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KISALTMALAR

sp .

: Nefrotik sendrom

: Glomeruler bazal membran

: Puromisin aminoniikleozid

: Human serum albumin

: Agoroz jel elektroforez

: Sodyum dodesil stilfat-Poliakrilamid jel elektroforez
: Izo elektrik fokuslama

: Minimal degisiklik hastalig:

: Bromcresol green

: Serum protein elektroforoezi

: Trigliserid

: Total kolesterol

: Yitksek yogunluklu lipoprotein

: Cok diisiik yogunluklu lipoprotein

: Diigiik yogunluklu lipoprotein

: Ara yogunluklu lipoprotein

: 2-merkaptoetanol

: Kazamlmig immun yetmezlik sendromu
: Ebstein barr virus

: Difteri bogmaca tetanoz

: Fokal segmental glomerulo skeleroz

: Insulin bagimls diabetes mellitus

: Insan I6kosit antijeni

: Interlokin-2

: Alfa fetoprotein

: Alfa-2 makroglobulin

: Haptoglobin

: Apolipoprotein B

: Apolipoprotein C-IT

: Apolipoprotein(a)

: Lipoprotein lipaz

. Lesitin kolesterol agil transferaz

: Fosfotidil kolin

. Hidroksi metil giutaril Ko enzim A

: Lipoprotein (a)

: Viicut kiitle indeksi

: Serum fizyolojik

: Etanol-Dietileter

: Amino naftol siilfonik asid

: Albumin/Globulin i
: Adriamisin
: Alfa-1 antitripsin |
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n'dr_(:)'m (NS), Glomeruler bazal membran (GBM) gegirgenliginin bozulmasryla
ak‘rorriblék\'illetin, dzellikle albuminin (segici proteiniiti) idrarla yaygin atilim ve

ain} yl_tnmﬂé bagl olarak bir seri metabolik fiziksel ve biyokimyasal degisiklikle ortaya

_1k"{ablo piitiinii olarak tammmlanagelmis bir olgudur. N.S. a damgasm vuran en
rotem serum albuminidir. NS de temel olay albumin kaybidir ve agur proteiniiridir.
Vun]a:--ﬁera;:l")ér hiperlipidemi, hipoalbuminemi ve odem, N.S. un dort temel klinik ve
q's.. ltam koydurucu 6zelligidir. Albumin ve bir grup protein kaybiyla ortaya ¢ikan
.'ol.é éohrash birgok sistemi ilgilendiren bozukluklar goriiliir. Her ne kadar NS renal
il 1_éi1diren patolojik sebeblere dayandinlsa da , NS da albumin ve diger plazma
in ' yapisal bozukluklarn varligimn ortaya konmasi ve genel sitotoksik ilaglarla
. puromisin aminoniikleozid (PAN), adriamisin (ADR) deneysel N.S.
abilmesi olaym sadece béibrege lokalize olamayacaBina igaret etmektedir (1-7).
Kl1 etyolojik faktoriin N.S. olusumuna neden oldugu bilinmektedir. Deneysel N.S.

$ aSmda glomeriiler hiicrelerden interlékin sahmimi patogenezde immunolojik

ol_d_l.is;runu da giiclendirmigtir (8). N.S. olusumundan sorumiu tutulan kompleks
etikleyici faktorlere ve multisistemik tutulumu olan birgok durumda da NS un
biydkimyasal parametrelerinin ortaya gikmasma ragmen N.S. olugumunda sadece

éfydpa_fbgeneze dikkat gekilmistir,

ormal msaﬂ"serum albumini (HSA), non-denaturan kogullarda agaroz jel (AGE) veya

sefat serum elektroforezinde protein boyalan ile goriintiilendiginde, genellikle
__aﬁbdik tek band olusturur (9). Daha 6nceki galigmalarda normal proteinlerin iire
natlifﬁéyonu sonucu daha katyonik izoformlarmin aynldif: tespit edilmigtir.
uminin pI degeri, kullanilan metoda gore 4.0-5.8 arasinda degisen bir degerdir(10).
.111__ .‘}Ok biiyiikk miktar1 67.000 Kd luk molekiiler agulikh monomeri ve geri kalan
olimerleri ve fragmanlandir, Affinite kromatografi ile saflagtuilmig HSA, SDS-
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: -e-ﬁdlgmde monometik-oligomerik olarak goriiliir(11). Nefrotik serumdan pstdoligand
graﬁSir ile saflastirilmug protein, % 1 agaroz jelinde, pH 4-7 arasinda izoelektrik
. [EF) ile aynistuthp anti-albumin antikorlan ile ve giimilg boyalan goriiniir hale

diginde, pl 4.7 etrafinda merkezlesmis bandlar seklinde goriiliir(1). Ure kullanilarak

ayer IEF yapilarak HSA nin genetik varyantlar1 aragtimlmug; normal albuminde
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'.V"[',DL(gok diigitk yogunluklu lipoprotein) ve LDL (digik yoZunluklu
: m i,’ﬁlundugu rapor edilmistir (3-6). Bu yapisal bozuklugun varligim bir kez
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ablo.1 Nefrotik Sendrom Nedenleri(13).

rimer Nefyotik Sendrom

_; | 1) Glomeruloneftit olmaksizin

. Minimal lezyon hastah (Idiopatik NS.)

Fokal segmental glomeruloskleroz (Idiopatik NS.)

Kongenital nefrotik sendrom
2) Glomeruloneftit ile birlikte
Mezengial proliferatif glomerulonefrit (Idiopatik NS.)
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‘Membranoproliferatif glomerulonefrit
-Membranﬁz nefropati

Akut postenfeksiyoz glomeriilonefrit

. . Viral (AIDS (kazamlmig immun yetmezlik sendromu), hepatit B,
. sitomegalovirus, EBV (ebstein barr virus) enfeksiyonlan v.b.)
e Bakteriyel (subakut bakteriyel endokardit, sant nefriti vb.)
e Paraziter (malarya, shistozoma vb.)
2) Malign Hastaliklar
. o Lenfoma ve 16semi
e Solid tiimérler (Wilms tliim&rii, karsinomlar vb.)
3)"Metabolik hastaliklar
¢ Diabetes mellitus
o ¢ Hipotroidi
- 4) Inflamatuar hastaliklar
- o Sistemik Lupus Eritematozus
o Sistemik Vaskulit
¢ Henoch-Schénlein purpuras:
B s Romatoid Artrit
~ 5) Diger Hastaliklar
| ¢ Orak hiicreli anemi
e Bdbrek ven trombozu
¢ Hemolitik iiremik sendrom
o/ Ekzojen Maddelere Bagl Nefiotik Sendromlar
1) Allerjenler(polenler, venomlar vb.)
2) Asilar (DBT (difteri bogmaca tetanoz)vb.)
3) Toksik maddeler(Agur metaller, altin, eroin vb.)
4) Taglar (kaptopril, penisilamin vb.)
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nefrotik sendrom tanumu, birbiti arasinda degisim gosterebilen 3 farkh
lojik goriiniimle uyumlu, nedeni bilinmeyen (nefrotik goriintimle uyumlu klinik

oden olan etkenin, tetigi ¢eken faktdrin tam olarak tamimlanamadigi ) klinik bir
\ ﬁmdur idiopatik nefrotik sendromda histopatolojik g6riiniim 3 gekilde olabilit.
.néfrotik sendromda 3 histo-patolojik durum s6zkonusudur (14):

1) Minimal change disease; % 85 (MCD)
2) Focal segmental glomeriiloskeleroz; % 10 (Fsgs)

3) Mesengial proliferasyon; %5

ezyoﬁiar farkl: farkls hastaliklarla ilgili degildir ancak progpozlan farkhdir. MCD ve

segmental glomerulosklerozun erken donemleri histopatolojik olatak ayurt

e_m_qyec'ék kadar birbirine benzer. Deneysel nefrotik sendrom modelleri de (amino

: :p__u'rbnﬂsin ile ratlarda) bu histopatolojik goriiniimle uyumludur. T'ek doz puromisin
raﬁarda minimal change nefrotik sendrom olusurken, tekiarlayan dozlarda
romisin -verildiginde progressif glomeriiloskleroz olustugu tespit edilmistir. Puromisin
nitkleozid glomeriil epitel hiicre apopitozuna neden olur (15). Tiim bunlar idiopatik
:éndromun, etyolojisi ve patogenezi bilinmeyen, bobrekte MCD, Fsgs ve
agial proliferasyon gibi degisik evrelerde degisik histopatolojik gériintimle uyumlu bir
.astahk.-b.l.dﬁguna isaret etmektedir(13).
: ‘

pét_ik‘neﬁ-otik sendrom primer bir hastaliktir Birgok iist solunum yolu enfeksiyonu (en
b oldugu diigiiniilen etkendir), allerjik reaksiyon ya da tablo.1 ve 2 de gdsterilen
cok -et_kén hastali1 tetikleyebilir ya da tekratlamasina neden olabilir. Hodgin lenfoma,

0zis' fl_mgoides (T cell maling lenfoma) ve diger birgok neoplastik olusumda da rapor

igtir. Paraneoplastik nefroz patofizyolojisi aydmnlatilamammstu. Insuline bagimls

s mellitus ( IDDM) olusumuyla MCD aras: iliski bulunmugtur (16,17).

atik NS nin ailesel siklsg1 gosterilmistir. HLA (Human Leucocyte Antigen)B 12,
RW 7, HLA-DRW 8 ve idiopatik N.S. aras: iliski tespit edilmistir. idiopatik N.S.
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emele dayandwan bagka calismalar da vardir. T4 ve T8 hiicrelerinin
5@gm gosteren galigmalar yapilarak bu hastaliin T lenfosit fonksiyonu
baglt olabilecegine igaret edilmigtir. N.S. da concanavalin ve fitohemaglutinin
. altivatorlere lenfosit direnci vardir. IL-2 (interlokin-2)reseptérleri
I;mal'iken, proteiniitik fazda artmigtir. Idiopatik N.S. un immunsupressif ve
ﬂda'-:.:.yamt vermesi, immunolojik patogenezi gOsteren Gnemli bir kriterdir.
de IgM den IgG olusumunun bozuk oldugu gosterilmigtir (18). Yine B
-I‘gG sentezinin diisiik oldugu gésterilmistir (19). Ancak bagka bit in-vivo
enej}SeI nefrotik ratlarda, Ig G nin normal iiretime karsm artmug katabolik
it 'ciiﬂnigtir (20).

'ij’héstahklaﬂa N.S. arasinda major histokompatibilite kompleksi genleti ile
ik temele dayal bir patogenetik iliski olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu da
un bébrek hasari olusumunun yanisua diger sistemik birgok degigime de
_1lece§i ya da difer sistemik degisimler sonucu renal hasarm olabilecegini
ektedir

diop&ﬁk Nefrotik Sendrom Olugumunu Tetikleyebilen Etkenler(13)

ar ve agn metaller:
~® Non-steroid'anti inflamatuar ilaglar;

> Tolmetin, indometazin, sulindak, 5-amino salisilik asit,
salisilat, zomepirak, pirpropen, naproksen, fenoprofen,
ibuprofen, diclofenak

D-penisilamin
Lityum

Civa, altin

Trimetadion




Yiyecek alletjisi
Ar sokmasi

Kbntakt dermatit, sarmagik, mege zehirlenmesi,

Karsinom,

- Sarkom,

_. Lenfositik l6semi,

» Hodgkin’s Hastalig1,
. Mikozis fungoides

Shistozoma hametobium infeksiyonu,
" EBV primer infeksiyonu,
- AIDS(?)

n__dr_o_rri patogenezinde glomeriiler gegirgenlik artist dnemlidir Idipatik nefrotik
U '."olay tam anlamiyla aydinlatilamamgti. Kapiller duvarda negatif yiiklii
erin kayb1 bununla ilgili olabilir.

iige_nifal Nefrotik Sendrom

NS__:"tanlmlamasma uyan ¢ogu genetik temele dayaly, birgok alt grub vardur.
g | bilineni “mikrokistik hastalik” olarakta bilinen, proksimal tubuler kistik
nlarm . goriildiigs hipoalbuminemi kadar hipogammaglobulineminin de siddetli
: olarak protein kaybmna bagh sekonder bulgularn (vendz tromboz,
dizthf-.:hiperkolesterolemi vb.) yanisira , birgok sistemik antitenin de (epilepsi
unal herni, geligme geriligi vb.) oldugu Finnish tipi kongenital NS.dir. Bu hastalikta tip-

Jen, laminin, Ig ve kompleman tespit edilememigtir (21). Finnish tipi NS otozomal
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gunu'gﬁstenr gallsmalaz da vardu. Tiim bunlar Finnish tipi kongenital NS nin

eminde, bir gok klinik durumun yaninda, renal protein kaybmin da oldugu bir

uguna 'igaret eder(13).

