standart olarak '*C¢-Fenilalanin kullanilmastir. 13C¢-Fenilalanin icin
LC-MS/MS cihazinda yapilan optimizasyon deneylerinde kullanilan ana iyon m/z
171.8 olarak belirlenmistir. LC-MS/MS cihazinda kantitasyon i¢in iyon ¢ifti m/z
171.8 = 126.1 olarak kullanilmistir. Bu iyona ait fragment iyon spektrumu ve elde
edilen LCMS/MS piki Sekil 4.7°de gosterilmistir.

45



A) FA71,80=126.10(+)
| phenil alanin/0, 747
3000000 i

2500000 [
2000000 [

1500000 | [

Intensity (cpm)

1000000 | |

500000 f

05 1,0 1.5 2.0 25 .
min

Inten.
100 1261

715,

B)

50,

25

1255 126.0 126,5 miz

Sekil 4.7. internal Standart '*Cg-Fenilalanin LC-MS/MS verileri. A) LC-MS/MS pozitif iyon
modunda ¢ahisilmis internal standarta ait pik gdsterimi. B) Internal standartin m/z 171.8
MH**ana iyonununa ait LC-MS/MS fragment iyon spektrumu.

4.4. Netrin-1 ELISA ve LC-MS/MS Olciim Bulgular

Idrar netrin-1 dlgiimlerinin ELISA bulgular1 Sekil 4.8-A’da gdsterilmistir.
Tiim veriler ortalama +SD olarak verilmistir. Transplantasyon sonrasi (post-KTx)
diizeyler (0.65 £ 0.22 ng/mg kreatinin) ile karsilastirildiginda, transplantasyon oncesi
(pre-KTx) netrin-1 diizeyleri (0.58 + 0.68 ng/mg kreatinin ) daha diisiik bulunmustur.
Pre-KTx ve post-KTx idrar numunelerdeki ELISA ol¢iimlerinin dagilimi box plot
grafik verisi olarak gosterilmistir. Box plot grafik iizerinde, sifira en yakin sinir
%25°1ik alt ceyrekligi (Q1), kutunun ortasindaki c¢izgi ortancayr (Q2) ve sifir
cizgisine en uzak siir %75’1ik st ¢eyrekligi (Q3) gosterir. Alt ve iist sinirlar %10 ve
90°lik ¢eyrekleri veririler. Pre-KTx i¢in Q1,Q2 ve Q3 ELISA seviyeleri sirasiyla
0.19, 0.31 ve 0.76 ng/mg kreatinin olarak bulunmustur. Post-KTx icin Q1,Q2 ve Q3
ELISA seviyeleri sirasiyla 0.51, 0.63 ve 0.67 ng/mg kreatinin olarak bulunmustur.
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Sekil 4.8. Insan Netrin-1 proteininin idrar drneklerinde analizi A) Transplantasyon oncesi (Pre-KTx)
ve transplantasyon sonrasi (Post-KTx) idrar netrin-1 proteininin ELISA ile ol¢iimii B)
Pre-KTx ve Post-KTx idrar netrin-1 proteininin LC-MS/MS ile &lgiimii. Istatistiksel
analiz Wilcoxon Signed Rank Test ile yapilmistir.*, p =0.005 C) Insan netrin-1
proteininin ELISA ve LC-MS/MS 6lciimlerinin (ng/mg kreatinin) karsilastirilmasi. ki
metod arasindaki Sperman korelasyon katsayist 0.359 ve p=0.041
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LC-MS/MS metodu ile olgiilen idrar netrin-1 diizeyleri Sekil 4.8-B’de
gosterilmistir. Tiim veriler ortalama +SD olarak verilmistir. Post-KTx diizeyler
(354.81 £433.40 ng/mg kreatinin) ile karsilastirildiginda, pre-KTx netrin-1 diizeyleri
(118.03 £ 124,50 ng/mg kreatinin) anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0,005). Pre-
KTx ve post-KTx idrar numunelerdeki LC-MS/MS o6l¢iimlerinin dagilimi box plot
grafik verisi olarak gdsterilmistir. Pre-KTx icin Q1,Q2 ve Q3 LC-MS/MS seviyeleri
sirastyla 32.02, 51.85 ve 182.47 ng/mg kreatinin olarak bulunmustur. Post-KTx icin
Q1,Q2 ve Q3 LC-MS/MS seviyeleri sirasiyla 162.83, 241.94 ve 381.51 ng/mg
kreatinin olarak bulunmustur.

Idrar netrin-1 proteinin 6lgiimiinde kullanilan ELISA ve LC-MS/MS
yontemlerinin karsilastirilmast Sekil 4.8-C’de gdsterilmistir. Iki metod arasindaki

Spearman korelasyon katsayisi 0.359 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak
anlamlidir (p< 0.05).

