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OZET

Onen E.F., Glutarik Asidiiri Tip 1 Hastalarinda Bobrek islevlerinin incelenmesi,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve Hastalklar1 Uzmanhk
Tezi, Ankara, 2024. Glutarik asidiiri tip 1 (GA1) kalitsal metabolik bir hastaliktir.
Glutaril-KoA dehidrojenaz (GCDH) enziminin eksikliginden kaynaklanir. Hastalik
temel olarak sinir sistemini etkiler. Son yillarda, GA1’li hastalarda bobrek hasarinin
gelisebilecegi ve yasla birlikte bobrek islevlerinin bozulabildigi gosterilmistir. Ancak
bu tutulumun hangi yasta basladigi, bobregin hangi bolgelerinin nasil etkilendigi, bu
hastalarda bobrek tutulumunu klinikte degerlendirmek icin ne zaman hangi
incelemelerin yapilmasi gerektigi konusunda yeterli bilgi yoktur. Hacettepe
Universitesi Thsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Cocuk Metabolizma Hastaliklar1
Bilim Dali Polikliniginde izlenen, GA1 tanis1 almis olan gocuk ve erigkin 16 hasta
calisgmaya dahil edilmistir. Hastalarim demografik ve klinik verileri hastane
kayitlarindan derlenmistir. Rutin incelemelerin yani sira kan basinci, renal
ultrasonografi, Doppler ultrasonografi, serum sistatin C, idrarda 2-mikroglobulin
(B2MG), Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1), Neutrophil gelatinase-associated
lipocalin (NGAL), Uromodulin (UMOD) incelenmistir. Idrar biyobelirtecleri i¢in her
hasta ile yas ve cinsiyeti eslestirilmis ikiser saglikli kontrol alinmistir. Hastalardan
serum kreatinin ve sistatin C birlikte bakilmistir. Kreatinin ve sistatin C kullanilarak
tahmini glomeriiler filtrasyon hizi (estimated glomerular filtration rate, eGFR)
hesaplanmistir. Kreatinine gore bakilan ortalama eGFR 118,93+17,83 mL/dk/1,73m?
ve sistatin C diizeylerine gore hesaplanan eGFR ortalamast 95,25+20,52
mL/dk/1,73m? olarak bulunmustur. Hastalarin protein:kreatinin oranlar1 [0.16 (0.09-
0.22) ve 0.07 (0.05-0.10)] ve B2MG:kreatinin oranlar1 [122.39 (67.40-200.05) ve
52.12 (31.03-103.43)] kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.001).
Hastalar sistatin C formill ile hesaplanan eGFR’ye gore degerlendirildiginde, sekiz
hastanin eGFR’si 90 mL/dk/1,73m% nin iizerinde iken yedi hastanin eGFR’si 90
mL/dk/1,73m? nin altinda bulunmustur. Sag ve sol renal ven akim hizlar1 eGFR<90
olan hastalarda daha diisiikken boya gore viicut agirligi, serum alkalen fosfataz ve
fosfor degerleri daha yiiksek bulunmustur. Iki grup arasinda idrar biyobelirteglerinde
anlamli bir farklilik saptanmamistir. Sonug olarak, GA1 hastaliginda erken yasta bile
eGFR disiikligi goriilebilmektedir. Sistatin C 6lguimleri bobrek izlemi igin gereklidir
ciinkii kreatinin bazli eGFR degerlendirmeleri yanilticidir. Bobrek disfonksiyonu
muhtemelen esas olarak tiibiiler kokenlidir. Uriner B2MG ve renal ven akim hizlar
biyobelirte¢ olarak daha ayrintili aragtirilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Glutarik asiduri tip 1, bobrek hasari, sistatin C, beta-2
mikroglobulin, renal ven akim hizi

Destekleyen Kuruluslar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (Proje no: THD-2022-20261)



ABSTRACT

Onen E.F., Examination of Renal Functions in Patients with Glutaric Aciduria
Type 1, Hacettepe University Faculty of Medicine, Pediatric Residency Thesis,
Ankara, 2024. Glutaric aciduria type 1 (GA1) is an inherited metabolic disorder. It
results from the deficiency of glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH) enzyme. The
disease primarily affects the nervous system. In recent years, it has been demonstrated
that renal damage may accompany GA1, and kidney functions can deteriorate with
age. However, there is limited information on when this involvement begins, which
kidney regions are affected, and which examinations should be performed when in
order to assess kidney involvement in clinical practice. 16 children and adult patients
diagnosed with GAl and followed at Hacettepe University lhsan Dogramaci
Children's Hospital Department of Pediatric Metabolic Diseases were included in the
study. Demographic and clinical data were collected from hospital records. In addition
to routine examinations, the study included the evaluation of blood pressure, renal
ultrasonography, Doppler ultrasonography, serum cystatin C levels, and urinary
biomarkers including f2-microglobulin (B2MG), Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1),
Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), and Uromodulin (UMOD). A
control group consisting of two healthy individuals matched for age and gender for
each GAL patient was also included. Serum creatinine and cystatin C levels both were
measured in the patients to estimate the glomerular filtration rate (¢eGFR). The mean
eGFR based on creatinine was 118.93+17.83 and the eGFR based on cystatin C values
was 95.25+20.52 ml/min/1.73 m?. The patients' urine protein to creatinine ratios [0.16
(0.09-0.22) and 0.07 (0.05-0.10)] and B2MG to creatinine ratios [122.39 (67.40-
200.05) and 52.12 (31.03-103.43)] were significantly higher compared to the control
group (p<0.001). When evaluated according to eGFR based on cystatin C, eight
patients had eGFR above 90 ml/min/1,73 m?, while seven patients had eGFR below
90 ml/min/1,73 m2. Right and left renal vein flow velocities were lower in patients
with eGFR<90, while weight for height, serum alkalene phosphatase, and phosphorus
values were higher. Urinary protein biomarkers did not significantly differ between
the two groups. Renal involvement can be observed in GAL, even at a young age.
Cystatin C measurements are mandatory in renal surveillance because creatinine-based
eGFR is misleading. Renal dysfunction is probably mainly tubular in origin. Urinary
B2MG and renal vein flow velocities should be explored further as biomarkers.

Keywords: Glutaric aciduria type 1, kidney injury, cystatin C, beta-2 microglobulin,
renal vein flow velocity

Supported by: Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination Unit
(Project no: THD-2022-20261)
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SIMGELER ve KISALTMALAR

K Mikro

r: Pearson korelasyon katsayis1

p: Spearman korelasyon katsayisi
ACE: Anjiyotensin doniistiiriicli enzim
ALP: Alkalen fosfataz

ALT: Alanin aminotransferaz

AST: Aspartat aminotransferaz
B2MG: Beta-2 mikroglobulin

BGVA: Boya gore viicut agirligi
C5DC: Glutarilkarnitin

CDG: Konjenital glikolizasyon defekti

eGFR: Tahmini glomertiler filtrasyon hiz1

E-IMD: European Registry and Network for Intoxication Type Metabolic Diseases

FAD: Flavin adenin dinlkleotid

FeNa: Fraksiyone sodyum atilimi

GAL: Glutarik asiduri tip 1

GCDH: Glutaril-KoA dehidrojenaz

GC-MS: Gaz kromatografisi-kutle spektrometrisi

GFR: Glomeriiler filtrasyon hiz1

GGT: Gama glutamil transferaz

HE: High excretor

HT: Hipertansiyon

KBH: Kronik bobrek hastaligi
KDIGO: Kidney Disease: Improving Global Outcomes
KIM-1: Kidney Injury Molecule-1

LE: Low excretor

MMA: Metilmalonik asidemi

MRG: Manyetik rezonans gorunttileme
MS/MS: Ardisik kiitle spektrometrisi

NGAL.: Neutrophil gelatinase-associated lipocalin

viii



PA: Propiyonik asidemi

RI: Resistivity index

TRP: Tibuler fosfat reabsorpsiyonu
UMOD: Uromodulin

US: Ultrasonografi

VKI: Viicut kitle endeksi

YGB: Yasa gore boy

YGVA: Yasa gore viicut agirhigi
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1. GIRIS

Glutarik asidiiri tip 1 (GAl) kalitsal metabolik bir hastaliktir. Glutaril-KoA
dehidrojenaz (GCDH) enziminin eksikliginden kaynaklanir (1). Hastalik temel olarak
sinir sistemini etkiler. Hastalarin gogunda tetikleyici bir etken sonrasinda gergeklesen
ensefalopatik krize bagli akut beyin hasar1 olusur. Bu krizlerden sonra emme ve yutma
refleksleri, bas kontrolii, oturma, ayaga kalkma gibi norolojik islevler siklikla akut bir
sekilde yitirilir. Boyun ve gdvdede hipotoni, kol ve bacaklarda distoni, hipertoni ve
koreatetoid hareketler goriilebilir. Baz1 hastalarda jeneralize nobetler olabilir. Ciddi bir
distonik-hipotonik hareket bozuklugu gelisebilir. Bu acilardan bakildiginda GAl
serebral bir organik asidemi olarak da degerlendirilmektedir (2-5).

Son yillarda, GA1’li hastalarda bobrek hasarinin eslik edebildigi ve yasla
birlikte bobrek islevlerinin bozulabildigi gosterilmistir (6). Ancak bu tutulumun hangi
yasta basladigi, bobregin hangi bdlgelerinin nasil etkilendigi, bu hastalarda bobrek
tutulumunu klinikte degerlendirmek i¢in ne zaman hangi incelemelerin yapilmasi
gerektigi konusunda yeterli bilgi yoktur. Bu nedenle ¢alismamizda GA1 hastaliginda
bobrek tutulumunun 6zelliklerini ortaya konulmasi amag¢lanmistir. Bu baglamda GA 1
hastalarinin ayrmtili renal degerlendirmeleri yapilarak bobrek tutulumunun hangi
siklikta goriildiigii, hangi yas gruplarinda daha fazla beklendigi, bobregin hangi
bolgesinin ya da bolgelerinin etkilendigi ve bu etkilenimlerin klinik olarak hangi
sonuglara yol agtigini sorularina yanitlar aranmistir. Erigilecek bu bilgilerin, GA1
hastaliginin izlem ve tedavi siireglerini iyilestirmesi beklenmistir.

Degerlendirme kapsaminda; bdbrek islevlerinin arastirilmasi igin rutinde
kullanilan elektrolit, kan gazi, lire, kreatinin 6l¢iimleri yapilmistir. Ek olarak serum
sistatin C ile glomeriiler filtrasyon hizi belirlenmistir. Doppler dahil ultrasonografik
renal goriintiileme yapilmistir. Nefronun farkl bolgelerindeki hasarlar1 isaret edecek
cesitli belirteclerin [albiimin, protein, f2-mikroglobulin, Kidney Injury Molecule-1
(KIM-1), Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), Uromodulin (UMOD)]
idrarda 6lgiimu ve 24 saatlik ambulatuvar kan basinci monitorizasyonu yapilmistir.

Kronik bobrek hastaliginin bir¢ok etiyolojisinde glomeriiler filtrasyon hizinin
azalmas1 gec¢ bir bulgu olarak goriilmektedir. Bu nedenle projemizde serum kreatinin,

sistatin C ve GFR degerlendirilmelerine ek olarak klinik, radyolojik ya da laboratuvar



yontemlerle kronik bobrek hastaligi acisindan artmis risk altinda olan hastalarin
belirlenmesi hedeflenmistir.

GA1 ile ilgili fare modellerinde ve kronik bobrek hastaligi ile yakindan iligkili
diger bir organik asidemi olan metilmalonik asidemide tiibiiler disfonksiyonun,
ozellikle proksimal tiibiilopatinin temel olay oldugu gésterilmistir (7-11). Calismamiz,
tiibiiler iglevlerin ayrmtili ve tiibiiliin farkli bolgelerine 6zgii belirtegler yardimiyla

degerlendirilmesi sayesinde olast tiibiiler disfonksiyonu arastirmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kahitsal Metabolik Hastahklar

Biyokimyasal bir yolaktaki bozuklugun hastalik patogenezinde temel rol
oynadigi kalitsal bozukluklar kalitsal metabolik hastaliklar olarak tanimlanir (12, 13).
Bu hastaliklar, metabolik engelin proksimalinde toksik bir substratin birikmesine,
distalinde triin eksikligine veya substratin alternatif bir yola sapmasma yol acarak
hastaliga yol acabilir (14). Siirekli giincellenen bir ¢evrimigi veritabanina gore
1900’den fazla kalitsal metabolik hastalik tanimlanmigtir (15).

Kalitsal metabolik hastaliklar genellikle otozomal resesif kalitilmakla beraber
otozomal dominant ve X’e bagli gecis olan tipler de mevcuttur. Mitokondrideki
biyokimyasal yolaklar1 etkileyen hastaliklarin bazilar1 da mitokondriyal DNA'daki
mutasyonlardan kaynaklanir. Genetik bozukluklar; nokta mutasyonlari, delesyonlari,
insersiyonlari, enzimlerde veya tasiyicilarda islev kaybi veya kazanimai ile sonuglanan
kromozomal degisiklikleri igerir (16).

Kalitsal metabolik hastaliklar nadir hastaliklardir. Her bir bozukluk tek basina
nadir olmasina ragmen, bir grup olarak ele alindiklarinda sayica ¢ok olduklar1 igin
yaygim olduklar1 s6ylenebilir; genel prevalans West Midlands, Birlesik Krallik'ta 784
kiside 1, Britanya Kolumbiyasi, Kanada'da 2500 kiside 1 ve Italya'da 2555 kiside 1'dir
(14). Baz1 toplumlarda metabolik hastalik sikligi daha yiiksek olabilir. Bunun nedeni
kurucu (“founder”) etkisi nedeniyle tasiyicilik sikhiginin fazla olmasi (6r. Faroe
Adalari’nda karnitin tasiyicisi eksikligi) ya da akraba evlilikleri nedeniyle otozomal
resesif hastaliklarin sik goriilmesi olabilir (17). Tiirkiye Niifus ve Saglk Arastirmasi
2018 verilerine gore, Tiirkiye’de akraba evliligi orani %24 tiir (18). Akraba evliliginin
sik olmasi otozomal resesif hastaliklarin daha sik gorilmesine yol agmaktadir. Bu
nedenle Tirkiye’de kalitsal metabolik hastaliklar 6nemli bir saglik sorunudur.

Kalitsal metabolik hastaliklar yenidoganlarda, bebeklerde ve kii¢lik ¢ocuklarda
akut belirti ve bulgularla ortaya ¢ikabilir. Genellikle beslenme giicliigli ve letarji
goriiliir. Kusma, solunum sikintisi, koma gibi sepsis ile karigabilecek belirtiler kalitsal
bir metabolik hastalig1 isaret ediyor olabilir. Akut ensefalopatiye neden olabilen bu
kalitsal metabolik hastaliklar arasinda organik asidemiler, iire dongiisti bozukluklari,

baz1 amino asit metabolizmas1 bozukluklar1 ve enerji metabolizmas1 bozukluklar1



sayilabilir. Akut ensefalopati ile seyreden metabolik hastaliklarda hipoglisemi,
hiperamonemi, ketozis, metabolik asidoz gibi biyokimyasal ipuglar1 saptanabilir;
ancak bazi hastaliklarda kan ve idrarda rutin laboratuvar incelemeleri ile tespit
edilebilen bir anormallik olmayip 6zel metabolik incelemeler yapilmasi gerekebilir
(19).

Bazi metabolik hastaliklarda erken ya da ge¢ donemde baslayan kronik, bazen
ilerleyici goklu sistem ya da organ tutulumu gorulebilir. En cok norolojik sistemle ilgili
bulgular gelisir. Norolojik bulgular gelisimsel veya psikomotor gecikme, ndbetler,
hareket bozukluklari, isitme ve gérme kayiplar1 seklinde goriilebilir. Tirozinemi tip I,
herediter fruktoz intoleransi, konjenital glikolizasyon defektleri (CDG), alfa-1-
antitripsin eksikligi, Wilson hastalig1 ve mitokondriyal hastaliklar gibi bir¢cok hastalik
siroza yol agabilir. Lizozomal depo hastaliklari, 6zellikle mukopolisakkaridozlar,
ilerleyici seyir ile karakterizedir. Karnitin tasiyicisi eksikligi, Pompe hastaligi, Fabry
hastaligi, CDG’ler ve bazi mitokondriyal hastaliklarda kardiyomiyopati ve bagka
kardiyak bulgular goriilebilir. Kas giicsiizliigii ve bazen rabdomiyoliz glikojen depo
hastaliklari, mitokondriyal hastaliklar ve yag asidi oksidasyon bozukluklarinda
goriilebilir. Galaktozemi ve herediter fruktoz intoleransi, tedavi edilmezse proksimal
tiibiil fonksiyon bozukluguna ve bdbrek yetmezligine yol agar. Tirozinemi tip I
genellikle hipofosfatemi ve rasitizmle sonuglanan tiibiiler fonksiyon bozukluguna
sebep olur. Sistinozis, son donem bdbrek yetmezligine yol agan glomeriiler
fonksiyonun azalmasiyla iligkilidir (19).

Kalitsal metabolik hastaliklari bazilarinda 6zgiil tedavi se¢cenekleri mevcuttur.
Bu tedavi secenekleri ¢ok cesitlidir. Biriken maddelerin ya da Onciillerinin diyet ile
aliminin azaltilmasi (beslenme tedavisi), yapimlarinin 6nlenmesi (substrat azaltma
tedavisi), ilaglar veya diyaliz gibi uygulamalarla viicuttan uzaklastirilmasi, viicutta
iiretilemeyen kiiclik molekiillerin disaridan verilmesi (suplementasyon), eksik olan
enzimlerin rekombinant proteinler (enzim replasman tedavisi), doku veya organ
nakilleri ya da gen tedavileri ile yerine konmas1 gibi degisik yontemleri igerebilir.
Tedavi bagar1 sansi, erken ya da miimkiinse asemptomatik donemde tan1 konulmasi ile
artmaktadir. Bu nedenle, tedavi edilmediginde bebeklik doneminden baglayarak geri

doniisii olmayan agir bulgularla seyreden, erken baglandiginda etkili tedavisi olan,



biyobelirteci duyarli ve 6zgiil bir test ile olgiilebilen baz1 metabolik hastaliklar i¢in
yenidogan taramalar1 yapilmaktadir (20).

Diyet tedavisi; aminoasit metabolizmasi bozukluklarinin, organik asidiiri ile
iire dongiisti bozukluklar1 gibi kii¢iik molekiillii metabolik hastaliklarin, galaktozemi
ile kalitsal fruktoz intolerans1 gibi karbonhidrat metabolizmas1 bozukluklarmin ve
glikojen depo hastaliklar1 ile yag asitleri oksidasyon kusurlart gibi enerji
metabolizmas1 bozukluklarmin tedavisinin temel dayanagini olusturur. Diyet
tedavisinin ana amaci, metabolik engelin doniindeki substrat birikimin azaltilmasi ya da
hatali biyokimyasal yolagi kullanmayip alternatif son iriin kaynaklarinin
saglanmasidir. Ure dongiisii bozukluklarinda nétoroksik olan amonyagin atilimini
saglamak i¢in sodyum benzoat ve sodyum fenilasetat verilmesi toksik metabolitlerin
uzaklastirilmasina 6rnek gosterilebilir. Substrat azaltma tedavisinin temel ilkesi,
biriken toksik substratlarin biyosentezini azaltmak i¢in kii¢iik molekiillii bir ilag
kullanmaktir. Gaucher hastaliginda kullanilan miglustat ve eliglustat, substrat
rediksiyon tedavisinin érnekleridir (21). Bazi kalitsal metabolik hastaliklar tiretim
yetersizliginden veya Onemli bir {riiniin geri doniistiiriilmesindeki kusurdan
kaynaklanir. Biyotinidaz eksikligi olan hastalarda kullanilan biyotin takviyesi, bu
tedavi grubuna guzel bir 6rnektir (22). Enzim replasman tedavisi; Gaucher hastaligi,
Fabry hastalig1, Pompe hastaligi, mukopolisakkaridoz tip I, II, IVA ve VI ile lizozomal
asit lipaz eksikliginde kullanilmaktadir (21). Hematopoietik kok hiicre ve kemik iligi
nakli, saglikl1 verici hiicrelerinin, alicinin enzim eksikligi olan kemik iliginde kolonize
olmasina olanak tanir ve bir enzim replasman kaynagi saglar. Bu yaklasim son yillarda,
lizozomal depo hastaliklari, mukopolisakkaridozlar, metakromatik l6kodistrofi,
Krabbe hastaligi, X'e baglh adrenolokodistrofi, a-mannosidoz, fukozidoz ve ilerleyici
Gaucher hastalig1 tip 3 gibi bir¢ok hastalik grubunda denenmistir. Tedavi basarisi
hastaliktan hastaliga degismektedir (23). Metabolizmanin pek ¢ok enzimatik
reaksiyonu karacigerde meydana geldiginden karaciger nakli, eksik enzimin yerini
alabilir ve ¢ogu tire dongiisii bozuklugu gibi bazi karaciger bazli kalitsal metabolik
hastaliklar i¢in siklikla tedavi edicidir (24). Kalitsal metabolik hastaliklar tek gen
hastaliklaridir ve teorik olarak mutasyona ugramis genin degistirilmesi kesin bir tedavi
saglayacaktir. Gen tedavisi igerisinde bir¢ok zorlugu barindirmakla beraber bu alanda

ilerlemeler devam etmektedir (21).



2.2. Glutarik Asiduri Tip 1

2.2.1. Glutarik Asidiiri Tip 1’in Genel Ozellikleri

Glutarik asidiri tip 1 (GA1, OMIM #608801); lizin, hidroksilizin ve triptofan
metabolizmasinin otozomal resesif bir bozuklugudur. Glutaril-KoA dehidrojenaz
(GCDH) enziminin kalitsal eksikliginden kaynaklanir (1).

Mitokondriyal matrikste bulunan GCDH enzimi (EC 1.3.8.6), agil-KoA
tiyoesterlerinin 2-enoil-KoA driinlerine oksidasyonunu katalize eden flavoproteinlerin
acil-KoA dehidrojenaz ailesinin bir Gyesidir. GCDH enzimi glutaril-KoA'dan
glukonil-KoA iiretimini katalize eder ve elektronlar1 flavin adenin diniikleotide (FAD)
aktarir (Sekil 2.1) (25, 26).

Hidroksilizin
l’ Glutaril-KoA
) - dehidrojenaz
Lizin = 2-am|n(?:ld|plk w=p- | Glutaril-Koa | s | Krotokonil- koA
asl FAD  FADH2

Triptofan

7 O '

Asetoasetil-KoA

Glutarik asit

3-OH glutarik asit
Glutarilkarnitin

Sekil 2.1. Lizin, hidroksilizin ve triptofan katabolizmas1

Glutaril-KoA dehidrojenaz enzim eksikligi, GCDH genindeki biallelik
mutasyonlarima bagli gelisi. GCDH geni insanda kromozom 19p13.2 Uzerinde
bulunur ve 12 ekzondan olusur. 2022 yilinda yapilan kapsamli bir literatiir taramasinda
GCDH genine ait 421 farkli patojenik varyant tespit edilmistir. Bagka bir kohortta 7.,
9. ve 10. ekzonlar en ¢gok mutasyona ugramis kodlama bdlgeleri olarak tanimlanmustir.

Simdiye kadar, p.Arg402Trp'nin ¢esitli ¢aligmalarda en siddetli ve yaygin (%21,21)



patojenik degisikliklerden biri oldugu ve beyaz irktaki mutasyonlarin yaklagik
%?20'sinden sorumlu oldugu bildirilmistir (27, 28).

2.2.2. Klinik Belirti ve Bulgular

Bebeklerin ¢ogu dogumda asemptomatiktir, bazi bebeklerde hipotoni ve motor
gelisim geriligi gibi 0zgiil olmayan norolojik belirtiler gelisebilir; bu belirti ve
bulgularin bir¢cok hastalikta goriilebilmesi, etkilenen bireylerin klinik olarak ayirt
edilmesini zorlastirir (29). Birgok hastada norolojik bulgulardan daha 06nce
makrosefali goriiliir. Erken teshis i¢in 6nemli bir ipucu, yiizdelik dilimleri asan ve 3-6
aylikken zirveye ulasan patolojik olarak artan kafa buytimesinin gézlenmesidir (30).

Hastalarin cogunda yaklasik 9 aylikken; enfeksiyon, asi, ameliyat i¢cin a¢ kalma
gibi durumlar sonrasinda gergeklesen ensefalopatik krize bagli akut beyin hasari
olusur (4). Ensefalopatik krizlerin neredeyse tamami yasamin ilk 36 ayinda meydana
gelmistir; okul c¢aginda, ergenlik doneminde veya yetiskinlikte heniliz
tanimlanmamistir. Oturma, ayaga kalkma, bas kontrolii, emme ve yutma refleksleri
gibi norolojik islevler siklikla akut bir sekilde yitirilir. Bebeklerde boyun ve gévdede
derin hipotoni, kol ve bacaklarda distoni, hipertoni ve ekstremitelerde koreatetoid
hareketler goriilebilir. Bazi hastalarda jeneralize ndbetler olabilir. Daha sonra ciddi bir
distonik-hipotonik hareket bozuklugu gelisir. Altta yatan metabolik bozukluk teshis
edilmezse, diger beyin sistemleri de yavas ama ilerleyici sekilde etkilenir. Cigneme ve
yutma bozukluklari, kusma ve aspirasyon, artan kas tonusu nedeniyle artan enerji
ihtiyaci siklikla biiyiime geriligi ile sonuglanir. Kifoskolyoz ve gogiis duvari distonisi
restriktif akciger hastaligina neden olabilir. Erken 6liim (20 yasina kadar semptomatik
hastalarin %40-50'si), pndmoni ve solunum yetmezligi sirasinda, hiperpireksik-
distonik krizler sirasinda veya herhangi bir uyari olmaksizin aniden ortaya ¢ikabilir (2,
3,5).

Makrosefali, Sylvian fissiiriin genislemesi ve frontotemporal kortikal atrofi
gibi erken nororadyolojik bulgular herhangi bir motor defisit 6ncesinde veya
yoklugunda ortaya ¢ikabilir. Bazal gangliyonlarin, 6zellikle kaudat ve putamenin
dejenerasyonu, daha sonra motor bozukluklarin baglamasiyla birlikte gelisir (31).

Tedavi edilmediginde, bebeklerin %80-90"1nda, araya giren atesli hastalik veya

cerrahi miidahalenin tetikledigi akut ensefalopatik krizin ardindan, beyin gelisiminin



hassas bir doneminde (¢ogunlukla 3-36 ay arasinda) geri doniisii olmayan striatal hasar
gelisecektir (29). Bu durum, o6zellikle putamenleri etkileyen ve dorsolateralden
ventromedial yonlere yayilan akut striatal hasara ve ardindan distoninin baskin oldugu
kompleks bir hareket bozukluguna neden olur. Siddetli hareket bozuklugu, status
distonikusa ilerleyebilir ve siklikla ikincil komplikasyonlar nedeniyle smirli yasam
beklentisiyle sonuglanir (4). Striatal hasar genellikle bilateral olmasma ragmen,
hemidistoni ile birlikte unilateral striatal nekroz da bildirilmistir (32).

Akut baglangicin yani sira, goriiniirde bir kriz olmaksizin sinsi baslangi¢h tipte
striatal yaralanmasi1 olan hastalar da gozlenmistir. Akut baslangichh hareket
bozuklugunun aksine, sinsi baslangicli striatal hasar genellikle dorsolateral
putamenlerle smirhdir, distoni daha hafiftir, bebeklik doneminde veya uzun yillar
stiren bir latent donemden sonra klinik olarak ortaya ¢ikabilir (29). Bazi bireylere
ergenlik veya yetiskinlik doneminde (geg¢ baslangicli) bas agrisi, vertigo, gecici ataksik
yliriiyilis, ince motor becerilerde azalma veya egzersiz sonrasi bayilma gibi 6zgiil
olmayan norolojik belirtilerle tan1 konmustur (33). Bu hastalarin beyin manyetik
rezonans gorunttlemelerinde striatum etkilenmezken; periventrikiler beyaz madde
anormallikleri, frontotemporal hipoplazi ve subependimal noduller gibi karakteristik
bulgular saptanmistir (34).

Glutarik asidiiri tip 1'li bebeklerde atrofi nedeniyle genislemis subdural aralikta
koprii venleri korunmasiz kalir. Bu bebekler, oOzellikle yiirimeye bagladiklari
donemlerde, minor kafa travmasindan sonra retinal kanamalar da dahil olmak lizere
subdural kanamalara maruz kalma egilimindedir. Bu bebekler, kronik, subakut veya
akut subdural ve/veya retina kanamasi nedeniyle yanlis bir sekilde istismar tanisi

alabilmektedir (30).

2.2.3. Tam

Glutaril-KoA dehidrojenaz enzim eksikligi glutarik asit, 3-hidroksiglutarik
asit, glutakonik asit ve glutarilkarnitinin birikmesine neden olur (Bkz Sekil 2.1) (35).
Bu maddeler, viicut sivilarinda (idrar, plazma, beyin omurilik sivis1) ve dokularda gaz
kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) veya ardisik kiitle spektrometrisi
(MS/MYS) ile tespit edilerek taniya yonlendirebilir (36). Zayif asitlerin viicut stvilarinda

artig1 ile seyretmesi nedeniyle “organik asidemi” grubundaki metabolik hastaliklar



arasinda smiflandirilir; ancak 16sin, izolosin, valin gibi dalli zincirli amino asitlerin
yikim yolagindaki bozukluklardan kaynaklanan izovalerik asidemi, metilmalonik
asidemi, propiyonik asidemi gibi dalli zincirli organik asidemilerden farkli olarak
hiperamonemi, metabolik asidoz, ketozis gibi kan ve idrarda kolayca saptanabilen
anormalliklere yol agmadig1 i¢in geleneksel olarak bir “serebral organik asidemi”
kabul edilir (37).

Idrardaki glutarik asit konsantrasyonuna bakilarak biyokimyasal olarak iki alt
grup belirlenmistir: Glutarik asit atilimi az olanlar (“low excretors,” LE) ve fazla
olanlar (“high excretors,” HE). HE hastalarin idrarlarinda 6lgiilen gluratik asit ve 3-
hidroksiglutarik asit diizeyi belirgin bir sekilde yiiksek iken LE hastalarda bu duzey
orta miktarda artmis (glutarik asit <100 mmol/mol kreatinin) veya normaldir. LE
hastalarda GCDH enzim aktivitesi %3-30 arasinda, HE hastalarda ise %0-2
arasindadir. Biyokimyasal alt gruplar ile klinik fenotip arasindaki iliski tartigmalidir
(27, 34, 35).

Makrosefali, akut ensefalopati, hareket bozuklugu, néroradyolojik bulgular ile
viicut sivilarinda glutarik asit, 3-hidroksiglutarik asit ve glutarilkarnitinin birikimi
tanida yol gosterici olmakla beraber GA1 hastaliginin kesin tanisi i¢in hastaliga neden
olan GCDH genotipinin veya azalmis olan enzim aktivitesinin gosterilmesi gerekir.
GCDH enzim aktivitesi 6l¢timii 1okositlerde ya da kiiltiirde ¢ogaltilmis fibroblastlarda
sadece referans laboratuvarlarinda yapildigi i¢in gliniimiizde taniy1 kesinlestirmek i¢in
hemen her zaman genetik incelemeler tercih edilir (29).

Glutarik asidiiri tip 1 bir¢ok iilkede yenidogan taramasi kapsamina alinmistir
ve bu taramayr yapan ilke sayisi giin gegtikge artmaktadir (38). Kuru kan
numunelerinde 6lglilen glutarilkarnitin (C5DC) yiiksekligi, GA1'in kiitle spektrometre
tabanli yenidogan taramasinda kullanilan biyobelirtegtir (39).

Pozitif yenidogan tarama sonugclari, klinik veya néroradyolojik belirtiler tanisal
caligmalarla dogrulanmalidir. Idrarda glutarik asit ve 3-hidroksiglutarik asitin atilimi
artmug bulunursa ya da klinik siphe varsa molekuler genetik ya da enzimatik inceleme
yaptlmalidir (29). Glutarik asidiri tip 1'in diinya ¢apmda goriilme sikligi 100.000-
210.000 canli dogumda birdir (40, 41). ispanya’daki yenidogan taramasinda GA1l
siklig1 1:49.402 olarak saptanmistir (42). Tayvan’in yenidogan tarama verilerine gore

ise GALl 106.474 yenidoganda bir goriilmiistiir (43). Tiirkiye'de ulusal yenidogan
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taramasma GA1 dahil edilmemistir. Ulkemizde tek bir merkezde yapilan bir ¢alismada
makrosefali, néromotor gerilik, ndbet, hipotoni gibi sikayetlerle degerlendirilip GA1
tanist alan 41 hasta oldugu, bu hastalarin ulusal yenidogan tarama programinda GA1
yer almadig1 i¢in geg¢ tani aldiklar1 ve bu nedenle GA1’in ulusal yenidogan tarama
programina dahil edilmesi gerektigi one siiriilmiistiir (44). 2020 yilinda yaymlanan,
Tiirkiye’de dogan 17.066 bebegin kan MS/MS analizinin retrospektif olarak

incelendigi bir ¢alismada, GA1 tanisi alan hasta olmamustir (45).

2.2.4. Tedavi

Gliniimiizde GAl tedavi edilebilir bir hastalik olarak kabul edilmektedir.
Metabolik idame tedavisi, diyet ve ilag tedavilerinden olusur. Toksik organik asitlerin
onciillerinin alimimi azaltmak igin lizin ve triptofandan, dolayisiyla proteinden fakir
bir diyet verilir. Bu diyetin karsilayamadig1 amino asit gereksinimi lizin igermeyen,
triptofandan fakir, arjininden zengin bir yapay amino asit karigimi (tibbi mama,
metabolik mama) ile saglanir. Tedavideki en 6nemli ilag oral L-karnitin takviyesidir;
GCDH enziminin kofaktérii olan FAD’in diizeyleri arttirmak igin siklikla verilen
riboflavin (vitamin B.) tedavisinin etkinligi tartismalidir. Araya giren hastaliklar veya
cerrahi gibi katabolik dénemler i¢in yogunlastirilmis acil tedavi 6nerilir. Bu tedavide
lizin alimmin kisa bir siire i¢in daha da azaltilmasi, protein yikimini yavaglatmak igin
damar i¢i yolla glukoz ve gerekirse lipid ile enerji destegi saglanmasi, L-karnitin
dozunun arttirilmasi, miimkiinse damar i¢i yolla verilmesi esastir. Kilavuz onerilerine
gore uygulandiginda, bu kombine metabolik tedavi, akut ensefalopatik krizlerin ve
hareket bozuklugu sikligmi 6nemli dl¢lide azaltmis ve erken teshis edilen bireylerde
hastaligin asemptomatik seyretme olasiligimni artrmistir (29). Bu, yakin zamanda 647
hastayla diinya capinda yapilan bir meta-analizde gosterilmistir (46). Diyet
tedavisinin, ciddi sekilde etkilenen hastalar disindaki tiim hastalarda erken yetigkinlige
kadar normal antropometrik gelisime izin verecek sekilde giivenli oldugu
gosterilmistir. Varsa epilepsi, gelisme geriligi, hareket bozuklugu, yutma bozuklugu
gibi ikincil durumlarin destek tedavileri de hastalarin yasam kalitesi i¢in dnem tasir

(47).
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2.3. Kronik Bobrek Hastahg:

2.3.1. Kronik Bébrek Hastaliginin Genel Ozellikleri

Kronik bobrek hastaligi (KBH), bobreklerin hasar gordiigii ve kani1 olmasi
gerektigi gibi filtreleyemedigi bir durumdur. Bu durum geri doniistimsiizdiir ve son
evre bobrek yetmezligine kadar ilerleyebilir. Bobrekte 3 aydan uzun suredir patolojik,
laboratuvar veya goriintiileme ile gosterilen yapisal ya da islevsel bozukluk olmasi ya
da glomertiler filtrasyon hizinin (“glomerular filtration rate,” GFR) 3 aydan uzun
siredir 60 mL/dk/1,73 m? altinda olmasidir (48). Cocuklarda yapilan arastirmalarda
hastaligin prevalansi her 1 milyon ¢ocukta 74,7 olarak gosterilmistir (49).

Kronik bobrek hastaligi genellikle asemptomatiktir ve rutin kan ve idrar
tetkikleri ile saptanabilir. Daha nadiren hastalar belirgin hematiri, kopukli idrar,
noktiiri, yan agris1 veya idrar ¢ikisinda azalma gibi semptomlarla basvurabilirler.
Kronik bobrek hastaligi ilerlemisse hastalarda yorgunluk, istahsizlik, bulanti, kusma,
metalik tat, istemsiz kilo kaybi, kasinti, biling degisiklikleri, nefes darlig1 veya
periferik 6dem gorilebilir (50).

Kronik bobrek hastaligina bagli olarak sivi ve elektrolit bozukluklari, kemik ve
mineral bozukluklari, anemi, hipertansiyon, dislipidemi, biliyiime geriligi,
malniitrisyon, endokrin anormallikler, norogelisimsel bozukluklar, tiremi gibi
komplikasyonlar gorilebilir (51).

Cocuklarda kronik bobrek hastaliginin degerlendirildigi, 586 katilimcinin
oldugu, cok merkezli prospektif bir galigmada, hastalarin %38’sinde anemi, %16’sinda
biiylime geriligi, %]14’linde sistolik hipertansiyon ve %]13’linde diyastolik
hipertansiyon saptanmistir (52).

Hipertansiyon, eriskin popiilasyonun yaklasik %30'unda goriiliir. Kronik
bobrek hastaligi olanlarda ise bu oran %90’a kadar ¢ikmaktadir. Hipertansiyon,
KBH’nin hem nedeni hem de sonucudur. Bébrek islevlerinin azalmasi ile birlikte,
afferent sinyallerin neden oldugu sempatik tonus artisi, KBH'de hipertansiyon
gelisimine katkida bulunur. GFR azaldikga, tuz ve su tutulmasina neden olan renin-
anjiyotensin-aldosteron sistemi aktive olur. Bu da hipertansiyon gelisimine sebebiyet
verir. Endotel disfonksiyonu ileri evre KBH'min karakteristik bir ozelligidir ve

hipertansiyonla iligkisi bilinmektedir (53).
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Bdbrek fonksiyonunu en iyi gosteren parametre GFR’dir. Bobreklerin bosaltim
islevini yansitir. Glomertiler kapillerdeki ultrafiltrasyon basmei, kapiller gecirgenlik
ve kapiller yiizey alan1t GFR’yi etkiler. Bunlardaki degisiklikler, GFR’de de degisim
olarak sonuglanir (49).

Glomeriiler filtrasyon hizin1 6l¢gmenin en yaygm yontemi, klirens kavramina
dayanmaktadir. X maddesinin klirensi; Cx=UxXV/Px seklinde hesaplanir. Bu formiilde;
Idrar miktar1 V, X maddesinin idrardaki konsatrasyonu Uy, plazmadaki
konsantrasyonu ise Px olarak gosterilmistir. Klirensin birimi mL/dk’dir. X maddesi
glomeriillerden serbestce filtreleniyorsa, tiibiillerden salgilanmiyorsa ve bobrekte
sentezlenmiyor veya metabolize edilmiyorsa, X maddesinin klirensi GFR'ye esittir.

Kreatinin klirensi, GFR hesaplamada kullanilan en eski ve en yaygin
yontemdir. Olg¢iim igin; 24 saatlik idrar toplanarak hacminin ve kreatinin derisiminin
olgtilmesi, serum kreatinin degeri gereklidir. Bulunan deger her 1,73 m? viicut yiizey
alanina diisen GFR cinsinden yorumlanir.

Kreatinin glomertllerde filtrelenir ve proksimal tiibiilden salgilanir. Tiibiiler
sekresyonu saglikli bireylerde ihmal edilebilecek diizeydedir, ancak ileri evre KBH
olan hastalarda gorece daha yiiksek olabilir ve GFR’nin hatali olarak daha yiiksek
Olctlmesine yol acabilir (54). Kreatinin, en ¢ok iskelet kaslarinda bulunan bir enerji
kaynag1 olan kreatin fosfatin bir tiirevi oldugundan, serum kreatinin diizeyleri kas
kiitlesinden etkilenir. Daha az kas kiitlesine sahip kisilerde (kii¢iik ¢ocuklar, yashlar,
kadinlar, malniitre hastalar gibi) kreatinin diizeyleri diisiiktiir ve bu da onlarin bobrek
fonksiyonlarmin gercekte oldugundan daha iyi imis gibi degerlendirilmesine yol
acabilir (55).

Sistatin C, sistein proteaz inhibitdrleri grubundan bir proteindir. Glomerullerde
filtre edilir, tiibiillerden salgilanmaz, ancak proksimal tubillerde tamamen geri emilir
ve parcalanir. Bu nedenle yeniden kan akimina ge¢gmez ve GFR 06l¢limiinde ideal bir
endojen belirtectir (49). Sistatin C, kreatininin aksine; yas, cinsiyet, kas Kitlesi,
inflamatuvar slrecler ve diyetten etkilenmez (56).

Bobrek ultrasonografisi (US), KBH degerlendirmesinde yardimei araglardan
biridir. KBH'de bobrek boyutlarinda azalma beklenir. Parankim kalinlig1 azalmistir.
Bobreklerde ekojenite artisi da bobrek hastaligmin énemli bir belirtisidir ve kronik
bobrek yetmezliginde goriilmesi muhtemeldir. Ayrica bobreklerin Doppler US ile
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degerlendirilmesi mikrovaskiiler ve parankimal lezyonlar hakkinda ek bilgi

saglayabilir (57, 58).

2.3.2. Glomeriiler ve Tiibiiler islevler

Bobrekler, nefronlardan olusur. Her nefron ise glomeriil ve tiibiilden
olusmaktadir. Glomeriiler ve tiibiiler hasara bagli olarak bobrek islevlerinde bozukluk
gorulebilir.