: f(nefropati, erkek psédohermafiotizm, Willm’s tiimérii ), Galloway-Movat
mikrosefal, giral abnormalite,tenal defek) (22), dier Snemli kongenital NS
: unla]:m yanmda kongenitai NS mukopolisakkaridozlarda, infantil sialik asid

liigmdé; karbohidrat yetmezlikli glikoprotein sendromu, nail-patella sendromu ve

dromu gibi durumlarla da birlikte olabilir.

NS nin diger nedenlerinde de, renal patolojinin yamsira tiim sistemleri

p‘é_t‘(j)'l.ojik durumlarn olabildigi grillmektedir.

'EIN DENATURASYONU

tllrfasyoh"proteirl ya da DNA nm {ig boyutlu yapisinn kaybi olarak tanimlanabilir.
9-__b'c_)yutlu yap1 “native state” olarak adlandimlir, Denaturasyon zaman zaman
¢ _(Slabilir; ¢ift sarmal DNA, RNA sentezi igin ya da enzim proteinler aktif gekle

iic boyutiu yapilatimi degistirebilitler. Denaturasyon sonrasi




_agl_a'nnm Kirlmasi; Isi, lire ve guanidin hidrokloriir hidrojen baglarma
dir. Ist denaturasyonunda gecis araligi ok dardir. Ure ve guanidin

vorebilen bilesiklerdir (8-10 M iire, 6-8 M Guanidin Kloriir). Ure, or-
baglarlm etkileyerek sarmal yapiy1 bozar (24).

FEtkilesimlerin Bozulmasi; Aseton ve etanol gibi organik ¢oziiciler,

énlar," soguk ve tire gibi denaturanlarla saglanir (23,24).

atik Etkilesimlerin Bozulmasi; Asit yada alkali ortamda agir1 pH degigimi
ikklii R gruplan arasinda iyonik baglar bozulabilir. Ayrica yliksek iyon
rer etki gosterir. Ortam pH s1 azaldikea proteinlerin net yiikii pozitif olur.

Sistein (Sistin ) ==== oks-~~sisteik asid

Sistin mmmmp o ik === sistein

Sekil. 4. Disiilfid bagmun performik asid
(solda) ile oksidatif yada merkaptoetanol
ile rediiktif olarak bozulmasi ve sisteik
asid (solda) veya sisteinil-(sagda)
gruplarmn olugturulmasi(25).
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RIFTeCE

Ayrica tim  proteinler  {re  ve

Denaturation of Proteins merkaptoetanoliin beraberce kullanimi ile
s S-S baglanindan arndirnlabilirler. Tim
proteinler {ire yada guanidin hidroklorid

ile denatlire edildikten sonra

Urea aed

Mercapto  gw indirgenebilir ve tim distilfid baglan
ag1ga gikanlir ($ekil.5) (26).

Sekil.5. Ure ve merkaptoetanolle protein
denatur asyoni.

Ire ve Guanidin Hidrokloriiriin Albumine Etkist

-:hldroklorur albuminin yan zincir ve hidrojen baglarina etkir (27). Guanidin
rur konsantrasyona bagll olarak proteinin, polar-apolar ylizeyleriyle etkilesim
Boylece sarmal yapinin a(;llumna neden olur. Albuminde sistein tiyol grublar1
Ide yomze formdadir. Albumin yap151ndak1 distilfid baglan asidik ya da alkali ortamda
si da S-S baglarim kirat. Guanidin hidrokloriir ile degisik 1silarda denatiire olmug
_élf yapisina doniisiir. Ure de guanidin hidrokloréir gibi etki gosterir. Ancak yukli
1indan, albuminin icine niifuz edip kiigitk bosluklara yerlesir ve kapali gibi olan
altu_sf eder (28).
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: hehx 04,16-18 lik bolim § uzantilarnndan olusur (29). Oysa X-1ay
'ﬁk yon{emietle % 55 o helix, %45 geligigiizel yapilardan olustugu tespit

0 Albumln methionin, ttlptofanca fakir, leucin, lizin, glutamatca zengindir.

yi rﬁeydana getuu(Sekﬂ 8). Albuminin yapisindaki 34. amino asidin serbest

:grubu icermesi, diger ekstraseliiler proteinlerden farklibk gosteren bir

7 de distilfid baglarnin hlgbm mdlrgen ajanlann ensebﬂecegl konumda

lbummm alfa katlantdari ve beta uzantilarmmn tevsiyer yapisi (solda). Albuminin
ag yandan goriniimii; mavi-baz rezidiiler, kirmizi-asidik rezidiiler ve sari-notral

iler (sagda).
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2.3.3. Albumin Sentezi, Albuminin Bazi Fizyopatolojik Ozellikleri ve Nefrotik

Sendrom Albumini

\Jbumin insan plazmasimin ana proteini olup total plazma proteinlerinin yaklagik %60 m:
_olugturur. Gebelifin 20. haftasindan yasamun sonuna kadar insan plazmasinm en fazla

- miktarda bulunan ve ¢ok 6nemli fonksiyonlan olan proteinidir, Gebeligin ilk yarismda (ilk

0 hafta) alfafeto protein (AFP) albumin yetine osmotik dengeyi saglar. Albuminin
‘yartlanma 8mrii 15-19 giindiir. Yaklagik tamama yakini proksimal renal tubuler hiicreler de
_' .glomeruler filtrattan geri emildigi icin ¢ok az miktarda atilir (34). Glomeriiler filtrata
-plazma albuminin ancak %0.04 {i kadar geger. Albumin fizyolojik pH da 200 den gok
negatif yilke sahip stabil bir molekiildtir. Bu &zelligiyle suda oldukca ¢ozimiirdiiz.
Albuminin % 40 kadan plazmada, kalan % 60 lik bolimi de hiicre disi arahiklarda
bulunur. 66.3 kD luk molekiiler agithig1 ile rolatif olarak kiigiik bir proteindir. Albumin
beyin omurilik stvisy, interstisiyel sivi, idrar ve gebelik sirasinda amniotik sivi gibi diger
ekstravaskulet viicut sivilarmm da nemli bilesenidir. Karbohidrat yan zincir tasimayan
nadir plazma proteinlerinden biridit. 34. pozisyondaki serbest tiyol grubu, fizyolojik pH da
sistein gibi tiyol bilegikleriyle reaksiyon verebilir (35).

Albumin gebeligin ilk 20 haftasindan sonra karaciger parankimal hiicrelerinden
preproprotein olarak sentezlenir. Gebeligin erken déneminde embriyonik yolk sac’tan AFP
sentezi yapiimaktadir. Giinde 12 gr albumin sentezlenebilir, bu tiim karacigerin sentezledigi

protein miktarmm yansina esittir. Sentez hiz1 kolloidal ozmotik basingla ve protein alimiyla

diizenlenir. Sentez hizi inflamatuar sitokinlerle azaltilir, Katabolizmas: tiim hiicrelerde

pinositoz yoluyla olur(9).

Preproalbumin H,N-M-K-W-V-T-F-L-L-L-LF-I-§-G-S-A-F-S-R-G-V-F-R-R-E-A- ..
Sinyal peptidin ayriimas: (18 aa)

Proalbumin H,N-R-G-V-F-R-R-E-A-..

Prosegmentin ayriimasi (6 aa)

Albumin H,N-E-A-...
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lbumlﬂm en 6nemli fonksiyonu kapiller osmotik basincin diizenlenmesidir. Ancak baz1
buminemik vakalarda orta derecede 6dem oldugu gériilmiig. Bu diger proteinlerin
inin artigina ve osmotik basinci dengede tutmalarma baglanmaktadir. Albumin

_eymdeld birgok negatif yiik ve spesifik baglanma bolgeleri albuminin birgok molekiilii
aglayabihnesini ve tagiyabilmesini saglar. Serbest yag asitleri, fosfolipidler, metalik
onlar, amino asidler, ilaglar, hormonlar ve bilirubin bunlardan bazilandir. Albumin
unlarn ¢ofunun metabolizmasinda ve detoksifikasyonunda &nemli rol oynar. Albumin
_aﬁ:imoasid deposu olarak da kullanilu. Triptofanin kan-beyin bariyerinden geciginde rol

; iar. Albumin serbest yag asidi, divalan katyonlar, HOCI, bilirubin baglayarak
antioksidan olarak is goriir. pH degigimlerinde serbest iyonlan ve difer yikli bilegikleri

_:Baélayarak tampon gibi davranabilii. Tim bu O6nemli fonksiyonlarina rafmen

_ahalbuminemjk vakalarda sadece lipid ve kalsiyum taginmasi etkilenmigtit (36).
':H.ipoalbuminemi yapan baglica nedenler; karacifer hastalii, protein ahmu azligi ve buna
bagh olarak bozuk sentez, doku hasan ve inflamasyona bagli olarak artmig katabolizma,

idrar ya da fegesle protein kaybi ve amino asid alummndaki bozukluklardir.

Notmal HSA, non-denaturan kosullarda agaroz jel (AGE) veya seluloz asetat serum
- elektroforezinde protein boyalan ile goriintlilendiginde, genellikle homojen anodik tek band
olusturur (9). Daha 6nceki ¢caligmalarda normal proteinlerin iire ile denaturasyonu sonucu
daha katyonik izoformlarimin aynldidy tespit edilmigtir Albuminin pI degeri, kullamlan
metoda gbre 4.0-5.8 arasinda degisen bir degerdir(10). Albuminin g¢ok biiyiikk miktar
67.000 kD luk molekiiler agirlikl: monomeri ve geri kalan kismi polimerleri ve
fragmanlandir. Affinite kromatografi ile saflagtinlmig HSA, SDS-PAGE sonras: western
blot teknigi ile izlendiginde monomerik-oligomerik olarak goriiliir(11). Nefrotik serumdan
psddoligand kromatografisi ile saflagtirilmig protein, % 1 agaroz jelinde, pH 4-7 arasinda
izoelektrik odaklama (IEF) ile ayngtuihp anti-albumin antikorlan: ile ve giimiis boyalan
goriintir hale getirildiginde, pl 4.7 etrafinda merkezlesmis bandlar seklinde goriiliir(1). Ure
kullanularak ultra-thin layer IEF yapilarak HSA nin genetik varyantlari aragtirifirken;

normal albuminde iki asidik ve iki bazik izoformu olan mikroheterojendz yap: tespit
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(12). Katyonik albumin, albumin fraksiyonundan ayn degildi. MCD de
b mm iki formu rapor edilmistir(1,2). Birisi serum albumininin ana komponenti
onik izoform, digeri tiriner albuminin ana komponenti olan daha az anyonik izoformdur.

o albumin miktar oldukga yeterlidit. NS de normalin %300 i kadar daha fazla

ozlenebilir (13). Karacifer protein kaybim kompanse etmek igin albumin sentezinin
inisira diget bazi proteinlerin ve dzellikle biiyiik proteinlerin sentezini arttnun (AMG; alfa-
makroglobulin, Hp; haptoglobin, lipoproteinler gibi). Sonucta NS nin klasik

elektroforetik gériinlimii ortaya ¢ikar. o, bandi artar diger bandlarda azalma meydana gelir.