Idrar numunelerinde &lgiilen insan netrin-1 proteini icin LC-MS/MS
validasyon parametreleri Tablo 4.6’da verilmistir. Olgiim tekrarlanabilirligi (intra-
day ve inter-day CV) ve dogrulugu (accuracy) netrin-1 protein standartlari igin
belirlenmistir. Genel olarak, netrin-1 icin LC-MS/MS metodu tekrarlanabilirlik
gostermektedir.

Tablo 4.6 Insan Netrin-1 proteini i¢in validasyon parametreleri

Standart Intra-day CV Inter-day CV Accuracy
(ng/ml) (n=3) (n=3) (n=3)

10 10.65 % 7.21 % 105.8%
50 9.58 % 13.22 % 103.7%

CV, varyasyon katsayisi. Intra-day CV parametresi igin standartlar ayni giin igerisinde tekrarlt bir
sekilde analiz edilmistir. Inter-day CV parametresi igin standartlar en az 2 giinden fazla tekrarli bir
sekilde analiz edilmistir.

Transplantasyon oncesi ve sonrast ELISA ve LC-MS/MS metodlar1 6lgiilen
serum netrin-1 degerlerinde istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisim
gozlemlenmemistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Serum Netrin-1 Degerleri A) ELISA sonuglarit B) LC-MS/MS sonuglari

4.5. L-FABP ELISA ve LC-MS/MS Olciim Bulgular

Idrar L-FABP &lgiimlerinin ELISA bulgular1 Sekil 4.10-A’da gosterilmistir.
Tiim veriler ortalama+SD olarak verilmistir. Transplantasyon sonrast (post-KTx)
diizeyler (3.59 + 1.02 pg/mg kreatinin) ile karsilastirildiginda, transplantasyon oncesi
(pre-KTx) L-FABP diizeyleri (0.78 + 0.49 pg/mg kreatinin ) anlaml olarak diisiik
bulunmustur (p <0.001). Pre-KTx ve post-KTx idrar numunelerdeki ELISA
Ol¢iimlerinin dagilimi box plot grafik verisi olarak gosterilmistir. Box plot grafik
lizerinde, sifira en yakin smir %25’lik alt ¢eyrekligi (Q1), kutunun ortasindaki ¢izgi
ortancay1 (Q2) ve sifir ¢izgisine en uzak sinir %75’lik iist ¢eyrekligi (Q3) gosterir.
Alt ve st siirlar %10 ve 90’lik ceyrekleri veririler. Pre-KTx icin Q1,Q2 ve Q3
ELISA seviyeleri sirastyla 0.50, 0.81 ve 0.91 ng/mg kreatinin olarak bulunmustur.
Post-KTx i¢cin Q1,Q2 ve Q3 ELISA seviyeleri sirasiyla 2.92, 3.50 ve 4.14 pg/mg
kreatinin olarak bulunmustur.
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Sekil 4.10. Insan L-FABP’nin idrar 6rneklerinde analizi A) Idrar L-FABP transplantasyon oncesi
(Pre-KTx) ve transplantasyon sonrasi (Post-KTx) idrar 6rneklerinde ELISA ile 6l¢iimii
B) idrar L-FABP’nin pre-KTx ve post-KTx idrar 6rneklerinde LC-MS/MS ile 6l¢iimii.
Istatistiksel analiz Wilcoxon Signed Rank Test ile yapilmistir. *, p=0.002 C) Insan L-
FABP’nin ELISA ve LC-MS/MS ol¢iimlerinin (ug/mg kreatinin) karsilastiriimast. ki
metod arasindaki Sperman korelasyon katsayis1 0.345 ve p=0.049
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LC-MS/MS metodu ile olgiilen idrar L-FABP diizeyleri Sekil 4.10-B’de
gosterilmistir. Tim veriler ortalama +SD olarak verilmistir. Post-KTx diizeyler (1.32
+ 1.05 pg/mg kreatinin) ile karsilastirildiginda, pre-KTx netrin-1 diizeyleri (0.33 +
0.35 pug/mg kreatinin) anlamli olarak diisiik bulunmustur (p=0.002). Pre-KTx ve
post-KTx idrar numunelerdeki LC-MS/MS dl¢limlerinin dagilimi box plot grafik
verisi olarak gosterilmistir. Pre-KTx i¢in Q1,Q2 ve Q3 LC-MS/MS seviyeleri
sirastyla 0.14, 0.18 ve 0.44 pg/mg kreatinin olarak bulunmustur. Post-KTx icin
Q1,Q2 ve Q3 LC-MS/MS seviyeleri sirastyla 0.61, 0.89 ve 2.14 pg/mg kreatinin
olarak bulunmustur.

Idrar L-FABP &l¢iimiinde kullamlan ELISA ve LC-MS/MS y6ntemlerinin
karsilastirilmas1  Sekil 4.10-C’de gdsterilmistir. ki metod arasindaki Spearman

korelasyon katsayis1 0.345 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir (p<
0.05).