Glomertiiler hastaliklar ¢ocuklardaki bobrek hastaliklarinin 6nemli bir
nedenidir. Bu bozukluklar diinya ¢apinda KBH olan ¢ocuklarin %5-14'Gn0 ve son evre
bobrek yetmezligi olan cocuklarin %15-29'unu olusturmaktadir. Glomeriiler hastalikta
nefronun kani filtreleyen kismi iglevini tam olarak yerine getiremez. Sonug olarak kan
ve protein gibi idrarda olmamasi gereken maddeler goriilebilir. Bu hastaliklarda cay
rengi idrar, proteiniiri, albuminiiri, artmis kreatinin diizeyleri, artmis kan basinci, 6dem
gibi belirti ve bulgular gorulebilir.

Glomeriiler hasar ile seyreden 3 klasik klinik sendrom vardir: hematiiri,
hipertansiyon ve akut bdbrek hasar1 {igliisiiyle tanimlanan akut ve kronik
glomeriilonefrit; proteiniiri ve hipoalbuminemi ile tanimlanan nefrotik sendrom ve
mikroanjiyopatik hemolitik anemi, trombositopeni ve akut bobrek hasar1 ile
tanimlanan hemolitik iiremik sendrom.

Glomerilonefritte glomertler proliferasyon ve inflamasyon, glomeriler
perflizyonun azalmasina neden olur. Bu da bobrek islevinin bozulmasi ile tuz ve suyun
tutulmasma ve buna bagli olarak hipertansiyon ve ddem gelisimine neden olur.
Nefrotik sendromda, inflamasyon ve proliferasyon gorulmeksizin glomertler hasar
meydana gelir. Glomeriiler kapiller halkalarin gegirgenligindeki artig, proteiniiri,
hipoalbiiminemi, azalmis plazma onkotik basinci ve 6dem gibi klasik klinik 6zelliklere
yol acan bir dizi olay1 tetikler. Ancak nefrotik sendrom bir¢ok durumda
glomeriilonefrite ikincil olarak da ortaya ¢ikabilir (59, 60).

Bobrek tiibiilleri proksimal tiibiil, Henle kulpu, distal tiibiil ve toplayici kanal
olmak tizere 4 boliimden olusur (Sekil 2.2).

Proksimal tiibiil reabsorpsiyonun (geri emilim) en fazla gerceklestigi yerdir.
Glukoz, proteinler, amino asitler, elektrolitlerin biiyiik bir kismi1 ve su gibi temel

maddelerin yeniden emiliminin burada gerceklesir. Proksimal tiibiil ayrica hidrojen,
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amonyak ve potasyum gibi iyonlar1 sekrete eder ve bikarbonati reabsorbe eder.
Boylece viicut sivilarmin elektrolit ve asit-baz dengesini korur.

Henle kulpu inen ve ¢ikan koldan olusmaktadir. Bu kollar farkli gecirgenlik
gosterir. Inen kol suya kars1 gegirgendir ancak elektrolitleri gecirmez; ¢ikan kol ise
elektrolitlere karsi gecirgendir ancak suyu ge¢irmez. Elektrolitler Henle'nin ¢ikan
kulpunda yeniden emildiginden, filtrat ¢ikan kola dogru ilerledik¢e seyreltilir. Ancak
bu segmentte yeniden emilim smirhdir.

Distal tiibtil, tipk1 proksimal tiibiil gibi, siiziintiiden bikarbonati1 yeniden
emerken, stizintliye hidrojen, potasyum ve amonyak gibi iyonlar1 salgilar. Bu tiibiilde
sodyum iyonlarinin ve suyun yeniden emilimi gerceklesir. Boylece hiicrelerdeki pH
ve sodyum-potasyum dengesi korunur.

Toplayici kanal, kanin elektrolit dengesini korumak i¢in hidrojen ve potasyum
iyonlarinin salgilandig: tiiptiir. Ayn1 zamanda derisik idrar iiretmek ig¢in suyun

maksimum yeniden emiliminin gergeklestigi bolgedir (61, 62).

™ Distal tibil

Distal tiibdil
hasarinda artan
biyobelirte¢: NGAL
Glomeril «—

/

Proksimal
Tabdl

£

Proksimal tubtl hasarinda
artan biyobelirtecler:
KIM1 ve B2MG

Toplayict
kanal

Henle kulpy +—— f

Henle kulpu hasarinda §
azalan biyobelirtec:

UMOD

Sekil 2.2. Nefron yapist ve tiibiillere 6zgii biyobelirtecler

Distal tiibiil, tipki proksimal tiibiil gibi, siiziintiiden bikarbonat1 yeniden

emerken, siizlintiiye hidrojen, potasyum ve amonyak gibi iyonlar1 salgilar. Bu tiibiilde
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sodyum iyonlarmin ve suyun yeniden emilimi ger¢eklesir. Boylece hiicrelerdeki pH
ve sodyum-potasyum dengesi korunur.

Toplayici kanal, kanin elektrolit dengesini korumak i¢in hidrojen ve potasyum
iyonlarmmm salgilandig1 tiiptiir. Ayn1 zamanda derigik idrar iiretmek i¢cin suyun
maksimum yeniden emiliminin gerceklestigi bolgedir (61, 62).

Yukarida sayilan bu tiibiiler mekanizmalardaki herhangi bir bozukluk
tubllopatiye yol acar. Tubuler disfonksiyon cocuklarda ve geng eriskinlerde klinik
olarak cok farkli sekillerde goriilebilir. Poliiiri, polidipsi, huzursuzluk, biiyiime
geriligi, nefrokalsinozis ve kan basmnci degisiklikleri bashica goriilen 6zelliklerdir.

Tiibiilopati degerlendirmesi i¢in vendz kan gazi, biyokimyasal tetkikler ve
idrar  analizi yapilmalhdir. Idrar tetkikinde protein/kreatinin  orani  ve
kalsiyum/kreatinin oranina bakilmalidir. Proksimal tiibiilopati siiphesi varsa beta-2
mikroglobulin de bakilmalidir. Eger bu tetkikler sonucunda tiibiilopati diisiiniiliiyorsa,
fraksiyone sodyum atilimi (“fractional excretion of Na,” FeNa) ve tiibiiler fosfat
reabsorpsiyonu (“tubular reabsorption of phosphate,” TRP) bakilmalidir. Bu
incelemeler spot idrarda yapilabilir; ancak miimkiinse 24 saatlik idrar toplanarak da
degerlendirilebilir. Bobrek ultrasonografisinde nefrolitiyazis, nefrokalsinozis,
hidronefroz ve bobregin konjenital anomalileri saptanabilir (63).

Beta-2 mikroglobulin (B2MG) neredeyse tim cekirdekli hicrelerin ylzey
zarinda bulunan kii¢iik bir proteindir. Diger diisiik molekiil agirlikli proteinler gibi
proksimal tiibiillerde yeniden emilir. Bu nedenle idrardaki artis1 tiibiiler disfonksiyonu
diistindiirtir (64).

Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1), bobrek hasarmma yanit olarak proksimal
tiibiiler hiicreler tarafindan eksprese edilen bir transmembran glikoproteindir ve
apoptotik hiicrelerin temizlenmesinde islev goriir (65, 66). Hayvan modellerinde
KIM-1'in histolojik tiibiiler hasarin siddeti ile iligkili oldugu gosterilmistir (67).
KIM-1"1n insanlarda akut iskemik bobrek hasarinda erken bir biyobelirte¢ oldugunu
gosteren bircok calisma vardir (68). Idrardaki KIM-1 diizeyi bobrek hasari ile
iligkilidir ve son evre bobrek hastaligima ilerlemede yol gosterici olabilir (69).

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL, lipokalin-1), insanlarda
prostat, tiikiiriik bezleri, mide, kolon, trakea, akcigerler, karaciger ve bobrek gibi

bircok dokuda iiretilen bir proteindir. Idrardaki NGAL, temel olarak tiibiillerde ¢ikan
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kalm koldan ve toplayici kanallardan kaynaklanir. NGAL, hayvan modellerinde
bobrek hastaliginin ilerlemesinin potansiyel bir belirteci olarak gézlemlenmistir (70).
Idrarda NGAL yiikselmesi, proksimal tiibiillerdeki fonksiyon bozuklugu veya hasar
nedeniyle filtre edilmis NGAL'in azalmis emilimini ve/veya kalin ¢ikan kol ve
toplayici kanallardan artan NGAL salmimini yansitabilir (69).

Uromodulin (UMOD), Tamm-Horsfall proteini olarak da bilinir, Henle
kulpunun ¢ikan kalin kolunda lokalize olan renal tiibiiler epitel hiicreleri tarafindan
eksprese edilir ve saglikli bireylerin idrarinda en bol bulunan proteindir. Hem plazma
hem de 24 saatlik idrar UMOD diizeylerinin, Henle kulpundaki saglam tiibiiler
hiicrelerin ve dolayisiyla nefron kiitlesinin dogrudan belirtegleri oldugu gosterilmistir.

Ek olarak idrardaki UMOD seviyesi akut bobrek hasarinda azalir (66).
2.4. Dalh Zincirli Organik Asidemilerde Kronik Bobrek Hastahg

Dalli zincirli organik asidemiler, dalli zincirli amino asitlerin (16sin, izoldsin,
valin) katabolizmasinda gorevli 6zgll enzimlerin bozukluklarindan kaynaklanan bir
grup hastaliktir. Akgaaga¢ surubu idrar hastaligi, izovalerik asidemi, propiyonik
asidemi ve metilmalonik asidemi en sik karsilagilan organik asidiirilerdir. Bu dort
bozuklugun en agir formlari, yenidogan doneminde intoksikasyon tipinde akut bir
ensefalopatiye, tedavi edilmezse 6liime yol agar (71).

Metilmalonik asidemi (MMA) ve propiyonik asidemi (PA), propiyonat
katabolizmasmin otozomal resesif bozukluklaridir. MMA’da metilmalonil-KoA
mutaz enzimindeki, PA’da ise propiyonil-KoA karboksilaz enzimindeki kusurlar bu
hastaliklara neden olur. MMA ve PA; 3-hidroksipropiyonik asit, metilsitrik asit
ve/veya metilmalonik asit gibi dalli zincirli amino asit katabolizmasinin ara
metabolitlerinin plazma, idrar ve diger viicut sivilarinda birikmesi ile karakterizedir
(Sekil 2.3) (72).

MMA ve PA'nin yenidogan doneminde baslayan klasik formunda belirtiler
yasamin ilk gilinlerinde genel klinik durumun ani kotiilesmesi, emmeme, kusma,
dehidratasyon, kilo kayb, 1s1 dengesizligi, letarji, koma ve nobet seklinde goriilebilir.
Basvuru aninda laboratuvar bulgular1 metabolik asidoz, ketozis, yliksek anyon agig1

ve hiperamonemiyi icermektedir. Bu metabolik krizler ilerleyen yaslarda
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enfeksiyonlar, diger katabolik olaylar, asir1 protein alim1 ve bazi ilaglarla tetiklenebilir

(72, 73).
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-
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dongusu

Sekil 2.3. Propiyonat metabolizmasinin sematik 6zeti

Yenidogan doneminden sonra MMA ve PA semptomlar1 olduk¢a degiskenlik
gosterebilir. Sinir sistemi, gastrointestinal sistem, bagisiklik sistemi, pankreas, goz,
kalp (cogunlukla PA'da) ve bobrek (¢ogunlukla MMA'da) gibi farkli organ sistemleri
zamanla etkilenebilir. Yaygin spesifik olmayan belirtiler arasinda ensefalopati, koma,
gelisme geriligi, hareket bozukluklari, kas hipotonisi, epilepsi, noropsikiyatrik
semptomlar, kardiyomiyopati, uzamis QT arali1 (yalnizca PA'da) ve ilerleyici KBH
yer alir (72).

Kronik bobrek hastaligi, agir tipteki MMA hastalarmda (mut®, cbIB) siklikla
ortaya ¢ikar. Kronik siiregte gelistigi icin MMA hastalarinin sagkalimmin artmasi,

yasam siirelerinin uzamasi ile birlikte daha yaygin goriilmektedir (74). On yasin
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Uzerinde MMA tanili hastalarda KBH daha sik goriiliir. Hastaligin seyri genellikle
yavastir, ancak son donem bobrek yetmezligi gelisebilir ve bircok hastada 20’li
yaslarin sonuna dogru diyaliz ve bobrek naklinin gerekli olmast muhtemeldir (75).

Organik asidemi ve tire dongiisii bozuklugu olan hastalarin, European Registry
and Network for Intoxication Type Metabolic Diseases (E-IMD) veritabani
kullanilarak degerlendirildigi bir ¢alismada 6rnek grubundaki MMA tanili 149 hasta
incelenediginde MMA tanili ¢cocuk ve adblesanlarin %24 linlin kreatinin klirensi 60
mL/dakika’nim altinda olarak bulunmus ve eriskin MMA hastalarinin %29’unda KBH
saptanmugtir. Kronik bobrek hastaligi, PA tanili hastalarin az bir kisminda tespit
edilmistir (6). Ancak PA’da bobrek yetmezligi vaka bazli olarak goriilse de organ
transplantasyonu gerektirecek kadar siddetli olabilir (76). Yaslar1 3 giin ile 43,7 yil
arasinda degisen 273 MMA tanili hastanin dahil edildigi baska bir calismada ise,
hastalarin %28’inde KBH saptanmis, bu hastalarin ortanca yasit 6,8 yas olarak
gorilmistiir. (77)

Metilmalonik asidemi tanili biitiin bireylerde, hastaligin seyri hafif bile olsa,
KBH gelisme riski mevcuttur (78). Bu hastalarda hemodiyaliz gerektiren son evre
bobrek yetmezligi ve bobrek nakli ihtiyaci olabilecegi icin bobrek islevleri dikkatli bir
sekilde izlenmelidir (77). Metilmalonik asidemi ve propiyonik asidemi tani1 ve tedavi
kilavuzlarinda GFR ol¢limlerinde kas kitlesinden bagimsiz olmasi ve bu yoniiyle
kreatininden Ustiin olmasi1 nedeniyle sistatin C kullanimi Onerilmektedir. Bobrek
fonksiyonlarmin degerlendirilmesi kapsaminda diizenli kan basinci izleminin de
yapilmasi gerekmektedir (79).

Metilmalonik asidemide goriilen KBH ile ilgili 2 ana patoloji saptanmistir:
Kronik tubilointersitisyel nefrit ve renal tibuler asidoz (72). Mononukleer hiicre
infiltrasyonlu kronik interstisyel nefritin bébrek biyopsisinde interstisyel fibrozis ve
tiibiiler atrofi gosterilmistir (80). Baska caligmalar, MMA'nin renal patolojisinin,
elektron tasima zinciri disfonksiyonu ile uyumlu olarak proksimal tiibiillerde
megamitokondri olusumu ile karakterize oldugunu gostermistir (7, 8). Bu nedenlerle
mitokondriyal bozuklugun bobrek yetmezliginin patofizyolojisinde 6nemli bir rol
oynadig1 distiniilmiistiir (81). Baska bir ¢aligmada ise bobrek biiyiimesini yansitan
bobrek uzunlugunun; MMA hastalarinda, kontrollerle karsilastirildiginda zamanla

onemli Olglide azaldig1 gosterilmistir. Bu hasta popiilasyonunda sistatin C ve serum
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metilmalonik asit konsantrasyonlarinin, daha kii¢iik bobrekler ve azalmig bdbrek
fonksiyonu ile iligkili oldugu saptanmustir (82).

MMA fare modellerinde ve hastalarda yapilan ¢aligmalar, NGAL ile oksidatif
stres ve proksimal tiibliler mitokondriyal fonksiyon bozuklugu belirtecleri arasinda
guclu korelasyon oldugunu gostermistir. Fare modelinde, NGAL antioksidan tedaviye
yanit1 degerlendirmek i¢in kreatinin veya serum MMA konsantrasyonlarma kiyasla
erken ve daha duyarl bir belirte¢ olarak goriilmiistiir. Bu nedenle, MMA’da bobrek
hasar1 izleminde NGAL’in ek bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi 6ne stiriilmiistiir
(8, 83).

2.5. Glutarik Asiduri Tip 1 ve Bobrek Hasari

Yakin gecmise kadar GAl, izole “serebral” bir organik asidemi olarak kabul
edilmis olup ndrolojik sekellere bagli komplikasyonlarin (malniitrisyon, kronik
solunum yetmezligi vb.) disinda birincil bir organ tutulumu bildirilmemistir. Bobrek
tutulumu daha o6nce GAl'in fenotipik spektrumunun bir pargasi olarak
diistiniilmemistir. Bununla birlikte, literatiirde GA1’in akut ve kronik bébrek tutulumu
ile ilgili hayvan modelleri, olgu bildirimleri ve derlemeler son yillarda ortaya ¢ikmistir.
Glutarik asidiiri tip 1 tanili 150 hastanin E-IMD verilerinin Kolker ve arkadaglari
tarafindan degerlendirildigi 2015 tarihli ¢alismada, 20 yasin iizerindeki GAI1'li
yetiskinlerin %20-25'inde KBH oldugu gosterilmistir. Yapilan Kaplan-Meier analizi,
GAl’de yasla birlikte kronik bobrek yetmezligi sikliginda orta derecede bir artis
oldugunu ortaya ¢ikarmustir (6). Erken tanili hastalarda yasamin ilk alt1 y1l1 i¢erisinde
idame diyet tedavisi Onerilerine uyulmamasi uzun dénemde bdbrek islevlerinde daha
belirgin bozulma ile iliskili bulunmustur (84).

3-hidroksiglutarik asit, GA1 hastalarmin dokularinda ve viicut sivilarinda
birikerek toksik etkilere aracilik eden bir metabolittir. 3-hidroksiglutarik asit
varliginda endotel hiicrelerinin islevsel ozellikleri, damar yapilar1 ve endotel
bariyerlerinin biitiinliigii bozulur. Keyser ve arkadaglarinin 3-hidroksiglutarik asit
doku dagilimini ve atilimini izlemek i¢in *H etiketli 3-hidroksiglutarik asit kullandig1
bir fare modelinde bobrekteki proksimal tibul hiicrelerinde sodyum bagimli
dikarboksilat ko-transporter 3'Un; glutarik asit, 3-hidroksiglutarik asit ve organik

anyon tastyicilart 1 ve 4'lin translokasyonuna aracilik ettigi gosterilmistir. Sodyum
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bagmmli  dikarboksilat ko-transporter 3'in ekspresyonu, Gcdh™~  farelerin
bobreklerinde artmistir (9, 10). Baska bir GA1 fare modelinde indiiklenen metabolik
krizler sirasinda akut renal proksimal tiibiil degisiklikleri incelenmistir: Gedh™~
farelerde, metabolik krizler sirasinda sodyum bagimli dikarboksilat ko-transporter 3
ve organik anyon tastyicilarinin renal ekspresyon modelinin degistigi ve hiicre igi
glutarik asit ve 3-hidroksiglutarik asit birikimine yol agtig1 goriilmiis; mitokondriyal
biiytime ve diisiik molekiil agirlikli proteinlerin artmis atilimi, islevsel bir tiibiilopatiyi
diistindiirmiistiir. Bu nedenle GA1 hastalarinda, 6zellikle akut krizler sirasinda bobrek
fonksiyonunun dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi 6nerilmistir (11).

Olgu bildirimleri ele alindiginda, Pége ve arkadaslar1 nébet gegirme sonrasi 10
haftalikken GAT1 tanisi alan bir hastadan bahsetmislerdir. Hastada yagamin 12. haftasi
itibariyle ciddi 6dem gelismis ve diiiretik tedavisine ragmen nefrotik sendromun tiim
belirtileri (proteiniiri, hipoalbuminemi, hiperlipidemi) ortaya ¢ikmis, bobrek
ultrasonografisinde korteks-medulla ayriminin giiglestigi bilateral hipertrofik ve
hiperekojenik bobrekler goriilmiistiir. 19 haftalikken yapilan bdbrek biyopsisinde
glomeriiler hasar, kresentik glomeriilonefrit ve normal tiibiiler morfoloji saptanmus,
hasta yasaminin 22. haftasinda son donem bobrek yetmezliginden 6lmiistiir. Tablonun
GALI ile nedensellik iligkisi kesin kurulamasa da bu olasiligin farkinda olmak gerektigi
belirtilmistir (85). Baska bir olgu sunumunda GA1 hastasi oldugu bilinen 6 yasindaki
erkek cocugun ishali takiben siddetli akut bobrek hasar1 ve hemolitik iiremik sendrom
nedeniyle diyaliz tedavisi aldig1 bildirilmistir. Benzer sekilde bu olguda da renal islev
bozukluguna GA1’in yol actig1 ya da katkida bulundugu net degildir (86). Du Moulin
ve arkadaglar1 yenidogan taramasi ile tan1 konulan, asemptomatik izlenen, 3 yas 3
aylikken invaziv pndmokok hastaliginin neden oldugu atipik hemolitik tiremik
sendrom tanis1 alan, izleminde kreatinin ve kan lire azotu yiiksekligi ile akut bobrek
yetmezligi hasari, bobrek ultrasonunda iki tarafli sislik, kortikal hiperekojenite ve
subkortikal hipoperflizyon goriilen, biyokimyasal tetkiklerinde tiibller ve glomertler
proteiniiri saptanan bir hasta bildirmislerdir. Bu olgu ve literatiirdeki diger ¢calismalar1
g0z Oniinde bulundurarak, GA1’deki bobrek hastaliginin patofizyolojisi ile ilgili ¢esitli
hipotezler ortaya atmiglardir. Hastaligin metabolitlerine bagli olarak bozulan endotel
biitiinliigliniin, GA1 hastalarin1 hemolitik iiremik sendroma 6zgii mikroanjiyopatiye

yatkin kilabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica bdbrek proksimal tiibiil hiicrelerinin
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glutarik asit ve 3-hidroksiglutarik asite kronik maruz kalimmin tubller hasara ve
sonrasinda kronik bobrek hastaligina neden olabilecegi One siiriilmiistiir. Renal
proksimal tiibiil hiicrelerinin GA1l ile iliskili bobrek hastaliginin gelisimindeki
potansiyel roli, Ozellikle proksimal tubil hicrelerinde yiksek renal GCDH
ekspresyonuna iliskin son gozlemlerle uyumlu bulunmustur. Glutarik asidiiri tip 1
hastalarinda bobrek islevinde olas1 bir bozulmay1 miimkiin oldugu kadar erken tespit
etmek i¢in glomeriiler ve tiibiiler fonksiyonlarn dikkatle izlenmesinin 6nemi
vurgulanmustir (87, 88).

Bunlarla birlikte GA1 hastalarinda bobrek islevlerine yonelik temel
incelemeler rutin hasta izlemi 6nerilerinin arasina girmistir. Son kilavuzlarda 6 yasin
iizerindeki GA1 hastalarinda bobrek islevlerinin degerlendirilmesi i¢in yilda bir kez

kreatinin, sistatin C ve GFR bakilmasi dnerilmistir (89).
2.6. Amag

Bu tez caligmasinda GA1 tanili hastalarda bobrek islevlerini biyokimyasal,
fizyolojik ve radyolojik yontemlerle inceleyerek GA1’deki bobrek tutulumunun
Ozelliklerinin ve bu hastalarda kronik bobrek hastaligi ile iligkili parametrelerin ortaya

konmas1 amag¢lanmustir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1
Anabilim Dali Cocuk Metabolizma ve Cocuk Nefroloji Bilim Dallari, Radyoloji
Anabilim  Dali ve Hacettepe Universitesi Merkez Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulunun 2022/10-01 say1l1 karari ile 07.06.2022 tarihinde onaylanmustir (Bkz.
EK-1). Katilimcilardan, katilimcilarin yas ya da zihinsel durum gibi nedenlerle
aydnlatilmis onam verememeleri durumunda ailelerinden yazili aydinlatilmis onam
almmuistir. Aydinlatilmig onam formlari caligma grubu ve kontrol grubu i¢in ayr1 olarak
hazirlanmistir.  Arastirma, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje no: THD-2022-20261).
3.1. Bireylerin Dahil Edilme Olgutleri

Hacettepe Universitesi Thsan Dogramac1 Cocuk Hastanesi Cocuk Metabolizma
Polikliniginde izlenen, GA1 tanisi almis olan ¢ocuk ve eriskin hastalar ¢alismaya dahil
edilmistir. Hastalar rutin poliklinik kontrollerine geldiklerinde ¢aligmaya katilmaya

davet edilmislerdir.

Calisma grubu dahil etme kriterleri:
- Glutarik asidiiri tip 1 tanis1 almis olmak (klinik, radyolojik ve biyokimyasal
belirti ve bulgular; varsa genetik inceleme ile)

- Aydmlatilmig onam vermek

Calisma grubu diglama kriterleri:
- Akut bir hastalik geciriyor olmak
- Son 3 ayda nefrotoksik ila¢ kullanmis ya da herhangi bir idrar yolu rahatsizlig1

gecirmis olmak

Aragtirmaya ayrica kontrol grubu olarak GA1 tanili her hastanin yas ve
cinsiyetine karsilik gelecek sekilde ikiser saglikli birey almmistir. Bu katilimcilar,
kronik hastaliklar, nefrotoksik ilag kullanim Oykiisii ve iiriner sistem sikayetleri
acisindan sorgulanmis, herhangi bir sorunu olmayan katilimcilardan; tam idrar tetkiki,

spot idrarda kreatinin, protein, albiimin ve B2MG bakilmistir. Sonuglarinda herhangi
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bir patolojik bulgu olmayan katilimcilar, kontrol grubu olarak g¢alismaya dahil

edilmislerdir.

Kontrol grubu diglama kriterleri:

- Herhangi bir akut ya da kronik rahatsizligi olmasi

- Nefrotoksik ila¢ kullanmis ya da herhangi bir idrar yolu rahatsizlig1 gegirmis
olmasi

- Bakilan spot idrarda protein, spot idrarda kreatinin, spot idrarda albiimin, spot

idrarda B2MG veya tam idrar tetkikinin herhangi birinde anormallik olmas1
3.2. Arastirma protokolii

Glutarik asidiiri tip 1 tanili hastalar rutin poliklinik kontrollerine geldiklerinde
hastalar ve aileleri ¢aligma hakkinda bilgilendirilerek aydinlatilmis onam almmustur.
Tanmi siireci, tibbi ge¢cmisleri ve almakta olduklar1 tedavilere ait bilgiler hasta
dosyalarindan ve oykiiden elde edilmistir. Tam bir fizik muayene yapilmistir. Boy
Olciimleri; iki yasin altindakilerde yatarak, iki yasin iizerindekilerde ise ayakta
yapilmistir. Iki yasin iizerinde olan ancak ayakta duramayan hastalarin boy &lgiimleri
yatarak yapilmustir. Viicut kitle endeksi (VKI) 18,5 kg/m?’nin altinda olan eriskin
hastalar ve VKI z skoru -2’nin altinda olan cocuk hastalar malniitre olarak kabul
edilmistir. Agir zihinsel yetersizligi olan, kontraktirleri bulunan ve desteksiz
yiriiyemeyen hastalar agir norolojik etkilenmis, diger hastalar ise hafif norolojik
etkilenmis olarak degerlendirilmistir. En az 20 dk istirahat sonras1 oturur pozisyonda,
oturamayan hastalarda yatar pozisyonda kol boyuna uygun bir manson ile ofis kan
basinci 6lglimii yapilmis, ¢ocuklarda sistolik ve diyastolik kan basinct persentilleri
cinsiyet, yas ve boya gore degerlendirilmistir (90, 91). Hastalardan ayn1 muayene
sirasinda 3 Ol¢lim yapilmis, ortalama verileri degerlendirilmistir. Eriskin hastalarda
normal tansiyon sistolik kan basinct <120 ve diyastolik kan basinc1t <80 mm Hg,
yiikselmis tansiyon sistolik 120-129 ve diyastolik <80 mm Hg, evre 1 hipertansiyon
(HT) sistolik 130-139 veya diyastolik 80-89 mm Hg, evre 2 hipertansiyon ise sistolik
>140 veya diyastolik >90 mm Hg olarak degerlendirilmistir (92). Cocuk hastalarda
ise, 13 yasm altinda olanlarda; kan basincinin 90 persentilin altinda olmasi normal
tansiyon, >90 persentil ile <95 persentil aras1 veya 120/80 mm Hg' ile <95 persentil

aras1 (hangisi daha diisiikse) yiikselmis tansiyon, >95 persentil ile <95 persentil + 12
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mm Hg veya 130/80 ile 139/89 mm Hg aras1 (hangisi daha diisiikse) evre 1 HT ve >95
persentil + 12 mmHg veya >140/90 mmHg (hangisi daha diisiikse) evre 2 HT olarak
degerlendirilmis olup 13 yasin {izerindeki ¢ocuklarda eriskin evrelendirmesi
kullanilmistir (93). Rutin kontroller i¢in kan ve idrar Ornekleri alindigi sirada
arastirma i¢in gereken Ornekler de alinmistir. Dosya incelemesi, 0ykii, fizik muayene,
rutin izlem kapsamindaki ve arastrma amagli laboratuvar incelemelerinin tiimiinii
iceren veri toplama formu EK-2’de sunulmustur.

Serum sistatin C diizeyi i¢in serum ayrilarak -20°C’de en fazla 3 ay saklanmus,
numunelerin toplanmasi bittikten sonra serum sistatin C diizeyi 6l¢iimleri yapilmistir.
Serum kreatinin ve serum sistatin C diizeyleri kullanilarak, tahmini glomeriler
filtrasyon hiz1 (estimated glomerular filtrastion rate, eGFR) mL/dk/1,73 m?cinsinden
hesaplanmistir.

Eriskin ve cocuk yas grubundaki hastalarin kreatinine gore eGFR ’leri sirasiyla
‘CKD-EPI Kreatinin Formiilii 2021” (Formiil 3.1) ve ‘Yatakbasi Schwartz formuli
2009’ (Formiil 3.2) ile hesaplanmistir (94, 95).

eGFR = 142 x min(Scr/x, 1)* x max(Scr/k, 1)1?%x 0.9938"* x 1.012* (3.1)

Scr = mg/dL cinsinden standartlastirilmis serum kreatinin, k = 0,7 (kadin) veya 0,9 (erkek), o. = -0,241
(kadin) veya -0,302 (erkek), min(Scr/x, 1) Scr/k veya 1,0t minimumu, max(Scr/x, 1) Scr/k veya 1,0'n

maksimumudur, yas: yil olarak, *eger kadinsa.

eGFR = 0.413 x [boy (cm)/ serum kreatinin (mg/dL)] (3.2)

Eriskin ve g¢ocuk yas grubundaki hastalarin sistatin C’ye gore eGFR’leri
sirastyla ‘CKD-EPI Sistatin C Formiilii 2012° (Formiil 3.3) ve ‘Sistatin C Tabanli
Formiil 2012’ (Formiil 3.4) ile hesaplanmistir (96, 97).

eGFR = 133 x min (Scys/0.8, 1)%4% x max (Scys/0.8, 1)1-328 x 0.996"% x 0.932* (3.3)

Scys (standartlastirilmis serum sistatin C) = mg/L, min = Scys/0,8 veya 1'in minimumu, max = Scys/0,8

veya 1'in maksimumu, yas : yil olarak, *eger kadinsa

eGFR = 70.69 x (Sistatin C, mg/L) 93! (3.4)
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Erigskin ve ¢ocuk yas grubundaki hastalarin hem kreatinin hem de sistatin C
degerleri kullanilarak eGFR’leri sirasiyla ‘CKD-EPI Kreatinin-Sistatin Formiilii 2021’
(Formiil 3.5) ‘Kreatinin-Sistatin C Bazli CKID Formiilii 2012° (Formiil 3.6) ile
hesaplanmistir (96, 97).
eGFR = 135 x min (Scr/x, 1)* x max (Scr/x, %% x min (Scys/0.8, 1)032
x max (Scys/0.8, 10778 x 0.9961Y* x 0.963* (3.5)

Scr = mg/dL cinsinden standartlastirilmig serum kreatinin, x = 0,7 (kadin) veya 0,9 (erkek), a = -0,219
(kadin) veya -0,144 (erkek), min(Scr/k, 1) Scr/x veya 1,0'tn minimumu, max(Scr/k, 1) Scr/k veya 1,0'in

maksimumu, Scys = mg/L cinsinden standartlagtinlmis serum sistatin C, Yags: yil olarak, *eger kadinsa

eGFR = 39.8 x [boy/Scr]%4%® x [1.8/cysC]%4!8 x [30/BUN]O7° x [1.076°eK] [1.00%"]
x [ht/1.4]0178 (3.6)

BUN (kan lre azotu) = mg/dL, cysC (sistatin C) = mg/L, boy = metre olarak, Scr (standartlastiriimis

serum kreatinin) = mg/L

Bobrek hasari; sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’de azalma (< 90
mL/dk/1,73 m?) veya asikar ya da mikroalbiiminiiri (idrar albiimin > 30 mg/g
kreatinin) bulunmasi olarak tanimlanmig ve KBH siniflandirmasi uyarinca Evre 1:
bobrek hasar1 varliginda normal ya da artnmis eGFR (> 90 mL/dk/1,73 m?), Evre 2:
bobrek hasar1 varliginda hafif azalmis eGFR (60-89 mL/dk/1,73 m?), Evre 3: orta
siddette azalmis eGFR (30-59 mL/dk/1,73 m?), Evre 4: agir siddette azalmis eGFR
(15-29 mL/dk/1,73 m?), Evre 5: bdbrek yetmezligi (< 15 mL/dk/1,73 m?) olarak
evrelendirilmistir (98).

Rutin kontrol i¢in alman spot idrar numunesi, spot idrarda arastirma
kapsaminda yapilacak incelemeler i¢in de kullanilmistir. Hastalarin ve kontrollerin
spot idrar numunesinden tibuler hasar belirtecleri olan KIM1, UMOD ve NGAL
duzeyleri, ELISA yontemi ile Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez
Laboratuvarlarinda (Tecan Plate Washer ve Tecan Infinite F50 Plate Reader,
Avusturya) ELISA plakalarmm (Cloud-Clone Corp. SEA785Hu, SEB388Hu,
SEG918Hu) iireticilerinin 6nerdigi protokoller uyarinca (Bkz. EK-3) 6l¢iilmiis ve spot
idrar kreatinin dizeyine gore normalize edilmistir. Her numune ayn1 plaka iizerinde

duplike caligilmis, analiz i¢in iki l¢limiin ortalamasi kullanilmastir.
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Diger biyokimyasal dlctimler T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan onaylanmis
klinik laboratuvarlarda standart yontemlerle yapilmistir.

Uriner sistem ultrasonografisi ve renal Doppler ultrasonografi cocuk
radyolojisi alaninda deneyimli bir radyoloji uzmani tarafindan ¢ekilmistir (Philips,
Affiniti 70G Ultrasound System, Hollanda). Hastalarin bobrek uzunluk persentilleri,
yasglar1 0-19 arasinda degisen, bobrek hastaligi olmayan ve eGFR’si normal olan 1.758
kisilik calismanin verilerine gore degerlendirilmistir (99).

Uyum saglayabilen hastalardan 24 saatlik ambulatuvar kan basinci izlemi
yapilmistir (SpaceLabs ABPM, Model no: 90207-30). Bu hastalarin tiimiiniin 18 yasin
iizerinde olmasi nedeniyle uyaniklik ve uyku periyotlarina ait hipertansiyon sinirlari
eriskin yas grubuna gore almmistir. Esik degerler uyanik periyotlarda sistolik ve
diyastolik kan basinci i¢in 130 ve 80 mmHg; uyku periyotlarinda sistolik ve diyastolik
kan basinci icin 110 ve 65 mmHg; genel olarak ise sistolik ve diyastolik kan basinci

icin 125 ve 75 mmHg olarak alinmstir.
3.3 Istatistiksel Yontemler

Elde edilen sayisal verilerin normal dagilimlar1 histogramlar ile gorsel,
Shapiro-Wilk testi ile analitik olarak degerlendirilmis, merkezi egilim 6lgiileri normal
dagilan degiskenler i¢cin ortalama + standart sapma, normal dagilmayan degiskenler
icin ise ortanca (birinci ve tglnci ceyreklik; Q1-Q3) cinsinden sunulmustur; niteliksel
veriler say1 ve yiizdeler ile ifade edilmistir.

Gruplar arasinda (bdbrek hasar1 olan - olmayan, eGFR 90 mL/dk/1,73m? alti-
iistli) niteliksel verilerin sikliginimn karsilastirilmast igin test kosullarina gore ki-kare ya
da Fisher kesin testi, sayisal verilerin karsilastirilmasi i¢in gruplarin her birinde 10°dan
az hasta bulundugundan Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Farkli formiiller ile
hesaplanan eGFR degerlerinin ikiser ikiser birbirleri ile uyumu, Slglimler arasindaki
farklarin tek orneklem t-testi ve Bland-Altman egrisi ile incelenmistir. Calisma
kapsaminda elde edilen sayisal degiskenler arasinda korelasyon analizi, iKisi de normal
dagilan degiskenler arasinda Pearson (r), digerleri i¢cin Spearman (p) korelasyon
katsayis1 kullanilarak yapilmistir. Istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) olan giiclii (0,6

< |r veya p| < 0,8) ve c¢ok giiclii (0,8 < |r veya p| < 1,0) korelasyonlar sunulmustur.
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Istatistiksel olarak anlamli, orta dereceli korelasyonlar (0,4 < |r veya p| < 0,6) EK-4’te
belirtilmistir.

Tip 1 hata pay1 %5 olarak alinmstir (istatistiksel anlamlilik sinir1, P<0,05).
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4. BULGULAR
4.1. Hastalarin Tam Siirecleri, Oykii ve Muayene Bulgular

Dahil edilme 6lgiitlerini karsilayan 16 hasta ¢alismaya alinmistir. Hastalarin
7’s1 (%44) erkek, 9’u (%56) ise kadindir. Hastalarin en kiigiigii 5 aylik, en biiyiigii ise
24 yagindadir; 4 hasta 18 yasin {izerinde, 12 hasta ise 18 yasin altindadir. Ortanca yas
13,2 (9,44-19,16) yil olarak hesaplanmistir. Hastalarin tan1 aldiklar1 yas 1 ay ile 10 yil
10 ay arasinda degismektedir. Ortanca tam yas1 1,03 (0,47-2,82) yildir. Hastalarin
yaris1 (n=8) yasamin ilk bir yilinda tan1 almistir. Hastalar 8’1 ilk akut ensefalopatik
kriz sonrasinda tani alirken 2’si ikinci kriz sonrasi tan1 almistir. Alt1 hasta herhangi bir
akut ensefalopatik kriz gegirmeden tani alabilmistir. Bu hastalardan ikisi ailede GAl
tanist olan birey olmasi, ikisi gelisim geriligi, biri makrosefali biri ise distonik
hareketleri nedeniyle arastirilirken GA1 tanis1 almistir. Ug hasta, hayatinin herhangi
bir doneminde kriz ge¢irmemistir. Alt1 hastada tanidan sonra kriz goriilmemistir. Tan1
oncesi kriz gecirip tani sonrasinda ge¢irmeyen hasta sayisi 3’tiir. Toplamda en fazla 5
akut ensefalopatik kriz gegiren hasta calismada degerlendirilmistir (Tablo 4.1). idrarda
glutarik asit atilimina gore hastalarm 14’4 ‘‘high excretor’’, 2’si “‘low excretor’’
olarak smiflandirilmistir. “‘High excretor’’ fenotipindeki hastalarin birinde tani
srrasindaki glutarik asit diizeyi kayith bilgilerde bulunamadig i¢in ¢alisma sirasinda
Olciilen degere gore biyokimyasal fenotip simiflamasi yapilmistir. Hastalarin
biyokimyasal GA1l fenotipleri ve tanisal biyobelirteclerinin tani1 esnasindaki ve
calisma sirasindaki diizeyleri Tablo 4.2’de verilmistir.