234, Albuminin Genetik Varyantlar

4. kromozomun uzun kolunda kodlanmigtir. Burtast AFP ve Vit-D baglayici proteine
yakmdu ve yogun sekans analizi gosterir. Otozomal dominant kalitlanut ve heterozigotlarda
sinizda diigiik (35 gt/L miktarlarinda) seyredebilir. 80 farkli yapiyla kalitlanan alel tespit
edilmistir ancak bunlarda albumin diizeyi normal sinirlardadir. Kodominansi ve her iki alel
| genle de kalitlanan boliimler sézkonusudur. Bu izotipler bisalbuminemi olarak

elektroforezde tespit edilebilir (37).

1980 lerde albuminin en az iki diizine elektroforetik varyanti tammlanmugtir. Ancak
bunlarm sadece ikisi albuminin primer yapistyla uyumlu formlardir : Albumin A (ana form)
ve albumin B (6zellikle Avrupallarda yaygindit). Albumin B, A dan daha katyoniktir

(gly—» lys depisimi nedeniyle). Ilag, metabolit ve diger molekiillerin baglanmasi gibi
durumlarda elektroforezde degisik goriintimler olabilit. Daha katodal migrasyon gdsteren
en az 2 dimer formda albumin varyantina rastlanmugty. Dimer olusumunun derecesi
albuminin, IgA gibi proteinlerle kompleks olugturmasi ve pI’si degistirir. Bunun yaninda
aym serum farklt zamanlarda farkh elektroforetik goriiniim verebilir. Bu farkh
albuminlerin, belki de en oOnemli laboratuvar bulgusu o;-antitripsin  ile kompleks

olusturmasidir. Cogu albumin izoformunun fonksiyonu normaldir. Bisalbuminemi serum
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LiPOPROTEINLER

.4.1. Serum Lipid ve Lipoproteinleri

miktarlart mg/dL. ve mmol/L olatak gosterilmistir,

asemptomatik varyanudn;. Elektroforezde normal ve anormal gocen iki

Familyal disalbuminemik hipertitoksinemide anormal albuminin

: erum lipidleri, artan miktara gbre swalandiginda trigliserit, total fosfolipid ve total
kolesterolden olugur. Bunlar arasinda klinik amagla en gok incelenenler nétral lipid olan

total kolesterol ve TG dir. Tablo.3. de total kolesterol, TG ve total fosfolipidin serum

- Tablo.3.Eriskin ve Cocukta Serum Total Kolesterol, Total Fosfolipid, TG Diizeyleri.

, O-dyas 5-19 yas 19-64 yas
Total kolesterol mg/dL 114-200 121-200 140-240
mmol/L 2.95-5.18 3.13-5.18 3.62-621
Total fosfolipid mg/dL 75-275 180-255 125-275
mmol/L 053-1.95 1.27-2.069 0.88-1.95
Trigliserit mg/dL 30-110 32-131 37-160
mmol/L 0.34-1.24 0.36-1.48 0.42-1.80

18

S A )

Bu lipidler aglik serumunda HDL, LDL ve VLDL gibi major lipoproteinler iginde
bulunup, karaciger, barsak ve yag dokusu arasmda tagiurlar. Tiim lipoproteinlerin

bilesimi ve 6zellikleri tablo.4. ve gekil 10 da gosterilmistir.




_al Insan Plazmaswn Lipoprotein Tipleri ve Ozellikleri.

$ﬂomjkr'on VLDL IDL LDL HDL Lp(a)
: "<0‘95 0 95-1 006 1.006-1.019 1019-1063 1063-1210 1.040-1.130
;,,ji,, pre-beta beta-prebeta beta alfa pre-beta
4-30X10° 5-10X10° 3948X10° 275X10°  18-36X10° 293 7X10°
oon 90/10 B5/15 80/20 50/50 75/25-64/36
-3Ej{sg5jen G Endojen T'G Endojen IG, Kol-es Fosfolipid Kol-est,
i Kol-est fosfolipid
>0 25-70 22-25 19-22 4-10
A B-100 B-100 B-100 A-l (a)
B48 cl E - Al B-100
S C-l C-II - - - -
“CI C-II - - - -
(el E . - . -

$ilomik. VLDL DL LDL HDL-2 HDL-3

=100
:g = E Kol-esteri .
: Zg ] BTG
oy M Apolipoprotein

. :g : [0 Fosfolipid

20 | g Kolesterol

10 4

[+
3 12 , 29 42 17 13
86 55 23 6 5 3
lipaprotein 2 8 19 22 40 55
7 18 19 22 33 25
2 7 g 8 5 4

/ DL sinin gogu karaciger kaynaklidir. Bu lipoprotein triglisetiti karacigerden

er dis1 dokulara tasima aracidu. Barsak hiicrelerinin gilomikron iiretimi ile
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1k retikulumdaki ribozomlarda sentezlenip trigliseridin temel sentez
.ﬁ}e eﬁdoplazmm retikulumda lipoproteinlere yerlegtirilir, Lipoproteinler
: a. fazla lipid ve karbohidrat kahtlarmin eklendigi golgi aygitindan
1i ve VLDL salgilayici vakuoliin hiicre zarryla kaynagmasiyla barsak
;h;,tcresinden salgilamr. Apo B-100 VLDL olusumunda vazgegilmezdir.

1seﬁtler1 lipoprotein lipaz tarafindan hidrolize edilir. Bu enzim kan

1poprotem llpaz etkinligi igin kofaktor olarak fosfolipidler ve apo C-II

C.II, VLDL nin bir apoproteinidir. Apo B-100 ile isatetli VLDL nin

rigliserit sentezi VLDL sentezi ve salgilanmas igin akut bir uyatandir.
tri ghsent sentezi ve VLDL salgilanmasindaki ana etmenler aghktan ziyade
ipogenezin mzlanmas: ve yad asidi esterlenmesine yol agan karbohidrattan

le 'eslenmc dolagimdaki serbest yag asitlerinin artmasi, etanol igilmesi,

'Qlan puromisin protein sentezini inhibe eder ve yagh karaciger olusturup

maddeler arasinda  etionin  (c-amino-y-merkaptobiitirik  asit),

't‘deta?bl; karbon tetrakloriir, kloroform, fosfor, kursun ve arsenik bulunur(25).

ig’ér ve barsakta sentezlenen ekstrahepatik dokulardan serbest kolesteroli
tiran: ve kolesterol esterlerini karacigere tastyan lipoproteindir. Apo C-II nin
; '__;:deposudur ve kolesterol esterini VLDL ve LDL ye, TG letle
tirerek aktarir. Apo C-1I, HDL den VLDL ve silomikronlara transfer edilir.
lardan aldi1 serbest kolesterolil estetlestitmek i¢in LCAT (lesitin kolesterol
Sf az)i kullanr. Bu enzim HDL nin yapisinda bulunan apo A-l ile

stirilen bir plazma enzimidir ve kolesterolden kolesterol esteri ve fosfotidil




meydana gelit. Yine HDL yamsindaki apo A-Il bu enzimin
sumludur(25). HDL; den daha az yogun olan HDL, olusturulur.

eﬁdromdaki Lipid ve Lipoprotein Degisiklikleri

lipid i'égigimi, LDL, VLDL nin artigina bagh olan hiperkolesterolemi ve
demiden olusur (40,41)). NS de hepatik VLDL fazla iiretimi vardur(42).
D é LDL artigina neden olur. HDL sentezide artmmstir ancak HDL-3 iin e
affbl vardir ve LCAT aktivitesi azalmigtir. Tiim bunlat dokulardan
_le';férol transportunu yavaglatir(41,43). Insanda ve deneysel N.S. da

why
a1

lipid ve protein igeriklerinin ikisinin de hepatik sentezinin arttin da

arak nefrotik hiperlipemi iki gekilde agiklanmaya caligilur:

umini azaimasina yanit olarak, hepatik albumin sentezi(9,13-14,45) gibi

lerin sentezinde de arti olmalidir. Lipid profili ile serum albumin diizeyi

'_ i, albumin verilen hastalarda TG ve kolesterol sentezinin azalmast

iir fakat bu durum uzun dénemde degisit. Albumin sentezinde diyetle !
:"lipid degisimleri ile herzaman beraber gériilmez.

polizin bozulmasidir(46,47).

aI_ da Apo B-100 sentezinin arttif1 gdsterilememistir(48). Ayrica VLDL
| blieskenmm karacigerdé yapimini saglayan HMGKoA rediiktaz aktivitesi
lllunamarmst1r(49) Daunomisinle olugturulan deneysel NS de, VLDL, LDL
G, kolesterol, fosfolipid igeriginin arttit gozlendi. VLDL lipid igerigi

zla bulundu. HDL lipid diizeyi bir siire sonra normale déndii. Diyetle lipid
nald 'karaciger lipid diizeylerini arttiirken, N.S. da hiperlipidemiye 1agmen

diizeylerini arttirmadh (50).

akla beraber 1iml: vakalarda normal olabilir: Nefrotiklerde VLDL nin apo
de azalmigt. Apo C-II lipoprotein lipaz aktivatorii oldugundan &nemlidir
ist ile paralel seyreder. VLDL artist IDL yi de arttuir. LDL nin Katabolik




lirgin olarak azalmigtir. VLDL katabolizmasi ve apo B katabolizmas:

alismada da apo B nin metabolizmasinda anlamlt bir degisiklik

ir ¢
5,42).

gol ve as dokusunda lokalizedit VLDL ve LDL hidrolizinde dnemli bir
alip. periferik lipolizden sorumludur. LPL aktivitesinin nefrotiklerde
_Ancak bu diigtigiin nedeni tam olarak agiklanamamustir. Bazi renal
-k ve {iremik hastalarda LPL aktivitesinin distiigi iyi bilinmektedi. Bu
tlfaktryel oldugu soylenmektedir (51). Nefrotik idrarda LPL yi inhibe
ein kofaktorleri oldugu gosterilmistir (52).

[if iisii-ﬂé'-kolesterol ve ester-kolesterol artigi arasinda oldukea siki bir iligki
dler de N.S. de artar. Fosfolipid artis1 kolesterolden daha az olup T kol /
nin Klinigi ileri derecede bozuldugunda diiser. Artmus fosfolipid diizeyi,

ktarina karsm artms lizolesitin ve sfingomyelinle beraberdir (33).