Idrar numunelerinde olgiilen insan L-FABP icin LC-MS/MS validasyon
parametreleri Tablo 4.7°de verilmistir. Olgiim tekrarlanabilirligi (intra-day ve inter-
day CV) ve dogrulugu (accuracy) L-FABP standartlar1 i¢in belirlenmistir. Genel
olarak, L-FABP i¢cin LC-MS/MS metodu 1iyi derecede tekrarlanabilirlik
gostermektedir.

Tablo 4.7 Insan L-FABP icin validasyon parametreleri

Standart Intra-day CV Inter-day CV Accuracy
(ng/ml) (n=3) (n=3) (n=3)
6.25 2.63 % 4.93 % 67%

12.5 1.28 % 2.59 % 73.5%

25 2.71 % 2.73 % 93.3%

50 0.77 % 0.95 % 103.8%

CV, varyasyon katsayisi. Intra-day CV parametresi igin standartlar ayni giin igerisinde tekrarlt bir
sekilde analiz edilmistir. Inter-day CV parametresi i¢in standartlar en az 2 giinden fazla tekrarli bir
sekilde analiz edilmistir.

Transplantasyon oncesi ve sonrast ELISA ile olciilen serum L-FABP
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisim gozlemlenmemistir
(Sekil 4.11). LC-MS/MS c¢alismasinda L-FABP o6l¢iimii yapilamamustir.
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TARTISMA

Son donem bobrek yetmezligi renal fonksiyonlarin geri doniisiimsiiz olarak
kayb1 ile karakterize ve hastalarin tireminin tehlikelerinden kaginmak i¢in diyaliz
yada transplantasyon gibi renal replasman tedavilerine ihtiya¢ duyduklar1 klinik bir
durumdur [71]. Bobrek yetmezligi, goriilme siklig1 giderek artan klinik sorunlardan
biridir. Tim sistemleri etkilediginden Oncelikle koruyucu onlemlerin alinmasi,
hastalik gelisince ilerlemesinin yavaglatilmasi ve uygun sekilde tedavi edilmesi
gereklidir. Zamaninda yapilan uygun miidahaleler sayesinde hem bobrek yetmezligi
ile miicadele daha etkin saglanmis olur hem de gelisebilecek komplikasyonlar
Onlenebilir [25]. Diyaliz veya transplantasyon gibi renal replasman terapi
uygulanmas1 SDBY tanisinin artmasi ile birlikte daha yaygin olmaya baglamistir.
Renal transplantasyon tercih edilen tedavi opsiyonu olmasi ile birlikte diyaliz ile
karsilastirildiginda hayat kalitesini arttiran bir yontemdir [72]. Renal transplantasyon
yasam kalitesini diizeltmesi ve maliyeti azaltmasi nedeniyle en iyi tedavi yontemi
olarak kabul edilmektedir. Bekleme listesindeki hasta sayisinda ve mortalitede artis,
diyalize baslanmadan hastalara renal transplantasyon yapilmasini giindeme
getirmistir. Preemptif renal trasplantasyon, son donem bobrek yetmezligi gelismeden
veya henliz gelismisken, diyalize baslanmadan ilk renal replasman tedavisi olarak
bobrek transplantasyonunun secilmesidir. Bu yaklasim hastalarda diyaliz nedeniyle
gelisebilecek  komplikasyonlart  ve tedavi maliyetlerini azaltabilir.  [73].
Calismamizda transplantasyon dncesinde 9 hastaya hemodiyaliz, 1 hastaya da periton
diyalizi uygulanmistir. Geriye kalan 8 hastaya ise preemptif renal transplantasyon
yaptlmistir.  Preemptif renal transplantasyon diyalize bagli gelisebilecek
komorbiditeleri 6nleme acisindan 6nemli bir alternatiftir.

Diabetes mellitus ve hipertansiyon gibi hastaliklar SDBY’nin Onde gelen
nedenleridir [74] ve kronik bobrek hasarmin artisinda en 6nemli risk faktorleridir
[75]. Calismamizda hastalarin yaklasik %@44’iinde primer hastalik etiyolojisi
bilinmezken, hipertansiyon %16 ile primer hastaliklarda ikinci sirada ve bunu
takiben diyabet primer hastalik yoniinden {i¢iincii sirada yer almaktadir.