Hastalara ait genetik analizler Tablo 4.3’te verilmistir. Calismadaki 16 hastanin
GCDH geninin Sanger dizi analizi yapilmis olup tiimiinde daha biallelik patojenik
degisiklik saptanmistir. On alt1 hastada 11 farkli genotip, toplam 32 allelde 13 farkli
genetik degisiklik izlenmistir; bunlardan {i¢ii daha once bildirilmemis degisikliklerdir
[c.980C>T (p.Ala327Val), c¢.498 499del (p.GInl67Ala fs*20), c¢.1202 T>A
(p.11e401Asn)]. On ii¢ genetik degisikligin timii nokta mutasyonu olup 11°i yanlis
anlamli, 1’1 anlamsiz, 1’1 kiiclik delesyona bagli cer¢eve kaymasi degisikligidir. En sik
rastlanan degisiklik 11 allelde bulunan c¢.1204C>T (p.Arg402Trp) olup 5 hastada

homozigot, 1 hastada heterozigot saptanmustir.
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Tablo 4.1. Tan1 yaslar1 ve akut ensefalopatik kriz ge¢irme durumlari

Ensefalopatik kriz sayisi

Hasta Yas Cinsiyet  Tam yas: Tam oncesi Tam sonrasi  Toplam

01 21yl Erkek 9ay 0 0 0
02 24 yil Erkek 10 y1l 7 ay 0 0 0
03 10yil2ay  Erkek 5ay 1 3 4
04 14yil9ay Kadin 6 ay 1 4 5
05 16 yil4ay  Erkek 1yil3ay 2 2 4
06 17yil 7ay Kadin 1ay 0 2 2
07 10yil6ay Kadin 2yil5ay 1 3 4
08 11 yil7ay  Erkek 1y1l 7 ay 0 1 1
09 23yl Kadn 2yl 1l ay 0 0 0
10 19 yil Erkek 10 y11 10 ay 2 0 2
11 17yil3ay  Erkek 3yil2 ay 1 0 1
12 5ay Kadin 3ay 1 1 2
13 8yil 10 ay Kadin 8 ay 1 2 3
14 I11yil6ay Kadm 2yl 2 ay 1 0 1
15 4yil5ay Kadin 9ay 1 1 2
16 9yil2ay  Kadin 1ay 0 3 3

Tablo 4.2. Glutarik asidiiri tip 1 tanisi i¢in kullanilan biyobelirteglerin tani sirasindaki

ve ¢aligsma yapildigi siradaki diizeyleri

Tam esnasindaki diizeyler Calisma sirasindaki diizeyler
Hasta 3- 3- GA.l .
fenotipi
CoO C5DC GA OH- C0O C5DC GA OH-
GA GA
01 22,2 1,0 21 1 40,5 3,1 131 1,6 HE
02 3.1 0,5 31 15 476 4,2 83,5 0 HE
03 6,7 1,4 15 1 42,3 2,2 51,9 HE
04 7,7 2,0 50 1

05 4,5 0,9 76,7 26 76,0 2,9 19,3 HE

0

58,9 2,7 9 0 HE
0
0

06 3,4 0,6 4,1 1 50,6 2,8 10,4 HE
07 17,0 0,8 0,7 1 21,7 0,4 0 0 LE
08 6,1 1,2 artmis 0 68,7 6,9 88,8 1,5 HE
09 - 0,8 20,3 - 51,6 3,9 154 0,3 HE
10 9,8 1,6 15 - 41,0 1,9 0 0,8 HE
11 4,1 0,8 42 05 139 3,3 351 05 HE
12 17,8 0,8 0,7 0 83,3 0,8 0 0 LE
13 4,5 1,0 22 15 539 11 21,9 07 HE
14 34,6 2,0 50 3 36,2 2,9 28,8 1,3 HE
15 39,3 3,1 75 19 364 6,3 7,5 0 HE
16 | 171 2,4 16 0,7 3,2 15 974 11 HE

CO0 ve C5DC kuru kanda 6lgtilmiistiir (umol/L; ardisik kiitle spektrometresi). GA ve 3-OH-GA idrarda
oOlgiilmistiir (i¢ standardm [130 mmol/mol kre] kati, gaz kromatografisi — kiitle spektrometresi). 3-OH-
GA: 3-hidroksiglutarik asit, CO: serbest karnitin, C5DC: glutarilkarnitin, GA: glutarik asit, GAL:

glutarik asidri tip 1, HE: high excretor, LE: low excretor.
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Tablo 4.3. GCDH geni dizi analizi sonuglari
Hasta

01 €.1093G>A (p.Glu365Lys) homozigot
02 €.1093G>A (p.Glu365Lys) homozigot
03 €.383G>A (p.Arg128GIn) homozigot
04 €.1204C>T (p.Arg402Trp) homozigot
05 €.1204C>T (p.Arg402Trp) homozigot
06 €.743C>T (p.Pro248Leu) homozigot
07 c.169G>A (p.GluS7Lys) / ¢.382C>T (p.Argl128*) birlesik heterozigot
08 €.1204C>T (p.Arg402Trp) homozigot
09 €.1204C>T (p.Arg402Trp) homozigot
10 €.1044C>A (p.His348GIn) homozigot
11 | c.349G>A (p.Glyl17Arg) / c.1204C>T (p.Arg402Trp) birlesik heterozigot
12 c.221A>G (p.Tyr74Cys) / ¢.980C>T (p.Ala327Val) birlesik heterozigot
13 €.498_499del (p.GIn167Alafs*20) homozigot
14 €.1018C>T (p.Leu340Phe) homozigot
15 €.1202T>A (p.1le401Asn) homozigot
16 €.1204C>T (p.Arg402Trp) homozigot

Genetik degisiklikler NM_000159.4 referans dizisine gore isimlendirilmistir.

Beyin manyetik rezonans goruntiileme (MRG) sonuglar1 16 hastanin 12’sinde

mevcuttur. Bazi hastalara birden ¢ok kez goriintiileme yapilmistir. Bu durumda en son

yapilan beyin MRG’nin bulgular1 degerlendirilmistir. Hastalarm MRG tetkikleri

yapildigindaki ortanca yaslar1 2,18 (0,65-6,23) yildir. En sik goriilen beyin MRG

bulgusu striatum tutulumu ile frontotemporal bélgede serebral atrofidir (veya bu

bolgede ekstraksiyel beyin omurilik sivis1 alaninda genisleme; n=8, %66,7). Saptanan

diger beyin MRG bulgular1 Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. Beyin manyetik rezonans goriintiileme bulgular1 (N=12)

Bulgu Sayi (yiizde)
Frontotemporal atrofi 8 (%66,7)
Striatum tutulumu 8 (%66,7)
Myelinizasyon gecikmesi 4 (%33,3)
Globus pallidus tutulumu 6 (%50)

Subdural kanama

2 (%17)
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Eslik eden norolojik bulgular ele alindiginda hastalarin yarisindan fazlasinda
(9/16) goriilen epilepsi ilk siradadir. Hastalarin 6’sinda aksiyel distoni, 7’sinde
ekstremite distonisi, 6’sinda aksiyel hipotoni, 6’sinda ekstremite hipertonisi ve 6’sinda
kontraktiirler goriilmiistiir. Ug hastada epilepsi, aksiyel distoni, ekstremite distonisi,
aksiyel hipotoni, ekstremite hipertonisi ve kontraktlrlerin hepsi birlikte
bulunmaktadir. Herhangi bir ndrolojik bulgusu olmayan hasta sayist 5°tir (%31).
Hastalarin 13’0 bas kontroliinii saglayabilmekte, 9’u ise desteksiz oturup
yiuriiyebilmektedir. Alt1 hastada zihinsel yetersizlik yokken, hastalarin 7’sinde agir
zihinsel yetersizlik mevcuttur. Hastalarin ndrolojik belirti ve bulgular1 Tablo 4.5°te,
gelisim durumlarmin 6zeti Tablo 4.6’da sunulmustur.

Calismadaki 16 hastadan 15’1 karnitin, 14 ise riboflavin kullanmakta idi.
Ilaglar1 kullananlarda karnitin dozu 30-119 mg/kg/gun, riboflavin dozu 100-200
mg/giin arasindadir. Alt1 hasta levetirasetam, 3 hasta klobazam, 5 hasta ise baklofen
kullanmaktaydi. Bir hasta (Hasta #10) proteiniiri nedeniyle anjiyotensin doniistiiriicti
enzim (ACE) inhibitoru (ramipril) kullaniyordu. Bes hasta karnitin veya riboflavin
disinda herhangi bir bagka ilag kullanmiyordu. Hastalarin aldiklar1 ilag tedavileri Tablo

4.7°de verilmistir.

Tablo 4.5. Norolojik belirti ve bulgular

Hasta  Epilepsi  Aksiyel Ekstremite Aksiyel Ekstremite Kontraktir Makrosefali Norolojik

distoni distonisi hipotoni hipertonisi etkilenme

01 - - - - - - n Hafif
02 - - - - - - . Hafif
03 + + - + + _ Agir
04 + + + + + + Agir
05 + + + + + + Agir
06 - + + + + + + Agir
07 + + - + + + + Agir
08 - - + - - - + Hafif
09 - - - - - - + Hafif
10 - - - - - - - Hafif
11 - - - - - - - Hafif
12 + + + - - - *

13 + + + + + + = Agir
14 + - - - + Hafif
15 B - - + Hafif
16 + - - - + Hafif

+:var, - : yok, *degerlendirme yok



Tablo 4.6. Kaba motor ve biligsel gelisim durumu
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H Bas Desteksiz ~ Desteksiz Zihinsel Norolojik
asta .. L . ;
kontrolu oturma yurime  yetersizlik etkilenme
01 + + + Yok Hafif
02 + + + Yok Hafif
03 - - - Agir Agir
04 + - - Agir Agir
05 + - - Agir Agir
06 + - - Agir Agir
07 + - - Agir Agir
08 + + + Hafif Hafif
09 + + + Yok Hafif
10 + + + Yok Hafif
11 + + + Yok Hafif
12 - - - Agir *
13 - - - Agir Agir
14 + + + Hafif Hafif
15 + + + Yok Hafif
16 + + + Hafif Hafif
+:var, - : yok, *degerlendirme yok
Tablo 4.7. Karnitin, riboflavin ve diger ila¢ kullanimlar1
£
. Karnitin : ; Riboflavin ;3 % 3 E
SN LA S B -
(mg/kg/gln) (mg/guin) % § 3 &
|
01 + 33 + 100 - - -
02 + 37 - - - - - -
03 + 111 + 150 + - + -
04 + 102 + 200 - - + -
05 + 78 + 200 - + + -
06 + 50 + 200 - - + -
07 + 63 + 100 - + + -
08 + 45 + 100 - - - -
09 + 71 + 200 - - - -
10 + 30 + 100 - - - +
11 + 33 + 200 - - - -
12 + 119 + 100 + + - -
13 + 80 + 200 + - - -
14 + 65 + 100 + - - -
15 + 65 + 100 + - - -
16 - - - - + - - -

+:var, - : yok
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Hastalarin GA1’in diyet tedavisi i¢in almakta olduklar1 protein miktarlar
Tablo 4.8’de verilmistir. Alman giinliikk dogal protein miktar1 0,56 g/kg ile 1,43 g/kg
arasinda degismekteydi. Dort hastanin diyetinde herhangi bir yapay protein
bulunmamaktaydi. Ortanca dogal protein alim1 0,83 (0,67-0,91), yapay protein alim1
ise 0,45 (0,03-0,67) g/kg/giin olarak bulundu. Hastalarin aldiklar1 giinliik toplam
protein miktar1 0,66-1,85 g/kg arasindaydi. Ortalama giinlilk alinan toplam protein
miktart ise 1,23+0,37 g/kg’du

Tablo 4.8. Hastalarin diyette aldiklar1 giinliik dogal, yapay ve toplam protein

miktarlari
Hasta Dogal protein Yapay protein Toplam protein
(9/kg) (9/kg) (9/kg)
01 0,56 0,10 0,66
02 0,84 0,00 0,84
03 0,65 0,83 1,48
04 0,57 0,68 1,25
05 0,58 0,70 1,28
06 0,93 0,62 1,55
07 1,29 0,56 1,85
08 0,83 0,14 0,97
09 0,85 0,21 1,06
10 0,83 0,00 0,83
11 0,85 0,00 0,85
12 1,43 0,42 1,85
13 0,80 0,80 1,60
14 0,81 0,47 1,28
15 0,74 0,60 1,34
16 1,00 0,00 1,00

Hastalari boy ve viicut agirligi 6l¢timleri ile iligkili parametreler Tablo 4.9°da
sunulmugtur. Hastalarin antropometrik Olctimlerinde g¢ocuk yas grubundaki 12
hastanin yasa gore viicut agirhigi (YGVA), yasa gore boy (YGB), viicut kitle endeksi
(VKI) ve bu degerlerin z skorlarmna bakilmustir. Degerlendirilen 12 ¢ocuk hastanin
viicut agirliklarma bakildiginda 11’inin YGVA z skorunun sifirin altinda, 6’sinin
YGVA z skorunun -2’nin altinda oldugu gorilmistiir. Hastalarin viicut agirhg i¢in z
skorlar1 -31,14 ile 0,79 arasindadir. Ortanca YGVA z skoru -2,9 (-6,63-(-0,51))’dur.
Yasa gore boy z skorlari; 12 hastanin 11’inde sifirin altinda, 7’sinde ise -2’nin

altindadir. Hastalarin YGB z skorlar1 -7,88 ile 2,35 arasinda degigsmektedir. Yasa gore
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boylarin z skoru ortalamasi -2,72+3,08 olarak bulunmustur. Cocuk hastalarin boya
gore viicut agirliklart (BGVA) %71-126 arasinda degismektedir ve ortalama BGVA
yiizdesi 88,75+17,33 tiir. VKI z skorlarmin ortalamasi ise -3,05+3,31°dir. Dért eriskin
hastanin VKI’leri malniitrisyon agisindan degerlendirildiginde, 1 hastanin VKI’sinin
18,5 kg/m?’nin altinda oldugu goriilmiistiir. Dort eriskin hastanin ortalama VKi’si
20,3’tiir. Cocuk ve eriskin 16 hastanin hepsi birlikte degerlendirildiginde VKI
ortalamasi 15,98+4,06 kg/m?*dir. Cocuk ve eriskin yas gruplarma birlikte bakildiginda

16 hastanin yarisinda malniitrisyon saptanmistir (n=8).

Tablo 4.9. Hastalarm antropometrik 6lgtimleri.

YGVA YGB i VKiz
Hasta  Yas (E% (Y(A) (z (z B((g/\/)A (kV;fI:Z) (¢~ Malniitrisyon
9 skoru) skoru) 0 g skoru)
01 2lyl 1765 61,1  * * * 19,61 * Yok
02 24yl 162 535 @ * * * 2038 - Yok
03 ) ayyll 121 18 474 284 80 1220 397 var
04 1;;;‘/1 181 196 -1074 -476 72 1142  -668 var
05 9 a};lxl 138 256 -440 -788 82 1344 521 var
06 ] ay; 120 16 -3L14 -662 72 1110  -989 var
07 g ayyﬂ 112 16 549 437 83 1276  -292 var
o8 LYl 1 3 03 14 126 2035 096 Yok
09 23 yll 153,5 42’2 * * &3 17,91 * Var
10 19yl 168 66  * * * 2330 @ * Yok
n Y a};l,l 174 643 -012 -023 104 2124  -007 Yok
12 5ay 72 67 092 23 78 1292 305 var
8 yil
13 gay 107 125 701 -454 7L 1092 523 var
14 Xl 1405 08 140 102 88 1560 -103 Yok
15 ‘; Zl; 100 155 079 136 100 1550 0,23 Yok
16 ,% 121 247 109 215 100 1687 021 ok

*: hesaplanmadi, BGVA: Boya gore viicut agirligi, VA: Viicut agirligi, VKi: Viicut kitle endeksi, VKIi
z: Viicut kitle endeksinin z skoru, YGB: Yasa gore boy, YGVA: Yasa gore viicut agirligi
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Hastalarin antropometrik Olg¢iimleri ile korelasyon veren tetkikler Tablo
4.10’da belirtilmigtir. Yasa gore viicut agirligr z skoru ile giinlikk yapay protein
alimlari, tan1 sonrasi ve toplam akut ensefalopatik atak sayilar1 arasinda giiclii negatif
korelasyon bulunmustur. Yasa gore boy z skoru ile tan1 sonrasi akut ensefalopatik atak
sayilar1 ve giinliik yapay protein alimlari; BGVA yuzdesi ile glinluk yapay ve toplam
protein alimlari; VKI z skoru ile giinliik yapay protein alimlar1 arasinda da giiclii

negatif korelasyon saptanmuistir.

Tablo 4.10. Hastalarin antropometrik dlgtimleri ile ensefalopatik ataklarin ve protein

alimlarinin korelasyonlar1

Korelasyon P

Antropometrik 6l¢ciim Diger katsayisi  degeri
Yasa gore viicut agirligi Tani1 sonrasi atak sayisi -0,658° 0,020
z skoru Toplam atak sayis1 -0,605° 0,037

Yapay protein alimi (g/kg) -0,634° 0,027

Yasa gore boy z skoru Tani1 sonrasi atak sayisi -0,641° 0,025
Yapay protein alimi (g/kg) -0,620° 0,032

Boya gore viicut agirhigi Yapay protein alim1 (g/kg) -0,737° 0,006
ylizdesi Toplam protein alim1 (g/kg) -0,711" 0,010

Vicut kitle endeksi z skoru  Yapay protein alimi (g/kg) -0,704° 0,011

P Spearman korelasyon katsayisi, "Pearson korelasyon katsayisi

On hastadan kan basinci 6l¢iimleri alimmistir (Tablo 4.11). Alt1 hastadan, hasta
uyumsuzlugu nedeniyle 6l¢iim yapilamamistir. Erigkin yas grubundaki 4 hastanin
tamamindan 6l¢iim yapilabilmistir. Bu 4 hastanin sistolik ve diyastolik kan basinci
degerleri normal aralikta bulunmustur. Cocuk yas grubunda 6lciimleri alinabilen 6
hastanin sistolik basing igin persentil degerleri 11-74p arasinda degismektedir. Alt1
hastanin 4’{inlin sistolik basin¢ persentilleri 10-50p arasinda, 2’sinin ise 50-90p
arasindadir. Diyastolik basing i¢in persentil degerleri 46-99p arasinda degismektedir.
Alt1 hastanin 4’iiniin diyastolik basing persentilleri 50-90p arasinda, 1’nin ise 10-50p
arasindadir. Bir hastada evre 1 diyastolik hipertansiyon saptanmustir (Hasta #08). Alt1
hastanin ortalama sistolik basing persentili 44,5+25,8 ve ortalama diyastolik basing
persentili ise 72,5+£21,0’dur.
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Tablo 4.11. Hastalarm ofis kan basinci 6l¢iimleri

Hasta  Sistolik  Diyastolik Sistolik Diyastolik  Sistolik  Diyastolik

basing basing basing basing basing basing
(mmHg) (mmHg) (persentil)  (persentil) (evre) (evre)

01 110 65 * * HT yok HT yok
02 105 65 * * HT yok HT yok
03 100 70 73 89 HT yok HT yok
08 105 85 74 99 HT yok  Evre 1 HT
09 103 77 * * HT yok HT yok
10 123 76 * * HT yok HT yok
11 110 70 24 57 HT yok HT yok
14 90 60 11 46 HT yok HT yok
15 90 60 49 84 HT yok HT yok
16 90 60 36 60 HT yok HT yok

*: hesaplanmadi, HT: Hipertansiyon

Hasta uyumsuzlugu ve dogru 6l¢iim yapilmasina engel olacak siddette distoni
nedeniyle ¢ocuk yas grubundaki hicbir hastada 24 saatlik ambulatuvar kan basinci
Olcimi yapilamamustir. Eriskin yas grubundaki 4 hastadan 24 saatlik ambulatuvar kan
basinc1 dlgiimleri yapilmistir. Olgiim sonuglar1 Tablo 4.12°de belirtilmistir. Bir
hastanin hem uyanik periyotlarda hem de uyku periyotlarinda sistolik ve diyastolik
kan basinci degerleri sinirin  lizerindedir (Hasta #01). Bu hastanin uyanik
periyotlardaki kan basinci yiikii sistolik kan basinci i¢in %71, diyastolik kan basinc1
icin %57, uyku peritolarindaki kan basinci yiikii ise sistolik kan basinct i¢in %93,
diyastolik kan basinci i¢in %87 olarak saptanmistir ayrica dipping (cokme) degeri de
%10’un altindadir (sistolik kan basinci icin %2,3 ve diyastolik kan basinci i¢in %4,9).
Diger hastalarin kan basinci ve ¢g0kme degerleri normal araliktadir. Bu hastalardan biri

ACE inhibitord kullanmaktadir (Hasta #10).

Tablo 4.12. 24 saatlik ambulatuvar kan basinci degerleri

Hasta Uyanik periyotlar Uyku periyodu Toplam
Sistolik  Diyastolik Sistolik Diyastolik Sistolik Diyastolik
basing basin¢ basing basing basing basing
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmhg)
01 132 82 129 78 132 81
02 123 75 106 56 119 71
09 114 77 97 55 109 71
10 127 76 107 60 122 71
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4.2. Temel Laboratuvar incelemeleri

Hastalarin tam kan sayimlarinda klinik olarak anlamli bir anormallik
saptanmamustir (Tablo 4.13). Hemoglobin 11,3-15,8 g/dL araliginda Ol¢iilmiistiir.
Ortalama hemoglobin 13,4+1,58 g/dL’dir. Beyaz kiire sayilar1 5,08-16,43 x10%/uL
araliginda degismektedir. Beyaz kiire ortalamasi 8,86+2,96 x10%/uL’dir. Lenfosit
sayilar1 1,61-7,13 x10%/ul arahginda dl¢iilmiistiir. Ortalama lenfosit sayisi 3,49+1,55
x10%/pL’tir. Nétrofil sayilar1 2,16-10,84 x10%/uL arahigndadir. Nétrofil sayis1 ortanca
degeri ise 4,04 (3,52-5,07) x10%/uL’dir. Hastalarm trombosit diizeyleri 172 — 677
x10%/uL arasinda degismektedir. Trombosit diizeylerinin ortalamasi 397,75+142,78
x10%/uL olarak saptanmistir. Bir hastanin trombosit sayis1 200 x10%/pL’nin altinda
bulunurken, 5 hastanmn trombosit diizeyleri 500 x10/uL’nin iizerindeydi. Trombosit
diizeyi 100 x10%/pL nin altinda olan hasta yoktu.

Hastalarin serum biyokimyasinda karaciger islev bozuklugunu diisiindiirecek
klinik olarak anlamli bulgu gozlenmemistir (Bkz. Tablo 4.13). Alanin aminotransferaz
(ALT) duzeyleri 7-41, aspartat aminotransferaz (AST) dizeyleri 11-50, alkalen
fosfataz (ALP) duzeyleri 59-316, gama glutamil transferaz (GGT) diizeyleri 9-85 U/L
arasinda degismektedir. ALT ortanca diizeyi 15,0 (11,3-22,0) U/L olarak bulunmustur.
AST ve ALP ortalamalar1 sirasiyla 28,81+10,13 ve 157,25+78,84 U/L seklindedir.
GGT ortanca diizeyi 16 (13-18) U/L’dir. Direkt bilirubin dlizeyleri 0,05-0,23 mg/dL,
indirekt bilirubin dizeyleri ise 0,22-1,05 mg/dL arasindadir. Ortanca direkt bilirubin
0,11 (0,06-0,13) iken ortanca indirekt bilirubin 0,38 (0,27-0,52) mg/dL’dir.

Hastalarin beslenme ile iliskili laboratuvar incelemeleri Tablo 4.14’te
belirtilmistir. Serum vitamin B12 diizeyleri 122 ile 717 ng/L arasinda degismektedir.
Uc hastanmn vitamin B12 diizeyi 200 ng/L’nin altindadir, 5 hastada 500 ng/L’nin
Uzerindedir. Ortalama vitamin B12 diizeyi ise 355,5+186,4 ng/L’dir. Ferritin dizeyleri
4,2 ile 184,3 pg/L arasmdadir. iki hastanin ferritin diizeyi 5 pg/L’nin altindadr.
Ferritinin ortanca dizeyi ise 33,8 (17,7-56,8) ug/L’dir. 25-OH vitamin D, 13 hastadan
bakilabilmistir ve 5,84 ile 44,73 pg/L araliginda goriilmistiir. 25-OH vitamin D, bir
hastada 10 pg/L’nin altinda, 9 hastada ise 25 pg/L’nin altinda bulunmustur. Ortalama
25-OH vitamin D 22,1249,46 olarak hesaplanmustir. Hastalarin prealbiimin diizeyleri
11,9 ile 29,5 mg/dL arasindadir. 3 hastada prealbiimin diizeyi 18 mg/dL nin altindadir.
Prealblimin ortalama diizeyi 21,39+4,8 mg/dL dir.



Tablo 4.13. Tam kan sayimi sonuglari ve karaciger fonksiyon testleri
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hasta HD WBC  Lenfosit  Nétrofil Trombosit ALT AST ALP GGT bﬁi'rrl‘j'gfn ;‘I‘I‘Iir‘ljgll‘;

(g/dL)  (x10%/pL) (x10%pL) (x10%uL)  (x10%uL) (U/L) (U/L) (U/L) (UIL) (ma/dl)  (my/dL)
01 15,2 6,89 2,12 4,17 292 35 35 67 18 0,23 0,96
02 14,9 5,67 1,61 3,53 172 41 33 82 19 0,11 0,53
03 13,4 7,18 3,79 2,91 380 39 33 163 85 0,05 0,22
04 13,6 7,58 2,27 4,58 458 10 23 141 16 0,07 0,27
05 14,2 9,30 3,34 4,87 517 12 21 280 16 0,12 0,45
06 12,3 10,31 4,93 3,91 510 21 36 166 9 0,07 0,29
07 11,3 13,36 6,17 6,29 490 22 45 155 15 0,11 0,37
08 14,2 8,94 3,01 5,10 527 16 28 235 19 0,06 0,26
09 13,8 5,08 1,91 2,74 299 7 16 59 18 0,14 0,49
10 15,9 6,55 2,03 3,74 208 22 19 82 14 0,12 0,49
11 15,8 8,55 2,77 5,09 279 10 11 98 17 0,10 0,39
12 11,1 11,98 7,13 3,51 677 19 50 211 13 0,09 0,32
13 11,7 16,43 4,04 10,84 553 14 31 88 18 0,06 0,26
14 12,5 7,65 3,09 3,67 275 11 29 316 12 0,22 1,05
15 11,4 7,48 4,38 2,16 428 13 27 234 10 0,14 0,62
16 13,1 8,87 3,31 5,00 299 12 24 139 13 0,06 0,28

ALT: Alanin aminotransferaz, ALP: Alkalen fosfataz, AST: aspartat aminotransferaz, GGT: Gama glutamil transferaz, Hb: Hemoglobin, WBC: Beyaz kiire sayisi



39

Tablo 4.14. Beslenme iligkili laboratuvar incelemeleri

o . 25-OH .
Hasta B12 vitamini Ferritin vitamin D Prealbumin

(ng/L) (Ho/L) (ug/L) (mg/dL)
01 537 32,5 28,02 21,1
02 122 184,3 19,49 27,2
03 331 16,6 24,19 25,9
04 428 43,7 19,35 16,4
05 340 68,5 19,96 19,5
06 286 4,2 - 22,3
07 174 45 5,84 11,9
08 220 9,3 28,20 22,8
09 543 64,1 21,07 29,5
10 260 59,3 - 24,3
11 103 49,2 11,54 27,9
12 717 20,8 44,73 18,7
13 625 35,0 - 14,8
14 528 35,3 14,55 19
15 204 22,2 27,71 21,6
16 270 23,1 22,97 19,3

4.3. Bobrek Islevleri

Hastalarin serum elektrolit diizeylerinde klinik olarak énemli bir anormallik
saptanmamustir. Serum sodyum duzeyleri 139-145 mEq/L arasinda degismektedir.
Ortalama serum sodyum diizeyi 141,3+1,4 mEq/L’dir. Hastalarin serum potasyum
duzeyleri 3,3-5,5 mEq/L arasindadir. Ug hastanin potasyum diizeyleri 5 mEg/L ve
Uzerindedir. Ortalama serum potasyum duizeyi 4,4+0,54 mEq/L’dir. Hastalarin serum
Klor diizeyleri 102-109 mEq/L araliginda degismektedir. Ortalama serum klor diizeyi
104,88+1,96 mEq/L’dir. Hastalarin serum total kalsiyum diizeyleri 9,38- 10,85 mg/dL
arasinda goriilmiistiir. Ortalama serum total kalsiyum diizeyi 10,06+0,38 mg/dL’dir.
Hastalarin serum inorganik fosfor dizeyleri 3,01-5,82 mg/dL araligindadir. Ortalama
serum inorganik fosfor dizeyi 4,11+£0,86 mg/dL’dir. Hastalarin serum magnezyum
dizeyleri 1,87-2,48 mg/dL arasinda degismektedir. 3 hastanin serum magnezyum
diizeyi 2 mg/dL nin altindadir. Ortalama serum magnezyum diizeyi 2,20+0,20 mg/dL
olarak hesaplanmistir. Serum elektrolit diizeyleri Tablo 4.15’te sunulmustur.

Hastalarin serum albiimin, protein ve {irik asit diizeylerinde de klinik olarak

anlamli bir anormallik bulunmamistir. Albiimin diizeyleri 3,96-4,94 g/dL arasinda



40

degigmektedir. Ortalama albiimin dlizeyi 4,50+0,29 g/dL’dir. Serum protein diizeyleri
6,38 — 8,21 g/dL arasinda degismektedir. Ortalama serum protein diizeyi 7,44+0,55
g/dL’dir. Serum iirik asit diizeyleri 2,5-6,4 mg/dL arasindadir. Ortanca tirik asit diizeyi
3,3 (2,98-4,20) mg/dL’dir. Bu dlglimler de Tablo 4.15’te sunulmustur.

Tablo 4.15. Serum elektrolit, albtimin, protein, Urik asit dlzeyleri

Hasta Na K Cl Ca P Mg Alb Pro UA
(mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (g/dL) (mg/dL)
01 140 4,0 103 10,35 3,72 2,25 4,81 8,20 4,3
02 140 3,3 102 9,38 3,37 2,21 4,70 7,57 3,9
03 141 45 103 9,81 3,18 2,31 4,56 7,96 2,8
04 142 45 104 10,18 3,01 2,21 4,39 7,80 3,2
05 141 47 105 10,29 3,74 2,47 4,32 7,41 3,9
06 141 55 105 9,93 4,98 2,26 4,30 7,38 3,2
07 141 47 106 10,21 4,79 2,44 4,40 7,85 2,7
08 141 3,7 103 10,56 3,99 2,09 4,94 8,21 3,2
09 142 41 104 9,5 3,34 1,89 4,81 7,75 3,3
10 142 4,4 106 10,14 3,02 1,87 4,69 7,12 51
11 143 4,3 104 10,31 3,67 1,89 4,88 7,60 6,4
12 142 5 107 10,85 5,22 2,18 4,20 6,38 5,6
13 145 51 106 9,99 4,41 2,48 3,96 6,69 3,4
14 139 4,4 103 9,95 4,94 2,13 4,33 7,31 2,5
15 141 4 109 9,68 5,82 2,44 4,13 6,51 3,3
16 140 4,3 108 9,85 4,51 2,07 4,61 7,26 2,9

Alb: Albiimin, Pro: Protein, UA: Urik asit

Hastalarin vendz kan gazlar1 degerlendirildiginde; pH degerleri 7,24 ile 7,45
arasinda bulunmustur. Normal pH aralig1 7,35-7,45 olarak alindiginda; 10 hastanin
pH’st 7,35’in altinda, 6 hastanin pH degeri ise normal araliktadir. Ortalama pH
7,33+0,05’tir. Hastalarmn laktat diizeyleri 1,0-7,3 mmol/L arasindadir. Ortalama laktat
dizeyi 3,73+1,91 mmol/L’dir. Hastalarin bikarbonat dlzeyleri 19,4 ile 28,5 mmol/L
arasinda degismektedir. Ortalama bikarbonat dlzeyi 22,7+2,4 mmol/L’dir. Hastalarin
parsiyel karbondioksit duzeyleri 35,2-58,6 mmHg araligindadir. Parsiyel
karbondioksit dizeylerinin ortalamasi1 49,5+6,8 mmHg’dir. pH < 7,35 veya bikarbonat
<22 mmol/L olan hastalarmn tliimiinde laktat yiiksekligi oldugu goriilmiistiir; bu
hastalarin tiimii kan alimi swrasinda ajitasyon ve distoni nedeniyle yogun kas

kasilmalar1 olan hastalardir (Tablo 4.16).
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Tablo 4.16. Vendz kan gazi parametreleri

Hasta pH Laktat (mmol/L) Bikarbonat (mmol/L) Parsiyel CO, (mmHg)

01 7,37 1,3 25,2 48,2
02 7,34 3,3 24,0 51,3
03 7,27 7,3 19,4 52,3
04 7,31 4,6 23,6 56,7
05 7,33 5,8 22,5 49,0
06 7,27 4,8 21,5 55,8
07 7,32 3,7 20,5 45,9
08 7,26 5,4 20,6 55,3
09 7,38 2,0 2918 47,2
10 7,33 2,1 23,3 53,2
11 7,30 3,4 22,9 57,1
12 7,38 5,0 20,9 35,2
13 7,24 6,1 19,7 58,6
14 7,37 2,0 23,4 44,0
15 7,35 1,9 21,2 39,7
16 7,45 1,0 28,5 41,9

Serum kreatinin, sistatin C ve BUN degerleri ve eGFR’ler Tablo 4.17°de
sunulmustur. Serum kreatinin dizeyleri 0,36-0,89 mg/dL arasinda degismektedir.
Ortanca kreatinin dizeyi 0,44 (0,38-0,67) mg/dL’dir. Serum iire azotu diizeyleri 6,3 —
14,2 mg/dL arasindadir. Ortalama iire azotu 10,09+2,38 mg/dL’dir. Hastalarin sistatin
C duzeyleri 0,62 ile 1,27 mg/L araliginda bulunmustur. Ortalama sistatin C dizeyi
0,82+0,17 mg/L’dir.

Kreatinine gére eGFR hesaplamak i¢in ¢ocuk ve eriskin hasta grubunda farkl
formiiller kullanilmistir. Kreatinine gore eGFR degerleri 81 ve 153 mL/dk/1.73 m?
arasindadir ve ortalama eGFR degeri 118,93+17,83 mL/dk/1,73 m? olarak
hesaplanmistir. Bu formiile gére iki hastanin eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin
altindadir.

Sistatin C ve kreatininin birlikte kullanilarak eGFR ’nin hesaplandig1 formiiller
cocuk ve erigkin hasta gruplar1 i¢in ayr1 ayr1 alinmistir. Buna gore eGFR degerleri 60
ile 133 mL/dk/1,73 m? arasinda degismektedir. Ortalamalar1 104,38+19,01
mL/dk/1,73 m?°dir. Bu formiile gore (¢ hastanin eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m%nin
altindadir.

Sistatin C’ye gore eGFR hesaplamak i¢in ¢ocuk ve erigskin hasta grubunda
farkli formiiller kullanilmistir. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’ler 57 ile 125
mL/dk/1,73 m? arasmdadir. Ortalamasi 95,25+20,52 mL/dk/1,73 m? olarak
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bulunmustur. Tahmini GFR’si 90 mL/dk/1.73 m?’nin altinda olan hasta sayis1 sekizdir
ve bir hastanin eGFR’si 60 mL/dk/1,73 m?’nin altindadir; ancak bu hasta iKi yasin
altinda olup bu yas grubu i¢in sistatin C bazli kabul gérmiis bir eGFR hesaplama
formiilii olmadig1 i¢in asagida eGFR ilgili analizlere bu hasta dahil edilmemistir.
Sonug olarak yedi hasta Evre 2 KBH, eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin iizerinde olup
mikroalblmindrisi olan bir hasta (Hasta #10) ise Evre 1 KBH olarak

degerlendirilmistir.

Tablo 4.17. Serum kreatinin, sistatin C, kan Ure azotu ve bunlar kullanilarak

hesaplanan kreatinin klirensi ve glomertiler filtrasyon hizlari

. - Kreatinin  Sistatin Sistatin

Sistatin L Kreatinine o C’ye
Kreatinin BUN R vesistatin - C’ye .

Hasta C (mg/dL)  (mg/dL) gore a C’ye gore  gore gore

(mg/L) eGFR cGER® cGER® KBH

evre
01 0,77 0,79 14,2 130 128 125 =
02 0,90 0,71 12,5 131 116 103 -
03 0,72 0,45 8,2 111 106 96 s
04 0,63 0,41 7,3 132 116 109 -
05 0,83 0,51 10,8 112 101 84 2
06 0,81 0,42 11,6 118 94 86 2
07 0,62 0,37 6,3 125 112 110 s
08 0,89 0,52 12 106 94 79 2
09 0,65 0,54 8,1 131 133 124 s
10 0,80 0,73 10,9 134 129 123 1
11 1,01 0,89 11,4 81 83 70 2
12 1,27 0,37 10,4 88 60 57* *
13 0,63 0,39 6,4 113 105 109 s
14 0,86 0,38 8,2 153 109 81 2
15 0,91 0,36 10,6 115 87 78 2
16 0,78 0,41 12,6 122 96 89 2

BUN: Kan iire azotu, eGFR: tahmini glomeriiler filtrasyon hizi, eGFR birimleri mL/dk/1.73 m?'dir.

&: Eriskin yas grubundaki hastalarm kreatinine gore eGFR’leri, ‘CKD-EPI kreatinin formiilii (2021)” ile
cocuk yas grubundaki hastalarin kreatinine gére eGFR’leri ‘yatakbasi Schwartz formiilii (2009)’ ile;
b. Eriskin yas grubundaki hastalarin sistatin C’ye gore eGFR’leri, ‘CKD-EPI sistatin C formiilii (2012)’
ile, gocuk yas grubundaki hastalarin sistatin C’ye gore eGFR’leri, ‘sistatin C tabanli formiil (2012)’ ile;
®: Eriskin yas grubundaki hastalarm hem kreatinin hem de sistatin C degerleri kullanilarak eGFR’leri

‘CKD-EPI kreatinin-sistatin formiilii (2021) ile, ¢ocuk yas grubundaki hastalarin hem kreatinin hem
de sistatin C degerleri kullanilarak eGFR’leri ‘kreatinin-sistatin C bazli CKID formiilii (2012) ile

hesaplanmistir. *Yas nedeniyle gegersiz.
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Serum kreatinin, BUN ve sistatin C tetkiklerinin korelasyon analizleri Tablo
4.18’de verilmistir. Serum kreatinin diizeyleri ile basvuru yaslar1 ¢ok giiclii; VKI,
albimin, prealblimin ise gucli pozitif koreledir. Serum kreatinin diizeyleri ile total
protein alimlar1 arasinda ¢ok giiclii, Serum fosfor diizeyleri arasinda ise giiglii negatif
korelasyon vardir. BUN diizeyleri ile idrarda GA atilimi arasinda gli¢li pozitif, yapay
ve toplam protein alimlar1 arasinda ise gii¢lii negatif korelasyon saptanmistir. Sistatin

C ile YGB z skoru arasinda giiclii pozitif korelasyon vardir.

Tablo 4.18. Serum kreatinin, iire azotu ve sistatin C ile diger tetkiklerin korelasyon

analizleri

Serum tetkikleri Diger K]?;f;:;i/s?n P degeri

Kreatinin (mg/dL) Basvuru yasi 0,813 <0,001

Toplam protein alimi (g/kg) -0,823° <0,001

Viicut kitle indeksi (kg/m?) 0,672° 0,004

Serum fosfor (mg/dL) -0,685° 0,003

Serum albiimin (g/dL) 0,786° <0,001

Prealblimin (mg/dL) 0,719° 0,002

BUN (mg/dL) Yapay protein alimi (g/kg) -0,636° 0,008

Toplam protein alimi (g/kg) -0,642' 0,007

[drarda GA atilimi 0,602° 0,014

Sistatin C (mg/L) Yasa gore boy z skoru 0,684" 0,014

P S_%:)earman korelasyon katsayisi, " Pearson korelasyon katsayisi, BUN: Kan Ure azotu, GA: Glutarik
asi

Caligmaya alinan 16 hastadan 2 yasin altinda olan tek hasta hari¢ 15’1 igin tek
serum Ornegindeki Ol¢limler kullanilarak eGFR hesaplandi. Serum kreatinin
kullanilarak — eGFR(Kkre) - , serum sistatin C kullanilarak — eGFR(CysC) — ve her iKisi
birden kullanilarak — eGFR(kre+CysC) — mL/dk/1.73 m? cinsinden hesaplanan
degerlerin uyumu analiz edildi. Ug¢ 6l¢iimiin de birbiri ile uyumlu olmadig1 (fark

ortalamalar1 # 0; tek 6rneklem t testinde p<0,001) goriildii (Tablo 4.19).
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Tablo 4.19. Farkli formiillere ait eGFR hesaplamalarinin karsilastirilmast (N=15)

Olgiim farklarmmn
Farklar1 alinan hesaplamalar ortalama+standart sapmasi P
(mL/dk/1.73m?)

eGFR(CysC) - eGFR(kreatinin) -23,20+17,32 <0,001
eGFR(kre+CysC) - eGFR(kre) -13,67+12,57 <0,001
eGFR(CysC) - eGFR(kre+CysC) -9,563+7,38 <0,001

Tek orneklem t testi

Olgiim uyumsuzlugunun eGFR degerleri ile iliskili olup olmadigimn1 incelemek
icin her ikili 6l¢iim karsilastirmasi i¢in Bland- Altman grafikleri ¢izildi. Uyumsuzlugun
diisiik ya da yliksek eGFR degerleri ile belirgin degisiklik gostermedigi gdzlendi (Sekil
4.1,4.2,4.3).

20+
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eGFR(CysC) - eGFR(kre)
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Sekil 4.1. Sistatin C’ye gore eGFR ile kreatinine gére eGFR ’nin Bland- Altman grafigi.
Yatay cizgilerden kalin olan1 6l¢iim farklarinin ortalamasini, ince ¢izgiler ise +1
standart sapmay1 gostermektedir. Algak ya da yliksek eGFR diizeylerine gore
uyumsuzlukta belirgin bir degisiklik yoktur.



45

20

10
I o o
2 -
% o]
w o o
@ o
Y -107 @

o

G‘ 0
23 Eo)
5]

| 20
2
= Q

o

r o
© -30-]
a

-40

o
-50]
T T T T L) T T
80 a0 100 110 120 130 140

eGFR(kre_CysC) ve eGFR(kre) ortalama

Sekil 4.2. Sistatin C ve kreatinine gore eGFR ile kreatinine gore eGFR’nin Bland-
Altman grafigi. Yatay cizgilerden kalin olani dl¢iim farklarmin ortalamasini, ince
cizgiler ise £1 standart sapmayi gostermektedir. Algak ya da yiiksek eGFR diizeylerine
gore uyumsuzlukta belirgin bir degisiklik yoktur.
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Sekil 4.3. Sistatin C’ye gore eGFR ile kreatinine ve sistatin C’ye gore eGFR’nin
Bland-Altman grafigi. Yatay ¢izgilerden kalin olani1 6l¢iim farklarinin ortalamasini,
ince cizgiler ise =1 standart sapmay1 gostermektedir. Algcak ya da yiikksek eGFR
diizeylerine gore uyumsuzlukta belirgin bir degisiklik yoktur.
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Spot idrarda protein ve albiimin diizeyleri ile kreatinine oranlar1 Tablo 4.20°de
sunulmustur. Spot idrar kreatinin duzeyleri 32 ile 295 mg/dL arasinda degismektedir.
Ortanca spot idrar kreatinini 119,5 (86,5-134,5) mg/dL’dir. Spot idrar albiimin
diizeyleri 0,2 ile 13,6 mg/dL arasindadir. idrar albiimin ortanca diizeyi 1,26 (0,75-5,86)
mg/dL’dir. Spot idrar protein diizeyleri 4,9 ile 27,9 mg/dL araligindadir. Ortalamasi
18,85+7,41 mg/dL dir.