é_zl_(fivitesi artmistir, Buna bagli olarak lizolesitin de artar ve albumin
Qidl_igundan daha ¢ok LDL ye girer ve okside LDL formuna donii artar
éitiﬂ.g'okside LDL nin major bilesenidit ve NS da kolesterolden bagimsiz
Non-renal hipoalbuminemide lizolesitin diizeyi normal bulunmugtur.
poalbuminemide LDL, VLDL ve IDL deki lizolesitin diizeyinin yiiksek
6r|ilm1i§tur (54). Normal ratlarda kolesterol-esteri ile LCAT aktivitesi arasinda
la's.'y:_'._m varken, anti-Fx1A ile meydana getirilen deneysel NS da, negatif
gdil'é;nmis olup bu da NS daki ¢ou kolesterol-esterinin normal LCAT
lu§madlgma isaret eder (55).

olesterol agil transferaz (LCAT), HDL sentezinde onemlidir ve NS da

zaldig da rapor edilmistir(56). Azalmus albumin konsantrasyonu LCAT

azaltir ve iiriner LCAT kaybida sdzkonuisudur (mw;65.000Kd) (56) NS da

olesterol, TG, fosfolipid, yag asidi gorilebilir. idiarda HDL varhgn da

stlfancak LDL ye rastlanmamistir. Bu bulgu LDL ve HLD nin molekiiler
le ilgili olabilir (57)




azaldipm bulmuslardir(58). Ozellikle HDL-2 artar, HDL-3 idrara
" gibi goriiliir (59). Apolipoprotein A-I diizeyi HDL normal olmasina

cuklarcia ve yetiskinlerde artmigtu. HDL fosfolipidleri, HDL normalken bile
60) _"ﬁagka bir arastirmada ise apo-Al normal yada diigiik bulunurken HDL-2

# HDI.-3 diizeyinin arttig1 gbsterilmistir (61,62).

--dféﬁda onkotik basing degisimi apolipoprotein gen ekspresyonunu regiile

akbunun nasil oldugu gosterilememigtit (63).

irlegiéi lipoproteinlerinden biride Lipoprotein (a) (Lp(a)) du. NS da albumin
e Bﬁgh olarak Lp(a) sentezi artar. Lp(a) LDL ye benzer. Apoprotein ierigi %65
0, 220 apo(a) ve kalan kismi albuminden olugur. Apo(a) apoB’ ye disiilfid
[ 4) Apo(a) plazminojene benzer ve fibrinolizi inhibe etme yetenegi vardir,

NS da artar ve remisyonda diizelir (65).

PLAZMA PROTEINLERININ ELEKTROFORETIK
LANMASI

in elektroforezi klinik laboratuvarlarda serum ve difer viicut stvilarmm  protein
'éﬁkléfihm belirlenmesinde yaygm olarak kullamlan bir tekniktir. Uygun destek
rtammda zone elektroforez p}‘ensibine dayann. Zone elektroforezinin klinikte yaygm
'3 blr tiirii agaroz jel elektroforezidit. Serum proteinleri, yiiklerine gére 5 major

ijbna aynln. Elektroforetik bandlarmn protein igerigi asagidaki tablodaki gibidir,

Kiroforetik Band  Albumin @ @z B v

Alb  aj-antitripsin o -makroglh  hemopeksin IgA
ar-asid glikoprot  haptoglobin transferrin IsM
ay-transkortin seruloplagmin  kompleman C; IgG

tiroid binding glb  eritropoetin

St ki B




) Nﬁrﬁial SPE ve elektroforotik jel goriiniimii. b) Elektr oforetik bandlardaki
Ll
dagiim. b) Albumin  %55-69

[29] %1 .5'4
- @ 9%8-13
B ¥
B %7-15

y %9-18




TERYAL-METOD

| RMAL VE NEFROTIK HASTA GRUBLARININ SECIMi

'1$Iﬁé‘; 30 idiopatik nefrotik sendromlu hasta ve bu hastalarla cinsiyet ve yag
“pormal kisinin serumu kullamlarak gergeklestirildi. Hastalara, Akdeniz
it‘ééi Tip Fakiiltesi Pediatri Anabilim Dali ve I¢ Hastalikaln Anabilim Dali
0j p'bliklinik ve klinikleriyle igbirligi yapilarak ulagildi. Klinik ve laboratuvar
. NS tammina uyan, idiopatik NS lu hastalarin yeni tani alan ya da relapsda
a1 caligmaya dahil edildi. Ulagtlan her hastadan sonra, aym giin cinsiyet-yas
u:_kionik yada onemli bir saghk problemi olmayan veya Onemli bit hastahk
emlg kontrolleri yine Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesi pediatri
] qﬁQMden ve aym kogullara uydugu sorgulanan hastane personeli ve hasta
armdan secildi. Normal (saglikli) grubundaki kigilerinde dosyalar temin edilip
e‘r_.g.di:. Her hasta ve sagliklli ¢iftinin Body Mass Index(BMI)i , tansiyonu, yakinmasi,
snemli bir hastahk Gykiist, hastalann klinik bulgulariyla beraber kaydedildi
eki biyokimya, idiar, hematoloji ve diger laboratuvar bulgulan ve varsa renal biopsi
a gbre NS un tipi belitlendi. Bunlar ¢aliyma sonucu elde edilen bulgularla
d{_te;.bir degerlendirme formu olugturularak kaydedildi.

blo.6. Caligmaya Alinan Normal ve Idiopatik NS lu Hasta Grublarmn Ozellikleri.

Nefrotik (Hasta) Grub Normal (Saghkl) Grub

sta Say1s (n) 30 30

]

ssiyet (kadu/erkek) 12/18 12/18
{as(ortalama+SD) °p) 17,95420,2(1-72 yas) 17,97+19,9(1,5-70 yas)
M(ortalama+SD) Cp) 20.37+3.00 19.87+4.44
erum Total Protein(g/dL) (*p) 4,38+0 87 7.48+0.47

umin( g/dL) *p) 1.42+0.46 4.3610.46
erum - Kolesterol{ mg/dL) (*p) 405.5+152.4 164.5+38.9
erum Trigliserit(mg/dL) (*p) 352.24255.5 1042462 4
enal Biopsi--idiopatik NS alt grubu-—--say1 (%)(kadin/erkek)(vas 18>/18<)

‘Minimal change disease 15(%50)(6/9)(14/1)

' Membrano proliferatif glomerulonefrit 11(%36)(5/6)(7/4y  =eeeeee-

: Fokal segmental glomerulonefrit K%1D(/0M4) e

*p < 0.0001 °p > 0.05
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1ant ici§ilexin kanlar santrifiij edilip, serum total protein, albumin, total

gliserit degetleri saptandiktan sonra herbir drnek:

pr tein ve albumin (BCG; bromcresol green ile ) tayini,

tur;':iSYOIlu ve iire denaturasyonu dncesi-sonrast protein elektroforezi,

1 m'.ile anyonik boya olan bromctesol green (BCG) in pH 4.2 de baglanmas: ve

-G;'aibhmin kompleksinin 628 hm de spektrofotmetrik olarak 8l¢tilmesidir(9).

umin Slgimit hem kisilerin galigmaya alnmalani swasinda hem de iire

turasyonu dncesi-sonrasinda yapildi.

blf serumun BCG ile saptanmsg olan test ve kontrol albumin degerleri iirenin

umine etkisinin boya baglama yetenegine gore izlenmesinde kullamldi.
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DENATURASYONU ve PROTEIN ELEKTROFOREZ]
'amfasyonu

azgﬂaﬁz;z;

acak sekilde %0.9 NaCl (serum fizyolojik, SF) iginde cézildii Bu cozelti

"eklze'. kristal olusmusgsa yeniden ihtihp ¢éziilerek kullanilds,

orma'l.setum giftleri tire ile ya da iire yerine SF ile 30 *C da 24 saat muamele

teli iglem test, Giresiz islem kontrol olarak isimlendirildi Herbit serum-test, 4

\g protein oran: korunarak denatiire edildi.

Normal ya da Nefrotik Seruma Eklenecek 8 M Ure yada % 09 NaCl
iktarinin (X) Hesaplanisi,

s_zlilg'hkh tim serumlann 4 mg iire / mg protein oraninda olacak sekilde iire ile
ire 'e&ilmesi amaglandi. 8 g/dL protein iceren serum referans kabul edildi. 150 uL
_erﬁma 100 uL 8 M tire gozeltisi eklenmesiyle 4 mg iire /mg protein kangimi
Gk,

3 uL serum ise 80 x 150 = 12 000 pg (12 mg) protein igerir.

iire 480 &/L olduguna gore

" 480 x 100 = 48 000 pg (48 mg) iire icerir.

48 mg tire / 12 mg protein

4 mf iire / mg protein olur.

>
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enaturasyony Karisimwmn Hazirlamgt

Nefrotik Serum._ : - Normal Serum
“Kontrol | Test | Komtrol [ Test

e_kﬂéndi, 30 *C da 24 saat inkiibe edildi. Herbir ornege SPE uygulandt

e} kaﬁasitesi saptandi

1 _1_yéf/yas uyumiu saglikl giftinin dre ile denatiire edilmis test omekleri,
dilmemis fontrol dmekletine gore degerlendirildi. Degerlendirme,

_e_ktrbforezi (SPE) inde albumin ve albumin/globulin % si ve serum

asitesindeki degisime gore yapild1,

oforezi 15 li gruplarla yapiidigindan bu siire icinde beklemesi gereken
"ii_ftl'ef'in serumlart 4 *C da buzdolabinda saklandi, BCG analizi ise hemen

Elektroforezinin Yapilisa

n _Protein elektroforezi icin hazulanmg aplikatdrlere 10’ar ulL serum
ik aplikatérlere, 8 M iite ile, bir giin denatiire edilmis hasta ve kontrol
gulandl Bu iglem toplam en ¢ok iki dakika iginde yapild1. Aplikat6r
me kabina konulup buzdolabina kaldmilds.

1! Cihazin aplikator tastyici ve elektrot kismi acildi Jel paketinden
ekffbforezde kullarulan agaroz jeli 0.8 gr/dL agarose ; pH 0.240.1 tris-

bonu igerir), iizerindeki fazla stvi kurutma kagidh ile alindi. 200 uL. distile su

.Stlrileéegi gergevenin ortasma uygulandi ve jel hava kabarcig olmayacak -




y :kondu. Tamponlu stripler ¢itkanlip (tampon stripler pH 9.2+0.3 fris-

odyum azid tamponu emdirilmigtir, jel ve elektrod arasi iletiyi saglar)

erine verlestirildi ve elektrodlarla diizgiin olarak temas: sagland
e.;ablikatﬁr tagtyicilan yatay pozisyona getirildi. Aplikatét dolaptan almip,
gergéve cikarildiktan sonra 6 nolu tagiyiciya yerlestirildi. Cihazm kapag

igrasyon icin start verildi. Migrasyon otomatik olarak gerceklestizildi. Bu
30 sn uygulama, 20W ve 20 *C da 7 dakida elektroforez ve 65 *C 10 dakika
';.;;:::'.klesir. Migrasyon progrann tamamlandifinda jel almp cihaz temizligi
(-4 sfri?ler ¢tkanlip atildi. Elektrodlar distile su ile temizlendi.

am’# ve yikama : Boya (0.4 g/dL amidoblack, %10 asetik asid) destaining
gortu (0.05 /dL sitrik asit) ve atik kaby kontrol edildi. Boyama bolimiindeki jel

ﬁlip, migrasyon iglemi tamamlannms§ olan jel buraya takildi ve boyamamn
dig1 ére yerlestirilip otomatik olarak boyama (4 dakika amido black ile), fazla
_¢';karllma31 (destaining) (3 kez sirasiyla 3,2,1 dakika sirasiyla) ve kurutma (75
dakika) iglemi baglatildi.

gerlendirme: Densitometreye yerlestirilip 570 nm de protein yogunlugu ve

albumine etkisinin elektroforetik degerlendirilmesi igin, hasta ve saglikli serum
inin test A/G lerinin kontrol A/G letine orami bulundu. Ya da test A/G deki
n_;ié lgbntrol A/G ye gore % olarak ifade edildi.