Glomeruler filtrasyon hizi (GFR) renal fonksiyonun degerlendirilmesi i¢in
gereklidir. Optimum GFR belirteci yas, agirlik, kas kitlesinden bagimsiz olmali,
tubiiler sekresyon ve reabsorbsiyona ugramamali ve sabit hizda endojen
tiretilmelidir. Cr-EDTA ve iniilin gibi eksojen maddelerin renal klirensi GFR’nin
degerlendirilmesi i¢in altin standarttir. Ancak maliyet ve uygulanmasinin zor olmasi
nedeniyle bu maddelerin yerine kreatinin kullanilarak hesaplanan GFR ile renal
fonksiyonun degerlendirilmesi yaygin olarak kullanilmaktadir. Serum kreatinini tek
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basina bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek i¢in kullanilmamalidir. Glomeruler
filtrasyon hizi hesaplamak icin kullanilmasi tercih edilmelidir. Hesaplanmig GFR
(estimated GFR = eGFR) gercek GFR olmamakla birlikte eksojen bir madde ile
Olciilmiis GFR (measured GFR = mGFR) ile yiiksek korelasyon gostermektedir [15].
Calismamizda hastalarin GFR degerini yansitabilen serum kreatinini kullanilarak
olusturulmus formiil ile hesaplanmig CKD-EPI eGFR degerleri transplantasyon
oncesinde 8.30+1.77 ml/dk/1.73 m?* olarak bulunmustur. CKD 3 ay ya da daha uzun
sirelerde  GFR degerinin 60 ml/dk’dan daha diisiik degerlerde izlenmesi ile
tanimlanir [75].

Son yillarda renal transplantasyon komplikasyonlart i¢in efektif izlem siklikla
invazif prosediirlere baghdir. Klinik muhakeme ve serum laboratuvar degerleri yeni
nakledilen bobregin akut hasari i¢in uyari niteligi tagisa da, kreatinin artigi post-
transplant allograft hasarin etiyolojisini ayirt etmez. Tan icin altin standart bobrek
biyopsisidir. Ciinkii yalnizca etkilenen bobrek dokusunun histolojik incelenmesi akut
rejeksiyon, virlis enfeksiyonu veya tiibliler nekroz gibi hasar tiplerinin ayriminin
yapilmasini saglayabilir. Ancak ihtiya¢ olarak tekrarlanan doku biyopsisi hastalara
ek olarak post-operatif risk yiikler. Non-invazif olarak biyobelirteglerin izlenmesi
uzun yillardir ilgi ¢eken bir konu olmustur. Ameliyat sonrasinda bobrek hasari
duyarli ve spesifik biyobelirteglerin tanimlanmasi, sadece tekrarlanan invaziv izleme
riskini ortadan kaldirmaz; bunun yaninda transplantasyon hastalarinda post-operatif
komplikasyonlarin hizli ve dogru bir bicimde tanimlanmasi uzun donem greft
sagkalimi i¢in en iyi sansin yakalanmasini saglar. Buna ek olarak bu tarz yiiksek
verimli metodlarin kullanim1 biyolojik s1vi numunelerinde nispeten dakikalar i¢inde
potansiyel hastalik biyobelirteglerinin hizli bir sekilde Olglimiine izin verecektir.
Yararli klinik biyobelirteglerin tanimlanmasi1 ve bu Olgiimlerin gelistirilmesi ile
calisan arastirmacilar i¢in zorluk, tanimlanan herhangi bir klinik belirte¢ icin
validasyon calismalarinin var olmayisidir [76]. Klinik tablo ile korele edilen —omics
bulgular1 ya da biyobelirte¢ tanimlama girisimleri yapilirken hedefsiz yaklagimlardan
dolay1; kompleks hastaliklara klinik yaklagimda uygulanabilecek giiglii caligmalari
gelistirmek olduk¢a zordur. Bunun yani sira, proteomiks ve metabolomiksin bir alani
olan siiregelen biyobelirte¢ kesifleri, hastalik prosesinin daha iyi anlasilabilmesine
151k tutabilecek olan ileriki c¢alismalara rehberlik yapabilecek spesifik hasar
olusumlar1 i¢in potansiyel ve umut verici belirteglerin tanimlanmasi ile
sonuglanmaktadir. Post-transplant hastalarda akut rejeksiyon ve bobrek hasari igin
potansiyel biyobelirteg arastiran ¢ofu ¢alismaci, hasarda yiikselen belirtecleri
tanimlamak i¢in non-invaziv drneklerde arastirmalar yapmaktadir [76].

Bu caligmadaki amacimiz; daha 6nce yapilan ¢alismalar sonucunda bdbrek
hasarinda potansiyel biyobelirte¢ olabilecegi diisliniilen L-FABP ve Netrin-1
proteinlerinin 6l¢limiinde, renal transplantasyon hastalarindan toplanan kan ve idrar
ornekleri kullanilarak proteomik temelli yontemler ile yeni ve hassas metodlarin
gelistirilmesidir. Arastirma projesi tasarlanma siirecinde, yapilan literatiir
taramalarinda, bu proteinlerin renal transplantasyonda tanimlanmis herhangi bir
proteomik verisine rastlanmamistir. Bu diisiinceden yola ¢ikilarak her iki protein i¢in
yeni ve hassas bir proteomik 6l¢iim metodu gelistirilmesine karar verilmistir.
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Bu ¢alismada, insan idrar 6rneklerinden L-FABP ve netrin-1 proteini 6l¢iimii
icin gelistirilen LC-MS/MS metodu ve elde edilen sonuglar, ELISA ile elde edilen
Ol¢iim sonuclar ile karsilastirilmistir. Her iki metod klinik bir ¢alismanin dl¢iimlerini
yapabilmek i¢in gelistirilmistir. Bununla beraber tekrarlanabilirlikleri ve dogruluklari
belirlenmistir. Bildigimiz kadariyla, bu calisma insan numunelerinde LC-MS/MS
cihazt kullanilarak L-FABP ve netrin-1 konsantrasyonlarinin o6lgiildiigii ilk
caligmadir. Bu ¢alismada, klinik kisitlamalar ve ornek konsantrasyonu ile sinirh
numune hacimleri dikkate alinarak iyi derecede tekrarlanabilirlik saglayan kiitle
spektrometri yaklagimi optimize edilmistir.