Spot idrar protein:kreatinin oranlar1 0,053-0,328 mg/mg arasindadir.
Ortalamas1 0,171+0,083 mg/mg’dir. Bes hastada oran 0,2 mg/mg’nin {izerinde
hesaplanmaistir.

Spot idrar albliimin:kreatinin oranlar1 1,47—107,09 mg/g arasinda bulunmustur.
4 hastanin orant 30 mg/g’nin zerindedir (mikroalbmindri). Ortanca diizey 13,02
(7,72-34,20) mg/g’dir.

Tablo 4.20. Spot idrar kreatinin, protein ve alblimin diizeyleri

. Spot . Spot . Spot Spot idrar Spot idrar
Hasta ldrar.dg |dr§rd§ |drarQa protein/kreatinin  alblimin/kreatinin
kreatinin  albimin  protein
(mg/dl)  (mg/dL)  (mg/dL) orani (mg/mg) orani (mg/g)
01 295 6,75 27,1 0,091 22,88
02 263 1,13 20,1 0,076 4,30
03 85 0,65 27,9 0,328 7,59
04 45 0,82 14,8 0,326 18,31
05 123 0,72 18,7 0,150 5,85
06 116 7,41 26,3 0,226 63,88
07 130 1,80 27,1 0,207 13,85
08 116 0,99 16,6 0,142 8,53
09 32 0,26 4,9 0,149 8,13
10* 127 13,60 24,8 0,194 107,09
11 136 0,20 7,3 0,053 1,47
12 84 3,19 13,9 0,164 37,98
13 172 1,89 15,9 0,091 10,99
14 122 9,87 21,2 0,172 80,90
15 98 1,39 25,3 0,257 14,18
16 91 1,11 9,7 0,106 12,20

*H10, Anjiyotensin doniistiirlicii enzim inhibitorii kullanmaktaydi.
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Hasta ve kontrollerin yaslarina gore spot idrar protein:kreatinin ve

alblimin:kreatinin oranlarmin dagilimlar1 Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te belirtilmistir.
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Sekil 4.4. Hasta ve kontrollerin yaslarina gore spot idrar protein:kreatinin oranlarinin

dagilimi. Turuncu noktalar hastalari, mavi noktalar kontrolleri gdstermektedir.
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Sekil 4.5. Hasta ve kontrollerin yaglarma goére spot idrar albiimin:kreatinin oranlarmin

dagilimi. Turuncu noktalar hastalari, mavi noktalar kontrolleri gostermektedir.
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Spot idrar kreatinin, albimin, protein duizeyleri ve protein:kreatinin ile
alblimin:kreatinin oranlarmin diger tetkiklerle olan giiclii ve ¢ok giiclii korelasyonlar1
Tablo 4.21°de belirtilmistir. Spot idrar protein degerleri ile ALT dlzeyleri arasinda
giiclii pozitif korelasyon saptanmustir. Spot idrar protein:kreatinin orani ile toplam atak
sayist gii¢lii pozitif korele bulunmustur. Alblimin:kreatinin orani, GGT ile gii¢li

negatif koreledir.

Tablo 4.21. Spot idrar tetkiklerinin korelasyon analizleri

Spot idrar tetkikleri Diger Korelasyon katsayis1 P degeri
Protein (mg/dL) ALT 0,728° 0,001
Protein:kreatinin (mg/mg) Toplam atak sayis1 0,612 0,012
Alblmin:kreatinin (mg/g) GGT -0,670° 0,005

P Spearman korelasyon katsayisi, " Pearson korelasyon katsayisi, ALT: Alanin aminotrasnferaz, GGT:

Gama glutamil transferaz

Hastalarin spot idrardaki elektrolit atilimlar1 Tablo 4.22’de sunulmustur. Spot
idrar sodyum dizeyleri 21-254 mEq/L arasindadir ve ortalama sodyum atilimi
156,1+64,4 mEq/L‘dir. Hastalarin fraksiyonel sodyum ekskresyonlar1 (FeNa)
hesaplandiginda FeNa yiizdeleri 0,06 ile 1,28 arasinda degismektedir. iki hastada
FeNa %1’in iizerindedir; ancak bu hastalarda hiponatremi yoktur. Ortalama FeNa
degeri 0,57+0,38"dir.

Spot idrar potasyumlar1 39 ile 124 mEq/L araliginda saptanmistir. Ortalama
potasyum atilimi 77,1430,1 mEq/L’dir. Spot idrar Klor dizeyleri 40 -336 mEqg/L
arasinda bulunmustur. Ortalama klor atilimi1 187,754+89,12 mEq/L’dir. Spot idrar
magnezyum diizeyleri 6,70 ile 35,82 mg/dL arasinda degismektedir. Ortancas1 14,26
(8,62-17,43) mg/dL’dir. Spot idrar kalsiyum diizeyleri 6,05-51,91 mg/dL duzeyleri
arasindadir. Ortancasi 14,04 (7,23-19,43) mg/dL’dir.

Spot idrar fosfor diizeyleri 2,78 ile 108,42 mg/dL arasinda degismektedir.
Ortalamas1 54,33+28,45 mg/dL’dir. Hastalarin TRP’leri hesaplanmis ve TRP
yiizdeleri 87 ile 98 arasinda bulunmustur. Ortalamas1 %93,88+2,94 tiir. Hastalarinda
11’inde TRP, normal aralik olan %85-95 olarak saptanmistir. Bes hastanin TRP’si
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%95’ in lizerindedir, bu deger yetersiz fosfor alimi ile iligkili olmakla beraber hastalarin

serum fosfor diizeyleri normaldir.

Tablo 4.22. Spot idrardaki elektrolit atilimlari

Hasta Na K Cl Mg Ca P FeNa TRP
(mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (%) (%)

01 155 93 160 25,36 15,53 73,70 029 94
02 43 47 40 7,97 13,10 65,92 0,08 94
03 221 69 220 10,58 20,03 31,98 082 9%
04 191 55 209 14,11 11,10 41,33 1,22 87
05 184 41 189 16,51 17,63 37,58 054 95
06 106 124 164 17,98 15,70 102,07 0,27 92
07 170 82 198 14,29 7,33 70,17 0,34 95
08 254 98 336 16,51 43,90 32,56 0,86 96
09 108 39 91 7,59 7,19 2,78 1,28 98
10 189 68 256 6,70 14,97 56,13 0,76 89
11 209 67 276 7,42 9,09 40,50 0,95 92
12 21 124 41 17,73 24,06 37,80 0,06 96
13 108 61 97 35,82 51,91 77,45 0,16 96
14 189 124 318 14,60 6,05 23,78 042 98
15 140 43 164 14,22 6,41 108,42 0,36 93
16 209 99 245 10,59 7,15 67,12 0,67 93

FeNa: Fraksiyonel sodyum ekskresyonu, TRP: Tubler fosfor reabsorbsiyonu

Renal tiibiiler islevler ile iligkili iiriner protein belirteglerinin = [beta-2
mikroglobulin (B2MG), kidney injury molecule-1 (KIM1), neutrophil gelatinase-
associated lipocalin (NGAL), uromodulin (UMOD)] hastalarin ve kontrollerin
idrarlarindaki mutlak ve idrar kreatinin diizeylerine gére normalize edilmis diizeyleri
Tablo 4.23’te sunulmustur. Hastalarn ve kontrollerin yaslarina gore Uriner protein
belirteclerinin  dagilimlarindan B2MG:kreatinin  Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de,
KIM1 :kreatinin Sekil 4.8’de, NGAL:kreatinin Sekil 4.9°da ve UMOD:kreatinin Sekil
4.10°da belirtilmistir. Beta-2 mikroglobulin:kreatinin diizeyleri igin ekstrem degeri
olan bir hasta ¢ikarilarak ayrica bir sekil ¢izilmistir (Bkz. Sekil 4.7).

Hasta grubunun spot idrar B2MG dizeyleri 35-3390 ng/mL arasinda
degismektedir ~ve ortancasi 161,50 (84,20-241,25) ng/mL‘dir. Beta-2

mikroglobulin:kreatinin oranlar1 33,1 ile 4750,0 ng/mg araligindadir ve ortanca deger
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122,39 (67,40-200,05) ng/mg’dir. Ug hastanin B2MG:kreatinin oran1 300 ng/mg’mn
uzerindedir. Kontrol grubunun spot idrar B2MG igin ortanca duzeyleri 53,00 (35,75-
82,25) ng/mL olarak bulunmustur. Kontrol grubunda B2MG:kreatinin orani igin
ortanca degeri ise 52,12 (31,03-103,43) ng/mg’dir.

Hastalarin spot idrardaki KIM1 dizeyleri 0,021 ile 1,308 ng/mL arasinda
degigsmektedir. Hastalarin ortanca KIM1 duzeyi 0,309 (0,137-0,521) ng/mL olarak
hesaplanmistir. KIM1:kreatinin oranlar1 0,017 ile 1,006 ng/mg arasindadir. Ortanca
KIM1 :kreatinin oran1 0,224 (0,135-0,421)’tiir. Kontrol grubunda spot idrar KIM-1 i¢in
ortanca dizeyi 0,20 (0,11-0,37) ng/mL olarak goériilmiistiir. Bu grupta KIM 1 :kreatinin
ortanca degeri de 0,20 (0,11-0,37) dir.

Hastalarin spot idrar NGAL duzeyleri 2,8 ile 608,7 ng/mL arasinda
degismektedir. Ortanca NGAL dizeyi 22,05 (7,48-146,10) ng/mL’dir.
NGAL:kreatinin oranlar1 3,36 ile 655,78 ng/mg arasindadir. Ortanca degeri ise 15,44
(8,87-115,44)’tiir. Kontrol grubunda spot idrar NGAL i¢in ortanca diizeyi 11,45 (1,45-
41,23) iken NGAL:kreatinin ortanca degeri 17,56 (1,50-30,63) olarak bulunmustur.

Hasta grubunda spot idrar UMOD dizeyleri 0,68 ile 113,30 ng/mL arasinda
degismektedir. Ortanca UMOD dizeyi 9,41 (4,53-22,84) ng/mL’dir. UMOD:kreatinin
oranlarn 0,259 ile 134,881 ng/mg arasinda goriilmiistiir. Ortancas1 ise 8,09 (2,98-
22,64)’dur. Kontrol grubunun spot idrar UMOD i¢in ortanca diizeyi 4,77 (2,11-11,34),
UMOD:kreatinin i¢in ortanca degeri 4,64 (2,21-12,26) olarak hesaplanmustir.
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Srnek Spot idr_ar B2MG B2MG: KimM1 KIM1: NGAL NGAL: UMOD UMOD:

kreatinin (ng/mL) kreatinin (ng/mL) kreatinin (ng/mL) kreatinin (ng/mL) kreatinin

(mg/mL) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)
HO1 2,95 146 49,5 0,602 0,204 451 15,29 7,63 2,59
KO1A 1,77 32 18,1 0,141 0,080 1,1 0,62 4,71 2,66
K01B 1,72 89 51,7 0,379 0,220 17,3 10,06 1,47 0,86
HO02 2,63 177 67,3 0,136 0,052 24,3 9,24 0,68 0,26
KO02A 1,6 84 52,5 0,006 0,004 0,2 0,13 7,85 4,91
K02B 2,02 47 23,3 0,04 0,020 0,3 0,15 38,72 19,17
HO03 0,85 434 510,6 0,35 0,412 5,7 6,71 50,05 58,88
KO3A 1,17 123 105,1 0,515 0,440 3,7 3,16 21,33 18,23
K03B 0,46 48 104,4 0,13 0,283 2,5 5,44 3,27 7,11
HO4 0,45 89 197,8 0,164 0,364 295,1 655,78 10,60 23,56
KO4A 2,64 72 27,3 0,645 0,244 315,1 119,36 5,63 2,13
K04B 0,76 56 73,7 0,351 0,462 15,7 20,66 1,17 1,54
HO5 1,23 247 200,8 0,485 0,394 12,8 10,41 11,62 9,45
KO5A 3,45 204 59,1 0,576 0,167 114,6 33,22 15,10 4,38
KO05B 15 151 100,7 0,237 0,158 30,5 20,33 22,52 15,01
HO06 1,16 101 87,1 0,727 0,627 64,5 55,60 13,56 11,69
KO6A 0,2 25 125,0 0,138 0,690 0,2 1,00 1,42 7,10
K06B 2,31 77 33,3 0,888 0,384 143,0 61,91 2,91 1,26
HO7 13 224 172,3 1,308 1,006 608,7 468,23 25,87 19,90
KO7A 1,42 76 53,5 0,617 0,435 104,3 73,45 6,20 4,37
K07B 0,87 5 5,8 0,13 0,149 134,0 154,02 6,09 7,00
HO08 1,16 194 167,2 0,138 0,119 3,9 3,36 13,75 11,85
KO08A 0,68 34 50,0 0,212 0,312 0,2 0,29 1,02 1,50
K08B 0,52 25 48,1 0,108 0,208 0,2 0,39 12,31 23,67
HO09 0,32 35 109,4 0,055 0,172 2,8 8,75 0,91 2,84
KO09A 2,88 86 29,9 0,761 0,264 86,7 30,10 7,05 2,45
K09B 2,65 114 43,0 0,276 0,104 39,2 14,79 8,80 3,32
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Srnek Spot idr_ar B2MG B2MG: KimM1 KIM1: NGAL NGAL: UMOD UMOD:

kreatinin (ng/mL) kreatinin (ng/mL) kreatinin (ng/mL) kreatinin (ng/mL) kreatinin

(mg/mL) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)
H10 1,27 81 63,8 0,021 0,017 19,8 15,59 4,46 3,51
K10A 0,48 6,83 14,2 0,018 0,038 0,2 0,42 0,79 1,65
K10B 0,96 49 51,0 0,129 0,134 1,1 1,15 3,63 3,78
H11l 1,36 45 33,1 0,333 0,245 13,0 9,56 3,02 2,22
K11A 1,01 50 49,5 0,526 0,521 2,6 2,57 3,67 3,63
K11B 15 151 100,7 0,205 0,137 32,0 21,33 18,88 12,59
H12 0,84 3990 4750,0 0,356 0,424 66,0 78,57 113,30 134,88
K12A 0,28 66 233,2 0,108 0,382 8,2 28,98 3,92 13,85
K12B 0,11 19,5 185,5 0,019 0,181 6,9 65,65 0,87 8,28
H13 1,72 198 115,1 0,284 0,165 219,7 127,73 5,80 3,37
K13A 0,81 62 76,5 0,302 0,373 9,7 11,98 4,83 5,96
K13B 13 28 21,5 0,219 0,168 30,1 23,15 27,12 20,86
H14 1,22 82,6 67,7 0,533 0,437 172,8 141,64 8,22 6,74
K14A 1,52 46 30,3 0,313 0,206 41,9 27,57 2,04 1,34
K14B 11 41 37,3 0,075 0,068 115 10,46 2,32 2,11
H15 0,98 325 331,6 0,122 0,124 18,2 18,52 28,01 28,58
K15A 0,53 58 109,4 0,186 0,351 12,8 24,15 1,69 3,19
K15B 0,7 75 107,1 0,017 0,024 7,3 10,43 12,19 17,41
H16 0,91 118 129,7 0,154 0,169 5,7 6,26 4,75 5,22
K16A 0,37 44 118,9 0,031 0,084 11,4 30,81 2,82 7,62
K16B 0,58 47 81,0 0,114 0,197 77,6 133,79 6,54 11,28

KxA ve KxB: Hasta x’in (Hx) yas ve cinsiyeti eslestirilmis kontrol grubu érnekleri

B2MG: Beta-2 mikroglobulin, KIM1: Kidney injury molecule-1, NGAL: Neutrophil gelatinase-associated lipocalin, UMOD: Uromodulin
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Sekil 4.6. Hasta ve kontrollerin yaslarina gore spot idrar B2MG:kreatinin oranlarinin

dagilimi. Turuncu noktalar hastalari, mavi noktalar kontrolleri gdstermektedir.
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Sekil 4.7. Hasta ve kontrollerin yaslarina gore spot idrar B2MG:kreatinin oranlariin
ekstrem degeri olan bir hastanin (Hasta #12) ¢ikartilarak dagilimi. Turuncu noktalar

hastalar1, mavi noktalar kontrolleri gdstermektedir.
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Sekil 4.8. Hasta ve kontrollerin yaslarma gore spot idrar KIM1:kreatinin oranlarinin

dagilimi. Turuncu noktalar hastalari, mavi noktalar kontrolleri gdstermektedir.
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Sekil 4.9. Hasta ve kontrollerin yaslarina gore spot idrar NGAL:kreatinin oranlarinin

dagilimi. Turuncu noktalar hastalari, mavi noktalar kontrolleri gostermektedir.
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Sekil 4.10. Hasta ve kontrollerin yaslarma gore spot idrar UMOD:kreatinin oranlarinin

dagilimi. Turuncu noktalar hastalari, mavi noktalar kontrolleri gostermektedir.

Spot idrar B2MG dizeyleri ile serum magnezyum dizeyleri gicli pozitif;
basvuru yasi ve bikarbonat diizeyleri ise gii¢lii negatif korele saptanmustir. Spot idrar
B2MG:kreatinin orani ile tan1 sonrasi atak sayisi, toplam atak sayisi, yapay protein
alimi ve toplam protein alimi arasinda giiglii pozitif; bagvuru yasi ve kreatinin arasinda

ise giiclii negatif korelasyon bulunmustur (Tablo 4.24).

Tablo 4.24. Beta-2 mikroglobulin ve B2MG:kreatinin oranlarinin diger tetkikler ile
korelasyon analizleri

Spot idrar tetkikleri Diger T{Z::L?S;prn degeri
B2MG (ng/mL) Serum magnezyum 0,694 0,003
Basvuru yasi -0,638 0,008

Bikarbonat -0,662 0,005

B2MG:kreatinin (ng/mg) Tam sonrasi atak sayist 0,671 0,004
Toplam atak sayis1 0,643 0,007

Yapay protein alimi 0,630 0,009

Toplam protein alimi 0,659 0,006

Basvuru yasi -0,703 0,002

Serum kreatinin -0,680 0,004

P Spearman korelasyon katsayisi, B2MG: Beta-2 mikroglobulin
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Hasta grubunda, diger tlbuler belirtecler ile korelasyon veren tetkikler Tablo
4.25’te gosterilmistir. Spot idrar KIM1 dizeyleri ile AST ve spot idrar magnezyum
arasinda gii¢lii pozitif korelasyon vardir. KIM1:kreatinin oranlari ile total protein alimi
ve potasyum duizeyleri giiglii pozitif korele bulunmustur.

Spot idrar NGAL duzeyleri ile prealoumin diizeyleri arasinda giiglii negatif
korelasyon saptanmistir. NGAL:kreatinin oranlar1 ile boya gore viicut agirhigi,
albiimin, prealbiimin ve glutarik asit atilimlar1 gii¢lii negatif koreledir.

Spot idrar UMOD:kreatinin ile B2ZMG:kreatinin ve protein:kreatinin oranlar1
arasinda ¢ok giiclii pozitif, UMOD ile B2MG:kreatinin ve protein:kreatinin arasinda
giiclii pozitif korelasyon vardir. Spot idrar UMOD diizeyleri ve UMOD:Kkreatinin
oranlar1 ile toplam protein alimi, ALP ve B2MG arasinda gii¢lii pozitif korelasyon
vardir. UMOD dizeyleri ve UMOD:kreatinin oranlar1 ile bagvuru yasi, serum
kreatinin ve ferritin giiglii negatif korele saptanmistir. UMOD ile bikarbonat diizeyleri
giiclii negatif koreledir. UMOD:kreatinin oranlari ile tan1 sonrasi ve toplam atak sayis1
arasinda giiclii pozitif korelasyon vardir.

Spot idrar protein:kreatinin oranlar1 ile UMOD:kreatinin oranlar1 arasindaki
cok giiglii pozitif korelasyon Sekil 4.11°de gosterilmistir. Bir hastanin (Hasta #12)
UMOD:kreatinin duzeyi ekstrem bir deger oldugundan bu hasta ¢ikarilarak ayrica bir
grafik ve egilim ¢izgisi ¢izilmistir (Sekil 4.12). Spot idrar B2MG :kreatinin oranlari ile
UMOD:kreatinin oranlar1 arasindaki ¢ok gliclii pozitif korelasyon Sekil 4.13’te
gosterilmistir. Bir hastanin (Hasta #12) B2MG:kreatinin orani ekstrem bir deger
oldugundan bu hasta ¢ikarilarak ayrica bir grafik olusturulmus ve egilim ¢izgisi
cizilmistir (Sekil 4.14). Diger giiclii korelasyonlarin grafikleri EK-5’te sunulmustur.
Kontrol grubundan bakilan idrar tetkiklerinin de birbirleriyle olan korelasyonlari
degerlendirilmistir. Hasta grubunda gosterilen spot idrar protein:kreatinin ile
UMOD:kreatinin ve B2MG:kreatinin ile UMOD:kreatinin oranilar1 arasindaki pozitif
korelasyon kontrol grubunda anlamli olarak bulunmustur (p=0,001 ve p=0,033).

Kontrol grubunun anlamli korelasyonlar1 EK-6’da sunulmustur.
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Tablo 4.25. Tiibiiler biyobelirteglerin diger tetkikler ile korelasyon analizi

Spot idrar tetkikleri Diger T{Z:g:l"’;fpn degeri
KIM1 (ng/mL) AST 0,606 0,013
Spot idrar magnezyum 0,602 0,014

KIMZ1:kreatinin (ng/mg) Toplam protein alimi 0,644 0,007
Potasyum 0,648 0,007

NGAL (ng/mL) Prealbumin -0,734 0,001
NGAL :kreatinin (ng/mg) Boya gore viicut agirhigi -0,620 0,032
Serum albimin -0,642 0,007

Prealbumin -0,712 0,002

Idrarda glutarik asit atilimi -0,643 0,007

UMOD (ng/mL) Basvuru yasi -0,668 0,005
Toplam protein alimi 0,674 0,004

ALP 0,708 0,002

Bikarbonat -0,697 0,003

Serum kreatinin -0,635 0,008

Ferritin -0,744 0,001

B2MG 0,753 0,001

B2MG:kreatinin 0,788 <0,001

Protein:kreatinin 0,658 0,006

UMOD:kreatinin (ng/mg) Basvuru yast -0,685 0,003
Tani sonrasi atak sayisi 0,622 0,010

Toplam atak sayisi 0,616 0,011

Toplam protein alimi 0,665 0,005

ALP 0,670 0,005

Serum kreatinin -0,698 0,003

Ferritin -0,632 0,009

B2MG 0,624 0,010

B2MG:kreatinin 0,874 <0,001

Protein:kreatinin 0,801 <0,001

P Spearman korelasyon katsayisi, ALP: Alkalen fosfataz, AST: Aspartat aminotransferaz, B2MG: Beta-
2 mikroglobulin, KIM1: Kidney injury molecule-1, NGAL: Neutrophil gelatinase-associated lipocalin,
UMOD: Uromodulin
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Sekil 4.11. Spot idrar protein:kreatinin ve UMOD:kreatinin oranlar1
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Sekil 4.12. Spot idrar protein:kreatinin ve UMOD:kreatinin oranlarinin ekstrem degeri

olan hasta ¢ikarilarak olusturulan egilim ¢izgisi
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Sekil 4.13. Spot idrar B2MG:kreatinin ve UMOD:kreatinin oranlar1
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Sekil 4.14. Spot idrar B2MG:kreatinin ve UMOD:kreatinin oranlarinin ekstrem degeri

olan hasta ¢ikarilarak olusturulan egilim ¢izgisi.
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4.4. Renal Ultrasonografi ve Doppler Ultrasonografisi Bulgular

Hastalardan renal US ve Doppler US incelemeleri yapilmistir. Sag bobrege ait
sonuclar Tablo 4.26°da, sol bobrege ait olgiimler ise Tablo 4.27°de belirtilmistir.
Yapilan renal US tetkiklerinde; bobrek kontiirleri, parankim ekojeniteleri, renal
pelvis dilatasyon durumu, ekstra renal pelvis gorinim durumu, Kkaliks dilatasyonu
olup olmadig, iireter dilatasyonu olup olmadig1 ve renal arter orijininin normal olup
olmadig1 degerlendirilmistir.
= Hastalarin tiimiiniin sag ve sol bobrek kontiirleri diizglindiir.
= Hastalarin tiimiiniin sag ve sol bobrek parankim ekojeniteleri normaldir.
= Hastalarin higbirinde sag ve sol renal pelviste dilatasyon saptanmamuistir.
= Hastalarin higbirinde ekstra renal pelvis goriiniimii yoktur.
= Hastalarin higbirinde sag ve sol kaliks dilatasyonu yoktur.
= Hastalarin higbirinde sag ve sol iireter dilatasyonu goriilmemistir.
= Hastalarin tiimiiniin sa§ ve sol renal arter orijinleri normaldir, daralma
saptanmamustir. (Renal arter orijinleri 15 hastada degerlendirilebilmistir. Diger

degerlendirmeler 16 hastanin tiimiinde yapilmistir.)

Sag bobrek Olctimleri ele alindiginda, uzunluklari 51-146 mm arasinda
saptannmustir ve ortalama uzunluk 87,4+24,4 mm’dir. ilyak arter resistive index (RI)
degerleri 0,51-0,74 arasindadir, ortalamalar1 ise 0,62+0,06’d1r. Ilyak ve renal arter
ivmeleri igin en kiigiik ile en biiyiik degerler sirasiyla 762-7548 ve 1026-6416 cm/sn?
olup ilyak arter ivmesinin ortancasi 1264 (956-1816), renal arter ivmesinin ortalamasi
3591+1654 cm/sn? olarak hesaplanmistir. Renal ven akim hizlar1 15-35 cm/sn arasinda
degismektedir, ortalamasi 23,9+5,3 tiir.

Sol bobrek ol¢limleri ele alindiginda ise uzunluklar1 48-121 mm arasinda
saptanmustir ve ortalama uzunluk 86,7+19,3 mm’dir. ilyak arter resistive index (RI)
degerleri 0,51-0,74 arasmdadir, ortalamalar1 ise 0,61+0,06’dir. Ilyak ve renal arter
ivmeleri i¢in en kiigiik ile en biiyiik degerler sirasiyla 645-4566 ve 1065-7446 cm/sn?
olup ilyak arter ivmesinin ortancasi 1363 (989-2047), renal arter ivmesinin ortalamasi
3437+1972 cm/sn? olarak hesaplanmustir. Renal ven akim hizlari 17-36 cm/sn arasida

degismektedir, ortalamasi 23,1+£5,1 dir.
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Tablo 4.26. Sag bobrek ultrasonografisine ve Doppler incelemesine ait dlgtimler.

Sag bobrek Say1 Degerler Min Max
Uzunluk (mm) 16 87,4+24,4 51 146
Anteroposterior ¢ap (mm) 16 36,6+10,08 19 58
Transvers ¢ap (mm) 16 42,9+9,10 27 59
Hacim (ml) 16 81,9+50,87 14 180
Parankim {ist pol kalinlig1 (mm) 15 11,3+2,05 7 15
Parankim orta pol kalinlig1 (mm) 15 12,6+2,53 8 16
Parankim alt pol kalinlig1 (mm) 15 12,1+2,55 7 17
Ilyak arter Resistive Index (RI) 16 0,62+0,06 0,51 0,74
ilyak arter Pulsatility Index (PI) 16 0,89+0,13 0,68 1,16
flyak arter ivme (cm/sn?) 16 1264 (956-1816) 762 7548
Ilyak arter ivme zamani (msn) 16 7 (7-15) 7 22
Renal arter akim hiz1 (cm/sn) 15 77,4+21,54 37 109
Renal arter ivme (cm/sn?) 15 3591+1654 1026 6416
Renal arter ivme zamani (msn) 15 15 (7-15) 7 37
Renal ven akim hizi (cm/sn) 16 23,915,3 15 35

Degerler normal dagilim gosteren parametrelerde ortalama+standart sapma, normal dagilim

gostermeyenlerde ise ortanca (Q1-Q3) olarak verilmistir. Min: En kii¢iik deger, Max: En biiyiik deger
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Tablo 4.27. Sol bobrek ultrasonografisine ve Doppler incelemesine ait dlguimler.

Sol bobrek Say1 Degerler Min Max
Uzunluk (mm) 15 86,7+19,3 48 121
Anteroposterior ¢ap (mm) 15 37,418,7 18 50
Transvers ¢ap (mm) 15 43,5+9,6 25 64
Hacim (ml) 15 84,3+49,9 12 208
Parankim {ist pol kalinlig1 (mm) 16 12,3+2,6 7 17
Parankim orta pol kalinlig1 (mm) 16 13,8+3,5 7 20
Parankim alt pol kalinlig1 (mm) 16 13,2427 8 19
flyak arter Resistive Index (RI) 16 0,61+0,06 0,51 0,74
Ilyak arter Pulsatility Index (PI) 16 0,87+0,14 0,68 1,18
flyak arter ivme (cm/sn?) 16 1363 (989-2047) 645 4566
Ilyak arter ivme zamani (msn) 16 7 (7-15) 7 29
Renal arter akim hiz1 (cm/sn) 15 75 (68-83) 43 147
Renal arter ivme (cm/sn?) 15 3437+1972 1065 7446
Renal arter ivme zamani (msn) 15 15 (7-22) 7 44
Renal ven akim hizi (cm/sn) 15 23,1151 17 36

Degerler normal dagilim gosteren parametrelerde ortalamatstandart sapma, normal dagilim

gostermeyenlerde ise ortanca (Q1-Q3) olarak verilmistir. Min: En kii¢iik deger, Max: En biiyiik deger

Sag ve sol renal ven akim hizlar1 ile korelasyon veren tetkikler Tablo 4.28 ve
Tablo 4.29’da belirtilmistir. Sag renal ven akim hiz1 ile ALP arasinda ¢ok gii¢lii negatif
korelasyon vardir. Sag renal ven akim hizlar1 ile spot idrar albiimin, albiimin:kreatinin,
UMOD ve UMOD:kreatinin gii¢lii negatif korele bulunmustur. Sag renal ven akim
hiz1 ile sistatin C’ye gore hesaplanmis eGFR ve GGT arasinda giiclii pozitif korelasyon
goriilmiistiir. Sol renal ven akim hizlar1 ile spot idrar kreatinin, sistatin C’ye gore
hesaplanmis eGFR ve hem kreatinin hem de sistatin C’ye gore hesaplanmis eGFR
arasinda giiclii pozitif korelasyon bulunmustur. Sol renal ven akim hizlar1 ile
UMOD:kreatinin ve B2MG:kreatinin oranlar1 arasinda giiglii negatif korelasyon

bulunmustur.
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Tablo 4.28. Sag renal ven akim hizi ile korelasyon veren tetkikler

Sag renal ven akim hizx Korelasyon katsayis1 P degeri
Alkalen fosfataz (ALP) -0,808" <0,001
Sistatin C’ye gore eGFR 0,611° 0,012
Gamaglutamil transferaz (GGT) 0,661° 0,005
Spot idrar alblimin -0,668°P 0,007
Spot idrar albtimin:kreatinin -0,668° 0,007
UMOD -0,685° 0,003
UMOD:kreatinin -0,679P 0,004

UMOD: Uromodulin, "Pearson korelasyon katsayisi, P Spearman korelasyon katsayisi

Tablo 4.29. Sol renal ven akim hizi ile korelasyon veren tetkikler

Sol renal ven akim hiz1 Korelasyon katsayis1 P degeri
Sistatin C ve kreatinine gore eGFR 0,629" 0,012
Sistatin C’ye gore eGFR 0,729 0,002
Spot idrar kreatinin 0,651° 0,009
UMOD:kreatinin -0,609° 0,016
B2MG:kreatinin -0,633° 0,011

B2MG: Beta-2 mikroglobulin, UMOD: Uromodulin, " Pearson Kkorelasyon katsayisi, P Spearman

korelasyon katsayisi

Hastalarin viicut boylarina gore sag bobrek uzunluklarinin hangi persentil (p)
araliginda oldugu incelenmistir (Tablo 4.30). Degerlendirilen 16 hastanin dérdiinde
(%25) sag bobrek uzunlugu 2,5 persentilin altindadir. Bir hastanin (%6,3) sag bobrek
uzunlugu 2,5p-10p araligindadir. Toplamda bes hastanin (%31,3) boya gore sag
bobrek uzunluk persentili 10p’nin altindadir. En fazla 25p-50p araliginda hastalar
bulunmaktadir (n=5, %31,3). Hastalardan iKisinin (%12,6) boya gore sag bobrek
uzunlugu 90p’nin tizerindedir. Bir hasta (%6,3) 90p-97,5p araliginda yer alirken, bir
hasta (%6,3) da 97,5p’nin iizerinde yer almaktadir.
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Tablo 4.30. Hasta boylaria gore sag bobrek uzunluk persentilleri

Hasta boylarina gore sag bobrek uzunluk persentilleri Say1 (n=16) Y Uizdesi (%)

<2,5 4 25,0

2,5-10 1 6,3

10-25 2 12,5

25-50 5 31,3

50-75 1 6,3

75-90 1 6,3

90-97,5 1 6,3

>97,5 1 6,3

Hastalari viicut boylarmma gore sol bobrek uzunluklarinin hangi persentil
araliginda oldugu incelenmis (Tablo 4.31), 16 hastanin 15’inin Glgimleri
yapilabilmistir. Bir hastaya ait 6l¢iim hastanin siddetli skolyozu olmasi ve uyum
saglayamamasi nedeniyle alinamamustir. Degerlendirilen 15 hastanin Ugiinde (%20)
sol bobrek uzunlugu 2,5 persentilin altindadir. Ug hastani (%20) sol bobrek uzunlugu
2,5p-10p araligindadir. Toplamda alt1 hastanin (%40) boya gore sol bobrek uzunluk
persentili 10p’nin altindadir. En fazla hasta bulunan persentil araliklar1 3’er hasta
(%20) ile <2,5p; 2,5p-10p ve 50p-75p’dir. Toplamda 2 hastanin (%13,4) boya gore sol
bobrek uzunluk persentili 90p’nin tizerindedir. Bir hasta (%6,7) 90p-97,5p araliginda
yer alirken, 1 hasta (%6,7) da 97,5p’nin iizerinde yer almaktadir.

Tablo 4.31. Hasta boylarma gére sol bobrek uzunluk persentilleri

Hasta boylarina gore sol bobrek uzunluk persentilleri Say1 (n=15) YUzdesi (%)

<2,5 3 20,0
2,5-10 3 20,0
10-25 2 13,3
25-50 2 13,3
50-75 3 20,0
75-90 0 0

90-97,5 1 6,7
>97,5 1 6,7
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Sag, sol veya her iki bobrek i¢cin boya gore bobrek uzunlugu 2,5 persentilin
altinda olan 5 hasta ve 2,5 persentilin iizerinde olan 11 hasta iki gruba ayrilarak
analizler yapilnustir (Tablo 4.32). Iki grup arasinda malniitrisyon ve sistatin C’ye gore
hesaplanan eGFR nin 90 mL/dk/1,73 m? nin altinda olmasi ile ilgili anlamli bir iliski

bulunamamastir.

Tablo 4.32. Boya gore bobrek uzunlugu ile malniitrisyon ve eGFR durumlarinin

karsilagtirilmast
Bobrek boyutu <2,5 Bobrek boyutu >2,5 p
persentil (n=5) persentil (n=11)
Ma(;”“tr'syon 4 (%80) 4 (%36) 0,282
urumu
Sistatin C’ye gore 3 (%60) 5 (%645) 1,000

eGFR<90

*Fisher kesin testi

Hastalarin 6zellikli diger bobrek US bulgulari ele alindiginda;

e 4 numarali hastanin mesane trabekiilasyonunda belirgin artis saptanmistir.

e 5 numarali hastanin siddetli skolyozu nedeniyle degerlendirme optimal
olmayip bazi 6l¢giim ve degerlendirmeler yapilamamistir. Bu hastanin sol
bobreginde grade 3 hidronefroz saptanmistir.

e 10 numarali hastanin sag bobreginde aks anomalisi vardir.

e 12 numarali hastada insidental olarak karaciger sag lobda subkapsiiler
yerlesimli 16x9 mm, komsulugunda 8x6 mm ve 5 mm ¢apli lobiile kontiirlii

kistler izlenmistir.
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4.5. Hasta ve Kontrol Grubu Tetkiklerinin Karsilastirilmasi

Calismaya dahil edilen her GA1 hastasi i¢in yas ve cinsiyet eslestirilmis
saglikli kontrollerden spot idrar incelemeleri yapilmistir. Hastalarin ve kontrollerin
kargilastirmalart Tablo 4.33’te verilmistir. Yas ve cinsiyet acisindan benzer olan
gruplar arasinda spot idrarda albiimin, KIM1, NGAL ve UMOD diizeyleri ve bunlarin
spot idrar kreatinin diizeyine oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmazken spot idrarda protein, protein:kreatinin orani, B2MG ve B2ZMG:kreatinin
orani hastalarda anlamli 6l¢iide daha yiiksek bulunmustur (sirasiyla p=0,001, p<0,001,
p<0,001 ve p=0,001).

Tablo 4.33. Hasta ve kontrol grubunun idrar degerlerinin karsilastirilmasi

HASTA (n=16) KONTROL (n=32) P
Yas 13,21 (9,44-19,17) 14,11 (10,02-21,63) 0,818
Erkek cinsiyet 7 (%44) 16 (%50) 0,683
Spot idrar kreatinin (mg/dL) 119,00 (86,50-134,50) 105,5 (54,25-169,00) 0,743
Spot idrar albimin (mg/dL) 1,26 (0,75-5,86) 1,00 (1,00-1,68) 0,849
Spot idrar protein (mg/dL) 19,40 (14,13-26,05) 7,95 (5,13-14,05) 0,001
Protein:Kkreatinin (mg/mg) 0,16 (0,09-0,22) 0,07 (0,05-0,10) <0,001
Albumin:kreatinin (mg/g) 13,02 (7,72-34,20) 14,50 (8,58-19,76) 0,844
Spot idrar B2MG (ng/mL) 161,50 (84,20-241,25) 53,00 (35,75-82,25) <0,001
B2MG:kreatinin (ng/mg) 122,39 (67,40-200,05) 52,12 (31,03-103,43) 0,001
KIM1 (ng/mL) 0,31 (0,14-0,52) 0,20 (0,11-0,37) 0,242
KIMZ1:kreatinin (ng/mg) 0,22 (0,13-0,42) 0,20 (0,11-0,37) 0,418
NGAL (ng/mL) 22,05 (7,48-146,10) 11,45 (1,45-41,23) 0,071
NGAL :kreatinin (ng/mg) 15,44 (8,87-115,44) 17,56 (1,50-30,63) 0,284
UMOD (ng/mL) 9,41 (4,53-22,84) 4,77 (2,11-11,34) 0,096
UMOD:kreatinin (ng/mg) 8,09 (2,98-22,64) 4,64 (2,21-12,26) 0,205

Say1 ve yiizde ile belirtilen cinsiyet dagilimi digindaki degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir.
Cinsiyet analizi ki kare ile, diger analizler Mann Whitney U testi ile yapilmistir. P degeri 0,05’in altinda
olmasi durumunda anlamli kabul edilmistir. B2MG: Beta-2 mikroglobulin, KIM1: Kidney injury

molecule-1, NGAL: Neutrophil gelatinase-associated lipocalin, UMOD: Uromodulin
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4.6. Tahmini Glomeriiler Filtrasyon Hizina Gore Degerlerin Karsilastirilmasi

Hastalar sistatin C formiilii ile hesaplanan eGFR’ye gore degerlendirildiginde,
sekiz hastanin eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin iizerinde iken yedi hastanin eGFR’si 90
mL/dk/1.73 m*’nin altinda bulunmustur. Hastalardan biri 1 yasin altinda oldugundan
ve bu yasta sistatin C temelli eGFR formiiliiniin kullanimi tartismali oldugundan bu
hasta eGFR analizine dahil edilmemistir.

Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve
istliinde olan hasta gruplar1 cinsiyet, GA1l fenotipi, eslik eden nérolojik bulgular,
gelisim diizeyi, ila¢g kullanimi, malniitrisyon ag¢isindan karsilastirilmistir. Bu

bulgularda anlamli bir farklilik yoktur (Tablo 4.34).

Tablo 4.34. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve

iistiinde olan hastalarin cinsiyet ve eslik eden 6zelliklere gore karsilastirilmasi

eGFR >90 (n=8) eGFR <90 (n=7) p*
Cinsiyet, kiz 4 (%50) 4 (%57) 1,000
GAL1 fenotip, high excretor 7 (%88) 7 (%100) 1,000
Epilepsi 4 (%50) 4 (%57) 1,000
Aksiyel distoni 4 (%50) 2 (%29) 0,608
Ekstremite distonisi 2 (%25) 3 (%43) 0,608
Aksiyel hipotoni 3 (%38) 2 (%29) 1,000
Eksremite hipertonisi 4 (%50) 2 (%29) 0,608
Kontraktlr 4 (%50) 2 (%29) 0,608
Makrosefali 4 (%50) 6 (%86) 0,282
Bas kontroli 6 (%75) 7 (%100) 0,467
Desteksiz oturma 4 (%50) 5 (%71) 0,608
Desteksiz yurime 4 (%50) 5 (%71) 0,608
Karnitin kullanimi 8 (%100) 6 (%86) 0,467
Riboflavin kullanimi 7 (%88) 6 (%86) 1,000
Malntrisyon durumu 5 (%63) 2 (%29) 0,315

Tiim eGFR hesaplamalar1 mL/dk/1,73 m? cinsinden sunulmustur, *Fisher kesin testi
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Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve
iistiinde olan hasta gruplarinin beyin MRG bulgular1 arasinda anlamli bir farklilik

yoktur (Tablo 4.35).