-MERKAPTOETANOL (2-ME) DENATURASYONU, SERUM
RIGLISERIT VE TOTAL KOLESTEROL DUZEYLERI TAYINi

'___un NS lu hasta ve saglikh serumlarin lipoproteinlerine etkisi, serum T.Kol ve TG
Fisimleri tespit edilerek arastuildi. 2-ME iin % 0.6, % 0.7 ve % 6.0 hk ¢dzeltileri
a_nilatak saglikll ve hasta serum ¢iftlerinin lipoproteinlerinin etkilenmelerinde fark
Up olmayacag izlendi. Yine bu islemde de protein denaturasyonu islemindeki gibi
tal protein miktarna gére 2- ME miktar1 hesaplandi. % 0.6, % 0.7 ve % 6.0 lik, 2-ME

o
o
N
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,azirtanarak, 100 er pL seruma total protein miktanina gore hesaplanan miktar 2-ME
n’{ﬂdu- Aym islem 2-ME yerine SF ile kontrol igin de yapildi (8 g/dL total protein
-‘;er.eﬁ seruma 50 pL 2-ME , 4 g/dL total protein igeren seruma 25 pL 2-ME gibi). o

.1. Merkaptoetanol Denaturasyonu

Merkaptoetanol gozeltilerinin hazirlanigy;
5 0.6, 0.7 ve 6.0 2-ME gozeltileri, % 0.9 luk NaCl iginde (v/v) olarak hazirlandi.

Hasta ve saglikli serum ciftleri 2-ME ile ya da 2-ME yerine SF ile denatiire edildi. 2-
:'ME igeren iglem test, igermeyen ise kontrol olarak isimlendirildi. 10 saniye vottekslenip
hazirlanan serumda en fazla 20 dakika sonra Abbott Aeroset otoanalizSrde total
‘kolesterol ve trigliserit bakildi. 2-ME kullamlan fest serumu, kullanilmayan kowtrol
ornegi ile kargilagtinldi. Total kolesterol ve trigliserit degerindeki degisim % si
degetlendirildi.

Herbir serum-test, 8 g/dL protein igeren serum &medi referans almnarak, 2-ME
gbzeltileriyle aym protein orami korunarak iglem gordil. Bunu hesaplarken, 100 pL

referans seruma 50 pL. 2-ME ¢ézeltileri konacagi goz oniine alind:.

Tablo.8. 2-ME Denaturasyonu Karigiminmn Hazirlanis:
Nefrotik Serum =~~~ . Normal Serum

R ;55"35-}K:0ﬁ_fli'01'j' mE

NaCl%09GL)
2-ME gieltileri ()

Serum

Karisimlar vortekslendi. Oda sisinda 20 dakika iginde total kolesterol ve trigliserit
analizine alindi. Abbott Aeroset otoanaliziriinde T. Kol ve TG mg/dL olarak ol¢giildii, T.
Kol ve TG degisimi, % olarak hesapland..
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Joesteri  kolestero! esteraz kolesterol + serbest yag asidi

| Toeseroloksidz . H202 -+ kolest-4-en-3-one

serbest yag asidi + gliserol

H,O,
ADP




52 Cozeltiler

Etanol-Dietileter (E-DEE) 3:1 (viv) i
H;0, %30
" Amonyum molibdat % 0.22 (NH4)sMo7024 4H,0
4) Fiske —-Subbarrow Reaktifi;
Hazulanigt; 200 ml taze fiske-subbarow hazirlamak icin;
-0.5 g1 1-amino-2-naphtol-4-siilfonik asid (AN SA) ile 200 m] taze hazilanmig %7.5
* luk NasS,0s ile kangtmld: ve 1 gt sodyum siilfid eklendi (Fiske-subbarow reaktifi i‘
| siyah sigede en fazla 1 hafta saklandr).
Na,S,04 %7.5 200 ml
H;SO4 10N
Hazulamigt; %98 lik HySO4 den 200 ml, 10 N H,S04 haznlamak i¢in;
(% X d X 1000) / molekiil agirhg = (0.98 X 1.84 X 1000) /98.08 =18.4 mol/ L
Volum = (5 X 200)/ 18.4 = 53.3 ml (10 N H;804= 5 MH,504)
(% 98 lik H;SO,4 den 53.4 ml aliip 200 ml ye tamamlanarak 200 ml 10 N HySO4
elde edildi.)
Standart fosfor (P) 0.15 pmol/mL '
Hazplanis; 1 M KHpPO; ...130.1 gi/L (1 mol veya 30.97 gi/L P igerir)

0.15mM KH,PO, ... 20.4 mg/L( 0.15 mmol P veya 4.64 mg/L P igerir)

20.4 mg KH,PO; alinip 1000 mL ye tamamlandi. 0.15 mmol/L KH,PO4

elde edilmis oldu. Bu ¢ozelti 0.15 pmol P/mL olarak standart-I1 yi olugturur ve 4.64
pg/mL P igerir. Yan yatiya sulanduilarak standart-I elde edildi.

3.5.3. Deneyin yaphs g

Ekstiaksiyon islemi referans 66 ya, fosfor tayini referans 67 ye gore yapildt.

e 150 pL seruma 6 m! E-DEE kansmu eklenip vortekslendi.
e 7 ve 15 inci dakikalarda stipernatandan 1’er mL alimp, E-DEE ile &nceden 1slatilmg

siizgeg kagidi kullanilatak iki ayn tiipe stizildii,




Azot atmosferi altinda E-DEE tamamen uguruldu. Kalinti, fosfolipid analizi igin
kullanlldl.

whlo.9. Fi osfolipid Yakma Islemi.

Kor Tiip -

Standart.] Standart.11 Ornel(Kalinty)

‘Karisimlar 2 cm ¢apli pyreks tiplerde 150-160 *C en az 3 saat yakildi. 2 damla H»S0O;,
'éklem'p karisimlar renksizlesinceye kadar 1.5 saat boyunca yakmaya devam edildi.
Yakma iglemi tamamlarmp tiiplere agagidaki tablodaki miktarlarda amonyum molibdat

Ve fiske-subbarow reaktifi konuldu

. Tablo.10. Fosfor Tayini

- Yakma islemi yapilan tiip. S
Ko: Standart.] StamlmtII . Ornek

_oyum molibdat(mL). . | .
Fiske-subbarow (mL)

Karigimlar vortekslendi. Cam bilyalaria kapatilmis tiplerde 7 dakika kaynar su
banyosunda burrakildi. 2 dakika iginde 830 nm de Shimadzu UV-1601 (UV-visible
specirophotometer) spectrofotometrede kore karsi okundu

Orneklerde Bulunan Fosfolipid Miktarimin Hesaplanmasi:

I M KH,PQ4 - 30.97 g1/ fosfor,
0.15 uM KH,PO4 ----------- 4.64 ngr /L fosfor igerir.
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1d-1 abs + std-IT abs )x (2/3) 0.00464 mg/mL fosfor
_umﬁne abs.( 6mnek 1 ve 2 ortalamasy) -— X mg/mL fosfor orantismdan

umime fosfor igerigi bulunabilir. Ancak bu 25 uL serumdaki fosfor miktar o
acagmndan 100 mL de 4000 kat1 olmaldur. %

4000 X 0.00464 = 18.56 mg fosfor / dL o
Fosfot agilikea fosfolipidlerin % 2.2 si kadar oldugundan, bu miktar

o 18.56 X (100 / 2.2) = 843 mg / dL fosfolipid miktarna kargihk gelir.

(Std-I abs + std-II abs )x (2/3) -----r-v-mmmmmm- 843 mg / dL fosfolipid

Numune abs.( mek 1 ve 2 ortalamasi) ---—- X mg/dL fosfolipid orantis: kullamld:.

:(Etanol-dietiletetle muamele edilen serumdan, 7 ve 15 inci dakikalarda elde edilen
-~ slipernatanlar arasinda, belirgin absorbans farkliligi olmadigi gériildii ve ortalamalan

alindy).

3.5.4. Fosfor Standart Grafigi Hazirlams

Fosfor Standart Grafigi

1.000 ——————————
0900 | 4 : o
0.800 47
0.700 1
0.600 07
0800 ¢
0400 4
0.300

0200 4 -
0.100 { -~ SR Lot
0.000 b
0.00 0.05 0.10 015 0.20

Abhsorbans

P {mikromol/mL)

Sekil. 12, Standart-1 ve standart-1I kullamilarak hazirlanan fosfor standart grafigi ve r

degeri




Std-I absorbanslart . 0.395-0.361-0 369-0.427-0 420-0.400-0.436-0432

(.11 absorbanslar1 . 0 801-0.710-0.713-0.857-0.871-0.830-0.854-0.842
_Oftéiama Std-I= 0.405
" :télama Std 2 =0.810

H r deneyde elde edilen standart absorbans degerleri birbirine yakn gkmustu ve
.yulzc'éudaki grafikteki gibidir (Sekil.12). Fosfor standart-I, II ve absorbans grafigi 1
aéger'i, 0.97 bulunmugtur. Bu grafige gore 0,15 mM fosfor , 0.810 luk absorbans
| {;érmi;‘.tir ve bu 843 mg/dL lik fosfolipide kargilik gelir.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

istatistiksel hesaplamalar SPSS 8.0 paket programi kullanidarak yapildi, Parametrelerin
normal ve nefrotik gmuplann arast ya da grubici istatistiksel anlamiihk
degerlendirmesinde uygun test dndegerlendirme ile secildi ve T-test, Wilcoxon- Sigked

test, Mann-Whitney testi ve regresyon analizi kullamuldz.




4. SONUCLAR

Caligmaya alinan kisiletin genel Gzellikleri ve biyokimyasal parametreleri tablo.6
ve 11 de gdsterildi Total protein, albumin, total kolesterol ve trigliserid serum
-dﬁzeylexi, normal ve neftotiklerde énemli derecede farkli bulundu ($ekil 13,14),

-'('*p<0.‘0001). Normal ve nefrotik grup arasmda yas ve BMI farki dnemsizdi
(p>0.05).

* Nefrotik ve normal serum g¢iftleri tite denaturasyonu sontasi SPE ve serum BCG

baglama kapasitesi yoniinden karsilagtuildi (Tablo.12, 16).

Normal serumlarda test-kontrol kiyaslandiginda, lire denaturasyonuyla SPE de
albumin/globulin oramnin % 72.49+22 48 (ort:+SD) azaldig: goriildii (Sekil. 15.a,
16). Nefrotik serumda ise iire denaturasyonuyla albumin/globulin oramu %
13.45424.72 (ort+SD) azaldi (Sekil.15.a, 16). Bu iki deger kiyaslandiginda
anlamli bir fark bulundu (*p<0,0001). Tablo.12 de gorildigii gibi bazt
nefrotiklerde test A/G de kontrole gore artma oldugundan iirenin etkisi test (A/G)
/ kontrol (A/G) olarak da degerlendirildi(Sekil.15.b.). Bu oran nefrotiklerde
anlaml olarak yiksek builundu (¥p<0.0001)

Sekil .17 de sonuglata Smek olarak 19 numarali normal-nefrotik ¢iftinin SPE ° nin

elektroforetogramlart dansitometrik analizleri ile gosterildi

Normal SPE de albumin bandinda azalma, o, ve p bandinda artis ( % 42.2 ve
%19.3) goriilmektedir. Normal test SPE goriintimiiniin nefrotik kontrol SPE
goriintimii ile benzestigi goriilmektedit. A/G orant da birbirine yakindu ( Nefrotik
kontrol i¢in ortalama; 0.44 ve normal test igin ortalama; 0.39). Yukanda omek
olarak verilen 19 numarali hasta ve kontroliiniin SPE goriiniimii, tiim hasta ve
kontrollerini temsil eder niteliktedir. Normal serumda iire denturasyonuyla
albumin bandi, o, ve oy bandna kaymis, nefiotik serumda ise {ire denaturasyonu

sonrast bandlarda belirgin degigim gozlenmemistir.
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sblo.13 ve sekil 18, 19 da normal ve nefrotik bireylerde serumun iire ile
éﬁéauasyonu sonrast, kontrol émeklerine gére SPE degigimleri verilmigtir. Ure
naturasyonu normal serumda albumin, @i, @ ve ¢y bandlaninda belirgin
cglslme neden olmustur (albumin ve y bandlannda azalma, o, o2 de artis ve

p<0 0001). Sadece B bandinda antamh bix degisim gozlenmemigtir (°p>0.05).

ofrotik serumda iire denaturasyonu sonrasi kontrol serum orneklerine gére SPE

andlaxmda % miktar olarak belirgin bir degisim gdzlenmemistir (albumin, o, ¢,

Bveigin *p>0.05)

SPE albumin % miktarlan iire ile iglem gormiis normal serum ve nefrotik kontrol

” erum arasinda karsilastinldi ve anlamli fark bulunamadi (°p>0.05).