Coklu reaksiyon izleme (MRM) modu ile protein miktar analizi, enzimatik
kesim sonrasi salinan bir ya da daha fazla proteotipik peptidin iyon gecislerinin
izlenmesi esasia dayanir. Metod gelistirmedeki ilk adim iyon ¢iftlerinin se¢imidir.
Proteotipik peptidler agik bir sekilde belirli bir proteini temsil peptidler olarak
tanimlanmaktadir. Hassas bir miktar Ol¢limiinde kullanilabilmesi igin segilen
peptidlerin hedef proteine spesifik olmasi gerekmektedir. Buna ilaveten, kantitasyon
icin kullanilan MRM gegisleri miimkiin oldugunca yogun olmali ve izlenen MRM
matriks kaynakli diger maddeler ile interferans gostermemelidir. Cogu zaman
unutulan diger bir kriter de peptid sekansindaki aminoasitlerin yapisidir. Peptidler ilk
aminoasit olarak sistein (C), metiyonin (M) veya glutamin (Q) icermemelidir. Ciinkii
bu aminoasitler kismi kimyasal modifikasyona duyarlidilar [77]. LC-MS/MS
sisteminde kantitatif MRM analizleri icin secilen L-FABP 50-57 rezidiisiiniin
(°FTITAGSK" ana iyon, m/z 824) fragment iyonunun y3 (m/z 291) iyonu oldugu
gosterilmistir. Buna gore L-FABP icin MRM analizlerinde 824 --> 291 iyon ¢iftinin
LC-MS/MS sartlar1 altinda en yiiksek intensiteye sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu
sebeple, MRM transisyonu i¢cin muhtemel en hassas iyon ciftidir. Netrin-1 proteinine
ait triptik peptidlerde *’’DSYFYAVSDLQVGGR*** peptidi ana iyon olarak analiz
edilmistir. Bu peptide ait ana iyon m/z: 839.2 ve fragment iyonlar m/z: 831.4, 930.4
ve 1164.5 degerleri MRM transisyonu olarak belirlenmistir.

Akut bobrek hasarinda belirte¢ olarak kullanisli oldugu bilinmesine ragmen,
triner L-FABP ELISA yontemi ile oOlgiilebilmektedir. ELISA Orneklerin tek tek
Olctimleri zor oldugu icin dezavantajlar1 olan, kiilfetli ve sonuglarin elde edilmesi
icin birka¢ giin gecikme yasanabilen bir yontemdir. Bu yiizden L-FABP AKI i¢in
yararli bir belirte¢ olmasina ragmen, sonuclar ¢ikana kadar gecikme zamani 6nemli
bir konudur. Acil ve yogun bakim hastalar1 i¢in, énemli olan konu, test sonuglari
hemen elde edilebilecek belirteglerin bulunmasidir [78].

Onceki bir galigmanin verilerine gore, 412 saglikli insandan toplanan idrar
orneklerinde oOlciilen L-FABP konsantrasyonlari, bireylerde 0.3-8.4 pg/g kreatinin
araliginda degisen degerlere gore ortalama 1.6 pg/g kreatinin olarak belirlenmistir
[79]. Renal alicilardan segilen hasta populasyonundan alinan idrar Orneklerinde
saptanabilir L-FABP konsanrasyonlarin1 belirlemeyi hedefledik ve L-FABP igin
6.25-50 ug/ml konsantrasyon araliginda linear standart egri kullandik.

Onceki calismalara benzer bir sekilde [56, 80], hem ELISA hem de LC-
MS/MS metodunda hasta degiskenligi ile iliskili olarak idrar L-FABP i¢in genis bir
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Olctim aralig1 belirledik. Akut bobrek hasar1 hastalarinda ELISA ile 6l¢iilen idrar L-
FABP diizeylerinin ortanca degeri 0.24 pg/mg kreatinin olarak rapor edilmistir [56].
Bu calismada, son donem bdbrek hastaligi hastalarinda ELISA ve LC-MS/MS
metodlari ile Slgiilen L-FABP seviyelerinin ortanca degeri sirasi ile 0.81 ve 0.18
pg/mg kreatinin olarak bulunmustur (Sekil 4.10-A ve B). Her iki yontem ile dlgiilen
idrar L-FABP konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir pozitif korelasyon tespit
edilmistir (Sekil 4.10-C).

Bu calismada L-FABP kantitasyonu i¢in kullanilan ELISA metodu insan
idrar 6rneklerinde dl¢lim i¢in valide edilmistir. ELISA metodu i¢in giin i¢i ve giinler
arast CV degerleri sirast ile <% 12 ve <%10 olarak belirlenmistir. Yaptigimiz bu
calismada, L-FABP LC-MS/MS analizleri icin giin ici ve giinler aras1 CV degerlerini
belirlenmistir ve her ikisi i¢in bu degerin %5’den diisiik oldugunu bulunmustur (tablo
4.7). Her iki yontem birbiri ile korele olmasina ragmen; ELISA 6lclimlerinde elde
edilen idrar L-FABP degerlerinin LC-MS/MS yontemine gore daha yiiksek oldugu
gbzlemlenmistir. Buna ilaveten her iki metoda da transplantasyon Oncesinde ve
sonrasinda Olgiilen L-FABP konsantrasyonlari arasinda anlamli bir fark oldugu
bulunmustur.

L-FABP azalmig peritiibiiler kilcal kan akisinin neden oldugu hipoksiye
cevap olarak idrarla atilir [41]. L-FABP geni iskemi-reperfiizyon hasar1 sebebiyle
olusan hipoksik strese yanit verir [81] ve sentezlenen L-FABP zararli lipid
peroksitlerine baglanarak bunlarin idrardan atilimini saglar [41]. Bu nedenle, L-
FABP’nin idrara atilimi tlibiiler hasarin siddeti ile iliskili olarak proksimal tiibiiler
epitel hiicrelerindeki stresi yansitir [82, 83].

Bir caligmada transplantasyon oncesinde ve transplantasyon sonrasi 4, 10, 24
ve 48. saatlerde seri L-FABP o6l¢timleri yapilmistir [84]. Bu ¢aligmaya gore, idrar L-
FABP diizeyleri transplantasyon sonrast 4. saatte yaklasik 4 kat artmistir ve
operasyonu takiben 48. saate transplantasyon Oncesi seviyelerinin altina diismiistiir.
Bu ¢aligmada, idrar L-FABP konsantrasyonlarinda benzer bir sekilde transplantasyon
oncesi 1ile karsilastirildiginda, transplantasyon sonrasi 6. saatte anlamli artig
gbzlemlenmistir (Sekil 4.10).

Yapilan bagka bir ¢alismada, renal transplantasyon sonrasi 0. Saat, 2. ve 6.
giinlerde L-FABP diizeyleri ol¢iilmiistiir. Bu calismada, 0. Saatte yiiksek idrar L-
FABP diizeyleri 6nemli bir risk faktorii oldugu ve uzun donemde zayif greft
fonksiyonun gostergesi oldugu belirlenmistir [85]. L-FABP i¢in idrar 6rneginde en
uygun zaman transplantasyon sonrasi 48. Saat oldugu rapor edilmistir. Ciinkii 48.
saatte gecikmis greft fonksiyon (DGF) ve yavas greft fonksiyon (SGF) i¢in en
belirleyici degerler (%83) elde edilmistir [84]. Tiim bu sonuglara bakildiginda, idrar
L-FABP diizeyleri de AKI i¢in yararli bir biyobelirtectir ve idrar L-FABP
kantitasyonu 6nemlidir. Ciinkii renal transplantasyon sonrasi L-FABP salinimindaki
artts DGF ve SGF’nin yiiksek olasiligin1 tahminde kullanilabilir.

Saglikli insanlardan toplanan idrar 6rneklerinde netrin-1 konsantrasyonunun
ortalama 0.057 + 0.022 ng/mg kreatinin oldugu rapor edilmistir [40]. AKI
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hastalarinda netrin-1 atilminin yaklasik 1000 kat arttigi bilindigi i¢in [39], bu
calismada renal alicilardan seg¢ilmis hasta grubunun idrar 6rneklerinde saptanabilecek
netrin-1 konsantrasyonlarimin dl¢giilmesi hedeflenmistir.

Daha 6nceki ¢aligmalara benzer bir sekilde [40, 86], hem ELISA hem de LC-
MS/MS metodunda hasta degiskenligi ile iligkili olarak idrar Netrin-1 icin genis bir
6l¢iim aralig1 gézlemlenmistir. Operasyon sonrasi renal transplant alicilarinda (n=17)
ELISA ile olciilen idrar netrin-1 diizeyleri (ortalama + SEM) 1.98 + 0.43 ng/mg
kreatinin olarak rapor edilmistir. Bizim c¢alismamizda, renal transplant alicilarinda
operasyon sonrast ELISA ve LC-MS/MS metodlar1 ile Olgiilen idrar netrin-1
konsantrasyonlari sirasi ile 0.65 £ 0.22 ve 354.81 + 433.40 ng/mg kreatinin olarak
belirlenmistir (Sekil 4.8-A ve B).

Farkl1 iki metod ile 6lgiilen idrar netrin-1 konsantrasyonlar1 arasinda anlamli
bir korelasyon gozlemlenmistir (Sekil 4.8-C). Bu ¢alismada netrin-1 kantitasyonu
i¢in kullanilan ELISA metodu insan idrar 6rneklerinde 6l¢iim i¢in valide edilmistir.
ELISA metodu i¢in giin i¢i ve glinler aras1 CV degerleri sirast ile <% 12 ve <%10
olarak belirlenmistir. Yaptigimiz bu c¢alismada, netrin-1 LC-MS/MS analizleri icin
giin i¢i ve glinler aras1t CV degerlerini sirasi ile <%13 ve < %11 olarak bulduk (tablo
4.6). 1ki yontemin sonuglar1 korele olmasina ragmen, LC-MS/MS 6lciimlerinde idrar
netrin-1 diizeyleri ELISA yontemine gore daha yiiksek seviyelerde bulunmustur. LC-
MS/MS  metodunda transplantasyon Oncesi ve sonrast idrar netrin-1
konsantrasyonlar1 anlamli bir farklilik géstermektedir. Ancak bu fark ELISA metodu
ile yapilan Olglimde bulunamamistir. Bu tutarsizlik netrin-1 ELISA yOntemiyle
transplantasyon Oncesi idrarlarinda belirlenen biiyiikk degiskenligin bir sonucu
olabilir.

Netrin-1’in bobrek patofizyolojisindeki rolii tam olarak bilinmemektedir.
Yapilan Onceki c¢alismalarda, netrin-1’in hayvanlarda iskemik hasar sonrasi
proksimal tiibiillerde ve insanlarda bobrek transplantasyonu sonrasinda proksimal
tiibiiler epitel hiicrelerinde ekspresyonunun arttigin1 gostermislerdir [39]. Bundan
bagka, netrin-1’in tiibiiler epitel hiicrelerinde fazla ekspresyonu oldugunda, iskemi-
reperflizyon indiiklii apoptozisin baskilandigi goézlemlenmistir [87]. Hayvan
caligmalari, lipopolisakkarit enjeksiyonundan, folik asit uygulamasi ve sisplatin
uygulamasindan sonra 1-3 saat sonra netrin-1 seviyelerinin anlamli olarak arttigini
gostermistir [39]. AKI hayvan modelindeki bu gozlemler netrin-1’in potansiyel
tiibiiler hasar biyobelirteci olabilecegini gostermektedir.

Serum kreatinin ve kan iire azotu 6l¢iimii, kreatinin klirensinin hesaplanmasi,
idrar sedimentinin mikroskobik incelenmesi ve radyolojik ¢aligmalar ile insanlarda
renal hastaliklarin belirlenmesi hassas ve spesifik degildir. Ayrica, bu parametreler
hastaligin erken zamanda teshisine izin vermez [88]. insanlarda AKI’nin tahmini icin
idrar netrin-1 Ol¢limiiniin yarar1 kardiyopulmoner baypas (CPB) geciren hastalarda
calisilmigtir [86]. Yapilan bu calismada AKI, CPB sonrasi serum kreatininindeki
%350 ya da daha fazla diisiis ile tanimlanmistir [86]. Serum kreatinini kullanilarak,
AKI ortalama CPB sonras1 48. saatte tespit edilebilmistir. Aksine, idrar netrin-1 CPB
sonrasi 2. saatte artmistir, 6. saatte pik yapmistir ve 48. saate kadar yiiksek
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degerlerde kalmistir. 6. Saatte idrar netrin-1 6l¢timii AKI i¢in gii¢lii ve bagimsiz bir
gostergedir. AKI’'nin siddeti, sliresi ve bunun yani sira hastanede yatis zamani ile
giiclii bir korelasyon gosterir. Ayni sekilde yiliksek netrin-1 seviyeleri operasyon
sonrasi renal transplant alicilarinda da raporlanmistir ve greft fonksiyonun iyilesmesi
ile netrin-1 seviyelerinin azaldig1 goriilmiistiir [40].

Sonug olarak; idrar netrin-1 seviyeleri AKI icin yararli bir biyobelirteg
olabilir [86] ve idrar netrin-1 kantitasyonu 6nemlidir. Ciinkil renal transplantasyonu
takiben netrin-1 atilimindaki azalma graft fonksiyonun iyilestiginin gostergesidir
[40]. Benzer sekilde, idrar L-FABP diizeyleri de AKI i¢in yararli bir biyobelirtectir
[53] ve idrar L-FABP kantitasyonu 6nemlidir. Clinkii renal transplantasyon sonrasi
L-FABP salinnmindaki artis DGF ve SGF’nin yiliksek olasiligin1 tahminde
kullanilabilir [84, 85]. Bu nedenle, idrar L-FABP ve netrin-1 6l¢iimlerini standardize
etme c¢abast Onceliklidir. Bizim ¢alismamiz, LC-MS/MS metodunun triptik kesim
sonrasi idrar L-FABP ve netrin-1seviyelerini 6lcmede referans bir yontem olarak
uygun bir segenek olabilecegini gostermistir. Greft yetmezligi ve baslica postoperatif
durumlar ile bizim sonuglarimizi iliskilendirebilmek i¢in daha fazla sayida hasta ile
yapilacak ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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SONUCLAR

Buldugumuz deneysel verilere gore sonuglarimizi su sekilde 6zetleyebiliriz:

L-FABP icin MALDI TOF MS/MS cihazinda en iyi sinyal cevabmni ve
tekrarlanabilirligi saglayan peptid **FTITAGSK’’ (m/z : 824) ana peptitidir. Bu
peptid icin fragmentasyon islemi yapildig1 zaman GSK y3 (m/z : 291) fragment
iyonu elde edilmistir.

L-FABP icin LC-MS/MS cihazinda yapilan optimizasyon deneylerinde
kullanilan ana iyon m/z 824 olarak belirlenmistir. L-FABP proteininin ¢ikis
zamant 2. dakika olarak belirlenmistir. LC-MS/MS cihazinda L-FABP
kantitasyonu i¢in iyon ¢ifti m/z 824> 291 olarak kullanilmistir.

MALDI TOF-MS/MS cihazinda netrin-1 proteinine ait
DSYFYAVSDLQVGGR® peptidi igin fragmentasyon islemi yapildigi
zaman SDLQVGGR y8 (m/z 831), VSDLQVGGR y9 (m/z 930) ve
YAVSDLQVGGR yl11 (m/z 1164) fragment iyonlar1 elde edilmistir.

Netrin-1 proteini i¢gin LC-MS/MS cihazinda yapilan optimizasyon deneylerinde
kullanilan ana iyonlar m/z 839 olarak belirlenmistir. Netrin-1 proteininin ¢ikis
zamani 6.5. dakika olarak belirlenmistir. Netrin-1 proteininin iyon ciftleri m/z
839 = 1164, 930, 831 olarak bulunmustur.

Bulunan bu iyon ¢iftleri literatiirde ilk kez tanimlanacaktir. Optimize edilen
metodlar referans metod olarak kullanilabilecektir.

Transplantasyon Oncesi ve sonrast serum netrin-1 degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli herhangi bir degisim gozlemlenmemistir.

LC-MS/MS metodu ile dlciilen idrar netrin-1 degerleri transplantasyon oncesi ile
karsilagtirildiginda  transplantasyon sonrasinda anlamli  olarak  artmigstir
(*=p<0.05). ELISA metodu ile dlciilen netrin-1 degerlerinde de ameliyat sonrasi
artis gozlemlenmistir ancak istatistiksel anlam goriilememistir.

Idrar netrin-1 proteinin lgiimiinde kullamlan ELISA ve LC-MS/MS
yontemlerinin  karsilastirilmast  sonucu 1ki metod arasindaki Spearman

korelasyon katsayis1 0.359 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir
(p< 0.05).

Caligmamizda transplantasyon Oncesi ve sonrast serum L-FABP sonuglarda
istatistiksel anlaml1 bir degisim gézlenmemistir.
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10.

11.

12.

13.

ELISA ve LC-MS/MS ile ol¢iilen idrar L-FABP degerleri transplantasyon oncesi
ile karsilastirildiginda ameliyat sonrasinda anlamli olarak artmistir (*=p<0.05).
L-FABP’nin renal transplantasyon sonrasi arttig1 saptanmistir.

Idrar L-FABP o&l¢iimiinde kullanilan ELISA ve LC-MS/MS yo6ntemlerinin
karsilastirilmas1 sonucu, iki metod arasindaki Spearman korelasyon katsayisi
0.345 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir (p< 0.05).

Her iki protein igin yapilan Ol¢limlerine bakilacak oldugunda; bobrek
hastaliklarinda potansiyel biyobelirte¢ olabilecek bu iki protein icin serum
Olgtimleri istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ vermemistir. Bobrek hastaliklari
icin idrar Ol¢limlerinin daha anlamli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada; insan serum ve idrar L-FABP ve Netrin-1 proteolizisi ve
devaminda LC-MS/MS cihazinda o6l¢iim ydnteminin kullanilabilir olacagini
gosterdik. Her iki protein i¢in LC-MS/MS cihazinda gelistirilen MRM 6l¢iim
metodu i¢in iyonizasyonu en iyi sekilde yapilan iyon giftleri se¢ilmistir. Bu
calisma sonucu olusturulan MRM metodlar1 farkli tipte birgok hastalik icin
cesitli biyolojik 6rneklerde 6l¢lim yapmak icin kullanilabilecektir.
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