Tablo 4.35. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin

altinda ve tstiinde olan hastalarin MRG bulgularinin karsilastirilmasi

eGFR >90 (n=8) eGFR <90 (n=7) P*

Frontotemporal atrofi/genisleme 4 (%57) 4 (%100) 0,236
Myelinizasyon gecikmesi 2 (%29) 2 (%50) 0,576
Globus pallidus tutulumu 4 (%57) 1 (%25) 0,545

Striatum tutulumu 5 (%71) 2 (%50) 0,576
Subdural kanama 1 (%14) 1 (%25) 1,000

Tiim eGFR hesaplamalar1 mL/dk/1,73 m? cinsinden sunulmustur, *Fisher kesin testi

Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 ml/dk/1,73 m?’nin altinda ve iistiinde
olan hastalarin bagvuru ve tani yaslari; tan1 6ncesi, sonrasi ve toplamda gegirdikleri
ensefalopatik atak sayilari; tan1 anindaki karnitin, glutarilkarnitin, glutarik asit ve 3-
OH glutarik asit diizeyleri karsilastirilmis ve anlamli bir farklilik saptanmamaistir
(Tablo 4.36).

Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 ml/dk/1,73 m?’nin altinda ve iistiinde
olan hastalarin kullandiklar1 karnitin ve riboflavin dozlarna; dogal, yapay ve toplamda
aldiklar1 giinliik protein miktarlarma; konstitiisyonel parametrelerden YGV A z skoru,
YGB z skoru, BGVA, VKI ve VKI z skoruna gére karsilastiriimas1 Tablo 4.37°de
verilmistir. Boya gore viicut agirlig1 yiizdesi eGFR>90 olan grupta anlamli olarak daha
diisik bulunmustur [76,00 (71,25-82,25) ve 100 (82-109), p=0,047]. Diger

parametrelerde anlamli bir farklilik yoktur.
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Tablo 4.36. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve

iistiinde olan hastalarin tan1 anindaki degerlerinin karsilagtirilmasi

eGFR >90 (n=8)  eGFR <90 (n=7) P~

Bagvuru yasi (yil) 17,24 (10,24-22,94) 11,62 (9,21-17,35) 0,298

Tam yas1 (y1l) 1,61 (0,60-8,70) 1,25 (0,11-2,18) 0,487

Tam 6ncesi atak sayisi 1,0 (0,0-1,0) 1,0 (0,00-1,0) 0,899
Tam sonrasi atak sayisi 1,0 (0,0-3,0) 1,0 (0,0-2,0) 0,904
Toplam atak sayisi 2,5 (0,0-4,0) 2,0 (1,0-3,0) 0,860
Tamda Karnitin diizeyi* 7,68 (4,52-16,96) 6,13 (4,12-34,56) 0,949
Tamda glutarilkarnitin diizeyi 0,98 (0,78-1,55) 1,20 (0,77-2,40) 0,452
Tamda glutarik asit” 20,65 (4,88-28,75) 46,00 (13,02-75,43) 0,137
Tamda 3-OH glutarik asit 1,00 (1,00-1,50) 1,45 (0,63-2,70) 0,739

Degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir. Karnitin ve glutarilkarnitin diizeyleri pmol/L, glutarik
asit ve 3-OH glutarik asit diizeyleri i¢ standartin kati cinsinden verilmistir. Tiim eGFR hesaplamalari
mL/dk/1,73 m? cinsinden sunulmustur. * eGFR>90 olan 7 hastada hesaplanmistir. * eGFR<90 olan 6
hastada hesaplanmigtir. - eGFR<90 ve eGFR>90 olan 6 hastada hesaplanmistir. = Mann Whitney U

testi.
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Tablo 4.37. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve
iistiinde olan hastalarin kullanmakta olduklar1 ila¢ dozlarina, aldiklar1 protein

miktarlarina ve konstitlisyonel parametrelerine gore karsilastiriimasi

eGFR>90 (n=8)  eGFR <90 (n=7)  P*

Karnitin dozu (mg/kg/gun) 67,0 (34,0-96,5) 50,0 (33,0-65,0) 0,385
Riboflavin doz (mg/giin) 125(100-200) 100 (100-200) 0,951
Dogal protein alim (g/kg) 0,82 (0,59-0,85) 0,83 (0,74-0,93) 0,452
Yapay protein alim (g/kg) 0,39 (0,03-0,77) 0,47 (0,00-0,62) 0,726
Toplam protein ahim (g/kg) 1,16 (0,83-1,57) 1,28 (0,97-1,34) 0,817
Yasa gore viicut agirhgi z skoru* -6’254(,9-:9,”)81 /- -1,09 (-4,40/-0,12) 0,059
Yasa gore boy z skoru* -4,46 (-4,71/-3,22) -1,94(-6,62/-0,23) 0,257

Boya gore viicut agirhg * (%) 76,00 (71,25-82,25) 100 (82-109) 0,047
Viicut kitle indeksi (kg/m?) 15,34 (11,64-20,19) 15,60 (13,44-20,35) 0,817

Vcut Kitle indeksi z skoru* -4,60 (-6,32/-3,18) -0,07 (-5,21/0,23) 0,131

Degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir. Tiim eGFR hesaplamalart mL/dk/1,73 m? cinsinden
sunulmustur. *¢GFR>90 olan 4 hastada hesaplanmugtir. * Mann Whitney U testi.

Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 ml/dk/1,73 m? nin altinda ve iistiinde
olan hastalarin tam kan sayimma ait parametreler degerlendirildiginde anlamli bir
farklilik bulunmamstir. Karaciger fonksiyon testlerine bakildiginda ise ALP, eGFR
<90 ml/dk/1,73 m? olan hastalarda anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur [85 (71-
152) ve 234 (139-280), p=0,011]. Diger karaciger fonksiyon testlerinden ALT, AST,
GGT, direkt ve indirekt bilirubin arasinda anlamli bir farklilik gdsterilememistir

(Tablo 4.38).
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Tablo 4.38. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve

istiinde olan hastalarin tam kan saymmi ve karaciger fonksiyon testlerinin

karsilastirilmasi

eGFR >90 (n=8) eGFR <90 (n=7) pP*
Hemoglobin (g/dL) 13,70 (12,13-15,13) 13,10 (12,30-14,20) 0,643
WBC (x10%/uL) 7,04 (5,89-11,92) 8,87 (7,65-9,30) 0,132
Lenfosit (x10%/uL) 2,20 (1,94-3,98) 3,31 (3,01-4,38) 0,203
Notrofil (x10%/uL) 3,96 (3,07-5,86) 4,87 (3,67-5,09) 0,728
Trombosit (x10%/uL) 340 (229-482) 428 (279-517) 0,524
ALT (U/L) 22 (11-38) 12 (11-16) 0,147
AST (U/L) 32,0 (20,0-34,5) 27 (21-29) 0,417
ALP (U/L) 85 (71-152) 234 (139-280) 0,011
GGT (U/L) 18,0 (15,3-18,8) 13,0 (10,0-17,0) 0,063
Direkt bilirubin (mg/dL) 0,11 (0,06-0,14) 0,10 (0,06-0,14) 0,954
Indirekt bilirubin (mg/dL) 0,43 (0,26-0,52) 0,39 (0,28-0,62) 0,772

Degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir. Tiim eGFR hesaplamalart mL/dk/1,73 m? cinsinden
sunulmustur. * Mann Whitney U testi. ALT: Alanin aminotransferaz, ALP: Alkalen fosfataz, AST:

aspartat aminotransferaz, GGT: Gama glutamil transferaz, WBC: Beyaz kiire sayisi

Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 ml/dk/1,73 m?’nin altinda ve iistiinde
olan hastalarin bobrek fonksiyon testlerinin karsilastirilmistir (Tablo 4.39). Serum
fosfor diizeyi, eGFR<90 olan grupta anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur [3,36
(3,06-4,24) ve 4,51 (3,74-4,98), p=0,021]. Serum elektrolitleri, Urik asit, alblimin,

protein, kreatinin ve kan iire azotu dl¢timleri arasinda anlamli bir farklilik yoktur.
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Tablo 4.39. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve

iistiinde olan hastalarin bobrek fonksiyon testlerinin karsilastirilmasi

Serum parametreleri eGFR >90 (n=8) eGFR <90 (n=7) p*
Sodyum (mEq/L) 141,5 (140,3-142,0) 141 (140-141) 0,335
Potasyum (mEg/L) 4,45 (4,03-4,65) 4,30 (4,00-4,70) 0,862
Klor (mEqg/L) 104 (103-106) 105 (103-108) 0,480
Kalsiyum (mg/dL) 10,07 (9,58-10,20) 9,95 (9,85-10,31) 0,563
Fosfor (mg/dL) 3,36 (3,06-4,24) 4,51 (3,74-4,98) 0,021
Magnezyum (mg/dL) 2,23 (1,97-2,41) 2,13 (2,07-2,44) 0,816
Albumin (g/dL) 4,63 (4,39-4,78) 4,33 (4,30-4,88) 0,643
Protein (g/dL) 7,78 (7,23-7,93) 7,38 (7,26-7,60) 0,298
Urik asit (mg/dL) 3,35 (2,90-4,20) 3,20 (2,90-3,90) 0,642
Kreatinin (mg/dL) 0,50 (0,40-0,73) 0,42 (0,38-0,52) 0,524

Ure azotu (mg/dL) 8,15 (6,63-12,10) 11,40 (10,60-12,00) 0,183

Degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir. Tiim eGFR hesaplamalart mL/dk/1,73 m? cinsinden
sunulmustur. * Mann Whitney U testi.

Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve
iistiinde olan hastalarin venéz kan gazi degerlerinde pH, laktat, bikarbonat ve parsiyel
karbondioksit basinglar1 karsilastirilmistir (Tablo 4.40). Bu degerler arasinda anlamli

bir farklilik bulunamamustir.

Tablo 4.40. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve

iistiinde olan hastalarin vendz kan gazi parametrelerinin karsilastirilmasi

eGFR >90 (n=8) eGFR <90 (n=7) p*
pH 7,33 (7,28-7,36) 7,33 (7,27-7,37) 0,862
Laktat (mmol/L) 3,50 (2,03-5,73) 3,40 (1,90-5,40) 0,685
Bikarbonat (mmol/L) 23 45 (19,90-24,90) 22,50 (21,20-23,40) 0,908
pCO2 (mmHg) 55,83 (47,45-55,83) 49,0 (41,9-55,8) 0,487

Degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir. Tiim eGFR hesaplamalar1 mL/dk/1,73 m? cinsinden

sunulmustur. * Mann Whitney U testi.
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Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si normal ve diisiikk olan hastalarin
kreatinine gore eGFR’leri arasinda anlamli fark saptanmamuistir (Tablo 4.41).

Tablo 4.41. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve

iistiinde olan hastalarin diger eGFR formiilleri ile karsilagtirilmasi

eGFR >90 eGFR <90 p
(N=8) (N=7)
Kreatinine gore eGFR 131 (116-132) 115 (106-122) 0,132

Kreatinin ve Sistatin C’ye gore eGFR 116 (108-129) 94 (87-101) 0,003

Sistatin C’ye goére eGFR 110 (105-125) 81 (78-86) 0,001

Degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir. Tiim eGFR hesaplamalar1 mL/dk/1,73 m? cinsinden
sunulmustur. * Mann Whitney U testi.

Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?®nin altinda ve
iistiinde olan hastalarin spot idrar tetkiklerden bakilan kreatinin, albiimin, protein,
alblimin:kreatinin, protein:kreatinin, sodyum, potasyum, Klor, magnezyum, kalsiyum
ve kalsiyum:kreatinin degerleri arasinda anlamli bir farklhilik bulunmamistir.
Hesaplanan fraksiyonel sodyum ekskresyonlar1 ve tiibiiler fosfor reabrbsiyonlarinda
da eGFR gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik yoktur. (Tablo 4.42).

Tibiiler hasar1 gosteren biyobelirteclerin iki grup arasinda degerlendirmeleri
yapilmistir (Tablo 4.43). Bakilan KIMI1, NGAL, UMOD, B2MG ve bunlarin
kreatinine gdre normalize edilmis diizeyleri arasinda eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m? nin
altinda ve istiinde olan hasta gruplarinda anlamli bir farklilik gériillmemistir.

Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m*nin altinda ve
iistiinde olan hastalarin mevcut metabolik tetkiklerinden karnitin, glutarilkarnitin,
glutarik asit ve 3-OH glutarik asit diizeyleri karsilastirilmig ve aralarinda anlamli bir
farklilik gosterilememistir (Tablo 4.44).
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Tablo 4.42. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve

iistiinde olan hastalarin spot idrar tetkiklerinin karsilastirilmasi

Idrar parametreleri eGFR >90 (n=8) eGFR <90 (n=7) p*
Kreatinin (mg/dL) 128,50 (55,00-240,25) 116 (98-123) 0,562
Albiimin (mg/dL) 1,47 (0,69-5,54) 1,11 (0,72-7,41) 0,817

Protein (mg/dL) 22,45 (15,08-27,10) 18,70 (9,70-25,30) 0,487

Albumin:kreatinin (mg/g) 12,417 (7,722-21,739) 12,198 (5,846-63,879) 0,908
Protein:kreatinin (mg/mg) 0,172 (0,091-0,296) 0,150 (0,106-0,226) 0,817

Sodyum (mEg/L) 162,5 (108,0-190,5) 189 (140-209) 0,324
Potasyum (mEg/L) 64,50 (49,00-78,75) 98 (43-124) 0,247
Klor (mEg/L) 179,00 (92,50-217,25) 245 (164-318) 0,082
Magnezyum (mg/dL) 12,35 (7,69-22,59) 14,60 (10,59-16,51) 0,487
Kalsiyum (mg/dL) 14,04 (8,27-18,91) 9,09 (6,41-17,63) 0,418
Fosfor (mg/dL) 61,03 (34,32-72,82) 40,50 (32,56-102,07) 1,000

Kalsiyum:kreatinin (mg/mg) 0,171 (0,054-0,244) 0,079 (0,065-0,143) 0,728
FeNa (%) 0,550 (0,193-1,120) 0,54 (0,36-0,86) 0,817
TRP (%) 94,00 (90,25-95,75) 93 (92-96) 0,953

Degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir. Tiim eGFR hesaplamalart mL/dk/1,73 m? cinsinden
sunulmustur. ¥ Mann Whitney U testi. FeNa: Fraksiyonel sodyum ekskresyonu, TRP: tiibiiler fosfor

reabsorbsiyonu
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Tablo 4.43. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve
istiinde olan hastalarin spot idrardan alinan tiibiiler biyobelirteclerinin

karsilastirilmasi

eGFR >90 (n=8) eGFR <90 (n=7) p*

B2MG (ng/mL) 161,5 (83,0-217,5) 118,0 (82,6-247,0) 1,000
B2MG:kreatinin (ng/mg) 112,25 (64,66-191,41) 129,670 (67,61-200,81) 0,817

KIM1 (ng/mL) 0,224 (0,075-0,539) 0,333 (0,138-0,533) 0,643
KIM1:kreatinin (ng/mg) 0,188 (0,080-0,400) 0,245 (0,124-0,437) 0,643
NGAL (ng/mL) 34,700 (9,225-276,250) 13,0 (5,7-64,5) 0,271

NGAL :kreatinin (ng/mg) 15,439 (8,872-383,106) 10,407 (6,264-55,603) 0,487
UMOD (ng/mL) 6,715 (1,798-22,053) 11,62 (4,75-13,75) 0,418
UMOD:kreatinin (ng/mg) 3,442 (2,651-22,642) 9,447 (5,220-11,853) 0,563

Degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir. Tiim eGFR hesaplamalar1 mL/dk/1,73 m? cinsinden
sunulmustur. * Mann Whitney U testi. B2MG: Beta-2 mikroglobulin, KIM1: Kidney injury molecule-
1, NGAL.: Neutrophil gelatinase-associated lipocalin, UMOD: Uromodulin

Tablo 4.44. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve

iistiinde olan hastalarin mevcut metabolik tetkikleri ile karsilastirilmasi

eGFR >90 (n=8) eGFR <90 (n=7) p*
Mevcut karnitin 44,91 (40,63-53,32) 36,40 (13,87-68,69) 0,563
Mevcut glutarilkarnitin 2,45 (1,32-3,68) 2,91 (2,77-6,26) 0,203
Mevcut idrar GA atilimi 18,65 (2,25-75,60) 28,80 (10,40-88,80) 0,562
Mevcut idrar 3-OH-GA atilim1 0,17 (0,00-0,77) 0,50 (0,00-1,30) 0,626

Degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir. Tiim eGFR hesaplamalar1 mL/dk/1,73 m? cinsinden
sunulmustur. * Mann Whitney U testi. Karnitin ve glutarilkarnitin diizeyleri kuru kanda mikromol/L,

glutarik asit ve 3-OH glutarik asit diizeyleri idrarda i¢ standartin kati cinsinden verilmistir.
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Iki grup arasindaki US verileri degerlendirilmistir. Sag bobrek US ve Doppler
incelemelerinden elde edilen RI, PI, ilyak arter ivme, ilyak arter ivme zamani, renal
arter akim hizi, renal arter ivme ve renal arter ivme zamani degerleri arasinda anlaml1
bir farklilik yoktur (Tablo 4.45). Renal ven akim hizlar1 ise eGFR >90 mL/dk/1,73 m?
olan grupta anlamli olarak daha yiiksektir [(27,50 (24,50-29,75) ve 20,00 (18,00-
23,00), p=0,006]

Sol bobrek US ve Doppler incelemelerinden elde edilen RI, PI, ilyak arter
ivme, ilyak arter ivme zamani, renal arter akim hizi, renal arter ivme ve renal arter
ivme zamani degerleri arasinda anlaml bir farklilik yoktur (Tablo 4.46). Renal ven
akim hizlar1 ise eGFR >90 mL/dk/1,73 m? olan grupta anlamli olarak daha yiiksektir
[(26,00 (22,2-28,75) ve 20,00 (18,50-21,25), p=0,008]

Tablo 4.45. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve

iistiinde olan hastalarin sag renal US ve Doppler US verilerinin karsilastirilmasi

Sag bobrek eGFR >90 (n=8) eGFR <90 (n=7) p*
Ilyak arter Resistive Index (RI) 0,61 (0,59-0,66) 0,61 (0,52-0,67) 0,907
Ilyak arter Pulsatility Index (PI) 0,87 (0,83-0,98) 0,87 (0,69-1,01) 0,862
flyak arter ivme (cm/sn?) 1164 (956-1784) 1353 (919-1876) 0,817

Ilyak arter ivme zamani (msn) 11,00 (7,00-20,25) 7,00 (7,00-15,00) 0,521
Renal arter akim hiz1 (cm/sn)* 73,50 (61,75-82,25) 92,00 (69,00-108,25) 0,156
Renal arter ivme (cm/sn?)* 3858 (3167-4934) 3451 (1490-5481) 0,796
Renal arter ivme zamani (msn)* 11,00 (7,00-15,00) 15,00 (13,00-23,75) 0,242
Renal ven akim hizi (cm/sn) 27,50 (24,50-29,75) 20,00 (18,00-23,00) 0,006

Degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir. Tiim eGFR hesaplamalart mL/dk/1,73 m? cinsinden
sunulmustur. *¢GFR<90 olan 6 hastada hesaplanmugtir. * Mann Whitney U testi.
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Tablo 4.46. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve

tistiinde olan hastalarin sol renal US ve Doppler US verilerinin karsilastiriimasi

Sol bobrek eGFR >90 (n=8) eGFR <90 (n=7) P’
[lyak arter Resistive Index (RI) 0,60 (0,58-0,62) 0,58 (0,53-0,70) 1,000
[lyak arter Pulsatility Index (PI) 0,86 (0,82-0,89) 0,82 (0,72-1,08) 0,908
flyak arter ivme (cm/sn?) 1760 (1118-2891) 1060 (762-1060) 0,165
Ilyak arter ivme zamani (msn) 7 (7-15) 15 (7-22) 0,374

Renal arter akim hizi (cm/sn)* 70,00 (67,25-78,75) 82,00 (76,25-92,50) 0,053
Renal arter ivme (cm/sn?)* 4205 (1966-6140) 2381 (1295-3946) 0,197
Renal arter ivme zamani (msn)* 11,00 (7,00-20,25) 22,00 (13,00-32,75) 0,108
Renal ven akim hiz1 (cm/sn)* 26,00 (22,2-28,75) 20,00 (18,50-21,25) 0,008

Degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir. Tiim eGFR hesaplamalar1 mL/dk/1,73 m? cinsinden
sunulmustur. *eGFR<90 olan 6 hastada hesaplanmistir. * Mann Whitney U testi.

Ozetlenecek olursa; eGFR 6lgiimlerine gore, eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin
altinda olan hastalarmm BGV A, serum fosfor ve ALP degerleri daha yiiksek, sag ve sol

renal ven akim hizlar1 ise daha yavas bulunmustur (Tablo 4.47).

Tablo 4.47. Sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve

istiinde olan hastalarin istatistiksel olarak anlamli (P<0,05) bulunan farkliliklar1

eGFR>90 (n=8)  eGFR <90 (n=7) p*

Boya gore viicut agirh@ (%)* 76 (71,25-82,25) 100 (82-109) 0,047
Fosfor (serum) (mg/dL) 3,35 (3,06-4,23) 4,51 (3,74-4,98) 0,021

ALP (U/L) 85 (70,75-151,5) 234 (139-280) 0,011

Sistatin C (g/dL) 0,69 (0,63-0,79) 0,86 (0,81-0,91) 0,011
Kreatinin ve sistatin C’ye gore eGFR 116 (107,5-128,75) 94 (87-101) 0,030
Sag renal ven akim hiz1 (cm/sn) 27,5 (24,5-29,75) 20 (18-23) 0,006
Sol renal ven akim hizi (cm/sn) 26 (22,25-28,75) 20 (18,5-21,25) 0,008

Degerler ortanca (Q1-Q3) olarak belirtilmistir. Tiim eGFR hesaplamalar1 mL/dk/1,73 m? cinsinden

sunulmustur. *eGFR>90 olan 4 hastada hesaplanabilmistir. * Mann Whitney U testi.
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4.7. Norolojik Tutuluma Gore Degerlerin Karsilastirilmasi

Hastalar norolojik tutulumlarma gore iki gruba ayrilarak karsilastirmali
analizler yapilmistir. Buna gore agir zihinsel yetersizligi olan, kontraktiirleri bulunan
ve desteksiz ylirliyemeyen hastalar agir norolojik etkilenmis, diger hastalar ise hafif
norolojik etkilenmis olarak degerlendirilmistir. Bir yasin altindaki bir hasta (Hasta
#12), yiriime heniiz yas itibariyle degerlendirilemediginden bu gruplara dahil
edilmemistir.

Yapilan analizlerde agir nérolojik etkilenmesi olan hastalarda yapay ve toplam
giinlik protein alimi anlamli olarak daha yiiksek; YGVA z skoru, YGB z skoru,
BGVA yiizdesi, VKI ve VKI z skoru anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (Tablo
4.48).

Agir norolojik etkilenmesi olan hastalarda malniitrisyon anlamli olarak daha
fazla goriilmiistiir. Hafif ve agir norolojik etkilenme ile sistatin C’ye gore eGFR’s1 90
mL/dk/1,73 m?’nin altinda ve iistiinde olan gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda

anlamli bir iliski bulunamamustir (Tablo 4.49).

Tablo 4.48. Norolojik etkilenme durumuna gore protein alimlarinin ve konstitiisyonel

parametrelerin karsilagtirilmasi

Hafif norolojik Agir norolojik

etkilenme (n=9) etkilenme (n=6) il
Yapaé ﬁ(g;gﬁ;‘)ahm‘ 0,10 (0,00-0,34) 0,69 (0,61-0,81) 0,002
Topla&gggz; alumi 0,97 (0,84-1,17) 1,52 (1,27-1,66) 0,006
YGVA z skoru” 0,37 (-1,25—(0,34))  -6,25 (-15,84— (-4,66)) 0,006
YGB z skoru” 11,02 (-2,05—(0,57))  -465(:6,94—(-3,99)) 0,006
BGVA (%)" 104 (94-118) 76 (72-82) 0,006
VKi (kg/m?) 19,6 (16,2-20,8) 11,9 (11,1-12,9) 0,001
VKi z skoru” 0,21 (055 (0,60)  -522(-7,48—(-3,71)) 0,006

BGVA: Boya gore viicut agirligi, VKI: Viicut kitle endeksi, YGB: Yasa gore boy, YGVA: Yasa gore

viicut agirligi *Hafif nérolojik etkilenmesi olan 5 hastadan bakilabilmistir. * Mann Whitney U testi.
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Tablo 4.49 Nérolojik etkilenme durumu ile malniitrisyon ve sistatin C’ye gore eGFR

Hafif norolojik Agir norolojik

*
etkilenme (n=9) etkilenme (n=6) P
Malniitrisyon durumu 1 (%11) 6 (%2100) 0,001
Sistatin C’ye gore eGFR<90 5 (%56) 2 (%33) 0,608

eGFR mL/dk/1,73 m? cinsinden sunulmustur. *Fisher kesin testi

Hafif ve agwr norolojik etkilenen gruplarin bobrek islevlerinin
degerlendirilmesi Tablo 4.50’de gosterilmistir. Agir ndrolojik etkilenmesi olan
hastalarin BUN ve sistatin C diizeyleri anlamli olarak daha diistiik bulunmustur. Ancak
eGFR hesaplamalarinda iki grup arasinda anlamli bir farklilik yoktur. Tibiiler
belirteclerden B2MG:kreatinin ve KIM1:kreatinin oranlar1 agir norolojik etkilenmesi
olan hastalarda anlamli olarak daha yiiksektir. Boya gore bakilan bdbrek uzunluk
persentilleri her iki bobrek i¢in de agir ndrolojik tutulumu olan hastalarda daha diisiik

saptanmigtir.
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Hafif norolojik

Agir norolojik

P+
etkilenme (n=9) etkilenme (n=6)

Serum kreatinin (mg/dL) 0,54 (0,40-0,76) 0,42 (0,39-047) 0,14

Kan Ure azotu (mg/dL) 11,4 (9,4-12,6) 7,8 (6,4-11,0) 0,039

Sistatin C (mg/L) 0,86 (0,78-0,91) 0,68 (0,63-0,82) 0,034

Kreatinine gore eGFR 130 (111-133) 116 (112-127) 0,376

Kreatinin ve Sistatin C’ye ) )

ore COFR 109 (91-129) 106 (99-113) 0,813

Sistatin C’ye gore eGFR 89 (79-124) 103 (86-109) 0,637

Spot idrar protein:kreatinin 445 (084.0183) 0,217 (0,135-0,327) 0,068
(mg/mg)

Spotidrar albumin:kreatinin 15 54 (621.5190) 1242 (7,15-29,70) 0,906

(mg/g)

Spotidrar B2MG:kreatinin o7 5 567 1485)  185,0 (108,1-278,3) 0,045
(ng/mg)

Spotidrar KIM1:kreatinin 175 0g5.0224) 0,403 (0,315-0.722) 0,025
(ng/mg)

Spotidrar NGAL kreatinin ¢ 55 75117 06) 91,67 (9.48-515,11) 0,099
(ng/mg)

Spotidrar UMOD:kreatinin 5 54 5 40 g 30) 15,79 (7,93-32,39) 0,059
(ng/mg)

Boya gore sag bobrek uzunluk 44 4 10 6 50) 1,50 (1,00-3,25) 0,005
persentili

Boya gore sol bobrek uzunluk 5 o4 3 5.6 00) 2,00 (150-3,00) 0,036
persentili

B2MG: Beta-2 mikroglobulin, KIM1: Kidney injury molecule-1, NGAL: Neutrophil gelatinase-

associated lipocalin, UMOD: Uromodulin. Tiim eGFR hesaplamalar1 mL/dk/1,73 m? cinsinden

sunulmustur. Bobreklerin boya gére uzunluk persentilleri <2.5p, 2.5-10p, 10-25p, 25-50p, 50-75p, 75-

90p, 90-97.5p, >97.5p olarak gruplandirilarak degerlendirilmistir. *Agir norolojik tutulumu olan 5

hastadan bakilabilmistir. * Mann Whitney U testi
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5. TARTISMA
5.1. Hastalarin Genel Ozellikleri

Glutarik asidiiri tip 1 i¢in tan1 anindaki yasla ilgili farkli calismalarda farkli
sonuclar bildirilmistir. Ulkemizden Cukurova Universitesinde 41 GA1 hastasmnimn
degerlendirildigi ¢alismada ortalama tani yasi 14,8+13,9 ay olarak bulunmustur (44).
Yakin zamanda iilkemizde yapilan baska bir ¢alismada, 25 GA1 hastasmnin ortalama
tan1 yas1 28,4+41,6 ay olarak bildirilmistir (100). Merkezimizde 2020 yilinda yapilan
calismada ise; 53 GA1 hastasinin ortalama tan1 yas1 48,5+72,8 ay olarak saptanmistir
(27). Irlanda’da gerceklestirilen bir calismada ise hastalar yenidogan taramasi ile tan
alanlar ve klinik bulgular ile tami alanlar olarak iki grupta incelenmis; yenidogan
taramasi ile tani alanlar grubunda ortanca tani yasi 4 (3-40) giin, klinik bulgular ile tan1
alan grupta ise ortanca tani yasi 407 (203-668) giin olarak gosterilmistir (101). Baska
bir meta-analizde 647 GA1 hastasinin verileri degerlendirilmis, yenidogan taramasi ile
tani alan grupta ortanca tani yasi 7 giin, yenidogan taramasi olmayan ve klinik bulgular
ile tam1 konulan grupta ise ortanca tami yasi 13,4 ay olarak bildirilmistir (46).
Calismamizda ortanca tami yasi 12,36 (5,64-33,84) ay olarak goriilmiistiir. Tanmnin
yaklasik 1 yas sonrasinda konulmus olmas1 agisindan ¢alismamiz, Tiirkiye verileri ile
ortlismektedir. Ayrica yurtdisinda yapilan ¢aligmalarda, klinik bulgular ile tan1 alan
hasta gruplarmin tani yaslar1 tilkemiz verileri ile benzerdir. Bu noktada dikkat ¢ceken
unsurlardan biri de yenidogan taramasinin tani yasmi dramatik bir sekilde diistirmiis
olmasidir. Glutarik asidiiri tip 1, bir¢ok iilkenin yenidogan tarama programinda yer
almaktadir. Avrupa’da yapilan ve 51 filkenin verilerinin degerlendirildigi bir
calismada, GA1’in 24 iilkenin yenidogan tarama programinda yer aldigi bildirilmistir
(38). Yenidogan taramasi ile erken tan1 konan hastalarda, geri doniisiimsiiz striatal
hasara bagli norolojik etkilenmenin Onlenmesi ve asemptomatik bir hastalik seyri
saglanabilecegi gosterilmistir (1). Sistematik literatiir taramasi yapilarak 647 GA1
hastasinm verilerinin degerlendirildigi bir caliymada; yenidogan taramasi ile tan1 alan
GA1 hastalarmnin %25,3’iinde hareket bozuklugu saptanirken, yenidogan taramasi
disinda tani alan grupta ise hareket bozuklugu belirgin olarak daha sik (%90,4)
bulunmustur (46). Tim bu bilgiler 1s1ginda iilkemizde GA1’in ulusal yenidogan

tarama programinda yer almasi gerektigi gortlmektedir.
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“‘High ve low excretor’” (HE ve LE) biyokimyasal fenotipindeki hastalar
arasinda cesitli farklhiliklar bildiren caligmalar bulunmaktadir. Siklik agisindan,
calismamizdaki hastalarin  %88’i (14/16) HE biyokimyasal fenotipindeyken,
merkezimizde bir bagka ¢alismada da HE grubu %91 (48/53) oraninda goriilmiistiir
(27). Almanya merkezli bir ¢alismada ise HE %75, LE ise %23 oraninda goriilmiistiir
(47). 1drarda yiiksek GA konsantrasyonuna sahip olan HE hastalarinda, LE hastalarina
gore bas ¢evresinin daha genis, beyin MRG bulgularindan subdural hematom goriilme
riskinin daha fazla ve gelisim diizeylerinin daha geride oldugunu bildiren caligmalar
mevcuttur (47, 102, 103). Calismamizdaki 14 HE hastanin 9’unda (%64), 2 LE
hastanin birinde (%50) makrosefali olmas1 ve subdural hematom saptanan 2 hastanin
da HE grubunda olmasi literatiir verileri ile uyumludur. Ancak ¢alismamizda 14 HE
hastanin 5’inde (%36) agir zihinsel yetersizlik goriiliirken, 2 LE hastanin ikisinde de
agir zihinsel yetersizlik mevcuttur. Bu agidan degerlendirildiginde LE grubunun
biligsel olarak daha 1yi seyir gostermesi ¢aligmamizda goriilmemistir.

Genetik analizler incelendiginde, c¢alismamizda GCDH geninde en sik
degisiklik ¢.1204C>T (p.Argd402Trp) olarak goriilmiistiir. Bu genetik degisiklik
Ulkemizde yapilan bir bagka ¢alismada da GA1 hastalarinda en sik goriilen degisiklik
olarak bildirilmistir (100). Ayni ¢alismada ikinci en sik goriilen degisiklik ¢.1018C>T
(p.Leu340Phe) olup ¢alismamizda ise bir hastada saptanmustir. Bu genetik degisiklik
tan1 aninda idrarda daha yiiksek glutarik asit ve 3-OH glutarik asit duzeyleri ile iliskili
bulunmustur (100). Calismamizdaki ¢.1018C>T (p.Leu340Phe) genetik degisikligine
sahip hastada da tan1 anindaki idrar glutarik asit ve 3-OH glutarik asit dlzeyleri diger
hastalardan daha yiiksek saptanmustir.

Norolojik bulgular degerlendirildiginde; Danimarka, Finlandiya, Norveg ve
Isveg’te, GA1’in yenidogan taramasinda yer almadigi dénemde - 1975 ile 2001 yillar1
arasinda - tam1 konulan 28 hastanin norolojik durumlarmin degerlendirildigi bir
calismada, hastalarin 20°sinde (%71) distoni goriilmiistiir (104). Ulkemizdeki bir
caligmada ise hastalarin %92’sinde aksiyel hipotoni, %80’inde periferik spastisite ve
%68’inde epilepsi bildirilmistir (44). Calismamizda aksiyel distoni ve/veya ekstremite
distonisi gorilen hasta sayisi ise sekizdir (%50). Distoni tedavisinde en sik kullanilan
ilaglar baklofen ve benzodiazepinlerdir (29). Calismamizdaki hastalar da distoniye

yonelik baklofen tedavisi almakta idi. Yenidogan taramas ile tani alip erken tedavi
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baslanan hastalarda epilepsi sikliginda artis gézlenmezken semptomatik hastalarda
epilepsi prevalansi artmustir (29). Calismamizda da en sik goriilen ndrolojik bulgu
epilepsi idi (n=9, %56). Yenidogan taramasmin asemptomatik hastalik izlemi ile
iliskisi g6z Oniinde bulunduruldugunda, c¢alismamizin norolojik verilerinin
degerlendirilmesinde, yenidogan taramasi diginda tani alinan hasta gruplarina ait
bilgilerle karsilagtirilmas1 uygun goriilmiistiir.

Nororadyolojik goriintiilemeler, GAl icin yonlendirici olabilir. Kilavuzlar
norolojik semptomlarin ortaya ¢ikmasi veya belirgin sekilde kotiilesmesi durumunda
tiim yas gruplarinda nororadyolojik inceleme yapilmasimi 6nermektedir. On dort GA1
hastasinin beyin MRG bulgularinin degerlendirildigi bir calismada; hastalarin 13’linde
(%93) frototemporal atrofi veya genisleme, 9’unda (%64) striatum tutulumu ve
ikisinde (%14) subdural hematom saptanmistir (105). Yirmi dokuz GA1 hastasinin
beyin MRG’sinin degerlendirildigi baska bir caligmada ise frontotemporal atrofi
%100, globus pallidus tutulumu %64, subdural hematom ise %34 siklikta tespit
edilmistir (106). Cukurova Univertistesinin ¢alismasinda ise 34 hastanin beyin
MRG’lerine bakildiginda frontotemporal atrofi %100, miyelinizasyon gecikmesi ve
subdural kanama %353 oraninda bulunmustur. Calismamizdaki beyin MRG bulgularina
baktigimizda, en sik frontotemporal atrofi/genisleme ve striatum tutulumu (n=8, %67)
gorilmektedir. Frontotemporal atrofi literatlir verilerinden daha az siklikla tespit
edilmekle beraber striatum tutulumunun siklig1 literatiir verileri ile ortiismektedir.

Glutarik asidiiri tip 1’in tedavisinde diyet 6nemli bir yer tutar. Diyet tedavisinin
temel ilkesi lizinden fakir beslenmedir. Kilavuz onerilerine gore tim hastalara diisiik
lizinli diyet, 6 yasindan kiigiik hastalarda da yeterli protein alimini saglamak i¢in, lizin
icermeyen, triptofandan fakir ve arjininle zenginlestirilmis amino asit karigimlarinin
ilave olarak uygulanmasi tavsiye edilir. Yapay amino asit alimi igin farkli yas
gruplarinda farkli &neriler mevcuttur. Ornegin 4-6 yas arasindaki GAl hastalarinda
onerilen yapay protein alimi1 0,8 g/kg/giin seklindedir. 6 yas sonrasinda ise diisiik lizin
diyeti, diisiik lizin i¢erigine sahip dogal protein kullanilarak ve lizin agisindan zengin
yiyeceklerden kagmilarak 'protein kontrollii diyet' seklinde degistirilebilir (29).
Caliymamizda da bu sekilde yapay protein alimi olmayan 4 hasta vardi. Yapay protein

alimlari ise 0,10-0,83 g/kg/giin arasinda idi.
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Karnitin, GA1’in temel ilacidir. Tedavi baslangicinda dnerilen karnitin dozu
100 mg/kg/giin olup, 6 yas sonrasindaki kullanimlarda onerilen doz 30-50
mg/kg/glndir (29). Calismamizdaki hastalarin giinliik karnitin kullanimlar1 30-117
mg/kg arasinda ve kilavuz onerileri ile uyumlu idi. Ilag tedavisinde riboflavinin yeri
ise tartismalidir. Riboflavinin GA1 tedavisinde idrarda GA ve 30HGA atilimlarini
azalttigr goriilmekle birlikte, hastaligin klinik seyrinde bir degisiklik olmadigini
bildiren ¢aligmalar vardir (4, 107). Her ne kadar kilavuzlarda kullanimu ile ilgili kesin
bir ifade olmasa da ¢alismamizdaki hastalarin 14’1 (%88) riboflavin kullanmaktaydi.

Martner ve ark. (47) tarafindan yapilan ve GA1 hastalarinin uzun dénem
antropometrik dl¢ctimlerinin degerlendirildigi ¢ok merkezli ¢aligmada, tedavi uyumu
ile ad6lesan donemine kadar normal antropometrik biiyiimenin saglandigi, proteinden
fakir diyet verilmesinin biliylimeyi etkilemedigi gdsterilmistir. Bu ¢alismada viicut
agirhigi (ortalama z skor -0,09+1,38), viicut uzunlugu (ortalama z skor -0,32+1,29) ve
VKI (ortalama z skor 0,13£1,27) yasa uygun referans araliklarinda bulunmustur.
Bununla birlikte, akut ensefalopatik kriz tedavisinin gecikmesi veya ciddi hareket
bozuklugu durumlarinda antropometrik Glglimlerin  etkilendigi saptanmustir.
Ulkemizdeki bir ¢alismaya baktigimizda ise, GAl hastalarmin ilk fizik
muayenelerinde malniitrisyon ve bilylime geriligi %17 oraninda bildirilmistir (44).
Yine iilkemizde yapilan baska bir ¢aligmada 25 GA1 hastasinim 5’inde (%20) biiyiime
geriligi goriilmiis ve bu hastalarin 4’linde biiylime geriliginin hastalik izleminde
gelistigi bildirilmistir (100). Calismamizda 16 hastanin yarisinda malniitrisyon mevcut
olup 12 cocuk hastanin 7’sinde biiyiime geriligi vardir. Calisma grubumuzdaki
antropometrik Olglimlerin, literatiir verilerine kiyasla daha kotii sonuglar vermesi,
tekrarlayan ataklar ile kotiilesen norolojik durumlar1 ve beslenme yetersizligi ile
iliskili olabilir. Ayni zamanda 2 yasin iizerindeki bazi hastalarin antropometrik
Olctimleri yatarak yapildigindan sonuclarin 6l¢ciim hatalarina acik olabilecegi akilda
tutulmali ve elde edilen Olglimler standart egrilere gore yorumlanirken dikkatli
olunmalidir. Yapilan korelasyon analizinde YGB ve YGVA z skorlarinin, tan1 sonrasi
gecirilen atak sayisina bagl olarak diistiigii gosterilmistir (p=-0,641, p=0,025 ve p= -
0,658, p=0,020). Benzer sekilde agir norolojik tutulumu olan hastalarda YGVA z
skoru (p=0,006), YGB z skoru (p=0,006), BGVA vyiizdesi (p=0,006), VKI (p=0,001)
ve VKI z skoru (p=0,006) anlaml1 olarak daha diisiik bulunmustur. Agir ndrolojik
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etkilenmesi olan hastalarda malniitrisyon anlamli olarak daha fazla goriilmiistiir
(p=0,001). Cahigmadaki hastalarin VKI z skorlar1 ve BGV A yiizdeleri ile yapay protein
alimlar1 arasinda negatif bir korelasyon bulunmus olmast (p= -0,704; p=0,011 ve p=
-0,737; p=0,006) da diyet tedavisinin malniitrisyon a¢isindan énemini gostermektedir.

Tdm bu Ozellikler g6z oninde bulunduruldugunda calismamiza katilan
hastalarin merkezimizde, lilkemizde ve diger iilkelerde yenidogan taramas: ile degil,
sonradan semptomatik olarak tani almig, bir kisminin durumu agir olmakla birlikte
norolojik durumlar1 degisken bir GAl hastalar1 popiilasyonunu yansitabilecegi
soylenebilir.