‘Ute denaturasyonu sonrasi serumun BCG baglama kapasitesi normal ve nefrotik

lerde kontrollerine gdre dnemli fark gostermedi. (Tablo.16 ve 18. “p>0.05)

e denaturasyonu sonrasi normal serumda SPE ile albumin % degZetlerinde
belirgin degisiklik gpzlenitken, BCG yontemiyle albumin degerlerinde anlamli
dégi§ik1ﬂ< izlenmemistir (SPE de *p<0.0001 BCG de °p>0.05). Idiopatik nefrotik
erumda ise hem SPE ile hem boya baglama yontemiyle dlglilen albumin

“degerlerinde anlamli degigim olmamugtit. (SPE de °p>0.05 BCG de °p>0.05)

“Normal ve nefiotik serum iftleri 2-ME denaturasyonu sonrasi total kolesterol ve

“trigliserit diizeyleri yoniinden kargilagtirildi (Tablo.14, 15).

Sekil20 de 2-ME denaturasyonu sonrast serum T.Kol. diizeyleri ortalamalan,
“normal(sekil20.a) ve nefiotik(sekil 20.b) bireylerde, grubici  test-kontrol
__: kiyaslanarak ve mg/dL olarak gdsterildi. T. Kol diizeyinin herbit grubda farkli
:: derisimdeki 2-ME ile denaturasyonla anlambh olarak diistiizti gozlendi ve nefrotik
 fontrol%0 6 M » Neftotik o, 06.%07 ME » Nefrotik wo7.9% 60 Mg , normal ronmol%06 ME »
: notmal o, ¢ 6.0407 Mz Ve normal 7.9, 60Me igin p degeri, *p<0.0001 olarak bulundu.

Normal ve nefrotik serumlarin 2-ME ile denatiire edilmis test 6rneklerinde T.Kol.

miktarinin  kontrole gére % deSisimi bulundu ve grublar arasmda total
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rolesteroldeki degisim(azalma) % leri karsilagtmilds. % 0.6 2-ME ve % 0.7 2-ME
derisiminde total kolesteroliin % olarak azalmasi normal ve nefrotik serumlar
12 anlaml olarak farklt iken (*p<0.0001), % 60 2-ME derisiminde total

‘rolesteroldeki % azalma istatiksel olarak farkh bulunmadi (°p>0.05) (sekil 21).

.Sekil‘.22 de 2-ME denaturasyonu sonrasi serum trigliserit diizeyleri mg/dL olarak
- normal (sekil 22.a) ve nefrotik (sekil. 22.b) bireylerde test-kontrol kiyaslanarak
gostetildi. TG diizeyinin herbir grubda farkl derigimdeki 2-ME ile denaturasyonla
anlamli olarak diistiigii gbzlendi ve nefiotik rontrol-%0 6 ME nefrotik o 06-2%07 ME >
nefrotik v07.% 6 0 ME » NOIMAl kontrol-%0 6 ME » DOIMal v 06%07 ME Ve normal 07.9% 60 MB
icin p degeri, *p<0.0001 olarak bulundu. Normal ve nefrotik serumlarin
trigliseritlerinde 2-ME denaturasyonuna bagh olan azalmalar sekil. 23 de % olarak
degerlendirilip kargilagtiildiginda, % 6.0 derigiminde fark bulunmazken
(°p>0.05), %0.7 ve %0.6 derisimletinde *p< 0.0001 olacak sekilde anlamls fark

bulundu.

Tablo.17 ve sekil.24 de, normal ve nefiotik bireylerin kimyasal yontemle saptanan
serum total fosfolipid miktarlarmin dagilumi goriilmektedit. Normal kigilerin
serum total fosfolipid degeri 173.7+46.4 ve nefrotik kisilerin 421.4+83.4
bulundu. Tki grup arasmda anlamh bir fark vardu (p<0.0001, gekil 25).




1(“).‘,' 11. Normal ve Nefrotik Kigilerin Yas Dagilimi ve Serum Albumin, Total Protein,
. Total Kolesterol Miktarlar:

Alb..~ T.Prt TG . T.Kol NEFROTIK Yas Al TP TG - TKol
. grdL " gldL mgrdL - mg/dL_ (HASTA) T g/dl.  g/dL . mg/dL mg/dL.

8~5 . : g :35::.5__ i e
A8 79| 61 ' 0
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4l ve Nefiotik Kisilerde Ure Denaturasyonu Sonrast
fo lin(A/G) Degerleri

“LIKLI) 2 NEFROTIK(HASTA) i

.:Otsz serumlar kontrol (iiresiz), test(iire ile denatiire edilmis) olarak

o iflSm:nda belirtildigi gibi SPE uyguland:. Elektroforotik A/G oranlart




oﬁgreﬁk Fraksiyonlarimin Protein Alt Grublar Yiizdeleri

[re Denaturasyonu Oncesi ve Sonrast Normal ve Nefiotik Serumun
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_ORMAL' (SA GLIKLI) _
" Total Kolesreral (mg/dL)

Total Kole_sterol(mg/dL)

Tablo.14. 2-ME le Denatiire Edilmis Normal ve Nefrotik Serumun Total Kolesterol
Degerleri.

Kontrol |

2-ME (/)

f- -0.:6: :

07

6.0

| Kontrol | - L

2-ME (9/)
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Normal ve nefrotik serumlar kontrol ve test olarak ayrilip metodlar kisminda

belirtildigi gibi degisik derisimlerde 2-ME ile islem yapildy total kolesterol degerleri

saptandi
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Normal ve nefiotik serumlar kontrol ve test olarak ayrip metodlar kisminda

belirtildigi gibi degisik derisimlerde 2-ME ile islem yapudi ve TG degerleri saptand




Denaturasyonu Sonrasi BCG Boya Baglama Yintemiyle Albumin
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uyumiu normal ve nefrotik bireylerin serumlarnda albumin ve total

;:_, ori BCG baglama ve bitiret ydntemiyle saptandi.

Normal ve Nefrotik Serumda T.Protein ve ;
Albumin Miktarlan v

OTotal protein mAlbumin "
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Normal Serum Nefrotik Serum

lbumm ve total protein diizeyleri, normal ve nefi otik serumda anlaml
arklt bulunmugtur (T Protein icin* p<0.0001 , Albumin i¢in * p<0.0001) ,

p_1d diizeyleri enzimatik yontemle saptandt.
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Normal Serum Nefrotik Serum

Total kolesterol ve TG diizeyleri, normal ve nefrotik serumda anlami
falfklz bulunmustur (TG igin *p<0.0001, T Kolesterol i¢in *p<0.0001 )
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Serumlar, metodlar béliimiinde tarif edildigi gibi kontrol-test olarak hazirlanip 4

mg iire / mg protein derigiminde denattire edildi. 30 *C da 24 saat inkiibasyondan

sonra elektroforez uygulandi.

Sekil.15.a. Normal ve nefrotik serumun tire denaturasyony ile SPE albumin /

globulin oranlari degisimi (solda)

Sekil.15.b. Normal ve nefrotik serumun tire denaturasyonu ile kontrol test A/G
oranlari ve test (A/G)/kontrol (A/G) degerleri (sagda).

—

Nommal Serum  Nefrotik Serum

‘ & kontrol AJG B testA/G [ test {A/G) / kontrol (AIG) %

Nomal serum Nefrotik serum

Normal ve nefrotik serumdaki albumin / globulin orant degisimi (*p<0. 0001 ).
Normal ve nefrotik serumda test (4/G) / kontrol (4/G) oranlari birbirinden

anlamli olar ak farkhidir (¥p<0,0001).

LY

Normal Serum

® Globulin

OAlbumin

%

Kontrol Ure Denaturasyonu
Sonrast

Nefrotik Serum

@ Globulin

[ Albumin

Kontrol Ure Denaturasyonu
Sonrast

Sekil.16. Normal ve nefrotik serumun ire
globulin degisimi.
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Tablo.18. Ure Denaturasyonu sonrast BCG Boya Baglama Yontemiyle Albumin
Degerleri

i i 41b o
Bag G Normal Serum - | Nefrotik Serum
Kontrol  |3204041 | 1I8%0.52
Test . |310x039(®)  |120:052(%®) .

Normal ve nefrotik serumlarin kontrol ve testleri iire denaturasyonu igin

metodlardaki gibi igleme konuldu (°p>0.05 )

. . . i
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Sekil.17 Normal ve nefrotik seruma iire etkisinin SPE ile gosterilmesi,
a) Normal kontrol ¢) Nefrotik kontrol
b) Normal test d) Nefrotik test

Serumlar kontrol-test olarak hazirlandi.4 mg iire /mg protein derigiminin etkisini

gdzlemek igin 30%C da 24 saat inkiibe edildi Elektroforetik analiz dansitometrik

olarak ve band goriinimiinde gosterildi
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degigimleri

Sekil. 18. Normal serumda iive inkubasyonu sonras: SPE protein bandlarimn %

=S

Normal Serumun Kontro! ve Test Ormeklerinde SPE

Protein Fraksiyonian

100 T
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degisimleri.

(*p<0.0001, °p>0.05)

Sekil.19. Nefrotik serumda iire Ifnkubasyonu sonrast SPE protein bandlarimn %

%

Nefrotik Serumun Kontrol ve Test Orneklerinde
SPE Protein Fraksiyonlan
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Sekil.20. Farkl: derisimlerdeki 2-ME iin normal ve nefiotik serumda total
kolesterol diizeylerine etkisi.
a) Normal Serum b) Nefrotik Serum

350 350

300 | 300 |
280 | 250 |
a 200 4 200 |
E *p 1
=]
E 150 E 150

Kontrol % 0.62-ME % 0.7 2ME % 6.0 2-ME Kontrol % 0.6 2-ME % 07 2-ME % 6.0 2-ME

Serumlar metodlarda belirtildigi gibi kontrol-test olarak hazwrlanmp, herbir test
grubu konirole konulan SF ile aym miktar % 0,6 % 0,7 yada % 6,0 2-ME ile
denatiire edildi T Kolesterol enzimatik yontemle saptandi(*p<0.0001)

nomal serum @ nefrotik serum "p

e

100 - *p

80
60

40

Azalma (%)

20

[+ R

i
%06ME %07ME %6.0 ME

Sekil.21. 2-ME iin normal ve nefrotik serumda total tolesterol diizeyine etkisi.

Lipid diizeyindeki azalmalar normale gore degerlendirildi (*p<0.0001 ve °p>0.05).
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Sekil.22. Farkli derigimlerdeki 2-ME iin normal ve nefrotik serumda TG diizeyine
etkisi.

a) Normal Serum b) Nefrotik Serum
350 350
300 | 300
250 | 250
I 200
4 20 2
B o)
E 150 | £ 150
100 | 100
* *p
50 15 50
Kotrdl %06 2ME %07 2ME %860 2ME Kontrdl %062NE %07 2VE %860 2:ME

Serumlar metodlarda belirtildigi gibi kontrol-test olarak hazirlamp herbir test
grubu kontrole konulan SF ile aymi miktar % 0.6 % 0.7 ya da % 6.0 2-ME ile
denatiire edildi TG enzimatik yontemle saptandi (*p<0.0001)

g1normal serum B nefrotik serum "p

100 -

80

60
40

Azalma (%)

20

%06ME %O07ME %60 ME

Sekil.23. 2-ME iin normal ve nefrotik serumda TG diizeyine etkisi
Lipid diizeyindeki azalmalar normale gore degerlendirildi (*p<<0.0001 ve
°p>0.05).
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Sekil.24. Normal ve nefrotik bireylerin total fosfolipid degerleri dagihim.