Calisma kapsaminda erigkin yas grubundaki 4 hastanin 24 saatlik ambulatuvar
kan basinci izlemi yapilmistir. Bu hastalardan birinde hipertansiyon saptanmustir,
normal sonuglart olan hastalardan biri ise proteiniiri nedeniyle antihipertansif tedavi
(ACE inhibitorii) almaktadir. Bu sonuglara bakildiginda erigkin yas grubundaki GA1
hastalarinda 24 saatlik ambulatuvar kan basinci Olclimlerinin yapilmas1 faydal

olabilir.
5.2. Bobrek Islevleri

Glutarik asidiiri tip 1 tanili hastalarda 6 yasindan sonra bobrek islevleri
acisindan yillik kreatinin ve/veya sistatin C bakilarak eGFR hesaplanmasi, tam idrar
tetkiki alimmasi Onerileri izlem kilavuzlarinda yer almaktadir. Nutrisyonel ve
metabolik durum ile kemik metabolizmasi degerlendirmesi i¢in tam kan sayimi,
kalsiyum, fosfor, albiimin, karaciger enzimleri, parathormon, ferritin, vitamin B ve
ALP o6l¢iimleri ise biiylime geriligi, malniitrisyon, beslenme problemleri gibi klinik
anormalliklerde 6nerilmektedir (29).

Glutarik asidiiri tip 1’de kronik bobrek hastaligi goriilebilecegi son yillarda
anlagilmigtir. Bobrek islevlerinin degerlendirilmesinde kreatinine gore eGFR
hesaplanmasi1 mevcut ¢aligmalarda temel alinmustir (1, 6). Serum ve idrar elektrolitleri,
sistatin C, tlibule 6zgul belirtecler (B2MG, KIM1, NGAL, UMOD), renal ve Doppler
US, sistolik ve diyastolik kan basinct gibi bobrek islevlerini degerlendirmede
kullanilabilecek olan diger tetkiklerle ilgili yeterli caligma yoktur.

Calismamizda bobrek islevleri detaylt bir sekilde arastirilmig; eGFR farkl

parametrelerle hesaplanmus, elektrolit diizeyleri alinmis, glomeriiler ve tiibiiler iglevler
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icin gerekli tetkiklere bakilmis, ultrasonografik incelemeler yapilmistir. Bu agidan
calismamiz GA1 hastalarinin kapsamli olarak bobrek islevlerinin degerlendirildigi ilk
calismadir. Bakilan serum ve idrar elektrolitleri, kan iire azotu, iirik asit gibi tetkikler
normal araliklarda saptanmistir.

Hizli ve kolay hesaplanabilir olmasi nedeniyle eGFR, bobrek islevlerinin
degerlendirilmesindeki temel parametredir. Hesaplanmasinda en sik kullanilan deger
serum kreatinin diizeyidir. Glutarik asidiiri tip 1°deki bobrek hasarinin tespit
edilmesinde mevcut calismalarda kreatinin kullanmilmistir. Ancak serum Kkreatinin
diizeyleri kas kutlesinden etkilenir. Bu nedenle daha az kas kiitlesine sahip kisilerin
kreatinin duzeylerinin diisik olmasina bagli olarak eGFR yalanci yiiksek tespit
edilebilir (55). Bu durum diger organik asidemilerden MMA ve PA hastalarinda da
dikkat ¢ekmistir. Bu nedenle son MMA ve PA kilavuzlarinda sistatin C kullanilarak
eGFR hesaplanmasi onerilmistir (79). Mevcut GAl kilavuzlarinda ise eGFR igin
kreatinin de sistatin C’nin de kullanilabilecegi, kreatininin kas hastalig1 olan hastalarda
diistik olabileceginin akilda tutulmasi gerektigi belirtilmistir (29).

Elli dort GA1 hastasinin eGFR sonuglarinin degerlendirildigi bir ¢caligmada, 3
hastanin kreatinine gore eGFR’si 90 mL/dk/1.73 m?nin altinda bulunmus, bu
hastalarm tiimiiniin 12 yasmn tizerinde olmasi1 dikkat ¢ekmistir (1). Calismamizda,
kreatinine goére eGFR degerlendirilmesi yapilan 15 hastanin birinde eGFR 90
mL/dk/1.73 m?nin altinda hesaplanmistir. Bu hasta 17 yasindadir. Bu agidan
kreatinine gére eGFR degerlendirmesi, ¢calismamizda hem insidans hem de 12 yas
iizerinde goriilmesi bakimindan literatiir verileri ile uyumludur.

Glutarik asidiiri tip 1 tanili 150 hastanin verilerinin degerlendirildigi bir
calismada erigkin yas grubundaki hastalarin yaklasik %20-25’inde KBH bildirilmistir.
Bu ¢alismada KBH, cocuklar ve addlesanlar i¢in Schwartz formuline gore kreatinin
Klirensi, yetiskinler i¢cin MDRD formiiliine gore glomeriiler filtrasyon hizi1 60 mL/dk
altinda olarak tanimlanmustir  (6). Calismamizdaki veriler incelendiginde,
degerlendirmeye alman hastalarda eGFR’si 60 mL/dk/1.73 m?’nin altinda olan kimse
yoktur. Ancak kreatinin formiiliine gore 1, sistatin C formiiliine gore ise 7 hastanin
eGFR’si 90 mL/dk/1.73 m?nin altinda bulunmustur. Sistatin C formiiliine gore
eGFR’si 90 mL/dk/1.73 m?’nin altinda olan hastalardan 5°i adolesan yas grubundadir.
Eriskin hastalarda eGFR 90 mL/dk/1.73 m?’nin iizerinde saptanmustir. Bu ydnden
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degerlendirildigine calismamiz literatiirden farkli veriler ortaya koymustur. Ancak
hem yas grubunun, hem temel alinan eGFR formiiliiniin, hem de GFR sinirlarinin
farkli olmasi nedeniyle calismamizin bahsi gegen ¢alisma ile karsilastirilmasi giictiir.

Mevcut ¢aligmalarda eGFR’nin yas ile birlikte azaldigi bildirilmistir. Bir
calismada, Kaplan-Meier analizinde yas ile birlikte KBH sikliginda orta diizeyde bir
artig oldugu belirtilerek, addlesan ve yetiskin GA1 hastalarinda KBH goriilebilecegi
bildirilmistir (6). Baska bir ¢alismada da norolojik fenotipten bagimsiz olarak, bobrek
fonksiyonunun yagla birlikte azalma egiliminde oldugu gorilmistir (1). Bu
calismalarda hareket bozuklugunun eslik edip etmemesinin, biyokimyasal fenotipin
(HE veya LE) veya norolojik fenotipin eGFR’yi etkilemedigi gosterilmistir (1, 6).
Calismamizda kreatinine gore eGFR ile hastalarin yaglar1 arasinda yapilan Spearman
korelasyon analizinde anlamli bir iliski bulunmamistir (p=0,181 ve p=0,365). Benzer
sekilde calismamizda biyokimyasal fenotipler arasinda eGFR ile anlamli iligki
bulunmamistir (P=1,000). Agir ndrolojik tutulumu olan hastalarda eGFR diisiisii
goriilmemistir, ancak bobrek boyutlarinda kii¢iilme olmasi nedeniyle bu hastalarda
riskin artmis oldugu diisiintilebilir.

Calismamizdaki dikkat c¢ekici unsurlardan biri, sistatin C’ye gore hesaplanan
eGFR’lerin, kreatinine gore hesaplanan eGFR’lerden daha diisiik olmasidir. Sistatin C
formiiliine gére eGFR hesaplanan 15 hastanin 7’sinde eGFR 90 mL/dk/1.73 m?’nin
altinda tespit edilmistir. Kreatinin formiiliine ek olarak 6 hastanin daha eGFR’sinin 90
mL/dk/1.73 m?’nin altinda olmas1 erken donemde bobrek hasarini fark etmek icin,
sistatin C’nin daha degerli olabilecegini gdstermektedir. Ustelik farkli formiillere ait
eGFR hesaplamalarinin karsilastirildig: tek orneklem t testinde, dl¢limlerin birbirleri
ile uyumlu olmadig1 goriilmiistiir. Mevcut kilavuz 6nerilerinde her iki tetkikin de
kullanilabilecegi belirtilmis olsa da kreatininin yanlis bir yiikseklik verebilecegi
calismamizin verileri ile ortaya konmus ve benzer klinik durumdaki (yenidogan
taramas1 ile degil, klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasindan sonra tani almis) GAl
hastalarmin bobrek islevlerinin degerlendirilmesinde sistatin C 6l¢limiiniin gerektigi
goriilmiistiir. Ayrica kreatinin klirensini saptamadaki altin standart 24 saatlik idrar
toplama olmasma karsin, mevcut hastalik grubunda uyum saglanamamasi nedeniyle

24 saatlik idrar toplanmasinin zor olmasi ve bu hesaplamalarin da kreatinin bagimli
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olmasi nedeniyle sistatin C’ye gore eGFR degerlendirmesi yapmak uygulama
acisindan daha kolay ve uygundur.

Yasim, sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR ile korelasyonuna bakildiginda,
yapilan Spearman analizinde anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p=0,496 ve p=0,051).
Bununla birlikte mevcut kilavuzlarda bobrek hastaligi agisindan GA1 hastalarini 6
yasindan sonra yillik olarak degerlendirilmesine karsin ¢aligmamizda 6 yasin altindaki
bir hastada da sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR 90 mL/dk/1.73 m?’nin altindadur.
Bu nedenle bobrek hasarmnin kilavuz onerilerinden daha erken baslayabilecegi ve
bobrek islevlerinin degerlendirilmesi i¢in bir yas smir1 olmamasi gerektigi
diistiniilmiistiir.

Adoblesan ve erigkin 13 MMA hastasinin uzun dénem bobrek islevlerine
bakilan bir caligmada, potasyum ile kreatinine gore hesaplanmis eGFR arasinda bir
iligki olmadig1 ancak, iirik asit ile kreatinine gére hesaplanmis eGFR arasinda ters
oranti oldugu bildirilmistir (108). Calismamizda firik asit ile kreatinine gore
hesaplanmis eGFR arasinda bu sekilde bir iligki gosterilmemistir. Potasyum ile
kreatinine gore hesaplanmis eGFR ise MMA calismasinda oldugu gibi korele
bulunmamustir.

Kronik bobrek hastaliginda kemik dokusundaki bozukluklara baglh olarak renal
osteodistrofi gelisir. Kalsiyum, fosfor, parathormon ve D vitamininin serum
seviyelerindeki diizensizlikler bu durumun 6énemli bilesenleridir (109). Serum ALP
dizeyi, KBH’de yaygin olarak hiperparatiroidizm ve renal kemik hastalig1 i¢in bir
belirteg olarak kullanilir (110). Serum fosfor seviyeleri de renal kemik hastaligi gibi
birgok faktore bagl olarak KBH’de artar. Bobrek Hastaliklart: Kiiresel Sonuglarin
Tyilestirilmesi Vakfinin (Kidney Disease: Improving Global Outcomes, KDIGO) 2017
yilinda yaymladigr ‘Kronik Bobrek Hastaligi — Mineral ve Kemik Bozukluklari’
kilavuzunda, KBH Evre 3A’dan itibaren serum kalsiyum, fosfat, parathormon ve ALP
aktivitesinin izlenmesini 6nerilmistir. Ayni izlemin ¢ocuklarda ise KBH Evre G2 ile
baglamasi gerektigi vurgulanmistir (111). Calismamizda serum elektrolitleri
kapsaminda kalsiyum ve fosfor, karaciger fonksiyon testleri kapsaminda ise ALP
bakilmistir. Bu degerler normal araliklarda bulunmustur. Ancak, sistatin C’ye gore
glomeriiler filtrasyon hiz1 90 mL/dk/1.73 m%nin altinda ve iistiinde olan iki grup
karsilastirildiginda, eGFR diisiik olan grupta serum fosfor [4,51 (3,74-4,98) ve 3,35
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(3,06-4,23)] ve ALP [234 (139-280) ve 85 (70,75-151,5)] degerleri anlamli olarak
daha yuksek saptanmistir (p=0,021, p=0,011). Bu agidan bakildiginda, serum fosfor
ve ALP degerlerindeki erken yiikselmeler GFR diislisiiniin ve KBH’ye bagli goriilen
mineral ve kemik hastaligmin habercisi olabilir. Ancak, calimamizda parathormon ve
kemik sagligi degerlendirilmedigi i¢in gilivenilir yorum yapmak giictiir. Aralikli
Olctimler yapilmasi takip ve olasi yiikselmeleri tespit edebilmek agisindan faydali
olabilir. Bu durumu ortaya koymak i¢in daha ¢ok hastayr iceren ve uzun siireli
gozlemsel ¢alismalara gereksinim vardir.

Proteiniiri bobrek hasarmin belirteglerinden biridir. En sik glomeriiler hasara
baglhh gorilmekle beraber tiibiiler hasarda da goriilebilir ve daha ¢ok
glomeriilopatilerde albuminiiri seklinde karsimiza c¢ikabilir (112). Spot idrarda
protein:kreatinin oraninin iki yasin altindaki ¢ocuklarda 0,5 mg/mg’nin, iki yasin
uzerindeki ¢ocuklarda ve eriskinlerde 0,2 mg/mg’nin altinda olmasi normal protein
atitlmini isaret eder. Protein:kreatinin oraninin 2 mg/mg’nin iizerinde olmasi ise
nefrotik duzeyde proteinariyi gosterir (113). Calismamizdaki hastalardan 5’inde
protein:kreatinin orani 0,2 mg/mg’nin lizerinde goriilmekle birlikte, nefrotik diizeyde
proteiniirisi olan hasta yoktu. Hasta ve kontrol gruplarimmi proteiniiri agisindan
degerlendirdigimizde spot idrarda protein:kreatinin oranlarinin hasta grubunda anlamli
bir sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [0,16 (0,09-0,22) - 0,07 (0,05-0,10),
p<0,001]. Normal spot idrar albiimin:kreatinin oran1 30 mg/g’nin altindadir. Bu oran
30-300 mg/g arasinda hesaplandiginda mikroalbiiminiiri varhigmi distindiirir (114).
Mikroalbumin(ri; glomeriiler bazal membranin, glomeriil boyutlarinda genisleme,
membran kalinliginda artis, mezangial genisleme gibi mekanizmalara bagli alblimin
sizdirmas1 durumunda ortaya ¢ikar (115). Daha nadir olarak yetersiz tibdaler
reabsorpsiyon nedeniyle de mikroalblmindri gorulebilir (116). Calismamizdaki
hastalarin iiglinde mikroalbiiminiiri saptanmistir. Bu hastalardan biri proteiniiri
nedeniyle ACE inhibitor( kullanan bir hasta idi. Hasta ve kontrol gruplarmin spot idrar
alblimin:kreatinin oranlar1 karsilastirildiginda ise anlamli bir farklilik bulunmamistir
[13,02 (7,72-34,20) - 14,50 (8,58-19,76), p=0,844]. Hasta grubunda protein:kreatinin
oraninin daha yiiksek goriilmesi olas1 bir glomeriiler hasar1 isaret etse de eslik eden
belirgin albiiminiiri olmamasi ve hasta grubu ile kontrol grubu arasinda

alblimin:kreatinin oranlarinda anlamli bir farklilik goriilmemesi glomeriil hasar
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varligindan  uzaklastirmistir.  Diger  organik  asidemilerden MMA  ile
karsilastirildiginda; MMA tanili 13 hastanin bobrek islevlerinin degerlendirildigi bir
calismada hastalarin higbirinde 500 mg/g'nin {izerinde proteiniiri goriilmedigi ve 13
hastadan ti¢tinde 26,55 mg/g’nin lizerinde albiiminiiri saptandig1 bildirilmistir (108).
Albiiminiiri siklig1 agisindan benzer sonuglar goriilmekle birlikte, bahsedilen
calismada bu mikroalbliminiirinin derecesi ve hastalik seyrindeki rolii hakkinda net bir

yorum yapilmamistir.
5.3. Tubduler Belirtegler

Beta-2 mikroglobulin, saglikli bobregin glomeriillerinden neredeyse tamamen
filtrelenir ve sonrasinda renal proksimal tiibiiller tarafindan yeniden emilir. Normal
fizyolojik kosullar altinda idrarda yalnizca az miktarda B2MG tespit edilebilir. Bu
nedenle serum ve idrar B2MG seviyeleri glomerul ve proksimal tdbullerin
islevselligini yansitir. Serumda artmig B2MG diizeyleri glomeriiler hasar1 yansitirken,
idrarda artmis B2MG tiibiiler hasar1 isaret eder (117). Artmis B2MG diizeyinin tanimi
ile ilgili ¢esitli ¢alismalar mevcuttur. Yakin donemde Japonya’da yapilan bir
caligmada, yaslar1 3-18 arasinda degisen 1712 gocuktan spot idrar érnekleri alinarak
referans degerler olusturulmustur. Buna gore spot idrar B2MG:kreatinin orani i¢in
referans deger 3-6 yas arasinda 500 ng/mg, 6-18 yas arasinda ise 350 ng/mg olarak
bulunmustur (118). Yine Japonya kaynakli eriskin ¢aligmalarina gore, eriskin yas
grubundaki referans spot idrar B2MG:kreatinin oran1 300 ng/g olarak belirtilmistir
(119). Calismamizdaki 16 hastanin 2’sinde B2MG:kreatinin oran1 yiiksek
saptanmistir. Hasta ve kontrol gruplar1t B2MG degerleri agisindan karsilastirilmis ve
spot idrar B2MG degerleri hasta grubunda, kontrol grubuna gdre anlamli olarak daha
yiiksek bulunmustur [161,50 (84,20-241,25) ve 53,00 (35,75-82,25), p<0,001]. Ayni1
zamanda spot idrar B2MG:kreatinin oranlar1 yine hasta grubunda anlamli olarak daha
yuksektir [122,39 (67,40-200,05) ve 52,12 (31,03-103,43), p=0,001]. Hastalarin
biiyiik ¢ogunlugunda degerlerin normal aralikta olmasma karsin, kontrol grubu
degerlerinden yiiksek saptanmis olmasi, bobrek hasarinin erken donemde B2MG artis1
ile gosterilebilecegini ve bu hasarin tiibiil kaynakli olabilecegini diislindiirmektedir.
Ancak sistatin C’ye gore hesaplanmis eGFR 90 mL/dk/1,73 m* nin altinda ve iistiinde

olan gruplarin spot idrar B2MG:kreatinin oranlarina bakildiginda, iki grup arasinda
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anlamli bir farklilik saptanmamistir [129,670 (67,61-200,81) ve 112,25 (64,66-
191,41), p=0,817]. Calismamizdaki verilere benzer olarak; B2MG’nin dall1 zincirli
amino asit ve kobalamin metabolizma bozukluklarindaki diizeyleri ile ilgili yapilan bir
calismada; MMA (mut’, cblC) ve PA tanili hastalarda, kontrol grubuna gore
B2MG:kreatinin oranlar1 4 kata kadar artmis olarak gosterilmistir (120).
Calismamizda spot idrar B2MG:kreatinin orani ile yas arasinda negatif bir korelasyon
saptanmustir (p=-0,638, p=0,008). Bu durum literatiir ¢caligmalarinda da benzer sekilde
bulunmustur. Ornegin, bir ¢alismada Kruskal-Wallis testi ve Steel-Dwass testi, yas
arttikca B2MG:kreatinin, albiimin:kreatinin ve protein:kreatinin oranlarinda anlamh
bir azalma oldugunu gostermistir (118). Bu durumun nedeni olarak yas ile birlikte
kreatinin artmasi diistiniilmistiir. Ek olarak spot idrar B2MG:kreatinin orani ile tani
sonras1 Ve toplam akut ensefalopatik kriz sayis1 arasinda giiglii pozitif korelasyon
saptanmustir (sirasiyla p=0,671, p=0,004 ve p=0,643, p=0,007). Bu durum metabolik
kontrolii iyi olmayan hastalarin tiibiiler fonksiyonlarmin gecirilen ataklarla birlikte
azalmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica spot idrar B2MG:kreatinin ile yapay
ve toplam protein alimlar1 arasinda da pozitif yonde iliski vardir. Yasla beraber
kilogram basma alinan protein miktarinin azalmasi, B2MG’nin de yas ile birlikte
azalmasi ve toplam protein alimi ile kreatinin arasindaki negatif iligki bu durumun
nedenleri olarak sayilabilir.

““Kidney Injury Molecule-1"" proksimal tibil belirteclerinden bir digeridir.
Beta-2 mikroglobulin ile kiyaslandiginda KIM1 daha yeni bir tetkiktir ve referans
araliklar1 ile ilgili literatiirde farkli c¢alismalar mevcuttur. Hiperiirisemisi olan
hastalarda KIM1’in arastirildig1 ve yaslar1 2 ile 18 arasinda degisen 73 ¢ocugun yer
aldig1 bir caligmada, normoiirisemik 25 kisilik referans grubun ortanca KIM 1 :kreatinin
oranlar1 0,81 (0,59-1,01) ng/mg olarak OSl¢iilmiistiir (121). Hipertrisemi ile KIM1
arasindaki iliskinin arastirildigi baska bir ¢aligmada ise 29 hastanin yer aldigi
normotirisemik grupta ortanca KIMI kreatinin degerleri 0,75 (0,46-1,14) olarak
bildirilmistir (122). Bir diger ¢alisgmada ise 368 saglikli ¢ocuktan alinan spot idrar
orneklerinden KIM1 ¢aligilmis, kreatinine normalize edilmeden bakilan ortanca KIM 1
degerleri 0,41 (0,23-0,70) ng/mL olarak Ol¢iilmiistiir (123). Bu ¢alismalarda 0-1 yas
grubuna ait veri bulunmamaktadir. Sifir ile bir yas arasindaki 106 saglikli ¢cocugun

idrarlarinin degerlendirildigi ¢aliymada ortanca spot idrar KIM1 degerleri 0,08 (0,08-
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0,08) ng/mL olarak bulunmus ve diger yas gruplari ile kiyaslandiginda belirgin olarak
diistik saptanmistir (124). Bir¢ok farkli ¢alismaya ve yas grubuna ait farkli referans
araliklar1 bulunmasi, calismamizdaki hastalarin KIM1 analizlerinin yorumlanmasini
zorlastirmigtir. Degerler tek tek ele alindiginda, 2 hastanin sonuclar1 artmis olarak
kabul edilebilir. Bunlarda biri KIM1:kreatinin oran1 1,006 ng/mg olan Hasta #07,
digeri ise 1 yasin altinda olup referans araliklara gore spot idrar KIM1 yiiksekligi olan
(0,356 ng/mL) Hasta #12’dir. Bu hastada (Hasta #12) ciddi Olcide B2MG ve
B2MG:kreatinin yiiksekliginin de eslik ettigi goriilmiis, belirgin tiibiiler hasardan
stiphelenilmistir. Bir biitlin olarak hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda ise,
spot idrar KIM1 degerleri [0,31 (0,14-0,52) ve 0,20 (0,11-0,37)] arasinda anlaml1 bir
farklilik gortilmemistir (p=0,242). Benzer sekilde spot idrar KIM1:kreatinin oranlari,
hasta ve kontrol grubu arasinda [0,22 (0,13-0,42) ve 0,20 (0,11-0,37)] anlaml1 farklilik
gostermemektedir (p=0,418). Sistatin C’ye gore hesaplanmis eGFR 90 mL/dk/1,73
m?* nin altinda ve iistiinde olan gruplarm spot idrar KIM1 degerleri ve KIM1:kreatinin
oranlarma bakilmis, iki grup arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir (p=0,643,
p=0,643). Dall1 zincirli organik asidemilerde KIM1’in rolii ile ilgili yakin zamanda
yapilan bir kohort ¢aligmasma, en az evre 2 KBH saptanan MMA hastalarinda
KIMI1:kreatinin oranmin kontrol grubuna gore belirgin Ol¢lide artmis oldugu ve
B2MG:kreatinin ile yiiksek diizeyde korelasyon gosterdigi bildirilmistir (125). Baska
bir ¢alismada MMA (mut®) ve PA hastalarinda, saglikli kontrollere gére KIMI
diizeylerinde 2 kat artis saptanmustir (120). Eriskin hastalarin oldugu, 5 farkli kohort
calismasimin verilerinin KIM1 ile iliskisinin degerlendirildigi bir ¢calismada, KIM1’in
eGFR diistisii ve albuminiiri ile birlikte arttigi gosterilmistir (126). Calismamizda
GA1’de KIM1’in rolii arastirilmais, literatiirde gosterilen verilerin GA1 ile ortlismedigi
goriilmiistiir. Ornegin ¢alismamizda KIM1 ile B2MG nin kreatinine gdre normalize
edilmis degerleri arasindaki korelasyona bakildiginda aralarinda anlamli bir iliski
bulunamamistir (p=0,282, p=0,289). Tahmini GFR ile KIMI:kreatinin degerleri
arasinda da anlamli bir iligki gosterilememistir (p=-0,168, p=0,534). Tum bu sonuclar
GA1’de KIM1 in tiibiiler islev bozuklugu KBH taramasinda kullanimimnin degerini
slipheye diisiirmektedir. Bunun nedenlerinden biri, MMA hastalar1 ile yapilan
calismadan farkli olarak ¢alismamizdaki GA1 hastalarmim KBH’lerinin ileri evrede

olmamasi olabilir. Erken donemde yani bobrek hasarinin yeni olusmaya basladigi,
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ilerlemis KBH evresi olmayan hastalarda KIM1’in kullanilabilirligini belirsizdir. TUm
bu sonuclarla beraber agir norolojik etkilenmesi olan hastalarin B2MG:kreatinin
oranlari, hafif norolojik etkilenmesi olan hastalara gore anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur [185,0 (108,1-278,3) ve 67,7 (56,7-148,5), p=0,045]. Ayrica
KIM1:kreatinin oranlari da agir norolojik etkilenmesi olan grupta yine anlamli olarak
daha yuksektir [0,403 (0,315-0,722) ve 0,170 (0,085-0,224), p=0,025]. Bu sonuglar,
norolojik etkilenme durumunun proksimal tiibiiler hasar ile iligkili olabilecegini
diistindiirmektedir.

“Neutrophil gelatinase-associated lipocalin'’, hasar gérmis olan nefron
epitelinden salgilanan bir biyobelirtectir. Bobrek hasarini takiben nefronun distal
kisminda, yani Henle'nin kulpunun ¢ikan kalin kolunda, distal tubiilde ve toplayici
kanalda buyuk Olglide artar (127). Tipki KIM1’de oldugu gibi, NGAL igin de
literatiirde farkl referans araliklar1 mevcuttur. Bir ¢alismada saglikli cocuklarda
ortanca idrar NGAL duzeyi 6,6 (2,8-17) ng/mL olarak gosterilmistir (123). Saglikli
cocuklarda yapilan bagka bir ¢calismada ise spot idrarda NGAL i¢in limit 117,6 ng/mL
olarak verilmistir (128). Bu referans araligi ile degerlendirme yapildiginda,
calismamizdaki 4 hastanin NGAL degerleri yiiksek bulunmustur. Ancak kontrol
grubundaki 3 hastanin da NGAL diizeyleri 117,6 ng/mL'nin {izerindedir.
NGAL:kreatinin oranlarma bakildiginda ise 2 hastanin oranlari, kontrollerine gore
ciddi diizeyde artmis olarak bulunmustur (Hasta #04 ve #07). Bu hastalarin diger
bobrek islevleri incelendiginde Hasta #04’lin protein:kreatinin oraninin 0,326 mg/g,
Hasta #07°nin ise protein:kreatinin oranmin 0,207 mg/g ve KIM1:kreatinin oraninin
1,006 ng/mg oldugu goriilmiistiir. Her iki hastanin da eGFR diizeyleri 90 mL/dk/1,73
m*'nin Gzerindedir. Hasta ve kontrol gruplarmin sonuglar1 toplu bir sekilde
degerlendirildiginde spot idrar NGAL degerlerinde anlamli bir farklilik yoktur [22,05
(7,48-146,10) ve 11,45 (1,45-41,23), p=0,071]. Benzer seckilde spot idrar
NGAL:kreatinin oranlar1 hasta ve kontrol gruplarinda anlamli farkhlik
olusturmamustir [15,44 (8,87-115,44) ve 17,56 (1,50-30,63), p=0,284]. Yine KIM1’de
oldugu gibi, eGFR ile NGAL diizeyleri ve NGAL:kreatinin oranlar1 korelasyon
gostermemistir (p=0,125, p=0,644 ve p=0,072, p=0,791). Sistatin C’ye gore
hesaplanmis eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m®nin altinda ve iistiinde olan gruplarin spot
idrar NGAL diizeyleri ve NGAL:kreatinin oranlarina bakildiginda iki grup arasinda
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anlamli bir farklilik gériillmemistir [34,7 (9,2-276,3) - 13,0 (5,7-64,5), p=0,271 ve 15,4
(8,9-383,1) - 10,4 (6,3-55,6), p=0,487]. Organik asidemilerde NGAL’in roliine
bakildiginda, yapilan bir ¢alismada en az evre 2 KBH saptanan MMA hastalarinda
NGAL:kreatinin oraninin kontrol grubuna gore belirgin Olglide artmis oldugu ve
B2MG:kreatinin orani ile yiiksek diizeyde korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Ayni
calismada PA hastalarinda da NGAL’in arttig1 ancak B2MG:kreatinin ile korele
olmadig1 gosterilmistir (125). Bagka bir organik asidemi c¢alismasinda NGAL,
kobalamin C eksikliginde artis gdsterirken, PA ve MMA (mut®) hastalarinda kontrol
grubuna gore anlamli bir farklilik gostermemistir (120). Literatiirde NGAL’in organik
asidemilerde ve bobrek yetmezliginde kullanimu ile ilgili farkli veriler mevcuttur ve
calismamizda da NGAL ile ilgili anlamh bir analiz elde edilmemistir. Bu agilardan
bakildiginda NGAL’in GA1’de bdobrek hasarmi tespit etmedeki yeri tartigmalidir.
Yalnizca bobrek tarafindan iretilen bir protein olan UMOD, fizyolojik
kosullarda idrarda en ¢ok bulunan proteindir (129). Bir¢cok calismada, UMOD
seviyelerinin yiiksek olmasi, daha yiiksek eGFR ve bobrek boyutu ile iliskili bulunmus
olup daha iyi bir bobrek fonksiyonel rezervini gosterdigi distiniilmiistiir (130).
Uromodulinin akut bobrek hasarim1  Ongérmesi ile ilgili bir ¢alismada;
kardiyopulmoner bypass ameliyat1 geciren ¢ocuklardan islem 6ncesi alinan UMOD
degerlerinin yiiksek olmasmin, daha az akut bobrek hasar1 ile iligkili oldugu
gosterilmistir (131). Eriskinlerde yapilan bir ¢alismada idrarda artrms UMOD
degerlerinin, Ttriner sistem enfeksiyonu riskininde azalma ile iliskili oldugu
gosterilmistir (132). Tim bu verilerle birlikte, UMOD i¢in net bir referans aralik
bulunmamaktadir. Calismamizdaki verilere bakildiginda; hasta ve kontrol gruplarmin
UMOD diizeyleri ve UMOD:kreatinin oranlarinda anlamli farkliliklar bulunmamistir
[sirasiyla 9,41 (4,53-22,84); 4,77 (2,11-11,34), p=0,096 ve 8,09 (2,98-22,64); 4,64
(2,21-12,26), p=0,205]. Benzer sekilde sistatin C’ye gore hesaplanan eGFR’si 90
mL/dk/1,73 m?nin (stinde ve altinda olan hastalarin spot idrar UMOD duizeyleri
[6,715 (1,798-22,053); 11,62 (4,75-13,75)] ve UMOD:kreatinin degerlerinde [3,442
(2,651-22,642); 9,447 (5,220-11,853)] anlaml bir farklilik bulunmamustir (sirasiyla
p=0,418, p=0,563). Calismamizda bulunun sonuclarda kontrol grubunun UMOD
degerleri, hasta grubundan daha yiiksek bulunmustur. Ayn1 zamanda hasta grubunu

kendi i¢inde degerlendirdigimizde eGFR’si diisiik olan grupta UMOD degerleri daha
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yiiksektir. Her ne kadar bu yiikseklikler istatistiksel olarak anlamli bulunmus olmasa
da saglam bobrekte yiiksek ¢ikmasi beklenen UMOD ile ilgili bu veriler
diistindiiriiciidiir. Bu anlamda UMOD’un bdbrek hasarindaki yeri ile ilgili yeni

caligmalarin gerekliligi gorilmiistiir.
5.4. Renal Ultrasonografi ve Doppler Ultrasonografi

Calismamizda renal US ve Doppler US ile detayli incelemeler yapilmistir.
Bobrek uzunluklari, parankim kalinliklari, “‘resistive index’” (RI), “‘pulsatility index "’
(PI) ilyak ve renal artere ait ivme ve ivme zamanlari, renal arter ve venlere ait akim
hizlar1 bu kapsamda degerlendirilmistir.

Calisma hastalarinda malniitrisyon ve biiylime geriligi sik oldugu i¢in bobrek
boyutlarmin yasa degil, boya gore degerlendirilmesi daha uygun goriilmiistiir.
Hastalarin boylarma gore bobrek uzunluklari degerlendirildiginde sag bobrek igin
hastalarin %31°1, sol bobrek i¢in ise hastalarin %40’inda degerler 10 persentilin
altindadir. Sag, sol veya her iki bobrek i¢cin boya gore bobrek uzunlugu 2,5 persentilin
altinda olan (kiicuk bébrekli) 5 hasta (%31) vardir. Hasta boyuna gore degerlendirme
yapildigindan yalnizca malniitrisyon bobrek kiigiikliiglinii agiklamada yeterli degildir.
Bu durum, KBH’de goriilen bobrek boyutlarinda kiigiilmenin bir gostergesi olabilir.
Yeni KBH tanis1 almis eriskin hastalarda yapilan bir ¢alismada, eGFR ile bobrek
uzunluklar1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmistir (133). Metilmalonik
asidemi tanili hastalarin renal US ile degerlendirildigi ve bobrek uzunluklarina
bakildig1 bir c¢alismada, kontrol grubuna kiyasla MMA hastalarinda bobrek
uzunluklarmin belirgin sekilde daha kisa oldugu gosterilmistir (82). Ancak
calismamizda viicut boyuna gore kiigiik bobregi olan (bdbreklerden en az birinin
boyutu hasta boyuna goére 2,5 persentilin altinda) ve olmayan iki grup
karsilastirildiginda eGFR, spot idrar protein:kreatinin, alblmin:kreatinin ve tubiler
biyobelirtecler agisindan anlamli bir farklilik gériilmemistir.

Doppler US incelemelerinden RI degerleri, bir organin perfiizyona karsi
direncinin gostergesidir. Renal RI, eGFR ile koreledir ve KBH evresi ilerledikce
giderek artar (134). Calismamizdaki hastalarm RI diizeyleri normal aralikta
saptanmistir. Bu durum RI’nin ileri evre KBH’da yiikselmesi ve caligsmadaki

hastalarda ileri evre KBH olmamasi ile iliskili olabilir.
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Calismamizdaki Doppler US incelemelerinde 0zellikle renal ven akim hizlar
ile ilgili 6nemli bilgiler elde edilmistir. Tiim hastalarin renal ven akim hizlar1
normaldir; ancak sag ve sol renal ven akim hizlar1 (cm/sn), eGFR’si 90 mL/dk/1,73
m?’nin altinda olan grupta, eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m? nin iistiinde olan gruba gore
anlamli olarak daha yavas bulunmustur [20,00 (18,00-23,00); 27,50 (24,50-29,75),
p=0,006 ve 20,00 (18,50-21,25); 26,00 (22,2-28,75), p=0,008]. Renal ven akim hizlar1
ile ilgili literatiirde yeterli galisma olmamakla birlikte, renal ven akim Ortntlleri ile
ilgili baz1 caligmalar mevcuttur. Kritik bakimda sepsis nedeniyle takip edilen eriskin
hastalarin yer aldigi bir ¢aligmada, intrarenal vendz akisin devamli veya kesintili
olmasinin akut bobrek yetmezligi ve Oliimle olan iliskisi incelenmis ve kesintili
intrarenal vendz akig olan hastalarda akut bobrek yetmezligi ve 6liim riskinin daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (135). Baska bir eriskin ¢alismasinda da kesintili renal
akim paterninin konjestif kalp yetmezligi olan hastalarda kotii prognozu 6ngordiigi
gosterilmistir (136). Calismamizda ayrica, renal ven akim hizlari ile bir¢ok tetkik
arasinda giiclii korelasyonlar saptanmustir. Ornegin, hasta grubunda anlamli olarak
daha yuksek olan spot idrar B2MG:kreatinin oranlari, sol renal ven akim hizlari ile
giiclii negatif korele saptanmistir (p= -0,633 ve p=0,011). Benzer sekilde sag ve sol
renal ven akim hizlart UMOD:kreatinin oranlar1 ile giiclii negatif koreledir (p=-0,679
ve p=0,009; p= -0,609 ve p=0,016). Yine spot idrar tetkiklerinden alblimin:kreatinin
oraninin; sag renal ven akim hizlar1 arasindaki negatif korelasyon (p=-0,668, p=0,007)
bobrek hasarnda goriilebilecek olan albiiminiiri ile renal ven akimlar1 arasinda bir
iligki olabilecegini diisiindiirmektedir. Dikkat ¢ceken korelasyonlardan bir digeri de sag
renal ven akim hizlar1 ile ALP arasindaki ¢ok giiclii negatif iligkidir (r= -0,808 ,
p<0,001). Alkalen fosfatazin, sistatin C’ye gére eGFR’si 90 mL/dk/1.73 m®’nin altinda
grupta daha yiksek bulunmasi da bobrek hasarindaki renal ven akim hizlarmin rolii ile
ilgili diistindiiriiciidiir. Bu anlamda sag ve sol renal ven akim hizlar1 ile sistatin C’ye
gore hesaplanan eGFR diizeyleri arasindaki iligkiye bakildiginda aralarinda pozitif bir
korelasyon mevcuttur (r= 0,611 ve p=0,012; r= 0,729 ve p=0,002). Renal ven akimlar1
ile ilgili bu bilgiler tiimiiyle alindiginda; ¢alismamizdaki hastalarm renal ven akim
hizlar1 normal olmakla birlikte bulgular renal ven akim hizlarinin azalmasinin, GA1

hastalarinda KBH i¢in erken donem belirteci olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Korelasyon analizlerine tiimiiyle bakildiginda, ¢izilen korelasyon sekillerinde
ekstrem degerlerin korelasyonlar1 etkilemis olabilecegi diisiiniildii. Bir¢ok analizde
ekstrem degerlerin bulunmasi nedeniyle bulunan korelasyonlarm bilimsel olarak

anlamli oldugunu gosterebilmek igin daha ¢ok ¢aligma gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismaya dahil edilen 16 hastanin yaslar1 5 ay ile 24 yil arasinda
degismektedir.

Hastalarin 6’sinda agir nérolojik etkilenme mevcuttur.

Hastalarin yarisinda (n=8) malniitrisyon vardir.

Ofis kan basinci 6l¢timii yapilabilen 10 hastadan birinde evre 1 diyastolik
hipertansiyon saptanmistir. Diger tansiyon degerleri normal araliktadir.

24 saatlik ambulatuvar kan basinct Ol¢iimii yapilan 4 hastadan 1’inde
hipertansiyon saptanmstir. Diger tansiyon degerleri normal araliktadir.
Kreatinine gore eGFR degerleri 81 ve 153 mL/dk/1.73 m? arasmdadir ve
ortalama eGFR degeri 118,93+17,83 mL/dk/1,73 m?dir.

Sistatin-C’ye gore hesaplanan eGFR’ler 57 ile 125 mL/dk/1,73 m? arasindadir.
Ortalamas1 95,25 +£20,52 mL/dk/1,73 m? olarak bulunmustur. Bir hastanin
eGFR’si 60 mL/dk/1,73 m?’nin altindadir; ancak bu hasta 2 yasmn altinda olup
bu yas grubu i¢in sistatin C bazl kabul gérmiis bir eGFR hesaplama formilu
olmadig1 i¢cin eGFR 1ilgili analizlere bu hasta dahil edilmemistir.

¢GFR hesaplanan 15 hastanin; 1’inde Kkreatinine gore eGFR, 7’sinde sistatin
C’ye gore eGFR 90 mL/dk/1.73 m?’nin altindadur.

7 hasta Evre 2 KBH, bir hasta ise Evre 1 KBH olarak degerlendirilmistir.

5 hastanin spot idrar protein:kreatinin orani 0,2 mg/mg’nin {lizerindedir.

4 hastanin spot idrar albiimin:kreatinin oran1 30 mg/g’nin iizerindedir.

Sag, sol veya her iki bobrek igin viicut uzunluguna goére bobrek boyutu 2,5
persentilin altinda olan hasta sayis1 5°tir.

Spot idrar B2MG:kreatinin orani, 2 hastada yiiksektir. 1 hastanin degeri
ekstrem deger olarak kabul edilmistir.

Hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda, yas ve cinsiyet agisindan benzer
olan gruplar arasinda spot idrarda albimin, KIM1, NGAL ve UMOD duzeyleri
ve bunlarin spot idrar kreatinin diizeyine oranlarinda istatistiksel olarak anlaml
bir farklilik saptanmamustur.

Hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda, yas ve cinsiyet agisindan benzer

olan gruplar arasinda spot idrarda protein, protein:kreatinin orani, B2MG ve
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B2MG:kreatinin orani hastalarda anlamli 6l¢iide daha yiliksek bulunmustur
(strastyla p=0,001, p<0,001, p<0,001 ve p=0,001).

UMOD:kreatinin oran1 hasta ve kontrol gruplar1 arasinda farklilik
gOstermemekle beraber, bu oran spot idrar protein:kreatinin ve spot idrar
B2MG:kreatinin oranlar1 ile ¢ok giiclii pozitif korele saptanmaistir.

eGFR 6lgiimlerine gore, eGFR’si 90 mL/dk/1,73 m?’nin altinda olan hastalarin
BGVA, serum fosfor ve ALP degerleri daha yiiksek, sag ve sol renal ven akim
hizlar1 ise daha diisiik bulunmustur.

Agir norolojik etkilenmesi olan hastalarda yapay ve toplam gunlik protein
alimi anlamli olarak daha yiiksek; YGVA z skoru, YGB z skoru, BGVA
yiizdesi, VKI ve VKI z skoru anlamli olarak daha diisiik bulunmustur.

Agir norolojik etkilenmesi olan hastalarda malniitrisyon anlamli olarak daha
fazla goriilmiistiir.

Hafif ve agir norolojik etkilenme ile sistatin C’ye gore eGFR’s1 90 mL/dk/1,73
m?’nin altinda ve iistiinde olan gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda anlamli
bir iliski bulunamamustir.

Agir norolojik etkilenmesi olan hastalarin BUN ve sistatin C diizeyleri anlaml1
olarak daha diisiik bulunmustur. Ancak eGFR hesaplamalarinda iki grup
arasinda anlamli bir farklilik yoktur.

Tabuler belirteclerden B2MG:kreatinin ve KIMI :kreatinin oranlar1 agir
norolojik etkilenmesi olan hastalarda anlamli olarak daha yiiksektir.

Boya gore bakilan bobrek uzunluk persentilleri her iki bobrek icin de agir

ndrolojik tutulumu olan hastalarda daha diisiik saptanmistir.

Oneriler:

Glutarik asidiiri tip 1 hastalarinda bobrek hasar1 goriilebilmektedir. Bu nedenle
bobrek islevleri degerlendirilmelidir.

Bobrek hasari herhangi bir yasta goriilebileceginden, bobrek islevlerinin
incelenmesi i¢in herhangi bir yas sinir1 bulunmamalidir.

Glomeruler filtrasyon hiz1 degerlendirmesinde, kreatinin bazli formiiller yanlig
sonuglar verebileceginden tipkt MMA hastalarinda oldugu gibi sistatin C bazl

formuller daha uygundur.
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Serum fosfor ve ALP degerlerindeki erken yilikselmeler GFR diisiisiiniin ve
KBH’ye bagli goriilen mineral ve kemik hastaligmin habercisi olabileceginden
aralikli olgtimler yapilmasi takip ve olasi yilikselmeleri tespit edebilmek
acisindan faydali olabilir.

Hasta grubunun idrar protein:kreatinin ve B2MG:kreatinin oranlarmin daha
yiuksek saptanmasi nedeniyle bu parametreler bobrek islevlerinin
incelenmesinde 6zellikle bakilmalidir.

Glutarik asidiiri tip 1 hastalarida bobrek boyutlarinda kiiciilme goriilebilmest,
KBH ile iliskili olabilir. Bu nedenle bu hastalarin renal US degerlendirmesi
yapilmalidir.

Tiibiler islevlerin incelenmesinde B2MG; KIM-1, NGAL ve UMOD ile
kiyaslandiginda daha giivenilir bir parametredir. KIM-1, NGAL ve UMOD un
GALI hastalarinda tiibiiler islevleri degerlendirmede kullanimini arastirmak i¢in
uzun siireli ve daha fazla sayida hastayi igeren calismalara ihtiya¢ vardir.
Renal ven akim hizlari, eGFR ve ¢esitli tiibiiler belirtecler ile iliskili bulundugu
icin GA1 hastalarinda bobrek islevleri ile ilgili yeni bir potansiyel belirteg

olabilir. Bu konuda daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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8. EKLER
EK-1: Etik kurul onay1
T.C.
L, HACETTEPE UNIVERSITESI

Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Sayr 1 16969557 - 4104
Konu ARASTIRMA PROJESI DEGERLENDIRME RAPORU

Toplanti Tarihi : 07 HAZIRAN 2022 SALI

Toplanti No :2022/10
Proje No : GO 22/552 (Degerlendirme Tarihi: 07.06.2022)
Karar No :2022/10-01

Universitemiz Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden Dr.
Ogr. Uyesi Yilmaz YILDIZ in sorumlu arastirmaci oldugu. Prof. Dr. Ali DUZOVA. Prof. Dr. Berna
OGUZ. Prof. Dr. Incilay LAY ile birlikte ¢aligacaklari ve Ars. Gor. Dr. Emir Furkan ONEN'in
uzmanlik tezi olan, GO 22/552 kayit numarali “Glutarik Asidiiri Tip 1 Hastalarinda Bobrek
Islevierinin Incelenmesi” bashikli proje onerisi aragtirmanin gerekge, amag. yaklagim ve yontemleri
dikkate alinarak incelenmis olup, 08 Haziran 2022 - 08 Haziran 2023 tarihleri arasinda gegerli olmak
{izere etik agidan uygun bulunmustur. Calisma tamamlandiginda sonuglarini igeren bir rapor
orneginin Etik Kurulumuza gonderilmesi gerekmekiedir.

4
1.Prof. Dr. G. Burga AYMaskan) 8. Dog. Dr. Betiil Celebi SALTIK Z’é‘é,\c)

2. Prof. Dr. M. Ozgiir UYANIK <o (Uye) 9. Dog. Dr. Hande Giiney DENIZ Uye)
3. Prof. Dr. Ayse Kin ISLER %/\(Uye) 10. Dog. Dr. Merve BATUK ‘
4. Prof. Dr. Sibel PEHLIV (Uye) 11. Dog. Dr. Giilten KOQ Fye)
5. Prof. Dr. Niiket Puks&MR' (Uye) 12. Dr. Ogr. Uyesi Miige DEMIR ve)

1ZINLI

6. Prol. Dr. Tolga YlLl)lRl% (Uye) 13. Av. Buket CINAR (Uye)
IZINLI

7. Dog. Dr. H. Tuna Cak ESEN (Uye)



EK-2: Veri toplama formu

Hasta dosyalarindan ve anamnezden toplanacak veriler:

Hasta no:

Dogum tarihi:

Bagvuru tarihi:

Bagvurudaki yas:

Cinsiyeti:

Tam alma yasi:

Tam 6ncesi ensefalopati atagi sayist:

Tam sonrasi ensefalopati atagi sayisi:
Tam sirasinda kan serbest karnitin diizeyi:
Tani sirasinda kan glutarilkarnitin diizeyi:

Tam sirasinda idrarda glutarik asit diizeyi:

Tani sirasinda idrarda 3-hidroksiglutarik asit diizeyi:

GA1 fenotipi (“high vs. low excretor”):
GCDH genotipi:

Eslik eden baska hastalik varligi:
Uriner sistem komorbiditeleri (varsa):
Mevcut yakinmalart:

Norolojik muayene bulgulart:

Kullanmakta oldugu ilaclar ve dozlari:

Gecmiste kullanmis oldugu ilaglar (6zellikle potansiyel nefrotoksinler):

Almakta oldugu diyetteki dogal protein igerigi:

Almakta oldugu diyetteki yapay protein igerigi (tibbi formuladan gelen):

Giincel boyu:
Gincel kilosu:

Ofis 6l¢iim kan basimec1
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Rutin izlem ve tedavi kapsaminda yapilacak olan laboratuvar tetkikleri:

Tam kan sayimi

Bobrek fonksiyon testleri (sodyum, potasyum, klor, magnezyum, Kkalsiyum, fosfor,
alblmin, kreatinin, protein, trik asit, Ure azotu)

Hesaplanmis glomeriiler filtrasyon hiz1

Karaciger fonksiyon testleri (ALT, AST, GGT, ALP, direkt bilirubin, indirekt bilirubin,
aclik kan sekeri)

Niitrisyonel degerlendirme (vitamin B12, ferritin, 25-OH-Vitamin D, prealbumin)

Venoz kan gazi

Tam idrar tahlili

Spot idrarda kreatinin, alblimin ve protein

Spot idrarda sodyum, potasyum, klor, magnezyum, kalsiyum, fosfor

Kan serbest karnitin diizeyi:

Kan glutarilkarnitin diizeyi:

Idrarda glutarik asit diizeyi:

Idrarda 3-hidroksiglutarik asit diizeyi:

Calisma amagli yapilacak olan tetkikler:

e Serum Sistatin C
e 24 saatlik kan basinci (uyum saglayabilen hastalarda):
= 24 saatlik, uyku ve uyaniklik donemleri i¢in belirlenecek olgiitler:
o Sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci, ortalama arter
basinci ve nabiz i¢in ortalama ve standart sapma diizeyi
o Sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci, ortalama arter
basinci ve nabiz i¢in ¢cokme diizeyi: 100x (gilindiiz degeri —

gece degeri) / (gece degeri)

e Spot idrarda beta-2 mikroglobulin
e Spot idrarda ELISA ile (yas ve cinsiyet eslestirilmis esit sayida kontrol ile
birlikte, duplike ¢alisilarak; kit ve cihaz iireticilerinin dnerdigi protokoller ile)
o KIM-1 (kidney injury molecule 1),
o NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin),
©  UMOD (uromodulin)
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Radyolojik gorintiileme: Renal ve Uriner sistem US ile Doppler US:

URINER SISTEM US Sag bobrek Sol bobrek

Boyut longitudinal (mm)
Boyut anteroposterior (mm)
Boyut transvers (mm)

Hacim

Parankim kalinlig1 tist pol
Parankim kalinlig1 orta diizey

Parankim kalinlig1 alt pol

Konturu Duzgin Dizensiz Dizguln Diizensiz
Parankim ekojenitesi Normal Artmig Normal Artmug
Renal pelvis dilatasyonu Yok Var Yok Var
Pelvis anteroposterior ¢cap (mm)

Ekstrarenal pelvis gorinima Yok Var

Kaliks dilatasyonu (mm) Yok Var Yok Var
Ureter dilatasyonu (mm) Yok Var Yok Var
Mesane duvar kalmnligi (mm) Normal Artmis () Normal Artmis ()
RENAL ARTER DOPPLER US  Sag bobrek Sol bobrek

Interlober arter RI

Interlober arter PI

Interlober arter ivme (cm/sn?)
Interlober arter ivme zamani (msn)
Renal arter akim hizi (cm/sn)
Renal arter ivme (cm/sn?)

Renal arter ivme zamani (msn)

Gordlebiliyorsa renal arter orjini Normal Daralmis Normal Daralmus

RENAL VEN DOPPLER US Sag bobrek Sol bdbrek

Renal ven akim hizi (cm/sn)

EK PATOLOJI




EK-3: KIM1, UMOD ve NGAL ol¢umleri icin iireticinin 6nerd
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FOR RESEARCH USE OMLY

NOT FOR UZSE IN CLIMICAL DIAGMOSTIC PROCEDURES

[INTEMDED USE ]

SEATBSHU 36 Teals

Enzymes-linked Immunosobent Asesay Kt
For Kidnay Injury Molsculs 1 [Kim1)
Organiam Specles: Homa sapiens [Human)

InsTrucTon manual

121 Edition

The kit I5 3 sandwich enzyme Immunoassay for In vitmo quantitaive measurement of KIm1 in human fssus
homogenatas, unne, cell culiure supemates and ofhar bisiogical Mukds,

[EEAGENTS AND MATERIALS PROVIDED ]

Reapants Guantity | Reagents Guantity
Pre-coated, raady to use 05-wedl stip piate | 1 Plate seaier for 56 wells 4
Stardard z Standard Diluent 1£20mL
Detection Reagent A 1%120uL | Assay Diluent A 1E12mL
Detection Reagent 5 1%120uL | Assay Diluert B 1E12mL
TME Sudstrate 159mL Stop Sautan 12EmL
Wach Buffer {30 = concantrate) 1%20mL | Insbruction manual 1

[ MATERIALS REQUIRED BEUT NOT SUPFLIED ]

Micropiabe readar with 450 £ 10nm Slker,

Microceriifuge Tubos.
Detontzed or gistiled wates,

Mo

Comtaingr for W.ash Soiuton.

= om

[ STORAGE OF THE KITS ]

Abspeent paper for binting the micropiate.

Single or muit-channel plpetias with high precision and dsposabie tips,

L.01molL (or 1) Phosphate Bufiared Saline(PES), pHT.0-7.2,

1. For umussd Kit: A the reagents shoud be kept accordng fo the Ia0eis on vials. The Standard, Detection
Raagent 4, Detection Reagant B and the 55-wall strip plate should be stored at -20°C upon recaipt while

the others should be &t 4°C.

2 For used Kit: When the kit Is used, the remaining reagents need fo be stored acconding to the above storage
condition. Besldes, please fetum the unused wels fo the foll pouch containing the desleeant pack, and

Zig-saal the foll pouch,

sk W. Fernbars Dr, Unit 2300, Koy, TX T804, U505 | 80 -RE-SXE-00T8 | www, chassd -clonew | mail@clond-clone ws
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Huiote:
It Is highiy recommended fo use the remalning reagents within 1 month provided this s prios to the expiration date
of the kit For the expiration date of the ki, please refer to the labed on The kit box. All components ane sabie up o

the expiration date.
[SAMPLE COLLECTION AMD STORAGE ]

Tizawa homogenates - The praparation of tsswe homogzrates will vary depending Lpon tssue ype.

1. Tissles were rinsed In lce-coid PES to remove excess biood homughiy and weighed betore homogenization.

2. Minced the Hsswes to small pieces and homogentzad them in frech ysis buffer jcataiog: 15007, diferent Ivsls
burfTer needs fo be chosen based on suboelular location of the tarpet probein) (wov = 1:20-1:50, e.q. 1miLlysls
putrer ks amded In 20-50mg tosue sampie) Wi 3 gIass hOMoQeniZer on 18 (Micno TISEUR ERNders woks,
bosa).

3. The resuliing suspension was sonicated with an wirasonic call disnupter gl the solutlon ks darfed.

4. Then, the homogenates were centrifuged for 5 minwies 3t 10,000%g. Collect the supemaies and assay
Immediately or alquat and store &t <-20°C.

Uring - Asegteally coliect the st urine of the day (mic-siream), voided drecty Inio 3 sterie container. Cenffuge
o remicve: particulate matter, assay Immedlaisly or allquot and store at <-20°C. Awvoid repaated freaze-thaw
cyries,

Call culfure supemates and other biological Nulds - Centrfuge sampies for 20 mirutes at 1,000%g. Collect the
sUpemates and assay Immedaiely of sione samples In alquot at -20°C of -80°C for [aier use. Awold repeated
freczathaw cycies.

Hute:

1. Sampies to be used wilin S days may be siord at £:C, othenwisa samples must be stored at -20<C (<1
maonth) or -50:C {2 months) to avoid less of Dioackvity and contamination.

2 Sample hemolysis will IMMUENcS the result, S0 hemoiyhc Spacimen should not be usan.

3. When parionming the assay, bring sampies bo room temperature.

[ REAGENT PREFARATICN ]

1. Bring all kit componants and samples bo mom emparature {18-255C) befors wse. If the Kitwill not b2 used up
In one tme, pleass only take out strips and reagents for present axpenimeant, and leave the remaining strips
antt reagents in required conditon.

2 standard - Reconsfiute Me Standard wih 1.0mL of Standard Dibuent, kept for 10 mirutes 3t room
temperature, shake gentlyjnot ko foam). The conceniration of the siandand In e siock solution s
5.000pg/mL. Pleass prepars 7 fubet containing 0.5mi Stantard Dilusnt and producs 3 double diution saies
according to the picture shown Delow. Mix aach hube thoroughly before the nest transfiar. Set up 7 points of
diuted standard such 35 5,000pgAmL, 2.500pg'ml, 1,250pmmL, B25pqimil, 312pa/mL 155pg/mL, TapaimiL,
ant the last EP tube with Standard Diluant ks e blank as Dpgim.

11&0L W, Fernharst D, UnSt TI00, Kary, TX 77800 US4 | (81-RA2-SEE-00TE | waw, chesd ¢ looe s | mail@ckesd-clone ws
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L

SOOuL SOyl GOl GO0uL SOOuL S00gL

AT ATAT A

EEErEL

Hback
Siandard \
'|II J'I | I|' o
S W
Tube 1 2 3 P E T 8
peL 5 000 2,5m 13250 B35 Iz 156 T8 o

Detection Raagent & and Detection Reagent B - Brefly spin or cantrifsge the stock Deteclon A and
Dietecfion B before wse. Dz them 1o the working concentrafon 100-foid with Assay Diluent & and B,
reepecivaly.

‘Waeh Soluthon - Dliute 20mL of Wash Solubion concanirats (30%) with S80mL of dedontzed or distilled water
to prepane E00ML of Wash Soiution [1X).

TME substrate - Aspiraie the necded dosage of e solution with sterilzed ips and do not dump e residual
solugon Into the vial again.

4

o

L ]

1

hislking Sesial diuton In the wells dneety s not pamited.
Prapare standards wihin 15 minutss before 3e5ay. Fiease oo not dSsoive e reagents at 370 dirscsy.
Plezse carsfully reconsiiie Standans of woring Detecton Raagent A and B acearding D Me Insructon,
ant avakd Toaming and mb gently untl e crystals are compictely dissolved. To minkmize Imoression causad
by pipEting, use smal volumes and ensure Mat ploetions ane callorated. | 5 recommandad to Suck mans
than 10pL Tor one plpeting.

The reconstiuted Standands, Detection Reagent A and Detection Reagent B can be used only oncs.

It crystals have formed i the Wash Soluion concentrate (30%), wamm {0 room temperature and mix genty
untl the crystais are completely dissoived.

Contaminaied water o comiaines for reagent praparation wil IMuenc: the detection result

[ SAMPLE PREPARATION ]

1L

W are only regponsiie for he kit HEe, but not for the samples consumed during Te assay. The wser should
calculate the possibie amount of the samples Usad In e whike {86t Plaase resorve samcient Sampiac In
ahvance.

Please pragict Me concaniration before 3sEaying. If values for thesa are not within the rangs of e standand
CUTVE, SETE MUEE Setenmine the opbimal sampie diutons for thalr particular sxperiments. Sample shoukl e
dliutad by PES.

If the sampies e not Indicied In e manual, 3 preliminary experimant to Seizrmine tha validty of the kit s

MECEESAMY.

. Tissie of ceil exiraciion samples prepaned by chemical ysls bulfer may cause unaxpecied ELISA resulls dus

o the Impacss from cemaln chemicals.

Tlaik W, Fernbarsi D, Unlt 2R00, Kary, TX 77800 U504 | 81-RY1-SRE-00TE | waow, cleasd ¢ loniewi | mail@dond-clone ws
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Due to the possiblity of mismatching between anfgen from other origin and antibody usad In our kiis (2.9,
antibody tamgets conformational epitope m@ther than Inear epitope), 50me nallve or recombinant proteins
from oihar ManutachIers may not ba FEeognzed Dy oUr POBLCS.

IMuenced by the factors Inciuding cell viability, cell numiber or sampling time, samples from cell culture
supamiates may not be detected by the kit

Fresh sampies wiout long time storage s recommended for the test. Othenwise, protein degradation and
denaturalzation may ocour In thase sampies and finally lead b wiong resuits.

[ASSAY PROCEDURE ]

1

Diatermine wells for diubad standam, biank and sample. Prepars 7 wels for standard, 1 wel for blank.

And 100uL each of diiutions of sndard (read Reagent Preparation), biank and samples Inbo the approonate
wals. Cover with the Plate 5ealer. Incubate for 1 howr at 37°C.

Remuowe the liquid of each wel, don't wash,

Agd 100uL of Detectien Reagent & working soiution 10 each well, cover the wells with the plate sealer and
Incuinate for 1 howr at 37°C.

Azpiraiz e soltion and wash with 350pL of 1% Wash Soluson to each well using a squirt bote,
mult-channal plpetie, mantiold dspenser or JMowasher, and le 151 Tor 1-2 minues. Remove the remalning
liquid from all wals compietaly by snapping the piaie onto absorbent paper. Totally wash 3 tmes. Afer the
Iast wash, remove any remalning Wash Bufier by aspirating or decanting. Invert the piste and bict It against
abEOMEnt paper.

Afd 100pL of Detecticn Reagent B working solution 1o each well, cover the wells with the plate sealer and
Incuinate for 30 minutes at 37=C.

Repeat the aspirafonwash process for total 5 tmes as conducted In step 4.

And 90pL of Substrate Solution to each well. Cover win a new Plate sealer. Incubate for 10- 20 minutes at
37sC (Dor't exceed 30 minwies). Protect som Ight. The iguid wil fum Diue Dy the asdtion of Substrate
Soiurtion.

Add S0pL of Stop Solution to 2ach well. The liquid will lum yeliow by the addiion of Siop soiution. Mb the
liquid by tapping the side of the piabe. If color change does not appear unifonm, gently tap e piate to ensure
thorough mixng.

Remove any orop of water and fingerprint on the botiom of the plate and SoNSM Mere 15 o Dubole on the
surface of the iqukd. Then, nun the micropiate Feader and conduct Measurement & 450nm mmediaisly.

it
1. Aasay preparation: Keep appropriate numbens of wels for each expaiment and remove axira wells Som

2

micropiate. Rest wels should be resealed and stored at -20°C.

Samplas or reagents addifion: Pleass use the freshly prepared Standard. Please carsfuly add samplss
b widlls and mie gently to avold foaming. Do not fouch the wedl wall. For each step In the procedurs, total
dispensing time for addiion of reagents of sampies i the assay plabe shouid not excesd 10 mirtes. This
will ensure equal siapsed SMe for e3ch pipetting step, without Imemugtion. Duplcation of 31 sEndants and
specimens, although mot required, ks recommended. To avold crss-contamination, change pipetie tips
between additions of standands, sampies, and reagents. AlsD, USE separated resenvoirs for sach reagent

a0} W, Fernbars Dr, Unit EBO0, Kary, TX 77800, US0A | 081 -RX2-SXE-00TE | waon, chasd ¢ lonie i | mail @ clond-clone s
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3 incubation: To ensure accurate results, proper adnesion of piate sealers durng Incubation steps |s
necessary. Do not allow wells to SR uncovered for exiended peripds befween Incubation seps. Onoe
reagents ane added bo the well siips, DO MOT let he strips DRY at any tme during the assay. Incubation
fime and tempsaratune must be conbrded.

4. washing: The wash pmceture |s critical. Complete removal of liquid at each step 15 essantial for good
performance. After the last wash, remove any remalning Wash Solution by aspirating or decanting and
remaove any dmp of water and fingerprint on e bottom of e piafe. InsuMclent washing will result In poor
precision and false slevated absorbance reading.

5 Controlling of reactlon ims: Otesne Te changes of coior er adding TMB Substrats (2.0 observation
once avery 10 minuies), I the color |5 00 desp, add Stop Solutlon In advance to avoid excassively strong
reaction which wil resut In naccurale assorbance reading.

6. TME Subatrate s easily contsminated. Please protect | from Eght

7.  The emvionment humidty which ks kess than 60% might have some &fMects on the Snal perfomance,
therefore, 3 humidfier s recommended 10 b2 used at that condition.

[TEST PRINCIPLE ]

The micropiate provided In this kit has been pre-coated with an antioody specific o KImA. Standards or samples
ae then adged to the appropriate micropiate wels with 3 biotin-con|ugated antibody specific to Kimi. Next, Avidn
conjugated to Horseradish Perndidase (HRP) |5 added o each micmpiaie well and incubated. After TME
supstate soifion b5 added, ony those wells thal contain Wmi, biodn-conjugated antibody and
enzyme-conjugated AWdin wil exniolt 3 change In color. The enzyme-substrate reaction Is terminated by the
addfion of sulphuric acd solution and e color change Is measured spestphatometrically at 3 wavelength of
£50nm + 10nm. The concentration of KIM1 In the sampies Is then detemmined by companng the .0 of the
sampies 10 Me standard cuve

[CALCULATION OF RESULTS ]

Awerage the dupilcate readings for e3ch standard, cont, and samplas and subiEct M average Zem standand
aptieal denshy. CORGTUC 3 SERdard cunve by poting Me mean 0.0, and conceniration fof ezch standand and
draw 3 bast it cunve fhrough the points on the graph or create 3 standard curve on logHog graph paper with Kimi
EonCERtration on he y-3xiE and ADEOHSNCE on the d-axs. USing some piot software, for INSENce, cunve axpent
1.30, Is ais0 recommended. If samples have been diuied, Me concentraton r=ad from Me standand curve must
e multipliad Dy the dliuton facor.

[ TYPICAL DATA ]

In omler tn make the calculabion easier, we piot the O.D. value of the standam {¥-axs) against the known
concentration of e standard (¥-zds), afough concentration ks the Independent varadle and O.0. valug Is the
dependent vananle. However, the 0.0, values of the standand cunve may vay acconding to e condifons of
3553y perfonmance fe.g. aperaor, plpeting technigue, washing technique or tempersture =Tects), ploting log of
e 43 10 estanlsh stEndand curve Tor each best s recommended. Typloal standan curve below Is provided for
refiarence only.

TR&0Y W Fernharst D, Undl PRO0, Kar, TX T80 DSk | DB -RL-SRE-00TE | wouw, clewsd ¢ lone ui | mail@closd-clone ws
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Typleal Standard Curve for BImi, Human ELISEA.

[DETECTION RANMGE ]

73-5,000pymL. The standard cunve concenfrations used for the ELISAS were 5.000pgiml, 2.500pgimi,
1.250pg/mL, 625pgimiL, 312pgimL, 156p@mL, TEpgimL

[ SENSITIVITY ]

The mirimum detectable dose of KIm1 |s typicaily less than 32pgimiL.
The sansitivily of this assay, or Lower Limit of Detection (LLD) was defned as e lowest prodsin concantration
mat could be diferentated from zam. It was debammined by adding two standard deviations to e mean optcal
oenelty vailie of twenty 2er standan raplicates and caloulaing the comesponding concentration.

[ SPECIFICITY ]

This 2=5ay has high senshivity and excellent specicity for debection of KImi.
Mo significant croes-reaaciivity or Interfarance betwean KIm1 and analoguss was observed

Hote:
Uirmited by current skils and knowisdge, i ks Impossibie for us (0 compiste the crss- reaciivity detection betwesn
¥Im1 and all the arakogues, therefore, oross reaction may st exist

[ PRECISION ]

Intra-3553y Precislon (Precsion Wthin an 3s53y): 3 Sampies wih Iow, migdie and high leved Kim1 were tested 20
fmes on one pate, respectvely.

Inter-as5ay Precision (Precision between assays): 3 samples with low, middle and high level Kim1 were tested on
3 different piates, 8 mplicates In each plate.

V%) = SOYmeanx100

Intra-Assay; CV<10%

Inter-Assay: CV<12%

1160L W, Fernharst D, Dot TREO0, Kary, TX T80 US4 | 080 -B12-SXE-00TE | wew, chesd-clone s | mail@closd-clone w
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[ STABILITY ]

The stablity of ELISA ki |s determined by e loss r@te of activity. The loss rate of this kit Is less than 5% prior to
e axpiration dabe under appropriate storage condition.

To minimize exra Infuence on the performance, cperation procedures and lab condiions, especially room
temperature, alr humidity, Incubator temperature should be siricly moniioed. It s aiso strongly swggested that
e assay Is pesformed by the S3ame operator fam the beginning to the end.

[ASS5AY PROCEDURE SUMMARY ]

1. Prepar= al reagents, samples and sandands;
2 Agd 100pL standard or sampie 10 each well. Incubate 1 hour at 37:C;

3. Aspirate and add 100pL prepared Detection Reagent A Incubate 1 hour & 37=C;
4 Aspirate and wash 3 times;

5. Agd 100pL prepared Detecfon Reagent B. Incunate 30 minutes at 372C;

&. Aspirate and wash 5 times;

7. AT B0UL SUbstrate Soiution. Incubate 10-20 minutes at 37:C;

4. Agd 50uL Stop Solution. Read at 450nm Immediaisly.

[ IMPORTANT NOTE ]

Limiadt by the cument conctions and scientie kechnoiogy, we Car't completsly conduct the somprehenshve
Identification and analysis on the raw materal provided by suppliers. So thare might be some qualltagve and
technical risks o use the ki

The final experimentsl resuits will he sosaly ralated to valkity of the procucts, S0 the kit Shoukd b2 usad prcr
o the expiration date. And piease siore the kits ex@etly accoming to e nstuction.

Klts Trom different batehes may be a litle diferent in detection range, sensity and eolor develoning tme.
Flease perform the experiment axaclly acconding o the Instrucion aSiached In kit while electonic onas from
our wenshz I caly for reference.

Do niot mist or subestiutie reagents rom ona kit kot bo anather. Use oty the reagents supplisd by manurachrer
Protact all reagents from strong light during storage and incubation. Al the botle caps of reagents should e
covered fightly fo prevent the evaporation and contamination of microorganism. TME Subsirate should
remaln coioness il 1 is reacted Wi the enzyme which binds to the microplate.

There may be some foggy substance In the wells when the piate Is opened at the first time. I will not have
arry effiact on tha inal 3553y results. Do not ramowve Micropisie Smm e storage bag untl needen.

WWrong operations during the reagents preparation and loading, 3s well as Incomect parameter setting for he
plate reader may kead to Incomect resulls. A micropiate readier with a bandwidth of 10nm or less and an

pptical density r@nge of 0-3 0D 3l 450 + 10nm wavelength b5 accentsnle for wse I absomance
measurement. Please read the Instruction carefully and adust the Instrumeant prior o the experiment
\ariation In sample praparation and each step of expedmental operation may cause difernt results. In order
to get besier raproduciie resuits, the oparation of each siep In the assay should be controlied.

Each kit has been strictly passed Q.C tesl. However, results from end usars might be inconsistent with our
In-house data due to soMe unexpectad transportation conditions or difierant lab equipments. Infra-assay
variance among kEs from dHferent batches might ariss from above tactors, too.
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10. Kits Srom difizrant manufacturers with the same fem might produce diferent regults, since we haven't
compared oUr progucts with othar manuracturers.

11. The standard of the kit and Immunogan used for antibody prEparaton are commonty recombinant pmbsins, s
different fragments, expression sysiems, purtication methods might be used In recombinant protein
preparation, we can not guarantes the Kt could dedect reombinant prodsin from ofher companies. So, It ks
not recommeenced to use the KE for the detecton of racomibinant prodzin,

12. Pleass pradict the concentration of target molecules In samples, of amange a prallminary experiment, | s 3
ood way o solve specific pronlam, &g, Me concentration of samples ane bayond Me detection range of the
k.

13. The Kt might not b2 sultabie for detection of sampies from some specdal expanment, Sor Instance, knook-cut
expanments, due to thalr uncertainty of afectvences.

14 The Instnuction manisl s 3is0 for the kit of 45T, but 3l reagents of 45T kit are reducsd by halt

15. The kit Is oaskgned for resaanch use caly, we will not be responskie for any issue If the kit was used In cinical

d3gnosTc or any oihes procedunes.
[ PRECAUTION ]

The S SOLRon SUggesiad Tor UGS Wh s B 15 3n 3k solubion. Waar eye, hand, face, and cioiing protection

when using this mabenal
[TRESCUBLE SHOOTING ]

Lo quaniEy of analyie in samples

Problem | Posslble Source Comacion Action
Poor Improper standaed curve prepamfion Ersure acmurmbe operabion of the diltion
Standard | lncomplefe weshing and aspinebion Adequate washing and sdequale aspirfion
Curve Inecmrate Fipating Check and Calibrale pipeiies
Incomplets washing of wells Erzure suficen washing
Poar Inzsdequaie mixing and e=piiion resgenk Adequale aspirabion and mixing resgents
Precizion | Reused pipets fps, confainess and e Change and use new pipele fre, conleiners and saslers
lrmcarsts Bipsttng Check ard Calibrale ppefies
Irasdmquaie Pesgent volumes sddad fo wellz Cafibesie cicebes srd Add ndeguare magents
Incomec inqubation fmes Ersure sufficent inashation fmes
;D: Incomec] inqshation empensiure Reesgents balanced in room lempessiurs
Values Conjugate or subeiule magend fsie Mix conjunsie & subsimis, colee should develop immedisfly
Mo siop solution added Follow the a==zay probocal in He: ki manual
Fiesd beyond suggesisd reading bme Fesad wikthin the bme: recommendied in e manual
Sample Improper Sample Siorage Shore the sample propedy and use the fesh sample
Vales improper sampie colleclion and preparion Take proper =ample colechon and prepamfion method

U=z new =ample and repes sssary

a0 YW, Fernhamrst Dr., Unit TRO0, Kary, TX 77800 US4 | 90-R12-SRE-00T8 | www, chesl-clone s | msily
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SEB3BEHU 95 Testa
Enzymg-linksd Inmunossbent Aseay Kt
For Neutrophll Gelatinase Asaoclatsd Lipocalln (HE2L)

Organiam Spaclas: Homo sapiens [Human)
InsTrucTon manual
FOR RESEARCH LISE OMLY
HWOT FOR USE IN CLINICAL DIAGMOSTIC PROCEDURES
13th Editicn

[INTENDED USE ]

WMEEMMWHHMmmthH&%IHWM
[asTaE, urine, tssus Romogenaiss, cal lysates, cell cufuie supemaies and athar Dological Tuks.

[ REAGENTS AND MATERIALS PROVIDED ]

Reagents Quantity | Reagents Quantity
Pre-coated, ready {0 use 95-wel sppite | 1 Plate sealer for 96 wells 4
Standard 2 Stangard Diluent 1220mL
Detection Reagent A 1%120uL | Assay Dilent A 1212mL
Detaction Reagent B 121200l | Assay Dilent B 1212mL
TMS Substrate 13mL Stop Soiubion 126mL
VWash Bufer (30 ¥ concentrata) 1220mL | Instruction manual 1

[MATERIALS REQUIRED BUT NOT SUPPLIED ]

Micropiate reader with 450 = 10nm Siter.
Single or Mut-channel pipetias win high precision and dspasabie tps.
Microceniifuge Tubas.

Delionized or distiied wates,

Absorbent paper for bioting the micropiate.

Container for Wash Soiution.

D.D1malL jor 1¥) Phosphate Bufiered Salne(PES), pHT.0-7 2.

bl U I

[ STORAGE OF THE KITS ]

1. Forunused kit A the reagents showd be kept acconding o the @bels on vials. The Standard, Defection
Raagent &, Defection Reagant B and the 55-wall strp plate shoul be stored at -20°C upon recsipd while
the plihers should be at 4°C.

2 For used Kit: When M Kit 15 usad, the remaining reagents need o be siorag aceording 1o the abave storage
condiilon. Eeskies, please retum ihe unused wels {0 the foll pouch conf@ining the deslceant pack, and

Zip-seal the foil pouch.
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It
I I highiy recommendad io usa the remaining reagents within 1 month proviged this s priod b the expiration date
of the KIL For the expiration date of the ki, please refer to the 1abel on Mg Bt Do All COMponents ars stanka up o

the expiraton date.
[ SAMFPLE COLLECTION AND STORAGE ]

Serum - Use @ s2rum separaior fuoe and allow sampies 1o ook for two hours at room femperature or ovemight at
4C bofore comifugafon for 20 miniss at approsimately 1,000%g. Assay freshly prepared serum
Immedistely of store Samges In alquot at -20°C or S0°C for I3ter uss. Avold repaated froazathaw oyoias,

Plasma - Collest piasma using EDTA of hepann as an anticoagulant Centrfuge samples for 15 minutes at
1,000%g at 2-5°C within 20 minui=s of eollection. Ramove plasma ard assay Immeadlabsly of Siofe sampes n
allguot 3t -20°C or -B0°C for [ater use. Awoid repeated frecrathow cycics.

Uring - Aseptically coliect the first urine of the day (mid-stream), voided drectiy Indo a sterfe contaliner. Cenfifuge
to remove panticulate matter, assay Immedlataly or alquot and store 3t =-20°C. Awoid repeated fresze-thaw
CyiaG,

Tiesue homogenates - The preparation of issue homogerates will vary depanding upon ssue ype.

1. Tissues were rnsed In lce-coid PES to remowe excess biood thoroughly and walghed before homogenization.

2  Minced ihe tissues o smal pieces and homogenized them In fresh Tysis buffer [caialog: 5007, dfferent iysis
buffer needs to be chosen based on subaalular kaeation of the target protein) fwoy = 1:20-1:50, g 1mLIysls
bulTer is atded In 20-50mg Hssue sampie) Wil 3@ glass homogenizer on lce (Moo TISsUS GRNders woks,
foa).

3. The resuing sus=pansion was sonicated with an ulirasonic: cell disruplar il hie solution s clanfied.

4 Then, the homogenates were centrifuged for 5 minutes &t 10,000%g. Collect the supemaies ard assay
Immedistely of allquot and sione &t <-520°C.

Call Lysatss - Cails need to be lysed before assaying acconding io the following drections.

1. Adnerent ooils showid be washed by coid PBS gently, and then detached wil inypsin, and eollect=d by
centifugation at 1,000%g for S minutss [suspension cells can be collacted by cantrifugation dinectiy).

2 Wash calis Tiree Tmes In cold PES.

3. FResuspend cells In fresh lysks bufler with concentration of 107 cellsimL. If | 5 necsssary, the osiis could be
subjesied to ulrasonication dil the sslution Is clanfed.

4 Censtuge at 1,500%g for 10 mirtes at 2-5=C io remove collular debris. Assay Immediatesy or iguot and
siore at =-20°C.

Call culturs supsmsates and other blologlcal flulds - Centifuge sampiss for 20 mirates at 1,000, Collect the
sUp=Mates and ass3y Immedaisly of stone sampies In alquot at -20°C or -80°C for [ater use. Awold repaated
freepathaw CyCies.

IMizrte:

1. Samples to be used wifin S days may be siored & £°C, oihenwise samples must be siored at -20°C (=1
manth) or -50°C {=2 montte) to avoid loss of bloactivity and contaminaon.

2 Sample hematysis will Influence the result, 50 hemoiytic specimen should not be used.

3. When performing the assay, bring sampies to room temperature.

4 It Is highty recommended to 1se serum Instead of plasma for Mie delaction basad on quantty of our In-houss
data
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[ REAGENT PREPARATICON ]

1. Bring all kit componants and samples to mom temparature (13-25°C) before use. If the kit will not be usad 1D
In one time, please only ke out strips and reagents for present axperiment, and leave the remalning strips
ant reagents In required condition.

2  Standard - Reconstate he Standard with 1.0mL of Standard Diuent, kept for 10 minuies at room
temperature, shake gentlyinat to foam). The concentration of the standarm In the SI0CK soiLtoN IS 20ng/mL
Please firstly dilute the siock solution 1o 10ng/mL and the dikried standard sesves as e highest standard
{10ng/mL ). Then prepare 7 fubes contalning 0.5mi Standard Diluent and use the diuted standand o produce
a touble dilrtion seres acconiing to Me pciure shown beiow. Mbx each tuba thoroughly before the naxt
franester. Set up 7 points of diluted standard such as 10ng/mi, Sngimi, 2.SngimL, 1.2SngémL, 0.625ng/miL,

0.3 12ngimlL, 0.156ng/mL, and the I35t EP tubas Wit Standard Diluent 15 the blank a5 OngimL
=l 230 =00l LT LS 2l

"ATATYATATA

“@“@“’T@“ﬂ“ﬁ“‘?“ﬂg

Stach .
Slanadard
Tabe 1 7 ] £
ngmiL - u] 10 L] 25 135 0e3s 0.312 0155 O

3 Detection Reageni &4 and Detection Reagent B - Bricfly spin or cenirifuge the stock Detecon A and
Detection B before wse. Dl them o the working concentrafon 100-oid with Assay Dilluent A and B,
respecively.

4 ‘Wash Soluthon - Dllute 20mL of Wash Soluion concanirabe (30%) with SE0mL of dedonized or distlled waier
bo prepare G00ML of Wash Soiution (1X).

5. TMB subatrate - Aspiraie the necded desage of Me soluion with sterflzed tips and do not dump Me residual
soluton Into the via again.

:

Making sestal diution In the wells diracly Is not permited.

Prepare standards within 15 minutes before 3s5ay. Please 0o ot dissoive the reagents at 37°C directy.
Pleasa carsfuly reconstiute Standands or working DetecSon Reagent A and B according io e Instruction,
and avokd foaming and mix gently until the crystals are compictely dissolved. To minkmize Imprecsion caused
by pipetting, use small volumes and ensure Mat plpetiors are callbmted. |t s recommendad to suck more
than 10pL Tor one pipeting.

The reconstituted Standards, Detection Reagent A and Detection Reagent B can be used only once.

If crystals have formed In the Wash Solution concenirate (30%), warm to room temperature and mix gently
untl the crystais are compietely dissoived.

6. (Contaminated water or container for reagent praparation will Infuence the detection rasult

R

no
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[ SAMPLE PREFARATION ]

L

We are only responsibie for the kit Rseff, but nat for the samples consumed during the assay. The user should
calculate the possibie Amount of e SAMPIES Usal In M whole 1BSL Please Meseve SUMCENt sampias In
ahvance.

Please predict e concentration before assaying. If values for these are nod wiihin the range of the siandand
CUMVE, USETE MUS! OEtEMmine the optimal sampie MILORS for thalr paricular expanments.

Serumplasma sampics require about 3 100 foid diution. A suggested 100-foid diution Is 10pL Sample +
990Ul PES. Sample should be diiuted by 0.01 Mol PES(PH=7 0-7.2).

If the sampies are not Indicated In Me manual, a preliminary expenimeant to delamine the validty of the kit s
NeCEEEan.

Tissue or cell extraction samples prepared by chemical Ivsis buffer may cause unexpecied ELISA resulls due
o the Impaets from certaln chemicais.

Dl to the possiblity of mismatching between anfigen from other ongin and antioody used In our KRS (e.g.,
antoody tamets conformational epdope [Ether than Inear Spitope), S0Me Nalive OF MecOmbiNant proeins
from other manutacturess may not be reeognized by our products.

iMuenced by the faciors Incuding cell viakility, cell numiser or sampiing tme, samples from ceil culiure
sUp=mates May nof be detected by the k.

Fresh samples wimout long time stomge Is recommended for the fest. Cithenwise, probein degradation and
DEN3NUrAIZSoN May GCEUr In hase Sampies and TNaily 183d I WiDng FEsUts.

[ASSAY PROCEDURE ]

1

Determine wells for diuted standard, biank and sample. Prepare 7 weils for standard, 1 well for biank.
And 100yL each of diktions of standard [read Reagent Preparation), biank and samples Into the approprate
wells. Cover with the Plate seaier. Incubate for 1 how at 37°C.

Remove the liquid of each weil, don't wash.

Add 100yL of Detection Reagent A working solution %o aach well, cover the wells with the plate seier and
Incubate for 1 hour at 37-C.