Normal ve Nefrotik Serumda Total
Fosfolipid Diizeyleri

600
500 -
400
300 4
200
100 -

o

Total Fosfolipid (mg/dl)

normal E nefrotik

Sekil.25. Normal ve nefi otik bireylerin total fosfolipid degerleri.

Serumlardan E'DEE ile ekstre edilen fosfolipidler organik fosfora oksitlenerek
Fiske-Subbarow yontemiyle tespit edildi (normal seruma gore *p<0.0001). :
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5. TARTISMA

NS biyokimyasal g6tiiniimii ile, baglica yoZun albuminiiti{ > 3 g/giin),
hipoalbuminemi, hiperlipoproteinemi, ve lipidiiriden olugsan bir hastaliktir. Bu
bulgular glomeriiler bazal membran(GBM) gegirgenliginin bozulmasindan dolay
ortaya ¢ikip herhangibir belitli nedene bagl olmayabilir. Bu tiirden N.S. ptimer
(idiopatik) olup bu ¢aligmamin kapsamindadir. Ayrica sistemik hastaliklara,
eksojen faktbrlere de bagli N.S. olabilmektedit. Primer N.S. glomeriiloneftit
olmaksizin ya da glomertilonefiitle birlikte goriilebilmektedir. Idiopatik N.S un
olugumunu tetikleyen faktotler arasinda D-penisillamin (Dimetil sistein) ve gesitli
non-steroid antiinflamatuvar grubundan ilaglar bulunmaktadir. Ayrica civa, altm
gibi agi metaller, allerjenler, malignan hastaliklar ve immunizasyon da bu
tabloyu ortaya ¢ikarabilmektedir. Puromisin aminoniikleozid (PAN) ve adriamisin
(ADR) gibi protein sentezini bozan ve elektron transportunu etkileyen sitostatik
maddeler deney hayvanlarinda 7 giin gibi bir siite iginde N.S. olusturduklarndan
literatiirde deneysel N.S. mekleri olarak bulunmaktadr. Bunlar, hastaligin
etyopatogenezini agikhfa kavusturmak igin kullamlmaktadi. Deneysel N.S.
olgulaninda, hastaligin  labotatuvar  bulgulanindan  olan  albuminiirinin,
hipoalbuminemi ve hipetlipoproteinemi ile es zamanli olarak ortaya ciktif
gorlilmekte ve bu nedenle renal bozuklugun diZer serum bulgularmmn mutlak
sorumlusu  olmayabilecegi izlenimi alinmaktadiz. Bu dwrumda nefrotik
sendromdan, ilk belirtisini GBM de veren sistemik bir hastalik olarak séz etmek
gerekecektir. Ancak bﬁ);le bir olasih@ daha iyi vurgulayabilmek igin bazi
gostergelerin daha belirgin olarak konmasi gerekir. Omegin, albuminiitiye eslik
eden serum protein bozukluklarimn sadece miktar degisimleri seklinde olmadigim
aciklifa kavusturmak gerekir. Literatitde nefrotik serum albumin ve
lipoproteinlerin yapilarimin her zaman normal olmayabilecegini gdsteren bulgular

oldugu igin bu konuya agulik verilmesi amaglandi(1-7).
Insan serum albumini (HSA) iire SDS gibi maddelerin kullamilmadig: non-

denaturan kosullarda elektroforezle izlendiginde AGE ‘de, pH 8.7 de anodik
uniform protein fraksiyonu olarak goriiliip ve pl degeri  4.0-5.8 olarak
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saptanir(10). pl degeri kullanilan kosullara gore degigmektedir. Bu bulgulara
bakarak albuminin monometik bir protein oldugu izlenimi alinirsa da gergek daha
farkle goriinmektedir. Nitekim albumin genetik varyantlarinin daha iyi izlenmesi
amaciyla, 8 M iire kullamlan elektroforez kosullaninda izoelektrik odaklama (IEF)
ile incelendiginde normal albuminin bile monomerik olmadig: 2 anodik 2 katodik
alt biriminin oldugu gozlendi(12). Bu ¢ahiymada albumin izoformlar, anti-
albumin antikorlan ile goriintiilendi. Albuminin primer yapisiyla uyumlu olan
albumin A (ana form) ve albumin B (anaforma gbre katyonik) varlifi
gosterildi(33). Albuminin dimerik gériintiisii IgA ve al-antitripsin (ATT) ile
kompleks yapmasiyla ilgili olup pl degerini de etkilemektedir. Nefrotik serum
albumini MCD li hastalardan affinite kromotografi ile saflagtinldi. Normal HSA
nin non-denaturan kosullardaki goriintiisiinden farkl: olarak homojen bir fraksiyon
olusturmad:§) gozlendi. anti-albumin antikorlar1 ve glimiis boyamalari ile pl 4.7
civarinda dagilmis birden fazla sayida protein bandmmn bulundugu saptandi.
Bagka bir galigmada ise, nefrotik serum albumininin baglica anyonik izoformdan
olugtugu, idrarda atilanm daha katyonik izoformlar oldugu gosterildi(2). Bir diger
calismada, analbuminemik hastalarda BCG y6ntemiyle albumin diizeyi 3-18 gt/L
olarak bulunurken immunassay yada elektroforetik yontemle diizey 0 gi/dL
bulundu. Bu bulgu, analbuminemik setumda, yukarida belirtilen ¢alismadaki gibi,
katodal migrasyon gosteren albumin izoformunun globulin fraksiyonlan iginde

kompleks yapmusg olarak bulunabilecegini diigtindiirdii(39).

Normal setum albumininin  denaturan kogullarda homojen monomerik
gériintlistiniin kayboldugu, anodik katodik izoformlarnin ortaya ¢iktif: katodik
jzoformlarnin serum globulin fraksiyonlanyla kompleks yaptifi gozlenirken,
nefiotik serumlarda albuminin non-denaturan kosullarda bile homojen monomerik
gbriintiisiniin bulunmayis1 diigiindiiriicii idi. Bu nedenle, nefrotik ve saghklh
serum albumin fraksiyonlaimin {ire denaturasyonundan etkilenmelerinin ortak

kosullarda e zamanli olarak incelenmesi diiglintildii.

Ure, albuminin hidrojen ve hidrofobik baglarim etkileyerek albumin igine sokulan
kiigiik bosluklarma girip kapali ceplerini alt iist eden bir denaturandir (28).

Normal ve nefrotik albumin arasinda proteinin kuarterner yapisinda olas:




farklarm ortaya ¢ikarimast igin protein yapisimi en az bozacak iire detigsiminin
bulunmasi hedeflendi Ure ¢ozeltisinin hipoosmotik etkisini yok etmek i¢in ¢dzelti
izotonik NaCl ¢ozeltisinde hazirlandi. 150 uL normal seruma 3-12 M araliginda
izotonik Tre ¢ozeltileri ekleyip vortekslendikten sonza, bu ¢ézeltiler arasindan,
serumu 24 saat inkubasyon sonrast jellestirmeyecek karigim secildi. Bu karisimda
{ire-protein oranin 4 mg iire/mg protein olmasmin uygun oldugu gozlendi.
Nefrotik serumlarm protein derisimidiisiik oldugu i¢in metodlarda belirtildigi gibi,
uygun  kangim  oram  v/v  olarak  herbir nefiotik setrum  igin
hesaplandi.Saglikli(normal)-nefrotik(hasta) serum ¢iftlerine firenin  etkisi,
kontrol(iiresiz) ve test(lireli) ineklerden inkubasyon sonunda yapilan
elektroforetik analizle gozlendi. Saglikh serumlarda test AGE kontrol AGE ye
gore incelendiginde albumin fraksiyonunda ortalama %50 kadar azalma goriildii.
Kontrol AGE lerde A/G orani, 1.62+0.33, test AGE lerde 0.36+0.30 ve test(A/G)
/ kontrol (A/G) 0.24+0.92 idi, (*p<0.0001). Nefiotik serumlarm bulgulan ise
saghklilarinkinden ¢ok fatkii olup albumin fraksiyonunda azalma olmazken test
(A/G), kontrol (A/G) ye gtre onemli degigme gdstermedi (tablo.12, sekil.15.b).
Bu durumda (test A/G)/(kontrol A/G) yaklagik 1 idi. Sonuglar, normal serum
albumin fiaksiyonunun birtakim katyonik izoformlar igerdigi bu izoformun
dogalken hidrojen ya da hidrofob etkilesimleile anyonik fraksiyona bagli olup iire
denaturasyonu sonunda ana yapidan aynldigini gésterdi. Nefrotik serum albumin
fraksiyonuna bakildiginda bundan birtakim katyonik izoform ayrlist olmadii
goriildii. Bu durumda iki segenek olabilirdi. Ya nefrotik albumin fraksiyonu
katyonik izoform igermez, ya da kullanilan denaturasyon kosullarinda
ayrilamayacak bir biitlinliige sahiptir. Her iki durumda da nefrotik albumin normal
yapida degil demektir. Literatiitde MCD den saflastmilmus nefrotik serum
albumininin daha ¢ok anyonik albumin izoformundan olugurken, idrarda katyonik
izoformlar bulundugu gosterildi(1). Ayrica nefiotik serumlarda artmis olan Lp(a)
nm apoprotein kisminda albumin bulundugu gézlendi(64). Bu durumda nefrotik
albuminin katyonik izoformlan ya globulin fraksiyonlatma bagl olarak serumda

va da albuminiiri geklinde idrarda bulunmaktadir.

Sekil.15.a ve tablo.16, 18 de de goriildiigii gibi, lire denaturasyonu etkisiyle

serumun BCG baglama yontemine gore albumin diizeyi, elektroforotik albumin
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diizeyi ile benzer degisim gostermedi. Elektroforetik albumin diizeyi azalirken
BCG albumin diizeyi aym kaldi Bu da anyonik BCG yi baglayan katyonik
izoformlann globuler fraksiyonlaia 6zellikle o ( ve a; globulin fraksiyonlarna gog
edisiyle uyum gosterdi (tablo.13 ve sekil.18). Analbuminemide BCG ile saptanan
serum albumin diizeylerinin elektroforotik ve immunassay albumin miktarlariyla
uyum gostermemesi, hastalikta, katyonik albumin izoformlannm globulin

fraksiyonlar iginde sakl: olabilecegini vurguladi (39).

N.S da, yogun albuminiiriye bagli olarak ortaya ¢ikan hipoalbuminemi, albumin
sentezini arttidifn gibi (9,13) lipoproteinlerin sentezini de uyardign bilinir (68) .
N. S da sentezi uyarlan baslica lipoprotein VLDL olup hipertrigliseridemi ve
hiperkolesteroleminin baglica nedeni olmas1 dogal gériiliir. Nefrotik hastalarda ve
deneysel N.S. da hepatik VLDL, HDL; ve HDLs; iin yapimlarimn arttifi, HDL; iin
idrara atilmasi nedeniyle, serumda azaldign da rapor edilmistit. Ayrca, bu
lipoproteinlerin lipid ve apoproteinlerinin hepatik sentezlerini arastip bu

sentezlerin arttigim gosteren caligmalar da vardir (69).

Literatiirlin daha yogun aragtiimasmdan anlasildigina gére , N.S. da lipoprotein
artigt hipoalbuminemiye bagh olazak sadece kompansatuar olmayip
lipoproteinlerin yapisal ve metabolik bozukluklarim da kapsamaktadir. Diyetle
lipid alimmm arttirihist normal deneklerde karaciger lipid ditzeylerini arttirirken
N.S. da karacigerde , serumdaki hiperlipidemiye ragmen, lipid diizeyleri diisiik
bulunmugtur (50). Daunomisiple olusturulan deneysel N.S da VLDL, LDL ve
HDL nin trigliserit, kolesterol, fosfolipid igeriginin arttifn gdzlendi (50). VLDL ve
LDL nin yapisal ve metabolik bozuklugu ile iliskili olarak VLDL ve LDL nin ve
ApoB-100 iin katobolik hizlart azalmus olarak bulundu (3,42). Neftrotiklerde
VLDL nin ApoC-II igerigi az bulundu (70). HDL nin yapisal bozuklugu ile
iligkili olarak; nefrotik gocuklarda ve erigkinlerde serum HDL diizeyi normal
olmasma karsin Apo A-I diizeyi (71) ve HDL fosfolipidleri artmis olarak bulundu
(56). Bir bagka galismada da HDL katobolizmas yavaglamis olarak bulundu.

Bu ¢alismada nefrotik serum lipoproteinlerinin olasi yapisal bozukluklarmi ortaya

¢ikarabilmek igin, literatiirdeki bazi galigmalardan esinlenerek(72,74), protein
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distilfit baglarim indirgeyen bir denaturan olan 2-ME denendi. Nefrotik
apolipoproteinlerin bozuklugu, lipoproteinler saflastumadan yapilacag: igin,
albumin dahil ¢ogu plazma proteinlerinde S-S baglan oldugu diistiniilerek ayirt
edici parametre olarak serum lipidleri secildi. Distilfid baglarindan kaynaklanan
primer yap1 farkliigimi gézleyebilmek icin bir drek hasta~saglam ¢ifti iizetinde
¢ahgldi. Cesitli 2-ME derigimleri ile serum protein kanigimlan denenerek serumu
Jellestitmeden hem distil{id baglarimn lipidleri diizenlemedeki belirleyiciligini ve
hem de nefiotik saglikli farkim gésterebilecek derisim ve karigimlar secildi. 2-ME
¢ozeltilerinin hipoosmotik etkisini yoketmek i¢in ¢ozeltiler izotonik NaCl iginde
hazulandi. Nefrotik serumlarm protein derigimi diigiik oldugu icin, metodlarda
belirtildigi gibi, uygun kansim orami v/v olatak herbir nefrotik serum igin
hesaplanarak 2-ME miktar diigiiriildii. Normal(saglikli)-nefrotik(hasta) serum
ciftlerine 2-ME ¢bzeltilerinin etkisi, konttol(2-ME siiz) ve test (2-ME Ilit)
omekletrden yapilan tiigliserid ve total kolesterol analizler] ile gozlendi(tablo.14,
15) Normal-nefrotik ¢iftlerinin %6.0 2-ME derisimindeki test 6ineklerinde TG ve
T. Kol degertleri kontrolletine gére incelendiginde lipidlerin % 100 e varan
diizeylerde diistligii goriildii ( Sekil 20-23). % 0.6 ve % 0.7 2-ME derigiminin
kullamldig1 deneylerde test oineklerinin lipid diizeyleri komtrollerine gore
incelendiginde lipidlerin istatistiksel olarak anlamh dugtiigli gozlendigi gibi
saghkli-nefrotik arasmda da anlamli fark oldugu gézlendi (5ekil. 20-23). Sonuglar,
% 6.0 2-ME derigiminin etkileri izlendigi durumda, saglikli ve nefrotik lipoprotein
lipidlerinin, apoproteindeki distilfid baglarmim indirgenmesiyle hemen tamamen
gizli konuma gegebilecegini gbsterdi. % 0.6 ve %0.7 2-ME derisimlerinin
izlendigi durumda ise, nefrotik lipoprotein lipidlerinin daha az gizlenebildigi ve
bu nedenle nefrotik serum apolipoproteinlerinde disiilfit baf yetlesimi ve/veya

sayisinin normalden farkli olmast gerektigi anlasildi,

Bulgular, bu ¢alismada 2-ME kullamimina yon veren iki literatiir bulgusu ile de
uyumt i¢inde bulundu. Bunlardan biri, disiilfit baglarm indirgeyen 2-ME nin
VLDL nin karacigerden salgilanmasim onlemesi(72) digeri ise apolipoprotein
B100 iin amino-terminalinde %11 lik kisimda yetlesik olan 6 intramolekiiler
disiilfid bagmm lipoprotein olusumunu belirleyici nitelikte olmas: idi (73,74). 2-

ME ile denaturasyondan sonra serumlarda notial lipidlerinin konum degistirerek




gizlenebilmesi belirtilen caligmalarla agiklanabildi. Bunun yaninda nefrotik
lipoproteinlerin  2-ME denaturasyonuna normallerden farkli yamit vermesi
apoprotein B-100 de apolipoproteinlerde disiilfid bag defekti olabilecegini
vurguladi, Aynica, idiopatik nefrotik sendrom olusumunun penisilamin (dimetil
sistein) ve afir metaller gibi tiyol/disiilfit olugumunda kangiklik yaratabilecek
maddelerle tetiklenmesi bu diigiinceyi giiglendirdi.

Serum fosfolipidlerinin analizindeki amag daha ¢ok yapisal niteligi olan bu lipid
smifinin nefrotik sendromda artigini gdzleyerek plazma lipoproteinlerinin olas:
vapisal bozukluguna agurlik kazandirmaktu. Fosfolipid analizi 2-ME ile denatuze
edilmig 6rneklere uygulanmadi. Ciinkii fosfolipid analizi TG ve total kolestero}
analizlerinden farkli olarak enzimatik yontemle yapilmamaktadir. Lipidin ekstre
edilmesi agamasinda lipoproteinde lipid-protein diizeni tamamen alt-iist olacag

i¢in diBer lipidlerle bagarilan gozlemler fosfolipidletle basarilamayacakt1.

Idiopatik nefiotik sendromlu 39 hasta ile yas ve cins uyumiu saglam kisilerin
katihmi ile yapilan bu galisma, iire denaturasyonu aracihig ile nefrotik kisilerin
serum albumininin katyonik izoformunu igermeyen defektif bir yapisi oldugunu,
2-ME denaturasyonu aracilifi ile serum apolipoprotein B-100 de disiilfit bagy
yetlesimi ve/veya sayisinn normalden farkh oldugunu gosterdi. Boylece, albumin
ve serum lipoproteinlerinin yapisal bozuklugunu gdsteren literatiin bulgularina bit

yenisini kazandurdi.
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6. OZET

Idiopatik nefrotik sendromlu 30 hasta yag ve cins uyumlu olan 30 saglikls kisi ile
kargilagtizllarak iire ve 2-merkaptoetanol denaturasyonu yardmmiyla serum
albumin ve serum lipoproteinlerinin yapisal bozuklugu gosterilmeye cahigildi. 4
mg iire/mg protein derigimi kullamlarak hasta ve saghkli serumlar 30 *C da 24
saat denatiire edildi. Sagliklt serum albumin fraksiyonunun ortalama ¥ si katyonik
izoform olarak aytilip a; ve o globulin fraksiyonlarma gig edetken bu gézlem
nefrotik albumin fraksiyonunda belirgin degildi. Saglikli-nefrotik serum ¢iftlerinin
denatiire edilmis test Ownekleri denature edilmemis kontrol &mekleriyle
albumin/globulin oranlan1 yoniinden kiyaslandi. Sagliklilarda 0.24+0.92 ve
nefrotikletrde  079+0.40 olatak bulunan test(A/G)/kontrol(A/G) oranlar
kargilagtinildt ve anlamli fark bulundu(p<0.0001). Serumlann tiimiinde iire
denaturasyomundan sonta BCG ile saptanan albumin degerlerinde kontiol
Omneklerine gore &nemli fark gozlenmedi. Bu bulgu, elektroforetik
degerlendirmeler esliginde, katyonik albuminin BCG nin baglanmasmdan
sorumlu oldugu sadece normal albumin bandinda yetlesik olmayip globulin
fraksiyonlarinda da bulunabilecegini kamtladi. % 6.0, % 0.6 ve % 0.7
derigimlerinde 2-ME ile denatiize edilen serumlarda apolipoproteinlerin degisimi
serum total kolesterol ve trigliserit diizeylei ile izlendi. %6.0 2-ME derisimde %
100 e varan lipid azalmalar ile nefiotik ve normal kisiler ayut edilemezken diger
iki derisimde trigliseritler sagliklilarda % 88.55+5.41 ve % 93.74+4.47
nefrotiklerde % 53.‘60i11.“‘76 ve % 75.97+8.09 azalirken, kolesterol saghiklilarda
% 59.94+5.60 ve % 75.3614.44 nefiotiklerde % 28.74+8.22 ve % 51.00+8.85
azaldi (p<0.0001). Serum total fosfolipid diizeyleri saglikliarda 173.77+46.72
mg/dL ve nefrotiklerde 421.40+83.42 mg/dL bulundu. Nefrotik serum albumin ve
apolipoprotein B nin yapisal bozukluklat1 protein denaturasyonu ile gozlemlenit
selde sokularak nefrotik sendromun sadece glomeriiler membran bozukluguna

bagh olmadid: gériisiine agulik kazandirld:
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7. ABSTRACT

The structural defects of serum albumin and serum lipoproteins were tried to be
shown on 30 patients with idiopathic nephrotic syndtome and 30 healthy
individuals adjusted for age and gender by using the denaturation of urea and 2-
mercaptoethanol. The sera of healthy people and patients were denaturated at 30
*C for 24 hours by using 4 mg urea/mg protein. Approximately % of healthy
serum albumin fraction sepatated as cationic isoform and migrated to oy and o2
fractions but this was not evident for nephrotic albumin fiaction. The denaturated
test samples of healthy-nephrotic serum paits were compared with contro]
samples that were not denaturated as albumin/globulin 1atios. The ratiog of test
(A/G) / control (A/G) which were found as 0.24+0.92 for healthy group and for
0.7940.40 nephrotic patients were compared and a significant difference was
found (p<0.0001). The albumin values of serum samples obtained by BCG after
urea denaturation were not significantly different fiom the control samples. By the
evaluation of electiophoresis this finding proved that cationic albumin was
tesponsible for binding of BCG and was placed not only on albumin band but also
would place on globulin bands. The changes of apolipoproteins were observed on
serum samples that were denaturated with % 60.0,% 0.7 and % 0.6 concentrations
of 2-ME using setum levels of total cholesterol and triglyceride, The healthy and
nephrotic individuals could not be distinguished by % 6.0 concentration of 2-ME
at nearly % 100 percent lipid ‘decreases By the other two concentrations of 2-ME

; the triglyceride levels decreased by % 88.55+5.41 and % 93.74+4 47 for healthy

individuals and by % 53.60+11.76 and % 75.97+8.09 for nephrotic patients. The

cholesterol levels decreased by % 59.94+560 and % 75.36+4.44 for healthy
individuals and by %28.74+8.22 and % 51.00+8 85 for nephrotic patients

(p<0.0001) The serum phospholipid levels were found to be 173.77446.72

mg/dl. and 421.40+83.42 mg/dL  for healthy and nephrotic  individuals,

respectively  The  structuzal defects of nephrotic serum albumin and

apolipoprotein B were observed by protein denaturation and the idea suggesting

that the nephrotic syndrome is not only due to the defective glomerular membrane
was supported.
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