Aspiraie Me soltion and wash with 350pL of 1% Wash Soiufion 1o each well using a squirt botbe,
mukt-channel pipetie, mantiold dispanses or autowasher, and et | sk for 1-2 minwies. Remove the remalning
liquid from all wells completaly by snapping the piate onfo absorbent paper. Totally wash 3 tmes. After the
Iast wash, remove any remalning Wash BUTer by Sspirating of decanting. Invert the piate and bict It against
absorment paper.

Acdd 1D0yL of Detection Reagent B working solution o aach well, cover the wells with the plate seier and
Incubate for 30 minutes at 37-C.

Repeat the aspirafon/wash process for total 5 Bmes as conducted In step 4.

And S0y of Substrate Solution o each well. Cover with a new Plate sealer. Incubate for 10- 20 minutes at
37°C {Don't exceed 30 minuies). Protect fom light. The iguid wil fum biue by the addiion of Substrate
Soiution.

T1a0) W, Fernbarsd Dr, Unit 200, Kars, TX T80 US4 | 080 -RY2-SXE-00T | weaw, clasd -clone wi | mail@coesd-clone e




130

(2> Cloud-Clone Corp.

A Afd S0 of Stop Solutlen in aach wall The lquid will fum yeliow by e addlion of Siop soiuion. Mix the
liquit oy tapping the site of the plate. If color change does nat appear unBonm, gently tap the piate & ensure
tarowgn misng.

9. Remowe any dop of water and fingerprnt on the boSiom of the plale and confmm there |5 no bubdle on the
SUrface of the llquid. Then, nun the micropiate reader and cniuct maasurement a 430nm immesaely.

hoits:

Apsay proparation: Kesp appropriate numbers of wells for e3ch expanment and remove axim wells Som

micropiate. Rest wels should be ressaled and stored at -20°C.

2 Samiples of reagents addiffon: Pleass u=e the freshly preparcd Standard. Please carefuly add samplss
to wedlls and mibx gently to avold foaming. Do not fouch the well wall. For each step In the procedure, total
dspansing time for acdition of reagents of sampies i the 3ssay plate shouid not exceed 10 miries. This
will ensure equal eapsed Tme for each pipeting shep, without Imemuption. Duplcation of 3l sEndards and
specimens, although not required, IS recommended. To avold crss-contamination, change pipete tps
between addiions of standards, Sampies, and reagents. AlSD, UsE se0aratad resenvoirs for each reagent.

3 incubatbon: TO ensune accurAte results, proper adheslon of piate SSaless Qunng Incubation Steps Is
negessary. Do not allow wells o sR uncovered for emiended perpds between Incubation seps. Once
reagents are amoed to the well stips, DO MOT et Me srps DFY at any time during he assay. Incunation
ime and temperatune must be conbrodlied.

4 'washing: The wash pmoosgure 15 cmical. Complete remaval of lquid at each step IS essental for good
perfommance. After the last wash, remove amy remalning Wash Soluion by aspirating or decanting and
remave any dop of water and fingerprint on Me botiom of Me pidie. InsuMclent washing will result In poor
precision and false slevated abeorbance reading.

5 Confrolling of reaciion time:; Cbssnve Mg change of color afer addng TMB Substrats (2.0 observation
once every 10 minues), I the color 1s 00 deap, 3dd Siop Solutlon In advance to avoid excessively Stmng
reaction which wil resul In Inaccurate absorbance reading.

6 TME Substrate Is casiiy contaminated. Plaase protect | from Bgit

7. The emvimonment humidty which k5 less than 60% might have some =Tecis on the fnal perflomance,
tharefore, 3 humidfier s recommendad 1o ba used 3t that condition.

=y

[TEST PRIMCIFLE ]

The micropiate provided In this kit has been pre—coated with an antibody speciic i MGAL. Standarts of samplas
ae then anded fo the appropriaie micoplate wells with 3 biodn-conjugated antibody speciic o NGAL. M,
Avidin conjugated to Horseradish Peroxidsse (HAP) ks added fo each micrplate well and Incubated. After TMB
supstate solution |15 added, only mose wels thal comialin NGAL, bioin-conjugated anbbody and
enzyme-con|ugated Axidin wil axhiolt 3 change In color. The enzyme-subshats reaction Is terminated by the
addition of sulphuric acid solution and Me coior change |s measured speciraohotomerically at a wavelength of
£50nm + 10nm. The concentration of NGAL In the sampies ls Men determined by comparing the 0.0, of the
sampies io e sandard cuve.

[CALCULATION OF RESULTS ]

Average the duplicate readings for each standard, controd, and sampies and subiract he average zem standard
optical density. Constuct a standard curve by plotiing Me mean O.D. and concentration for each standard and
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draw a best fit curve through the poiris on the graph or create 3 standard curve on log-log graph paper win
MGAL concentration on the y-axis and absorbance on the x-ads. Using some plot sofware, for Instance, curve
expert 1.3, |5 350 recommended. If sampies hiave been dilfad, the concentration read om the standard curve
must be multiplied by the diution factor.

[TYPICAL DATA ]

I omer fo make the calculation easier, we plot the 0.0, valee of the standand (X-ads) against the known
concentration of e slandand (Y-axis), hough concentration Is the Independent varable and O.D. value Is the
dependant vadable. However, the 0.0, vaiues of the standand cune may vary accoming to e condfons of
assay perfonmancs [2.g. operator, pipetting technigue, washing tachnique or temperature affects), ploting log of
e data to establsh standard curve for aach test is recommended. Typical standard curve below |s provided for

reference only.
i 12
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Optical Density

Typical Standard Curve for HGAL Human ELISA,

[DETECTION RANGE ]

0.155-10ng/mL The standard curve concentrafions used for the ELISA's were 10ng'mi, Sngiml, 2.5ngimL,
1:2sngimL, C.E25ngimL, 1.312ngimL., [L156ngAmL.

[ SENSITIVITY |

The minimum detectable dose of NGAL s fypically less than 0.0ESngimL.
The sansltivity of this assay, or Lower Limit of Detection |LLD) was defined as e lowest protein concantration
Mat coukd be dfferentabed from zeno. It was determined by adding two standard deviations to e mean optical
dersity value of twenty Zeno standard replicates and calculating the comesponding concanation.

[ SPECIFICITY ]

This assay has high sensitivity and excellent spacicity for detection of NGAL.
Mo significant croes-raactivity o Interfarence between MGAL and analogues was oOSErved.
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it
Limited by current sklls and knowiedge, it ks Impossibie Tor us to complete the cross- reactivity detection betwean
MIGAL and all the analogues, Mersfore, cross reacton may sl axist

[ RECOVERY ]

Malrices lisied below were splked with certain level of recombinant NGAL and e recovery [Ehes were calculaed
Iy comparing Me measur=d value 1 the expected amount of NGAL In 5amgpiss.

Mairix Recovery range (%) Average{™)
2L N=5) B1-25 a7
EDTA plasmajn=5) 33105 101
nepann plasmajn=s5) E7-09 a4

[ LINEARITY ]

The linartty of the kit was assayed by testing samples splked with appropriate concentration of NGAL and their
serial dlutons. The results were demonsirated by the percentage of calculated concentration to the expected.

Sample 1. 2 1. 4 1. 8 1. 16

SETUM{N=5) B1-00% o0-90% B3-103% | 82-00%

EDTA plasmain=3) B0-103% | 51-101% | oeiosw | smosw

heparin plasmain=3) 79-00% B3-ad% BS-05% B7-104%
Samples were diuted pror to assay as described In e SAMPLE PREPARATION secton

[ PRECISION ]

Fira-assay Preciskon (Precision within an assay): 3 samples with low, middle and high level NGAL were tested 20
Tmes on one piate, respectvely.

Inter-as53y Precision (Precision betwean assays): 3 samples with low, middie and high level MGAL were fested
on 3 diffesent piates, B replicates In each plate.

CV%) = SDimeanx100

Iir3-Assay: CV«10%

Iter-Assay: CV=12%

[ STABILITY ]

The stablity of ELISA kit Is detenmined by te loss rmte of actvity. The loss rate of this kit Is less than 5% prior to
M axpiration date under appropriate storage congltion.

To minimize extra Infuence on the performance, operaion procedures and b conditons, especially room
temperature, air humidity, Incubator temperature should be sticly maniored. It s aiso stongly suggested that
e assay |s performed by the same operator from the beginning to the end.

[ SAMPLE VALUE ]

Sarum/Plasma - Samples from apoarently healthy wolunizers were evaluated In this assay. Mo medcal historiss
were avallable for the volunizsrs ussd In this assay.
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Sampie Rangeing/mL ) Detecianie(%)
Sarum {n=48) 41.2-350E 100
EDTA plasma [n=20) £1.2-2803 100
Heparin plasma jn=20) 5332956 100

Thess dafa are our In-houss data, only for refersnce.
[ASSAY PROCEDURE SUMMARY ]

1. Prepare al reagents, samples and sEncands;
2 Agd #00pL standard or sampie o each well, Incubate 1 hour at 37°C;

3. Aspirate and add 100pL prepared Detection Reagent A Incubate 1 hour at 37°C;
& Aspirate and wash 3 times;

5. Arid #00pL prepared Debecfion Reagent B, Incubabe 30 minules = 37°C;

6. Aspirate and wash 5 times;

7. Arid S0yl Subsirate Soiution. Incubate 10-20 minutes at 37°C;

4. A SOpL Siop Solution. Read at 450nm immesaialy.

[ IMPORTANT NOTE ]

1L

Uimited by the curment condtions and scientiic technoiogy, we can't compietely conduct the comprehenshve
identtfication and analysis on the raw material provided by suppliers. S0 thare might be some qualltatve and
technical risks 10 use the kR,

The final experimental resuits will be cosaly related o validity of the procducts, 50 the ki should ba usad prior
o the expiration date. And piease siore the kis exactly accoming o he Instuction.

Kits from diferent baiches may be a liitle dferent In detection range. sensEvity and color deveioping Hme.
Pleass perform the experiment exactly acconding fo the Instruction attached In kit while electronic ones from
Dur wehsha |5 only for Teference.

Do ned mix or substfute reagents from one kit kot to another. Uise only the reagents supplied by manufacturer.
Protect all reagents from strong light durng storage and incubation. ANl the botbie caps of reagents should be
covered tightly fo prevent the evaporation and contamination of microorganism. TME Substrate should
remain coloness Hil | Is reacted Wi the enzyme which binds to the micropiate.

There may be 50me Toggy substance In the wells whan the piate Is opened at the finst time. It will not have
any effect on the final assay results. Do not remove micropiate fom the storage bag untl necded.

WWIONg Operations durng the reagents preparation and i3mng, 35 well 35 NComes! parameter setting for me
plate reader may kead to Incomect resulls. A micropiate reader with a bandwidth of 10nm or kess and an

opcal density r@nge of 0-3 OD. at 450 + 10nm wavelength Is accepiable for WEE I absorbance
measurement. Pie3se read the Instruction carsfully and acjust the Instrument prior o the experiment.
\ariation In s3mpie preparation and each step of experimental operation may cause difer=nt results. in order
o get betier reproducioie rESUIts, the oparation of each siap In the 3553y should be controlied.

Each kit has been stictly passed Q.C test. Howsver, resuits from end users might b Inconsistent with our

In-house data due to 50me unexpectad franspotation condiions or dmsrent lab equipments. Intr3-assay
variance among kis from different batches might arse from above factors, boo.
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1. Klts from different manufacturers with the same Hem might produce diffierent resulls, since we hawven't
companed our products with oiher manuwraciurers.

11. The standard of the kit and Immunogen used Tor antibody preparation are commonly recombinant probeirs, 3s
dfferent fragments, SXPression SYSIEME. DUMMCAtion methods might De Usad N MecOmbnGn protein
preparation, we can not guarantes the kit could detect recombinant prodsin from other companies. So, it IS
riot recommendad to use the kit for the deteciion of necomibinant protein.

12. Piease predict the conceniration of tanget molecules In sampies, or amange a prefiminary experiment, i is a
good way to soive specific problem, &g, e concentration of samples are beyond Tie detection range of the
kI

13. The Kt might not be sulabie for defeclion of sampies from some spedal experiment, for Instance, knock-out
expanments, due b thelr uncertainty of effecivensss.

14, The Instruction manual i 350 Tor the kit of 45T, but a3l reagents of 26T KR are reduced by half.

15. Thie kit Is deskgned for resaarch usa only, we will not be responsiole for any ssue I the kit was used In cinical

diagnostc or any other procadures.
[ PRECAUTION ]

The Stop Soiution suggesied for use with this Mt Is an ackd solution. Wear ey, hand, face, and cliothing protection

When Wsing his matsnal
[TRGUBLE SHOOTING ]

Problem | Poeslbla Source Comection Actlon
Poor Improper standard curve preparmiion En=ure sccurabe opesebion of the dildion
Standard | lncomplebs washing and aszimbon Sdmquale washing snd sdaquere sspimfion
Curve racoursle Fipeting Check and Calibralz pipefies
Incomplebe washing of wells En=ure suficient weshing
Poar Irasdmqusie miing and s=pimtion esgerst Adequale a=pirabion ard mixing resgerts
Precision | Rewsed pipefe fipz, confaines and zeslers Change and use new pipele fps, conleiners and seslers
Inacourshe Fipeting Chegk and Calibrai= pipefies
radequaie rengent wolume: sddad fo well: Calbmie picebes snd Add sdaquerde magent:
Income= inqubation fimes En=ure suffcent inasbation fmes
;ﬂ: Incorec] incubation fempenshurs Fizagents balanced o moom fempersius
Values Conjugas or subshels magent failue: Nix conjugse 3 subsimie, color should develop immediabaly
P siop solution added Follow the a=zzay probocdl in bhe kit manusl
Fiesd beyond sujgested mesding bme Read within the bme mcommended i fe manual
Sampis Improper Sampls Sonage Sinre the =ample propesty and use e Pesh sample
Values improper sampie colleclion and prepamiion Take proper sample colecion and preparmfion method

Lo quaniy of anstye in samples

L=z resw sarrple: and repest smsay
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SEGH18HU 36 Tasts
Enzyma-linksd Immunasorbent Assay KIt
For Uromaodulln [USOD0)

Crganiam Spacias; Home sapiens [Human)
InsTrucTon manual
FOR RESEARICH LISE OMLY
NOT FOR USE IN CLINICAL DIAGMOSTIC PROCEDURES
Verzion 120

[INTENDED USE ]

The kit s a3 mmmlmmmhmmﬁ measurement of uromodulln in human tssue
homogenates, cell lysates and other biolcgical Hukds.

[ REEAGENTS AND MATERIALS PROVIDED ]

Reagants Quanilty | Reagenis Quantity
Pre-coated, ready to use 95-wel stip piaie | 1 Plate sealer for 56 wells 4
Standard 2 Stantand Diluent 1=20mL
Detection Reagent A 12120uL | Assay Dilent A 1= 12mL
Detection Reagent B 12120uL | Assay Dilent B 1= 12mL
TME Substrate 12mL Stop Soiution 12E6mL
Wash Buffer (30 X concentrate) 1220mL | Instruction manual 1

[ MATERIALS REQUIRED EUT NOT SUPPLIED ]

Micropiate reader with 450 = 10nm fiter.
Single or muit-channel plpetias wit high precision and disposable tips.
Microceniifuge Tubss.

Delontzed or dlstied water.

Absoioent paper for bioling the micropiate.

Container for Wash Soiution.

0.01mollL [or 12} Phosphate Bufiered Saline{PES), pHT.0-7.2.

[ STORAGE OF THE KITS ]

1. For unused kit: The whole kit could be stored at -20+C In shelf [Ife, while up to one monih at £=C.
For experment comeenience, reagents could also be siored seperately, Standard, Detection Reagent A,
Dsfection Raagent B and S6-well sirip plats should be stored at -20°C while the others could be at 4 °C.

2 Forused kit: When the kit 15 usad, the remaining reagents need io be siored acconding to the abave storage
condiilon. Eeskdes, please Ieium the unused wels to the foll pouch cont@ining the deslcocant pack, and
Zig-saal the ol pouch.

s

It ks highity recommmendad fo use the remaining reagents within 1 month proviged His s prios o the expiration date

of the KIL For the expiration date of the kit, please refer o the [abed on e kit Do, All components are stable up o

i expiration date.

O Oph R p
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[SAMPLE COLLECTION AND STORAGE ]

Tizawe homogenates - The praparation of #ssue homogerates will vary depending upon tssue ype.

1. Tissles were fnsad In lee-coid PES fo remove excess biood Morughiy and weighed befire homogentzation.

2. Minced the Hisswes to small pieces and homogentzad them in frash Iysis buffer jcataiog: 15007, diferent Iysls
burffer reeds o be chosen based on subcalular location of the target protein) (wov = 1:20-1:50, e.q. 1mL Iysls
buter ks amded In 20-50mg tssue Sampie) wWim 3 giass homogenizer on 1oe (Micno TISSUS EhNders woks,
o).

3. The resuiSng suspension was sonicaied with an ultrasonic cell disnagter Hl the soiution ks danfed.

4. Then, the homogenates were centrifuged for 5 minwies at 10,000%g. Collect the supemates and assay
Immediately or alquot and store & =-200.

Coll Lynatss - Calis naed to be iysed before assaying acconding in the folowing directions.

1. Adnerent cells shouid be washed by cold PBS gently, and then detached wilh trypsin, and collected by
eentrfugation t 1,000% for 5 minutes (SUspensian coils can be collected by cenirifagation direciy).

2 Wash celis Tiree Tmes Incoid PES.

3. Resuspend cells In fresh lysis bufTer with concentration of 107 calls'mL. IT | is necessary, the osis could be
subjecied to ufasonication Hil the solution is clanfled.

4 Cenfrifuge at 1,500%g for 10 minutes at 2-8=C to remove cellular debris. Assay Immediately or diquot and
store at =-20=C.

Other biologlcal flulds - Centrfuge samples for 20 minuiss at 1,000%g. Collet the supemates and assay
Immediately or store sampiles In alquot at -20°C or -B0PC Sor [ater use. Avnld repeatar frearetnaw cyois,

vt

1. Sampics to be used wilin 5 days may be siomd at £°C, othenise SaMpies MuUst be siored at -20°C (=1
manth) o -50°C {=2 months) b aveid loss of bioactvity and contamination.

2 Sample hemolysis will Influence the result, 50 hemolytic specimen should not be used,

3. When pariorming the assay, bring samples (o room temperature.

[ REAGENT FPREFPARATICON ]

1. Bring all kit comMponEnts and sampies to mom temparature {13-25°C) before use. I he ki will ROt be used up
In one time, pleass only tke out strips and reagents for present axperimeant, and leave the remalning strips
and reagents In required condition.

2 Standard - Reconstate fe Standard with 1.0mL of Standard Diluent, kept for 10 miruies 3 room
temperature, shake gentlyjnot to foam). The concentration of the standard In the stock sciution 15 40ng/miL.
Pleasa prepare 7 lubes containing 0.5mL Standard Diiuent and produce 3 doubie dilBon sares acoonding o
the picture shown below. Mix each fube thorughly before the next transfer. Set up 7 paints of dikuted
standand swch a5 40ngimL, 20ng/mL, 10ng/mL, Sng/ml, 25ng/mL, 1.25ngémL, 0L525ngimL, and ihe last =P
tubes with Standard Diluent Is the biank as Ong/mi_.
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5

500wl Sl Dul. Gl B0 500wl S0l
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Tube 1 B T B

gL 40 0 10 5 25 135 v o
Detection Raagent A and Detection Reagent B - Brefy spin of centrifige the stock Detecton A and
Dietection B before use. Dhuie them o the working concentraton 100-oid with Assay Dlluent A and B,
rEEpecTvaEy.

Wash Soluthon - Diluie 20mL of Wash Solution concenirabe (30%) with SE0mL of delonized or dstilled waler
to prepare S00mL of Wash Soiution (1),

TME substrate - Aspirate the needed dosage of Me solution with sterllzed tips and do not dump e residual
soluton Inta the wial again.

2

P

no

Making sestal diution In the wells directly i not permisied.
Prepare standards within 15 minutes before 3ssay. Piease do not dissoive the reagents at 37°C diecty.
Pleasa carefully reconstiute Standands or working Detection Reagent A and B acconding to Me Instruction,
and avok foaming and mibx gently untl the crystals are compietely dissolved. To minimize Imprecsion causad
by pipetting, uss small volumes and ensure Mat pipetons are callbrEted. |t IS FECOMManoed to SUCk mane
than 10L for one pipeting.

The reconstiiuted Standards, Debection Reagent A and Detection Reagent B can be used only once.

If crystals have formed in the Wash Solution concenirate (30%), wanm to room temparature and mix genty
untl the crystais are complately dissoived.

Contaminated water or comtainer for reagant praparation wil INTUENCE the detection result

[ SAMPLE PREFPARATION ]

1L

We are only responsiie for the it e, but not for the samples consumed during e assay. The ser should
calculate the possibie amount of the sampies usad In e whoie 15t Please resenie sufliciant sampiss i
advance.

Please pragict e concentration befode 3853y¥ing. I valLes for these are not within the range of the standand
CUTVE, SSETE MUSE Sefermine the optimal sampie diutions for thelr particular expenments. Sample should be
diutad by PES.

If the sampies are not Indicaizd In e manual, a prelminary exparment to detammine the validty of the kit ks
MECessany.

Tissue or cell extracion samples prepared by chemical lysis Duffer may cause unexpecied ELISA results due
o the Impacts from cartaln chemicais.

Due to the possiblity of mismatching between anfigen from other origin and antibody used I our kis (E.q.,
antimody tamets conformational epiope rEher than INEar epiooe), S0M Nallve or Mecombinant proteins
from other Manutaciuress may not ke reeognized Dy our produds.
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7.

Imu=nced by tha factors Inciuding cell viabilly, cell number or sampling tme, samples Trom cell culurs
supematas may not be detacted by the Kt

Frash samples wihout long time storage bs recommened Tor tha test Otheniss, probein degradation and
enaturalization may ocour In those sampies and finaly lead to wiong recuts.

[ASSAY PROCEDURE ]

1L

Datermine wells for diubed standard, biank and sample. Prepare 7 wedls for standard, 1 well for blank.

Add 100pL each of diiutions of standard [read Reagent Preparation), biank and samples Into the appropriate
wals. Cowver with the Plate sealer. Incubate for 1 howr at 37aC.

Remowe the liquid of each well, don't wash

Add 100uL of Detection Reagent & working solubion 20 each well, cover the wells with the plate seaier and
Incuipate for 1 hour at 37=C.

Aspiraie Te solution and wash with 350pL of 1% Wash Solufon io each well using a squirt bolfie,
muR-channa pipete, manmoit dspenses of AUOWAENET, and el 1 51 Tor 1-2 minwies. Remove the remaining
Ikquid from all wels completely by snapping the plate omo absorbent paper. Totally wash 3 tmes. After he
last wash, remowe any remaining Wash Bufer by aspirating or decanting. Invert the piate and biot it against
abs0rnent paper.

Add 100uL of Detection Reagent B working solubion to each well, cover the wells with the plate seaier and
Incuate for 30 minutes at 37C.

Fepeat the aspiaonwash process for tofal S tmes s conducted In step 4.

Add 20yl of Substrate Solutlon to each well. Cover wil @ new Plate sealer. Incubate for 10- 20 minutes at
370 (Don't exceed 30 minuies). Protect fom light. The liguid will fum bive by the addition of Subsiraie
‘Soiution.

Add SOpL of Stop Solutlon io each wall. The liquid will tum yellow by e addiiion of Siop soiulion. M the
liquid oy Epping the side of the plabe. IT color change does not appaar uniform, gently tap the piate o ensure
thionough miking.

Remove any drop of waler and fingerprint on the bofiom of the plate and condmm there ks no bubiie on the
surface of the lIquid. Than, nun the microplate reader and conouc! measurement & 430nm immediatety.

Mot

=y

Apsay preparation: Kesp appropriate numbers of wells for each exparment and remove exira wells fom
micropiate. Rest wals should be ressaled and stored at -20:C.

Samplas or reagents addiilon: Pleass use the freshly preparsd Standard. Please carefuly add sampies
to wedlls and mix gently o avold foaming. Do not touch the well wall. For each step In the procedure, total
dspensing time for addition of reagents or samples fo the 3ssay plate should not exceed 10 mirdes. This
Wil ensune aqual siapsed Tme for each pipesting step, wethout Imamuption. Duglcation of 3l sEnas and
specimens, although not required, s recommended. To awold cross-confamination, change plpette tips
between additions of standards, samples, and reagents. AISD, USE separabad resenirs for each reagent.
Incubstion: To ensue accurste resuls, proper adheslon of piate sealers durng Incubabion steps Is
rnegessary. Do not alow wells o sR uncovered for exiended perpds between Incubation seps. Once
reanents ane added to the well siips, DO MOT let Me srps DRY at any tme during the assay. Incunation
ime and temperature must be conbrodled.

11&0L W, Fernharst D, Unit 2300, Kars, TX 77400, US4 | 080 -B12-SXE-00TE | woow, chesd ¢ lone s | mail@closd-clone s




">y Cloud-Clone Corp.

139

4 ‘Washing: The wash procedure |5 crftical. Complete remaosal of liquid at each step Is essential for good
performanca. After the last wash, remove any remaining Wash Soltion by aspirating or decanting and
remove any dop of waber and fingerprint on e botiom of Te piate. IrsuMckent washing will result In poor
precision and false elevated absorbance reading.

5 Confrolling of reaciion tims; Otssnie Me changs of color ater addng TMB Substrate (2.9 observation

orice very 10 minuies), T the color 15 foo desp, 3dd Stop Solutlon in advance to avold excessively strong
reaction which wil resut In Inaccurate aosorbance reading.

6. TMB Substrats Is essiy contaminated. Please protect | from gt
7. The emvimonment humidly which Is less han 60% might have some STects on the Snal pefomancs,

hersfore, & humidiier s recommendad 0 be usad at that condition.
[ TEST PRINCIPLE ]

The micropiate provided In this kit has bean precoated with an antibody specic fo ummodulin, Sandans or
sampies e then added to Me appropriate micropiate wells with a biotin-conjugated anbbody specific fo
wromodulin. Mext, Avidin conjugated to Horseradish Pemifase (HRP) Is adted to aach micropiate well and
Incubaied. After TME subsirate solution |s added, only those welis that contain uromodulin, bigtin-conjugated
antibody and enzyme-conjugated Avidin wil axhiblt 3 change In eoior. The enzymesubstrate reacton Is
ferminated by the addiion of sulphurk acd solution and the color change |s measured spechmphotomelricaly at
2 wavelength of 450nm + 10rm. The concentraion of wromodulln In the sampies |s then defermined by
E0Mmpanng the 0D, of the samples io e standarm curve

[CALCULATION OF RESULTS ]

Awarage tha dupilcabs readings for each standard, contmi, and Sampiss and subiEc Me average 7em standam
opfical density. Create a standard curve wilh uromodulin concentration on e y-axis and absorbance on the
x-auis. Draw 3 best it curve thiough the points and It can e determined by ragreesion analysis. If sampics have
been dliuted, e conceniration read Som e standard curve must be mutiplied oy the diuson facior.

[ TYPICAL DATA ]

In omder fo make the calculation easier, we plot the 0.0, vale of the standamd (X-ads) against the known
concentration of Me standand (¥-axis), ahough concentration ks the Independent varadle and ©.0. vaiue ks e
dependant varable. However, the O.D. values of the standard curve may vary acconding fo Te condiSons of
353y performance (e.g. operabor. plpetting technigue, washing techrique of \mperature &fects), ploting log of
e data io establish standard curve for each test ks recommended. Typlcal standard curve below Is provided for
refiarance only.
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Optical Density

Typical Standard Curss for Uromodulin, Human ELISA

[DETECTION RANGE ]

0.£25-40ngimL. The standand curve concenwations used for he ELISA'S were Dng/mi, 20ngiml, 1dng'mi,
Sng/mL, 2.SngimL, 1.25ngimiL, D.525ngimL.

[ SENSITIVITY ]

The minimum detectable dose of womodulin | typically less than 0.253ngimlL

The sansitivity of this assay, or Lower Limit of Detection {LLD) was defined as e lowest prodin concentration

mat could be dfferentiated from zer. It was detemmined by adding two sEndard deviations to e mean optical
derslty value of twenty zer standard replicates and calculating the comesponding concaniration.

[ SPECIFICITY ]

This 3s=ay has high sansitiviy and excellent spasifelty for detection of uromasdulin,

ko significant cross-reaciivity or Interference betwesn ummodulin and analogues Was obsarvad.

Hote:

Limited by curment skils and knowledge, it |5 Impossitie for us to compkete the cross- reacihity detection betwesn
uromodulin and all e analoguss, thensfore, cmes reaction may sl exst

[ PRECISION ]

ira-as53y Precision (Precision within an assay): 3 samples with low, middie and high level uromoduln wese
tested 20 tmes on one plate, respectively.

Inter-assay Precision (Precsion betwean assays) 3 samples with low, middie and high level uromodulin were
tested on 3 diflerent plates, & repiicates In each plate.

CW[%) = SDVmeanX 100

Intra-Assay: CV=10%

Fter-ABEay: CV=12%

[ STABILITY ]
The staplity of ELISA kR Is determined by e hoss r@te of activity. The licss rate of this kit Is kess than 5% prior bo
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e expiration dabe under appropriate storage condition.
To minimize =3 IMuence on the pesformance, operation procedures and |30 conditions, especially room
temperature, alr humidity, Incubator temperature should be siictly monitored. It s aiso stongly suggestsd that
e 3553y Is pesformed by the same operator from the beginning to the end.

[ASSAY PROCEDURE SUMMARY ]

1. Prepare all reagents, samples and standards;
2 Add 900 standard or sampie o aach weil. Incubate 1 hour at 37°C;

3. Aspirate and add 100L prepared Detection Reagent A_ Incubate 1 hour at 37C;
4 Aspirate and wash 3 tmes:

5. Add #00uL prepared Detection Reagent B, Incubate 30 minutes 2 37-C;

&. Aspirate and wash 5 tmes;

7. Add 90yl Substrate Soiution. Incubate 10-20 minutes at 37C;

8. Add S0yl Stop Solution. Read at 450nm Immediatsly.

[ IMPORTANT NOTE ]

1L

0.

Limit=d by the cument condtions and scientiic technoiogy, we can't compietely conduct the comprehenshve
igenttfication and analysis on the raw material provided by suppliers. S0 there might be some qualliatve and
technical risks 10 use the ki,

The final experimental resuits will be closaly related to validity of the products, 5o the ki should ba usad prior
o the expiration date. And piease Siore he kis exactly 3ccoming i fe InsTuction.

Kits from different batches may be a little diferent In detection range, sensivity and color developing tme.
Please perform the experiment exactly acconding to the Instruction attached In kit while electronic ones from
our webshz |5 only for reference.

Do ned mix or substiute reagents from one kit kot to another. Uise cnly the reagents supplied by manufacturer.
Protect ail reagents from strong light SURg Siorage and incubation. ANl ihe bothie caps of reagents should be
covered tightly fo prevent the evaporation and contamination of microorganism. TME Substrate should
remain coloness Hil | ks reacted Wi the enzyme which binds to the microplate.

There may be some Toggy substance In the wells when the piate Is opened at the first time. It will not have
any effect on the final assay results. Do not remove micropiate fom the storage bag untl necded.

WWIONg Operations durng the reagents preparation and i03mng, 35 well 35 NCOMes! parameter setting for me
plate reader may kead to Incomect resulls. A micropiate reader with a bandwidth of 10nm or kess and an

opbcal density @nge of 0-3 OD. at 450 + 10nm wawelength ks acceplable for wse I absorbance
measurement. Please read the Instruction carefully and acjust the Instrumant prior o the experiment.
Variation In sample preparation and each step of expenmental operation may cause diflerznt results. In coder
tn et hefer raproducinis rEELILS, the oparation of &ach stap In the 3553y should b2 controllea.

Each kit has been stictly passed ©.C toel. Howsver, resuits from and usars might b2 Inconsistent with our
In-house data due fo some unexpectsd transportation conditions of dfizrant lab equipments. Infra-assay
warlance among kRS from diferent batehes might artse from above factors, too.

Kits Som difierant manufaciurers with the same Hem might produce dierent results, since we haven't
compared our products with othar ManWachurers.,
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11. The standard o the kit and Immunogen used for antibody preparation are commoniy recombinant proteins, as
dfferent fragments, SXPrEsSlON SYSiEMs, pUMMcation Methods Mgt be uSed In TecOMBINant protein
preparation, we can not guarantes the Kt could detect rcombinant prodsin from ofher companies. So, It ks
not recommencad to Lse the Kit for the detecton of recompinant protin.

12. Please predict the concentration of target molecules In samples, or amange a prefiminary experiment, | ks a
good way to soive specific problem, . Me concentration of samples are bayond Me detection range of the
k.

13. The kit might not be sultabie for detection of sampies from some special expanment, for Instance, knock-out
Expaiments, due to thelr uncertainty of efeciveness.

14. The Instruction manual i 350 for the kit of 45T, but all reagents of 45T kit are reduced by half.

15. The kit Is deslgned for researth use oniy, we will not be resporsibie for any kssue If the kit was used In
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EK-4:

Tablo EK-4.1. Orta gucli korelasyon analizleri
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Korelasyon P
katsayisi degeri
Serum kreatinin Tan1 sonrasi atak sayisi -0,525° 0,037
Toplam atak sayisi -0,500° 0,048
Tanida karnitin diizeyi -0,517° 0,048
Yapay protein alimi -0,522° 0,038
Serum klor -0,560° 0,024
Serum Urik asit 0,499° 0,049
ALP -0,559° 0,025
GGT 0,025° 0,029
BUN 0,547° 0,028
Spot idrar protein:kreatinin -0,517° 0,040
Spot idrar B2MG -0,521° 0,038
NGAL :kreatinin -0,558° 0,025
Sag renal ven akim hizi 0,585° 0,017
Serum BUN Toplam atak sayisi -0,528' 0,036
NGAL :kreatinin -0,593° 0,015
Serum sistatin C Sol renal ven akim hizi -0,521° 0,047
Spot idrar Tam sonrasi atak sayisi 0,513° 0,042
protein:kreatinin Yapay protein alimi 0,597° 0,015
Serum Urik asit -0,506" 0,046
B2MG:Kreatinin 0,586" 0,017
Idrarda glutarik asit atilimi -0,574° 0,020
Idrarda 3-OH glutarik asit atilim -0,506° 0,045
Spot idrar Tamda karnitin diizeyi 0,575° 0,025
albtimin:kreatinin Spot idrar potasyum 0,558° 0,025
NGAL 0,506° 0,045
NGAL :kreatinin 0,579° 0,019
Sol ilyak arter Resistive Index 0,568° 0,022
Sol ilyak arter Pulsatility Index 0,560° 0,024




Tablo EK-4.1. Orta gucli korelasyon analizleri, devam
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oo | b aen
Spot idrar Tam yas1 -0,518° 0,040
B2MG:kreatinin Serum albimin 0,525 0,037
ALP 0,555° 0,026
Bikarbonat -0,515° 0,041
Spot idrar kalsiyum:kreatinin 0,503p 0,047
Idrarda 30H glutarik asit atilim1 -0,567° 0,022
KIM1:kreatinin UMOD 0,506° 0,046
NGAL:kreatinin Toplam protein alimi 0,518° 0,040
Serum potasyum 0,576° 0,020
GGT -0,504° 0,046
Sag renal arter akim hizi -0,539° 0,038
UMOD:kreatinin Tam yas1 -,526° 0,036
Yapay protein alimi ,584° 0,018
Serum albiimin -,505° 0,046
Bikarbonat -,576° 0,019

P Spearman korelasyon katsayisi, " Pearson korelasyon katsayisi, ALP: Alkalen fosfataz, B2MG: Beta-

2 mikroglobulin, BUN: Kan Ure azotu, GGT: Gamaglutamil transferaz, KIM-1: Kidney Injury Molecule-
1, NGAL.: Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin, UMOD: Uromodulin
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EK-5: Guglu Korelasyon Analizlerinin Grafikleri
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Toplam atak sayisi

Sekil EK-5.1. Toplam akut ensefalopatik atak sayisi ve spot idrar protein:kreatinin
oranlar1
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Sekil EK-5.2a. Toplam akut ensefalopatik atak sayisi ve spot idrar B2ZMG:Kreatinin

oranlari
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Sekil EK-5.2b. Toplam akut ensefalopatik atak sayist ve spot idrar B2MG:kreatinin

oranlar1. Ekstrem degeri olan 1 hasta disarida birakilarak egilim ¢izgisi ¢izilmistir.
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Sekil EK-5.3a. Giinliik toplam protein alimlar1 ve spot idrar B2MG:kreatinin oranlars.
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Sekil EK-5.3b. Giinliik toplam protein alimlar1 ve spot idrar B2ZMG:kreatinin oranlari.

Ekstrem degeri olan 1 hasta disarida birakilarak egilim ¢izgisi ¢izilmistir.
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Sekil EK-5.4. Giinliik toplam protein alimlar1 ve spot idrar KIM1:kreatinin oranlari.
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Toplam akut ensefalopatik atak sayisi ve
spot idrar UMOD:kreatinin oranlari
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Sekil EK-5.5a. Toplam akut ensefalopatik atak sayisi ve spot idrar UMOD:Kkreatinin

oranlari
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Toplam atak sayisi

Sekil EK-5.5b.Toplam akut ensefalopatik atak sayis1 ve spot idrar UMOD:kreatinin

oranlar1. Ekstrem degeri olan 1 hasta disarida birakilarak egilim ¢izgisi ¢izilmistir.
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Sekil EK-5.6a.Glinliik toplam protein alimlar1 ve spot idrar UMOD:kreatinin oranlar1
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Sekil EK-5.6b.Giinliik toplam protein alimlari ve spot idrar UMOD:kreatinin oranlari.

Ekstrem degeri olan 1 hasta disarida birakilarak egilim ¢izgisi ¢izilmistir.
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Sekil EK-5.7a. Serum ALP diizeyleri ve spot idrar UMOD:kreatinin oranlar1
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Sekil EK-5.7b.Serum ALP diizeyleri ve spot idrar UMOD:kreatinin oranlar1. Ekstrem

degeri olan 1 hasta disarida birakilarak egilim ¢izgisi ¢izilmistir.
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Sekil EK-5.8.Yasa gore boy z skoru ve sistatin C duzeyleri
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Sekil EK-5.9a.Spot idrar albumin:kreatinin ve GGT duzeyleri
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Sekil EK-5.9b.Spot idrar albiimin:kreatinin ve GGT diizeyleri. Ekstrem degeri olan 1

hasta disarida birakilarak egilim ¢izgisi ¢izilmistir.
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Sekil EK-5.10a. Bagvuru sirasindaki yaslar ve spot idrar B2MG:kreatinin oranlar1
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Sekil EK-5.10b. Bagvuru sirasindaki yaglar ve spot idrar B2MG:kreatinin oranlari.

Ekstrem degeri olan hasta 1 disarida birakilarak egilim ¢izgisi ¢izilmistir.
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Sekil EK-5.11a. Spot idrar B2MG:kreatinin oranlar1 ve sol renal ven akim hizlar1
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Sekil EK-5.11b. Spot idrar B2MG:kreatinin oranlari ve sol renal ven akim hizlari.

Ekstrem degeri olan 1 hasta disarida birakilarak egilim ¢izgisi ¢izilmistir.
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Sekil EK-5.12a. Boya gore viicut agirliklar1 ve spot idrar NGAL :kreatinin oranlar1
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Sekil EK-5.12b. Boya gore viicut agirliklar1 ve spot idrar NGAL:kreatinin oranlari.

Ekstrem degeri olan 2 hasta disarida birakilarak egilim ¢izgisi ¢izilmistir.



157

160
140
120
100
80
60 ®

40

UMOD:kreatinin (ng/mg)

20 (]
[ d : ’0 oo o4
0 5 10 15 20 25 30
Yas (yil)

Sekil EK-5.13a. Basvuru yaslar1 ve spot idrar UMOD:kreatinin oranlar1
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Sekil EK-5.13b. Bagvuru yaslar1 ve spot idrar UMOD:kreatinin oranlar1. EKstrem

degeri olan 1 hasta disarida birakilarak egilim ¢izgisi ¢izilmistir.
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Sekil EK-5.14a. Spot idrar UMOD:kreatinin oranlar1 ve sag renal ven akim hizlar1
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Sekil EK-5.14b. Spot idrar UMOD:kreatinin oranlar1 ve sag renal ven akim hizlari.

Ekstrem degeri olan 1 hasta disarida birakilarak egilim ¢izgisi ¢izilmistir.
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Sekil EK-5.15a. Spot idrar UMOD:kreatinin oranlar1 ve sol renal ven akim hizlar
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Sekil EK-5.15b. Spot idrar UMOD:kreatinin oranlari ve sol renal ven akim hizlari.

Ekstrem degeri olan 1 hasta disarida birakilarak egilim ¢izgisi ¢izilmistir.



EK-6: Kontrol Grubunun Korelasyon Analizleri

160

Spot idrar tetkiki Spot idrar tetkiki Korelasyon P degeri
katsayisi

Protein:kreatinin Albimin:kreatinin 0,481° 0,005
B2MG:kreatinin 0,407° 0,021
UMOD:kreatinin 0,567° 0,001
Alblmin:kreatinin B2MG:kreatinin 0,455° 0,009
KIMZ1:kreatinin 0,415° 0,018
B2MG:kreatinin UMOD:kreatinin 0,378° 0,033




	● Serum Sistatin C
	● 24 saatlik kan basıncı (uyum sağlayabilen hastalarda):
	● Spot idrarda beta-2 mikroglobulin
	● Spot idrarda ELISA ile (yaş ve cinsiyet eşleştirilmiş eşit sayıda kontrol ile birlikte, duplike çalışılarak; kit ve cihaz üreticilerinin önerdiği protokoller ile)
	o KIM-1 (kidney injury molecule 1),
	o NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin),
	o UMOD (uromodulin)
	Radyolojik görüntüleme: Renal ve üriner sistem US ile Doppler US:

