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1. GIRIS VE AMAC

Proteiniiri, 200 yi1ldan daha uzun siire 6nce tanimlanmistir. 1827 yilinda ilk olarak
Richard Bright albiimin igerikli idrar ile bobrek hastaligini iliskilendirmistir (1).

Normal idrar, proteinleri, albumin, Tamm-Horsfall proteini, Ig fragmentleri, diisiik
molekiil agirliklt proteinleri icerir. Saglikli insanlarda referans degeri < 150 mg /giin’diir.
Bunun tizerindeki atilim proteiniiri olarak tanimlanir (2).

Proteiniirideki 1srarli bir artis genellikle bobrek hasarinin bir gostergesidir. Bobrek
hastaliginin tipine bagl olarak diigiik molekiil agirlikli globulinler ve albumin idrara ¢ikar.
Diistik molekiil agirlikli globulinlerin ¢ikisindaki artig tiibiilointersisyel hastaligin bazi
tipleri i¢in tanida kullanmaktadir. Albiimin atilimindaki artis diabetes mellitus, glomeriiler
hastalik veya hipertansiyon sonucu olusan kronik bobrek hastaliginin duyarli bir
belirtecidir (3).

Idrarda total protein tayini;

1. Lowry metodu

2. Triklorasetik asit veya siilfosalisilik asit ile muamele sonras tiirbidimetrik tayin

3. Benzetonyum kloriir, amonyum kloriir ile muamele sonrasi tiirbidimetrik tayini

4. Coomassie brillant blue ile boyama

5. Pirogallol kirmizi, molibdat ile boyama yontemleriyle yapilmaktadir (4).

Benzetenyum kloriir iceren tlirbidimetrik veya boya baglayici yontemler bir ¢ok
Laboratuarda manuel tekniklerin yerini almistir (2).

Idrar kompleks bir karisimdir. Genis degisken osmaliletesi, iyonik kompozisyonu,
metabolit iceriginin degisken olmasi nedeniyle idrarda bulunan protein karigimlari,
(albumin, globulin, Tamm-Horsfall proteini, polipeptitler) farkli protein reaktifleriyle
farkli oranlarda reaksiyona girerler (2). Idrardaki total protein diizeyinin 6lgiimiinde,
kullanilan metodlarin kalibrasyonundaki varyasyonlar da dahil olmak iizere, analitik

Ozelliklerdeki farkliliklarin bir sonucu oldugu diisiiniilen ciddi bir varyasyonun mevcut



oldugu bilinmektedir.  Bu durum, c¢aligmalar arasindaki diyagnostik performans
farkliliklarina da agiklayabilir (5).

Albiiminiiri tanimi, albiiminin birim zamanda (genellikle /24 saat) idrar yoluyla
atilim miktar1 seklinde belirtilmektedir (6). Alblimin atiliminin geleneksel normal iist limiti
30 mg/giin olmasina ragmen, son epidemiyolojik veriler genel popiilasyondaki seviyelerin
daha diisiik oldugunu gostermistir (7).

Mikroalbiiminiiri, albiimin-kreatinin orani 30 ila 300 mg albiimin /g kreatinin
araliginda olmasidir (8). Makroalbiiminiiri, albiimin /kreatinin oran1 300 mg /g ilizerinde
olmasidir (9).

Idrardaki albiimin atilimi, bobrek hasar1 ile beraber bobrek hastaliginin
progresyonunu gdstermektedir. Ayni zamanda son donemde yapilan c¢alismalarda,
kardiyovaskiiler hastalik i¢in de bir risk faktorii oldugu ortaya konulmustur (6).

Idrarda bulunan albiiminin molekiiler formlar1 ve ¢esitliligi; albiiminin modifiye
formlarimin farkl filtrasyonu ve farkl tiibiiler geri alinimi, albiiminin tiriner yol boyunca
proteoliz araciligryla maruz kaldigr modifikasyonlar, oksidan, serbest radikal ve idrarda
bulunan diger ligandlarin meydana getirdigi kimyasal degisiklik ve idrar1 dondurma
esnasinda olusan degisiklikler sebebiyle plazmadakinden farklidir (6). Bu yiizden, idrarda
albiiminin referans materyali elde edilememistir. Referans metodu yoktur (6,10). Idrar
alblimin diizeyi 6l¢limiiniin rolii, dogru ve net rapor edilen laboratuar sonuglarina odaklidir
(6).

Idrarda albiimin, immiinotiirbidimetrik, immiinonefelometrik, ELISA, HPLC, likit
kromotografi, tandem mass yontemleriyle tayin edilmektedir (10). Bu bilgiler 1s18inda tiim
diinyada, heniiz idrarda total protein ve albliminin standardizasyonu tamamlanmamustir.

Idrarda total protein ve albiimin &l¢iimii, klinik laboratuvarlarda yaygm olarak
kullanilan, ancak mevcut yontemlerin birbirinden farkli avantaj ve dezavantajlar1 nedeniyle
hangi yontemin kullanilacagi hakkinda iizerinde fikir birligine varilamamis bir konudur.
Amacimiz, idrarda total protein Ol¢iimii igin, biyokimya laboratuvarimizda kullanilan
tirbidimetrik metodu ile, Modifiye Purdy metodunu, Lowry, Bradford metodlarinin
analitik performanslarini  Karsilastirmaktir. idrarda albiimin &lgiimii icin, biyokimya
laboratuvarimizda kullanilan immiunotirbidimetrik metod ile, immiinonefelometrik

yontemin analitik performanslarini karsilagtirmaktir.



Bu ¢alisma sonuglarina gore, idrarda total protein ve idrarda albiimin igin hangi
yontemlerin  analitik performans acgisindan daha wuygun olabilececegine karar
verilebilecektir.Bu da hastalarin bobrek fonksiyonlarinin daha dogru degerlendirilmesinini

saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobreklerin Anatomisi

Bobrekler retroperitoneal yerlesimli organlar olup iist kutuplar 12. torasik, alt
kutuplar 3. lomber vertebra hizasindadir. Her biri ortalama 150 (130- 180) gram
agirhigindadir (4).

Bobreklerin konkav olan i¢ yiiziinde bobrek hilusu bulunmaktadir. Bobrek hilusunda
bobregin damarlari, lenfatikleri, sinirler ve renal pelvis yer alir. Renal pelvis ilk 6nce 3
major kalikse, major kaliksler de 8 veya daha fazla mindr kalikse boliiniir. Bobregin sagital
kesitinde mediilla ve korteks olmak {izere 2 ayr1 bolge fark edilir.

Her bir bobrek, genellikle birinci lomber vertebra hizasinda aortadan ¢ikan tek bir
arter ile kanlanir. Bu arterler dallanarak afferent ve efferent arteriollere kadar uzanir ve
vendz sistem yoluyla inferior vena kavaya dokiiliir. Sekil 1’de bobregin anatomik yapist

goriilmektedir (11).

Renal arter
| Renal ven

Renal
Pelvis

Mediilla

Sekil 1. Bobregin Anatomik Yapisi



Bobregin en kiigiik anatomik ve fonksiyonel iinitesi nefrondur. Her bir bobrekte
yaklagik 1.200.000 nefron bulunur. Nefron; glomeriil, proksimal tiibiiliis, henle kulbu,

distal tiibiiliis ve toplayici kanallardan olusur (4). Sekil 2 de nefronun yapis1 goriillmektedir.

2.2. Bobrek Fonksiyonlar

Bobreklerin 3 6nemli fonksiyonu vardir. Bunlardan birincisi sekretuar fonksiyon,

ikincisi diizenleyici fonksiyon ve ti¢iinciisii metabolik fonksiyondur (12).
2.2.1. Bobregin Sekretuar Fonksiyonlar:

Kanla perfiize olan bobreklerden idrar olusumu iki basamakli bir olaydir ve her bir
basamak nefronun anatomik olarak ayr1 iki segmenti tarafindan yerine getirilir:
glomeriillerden plazmanin filtrasyonu ve tiibiiliislerde selektif reabsorbsiyon ve sekresyon.

Sonug olarak metabolik artik maddelerin (iire, kreatinin, iirik asit gibi) ve ekzojen

maddelerin (ilaglar, toksinler ve metabolitleri) atilimini saglar (11).

1'0
®

CTortex

: - ;5 10

Quler mectully
3
)
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Inner = 1=
meciulla
= — s

Sekil 2. Nefronun Yapisi

1, glomeriil ve Bowman kapsiilii 2, proksimal kivriml tiibiil; 3, proksimal diiz tiibiil (pars rekta); 4, ince inen
kol 5, ince ¢ikan kol 6, kalin ¢ikan kol; 7, makula densa; 8, distal kivriml tiibiil; 9, baglayict tiibiil; 10,
kortikal toplayici kanal; 11, dis mediiller toplayici kanal; 12, i¢ mediiller toplayici kanal.



2.2.2. Bobregin Diizenleyici Fonksiyonlar:

Bobregin regiilatuvar fonksiyonu denilince akla sivi-elektrolit dengesi gelmektedir.
Bobrek bu gorevi birinci olarak total viicut suyunun ve plazma osmolalitesinin idamesi ile
su dengesini kontrol ederek ve ikinci olarak asit-baz ve elektrolit (sodyum, kloriir,

kalsiyum vb) dengesini saglayarak yerine getirir (11).

2.2.3. Bobregin Metabolik Fonksiyonlari

Bobrek ¢esitli hormonlarin yapim ve yikim yeri olarakta gérev almaktadir. Bobrekte
sentez edilen hormon ve benzeri maddeler; renin, vitamin D, eritropoetin, prostaglandinler,
kallikrein-kinin, biiylime faktorleri ve endotelindir. Bobrek 6zellikle peptit yapili
hormonlarin katabolizmasinda gorev alir. Bu hormonlar; insiilin, glukagon, parathormon,
kalsitonin, prolaktin, biliyiime hormonu, vazopressin ve gastrointestinal hormonlardir.

Ayrica bobrek glukoneogenez ve lipit metabolizmasinda da rol oynar (4,12).

2.3. Glomeriiler Filtrasyon

Idrar olusumunun ilk basamag: glomeriiler ultrafiltrasyondur. Glomeriiler filtrasyon,
plazmanin filtrasyon membranindan ultrafiltrasyonla siiziilerek, bowman kapsiilii araligina
ge¢mesidir. 180-200 L/glin plazma ultrafiltrati olusur. Nefronda glomertiler filtrasyon,
tiibiiler sekresyon ve tiibiiler geri emilim olaylar1 sonucunda idrar olusur (4,12).

Glomeriiler kapiller duvar iic komponentten olusur. Igteki duvar, fenestreli
endotelyum, glomeriiler bazal membran, epitelyal hiicre tabakasi, epitelyal tabakada
parmaksi ¢ikintilarin arasindaki filtrasyon yariklarmi (slit diyagram) igerir (13,14).
Glomertiler bazal membran her bir komponentle beraber glomeriiler secicilige katkida
bulunur (15).

Glomertiler kapiller duvar (GKD) yiiksek ultrafiltrasyon kapasitesine sahip 06zel
kapiller ag dan olusan bir membrandir. GKD’ 1 histolojik yapis1 Sekil 3’te sematize

edilmistir.
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Sekil 3. Glomeriiler Kapiller Duvarin Histolojik Yapisi (16).

Kapiller hiicreleri arasinda 40-100 nm ¢apinda porlar mevcuttur. Bu porlar negatif
yiiklii biyomolekiiller ile ¢evrilidir. Plazma proteinleri, endotelyal agikliklardan kolayca
gecerek glomeriiler bazal membrana ulasir (17).

Bazal membran lamina rara eksterna, lamina rara interna, lamina densa olmak iizere
3 tabakadir. Lamina densa glikoprotein, proteoglikan, tip 4 kollajen icerir. Lamina densa
proteinlerin tiibiiler liimene ge¢mesini engelleyen esas boyut bariyerini olusturur. Lamina
rara heparin siilfat gibi negatif yiiklii polianyonik glikoproteinlerden zengin oldugu igin
esas ytik bariyerini olusturur (4).

Epitel hiicreleri podosit olarak adlandirilir ve bunlarin bazal membrana uzanan
ayaksi cikintilar1 vardir. Ayaksi ¢ikintilar arasinda filtrasyon yariklar1 (Slit diyafram)
vardr.

Ayakst cikintilar glikosialoproteinler ile kaplidir, Sialik asitten zengindir. Slit
diyafram (SD) ise glomertil filtrasyon bariyerinin en 6nemli komponentidir. GKD’dan
protein gegisinin engellenmesi ancak kismen anlasilmistir (14,15).

Glomeriiler bariyerden molekiillerin gecisi, molekiilerin biiytikliik, yiik ve diger

biyokimyasal 6zelliklerine baglhdir (15).

2.3.1. Biiyiikliik Secici Ozellik

Herhangi bir molekiiliin glomeriil kapiller duvardan filtre olmasi molekiiliin
biiyiikliigii ile ters orantilidir. Biiyiikliik segici bariyere endotel hiicrelerinin katkis1 yoktur.
Endotel hiicrelerinin arasinda bulunan pencereler kanin sekilli elemanlarinin gecisini

engeller ancak makromolekiillerin filtrasyonuna engel olamazlar (4). SD, ayaksi



cikintilarin birbiriyle iligkisini saglar. Filtrasyon bariyerinin biyolojik aktif bilesenidir. Slit
diyaframin yapisini olusturan nephrin molekiilindeki mutasyonun nefrotik sendroma yol
actigiin gosterilmesi bu yapinin patogenezdeki énemine dikkati cekmektedir (13).

Membran kiiciik soliitlere ve suya oldukca gecirgen iken daha biiylik molekiillerin
gecisine karsi 6nemli bir engel olusturmaktadir (14).

Molekiillerin yaricapt 2 nm den azsa GKD’dan gecer. Glomeriiler filtrata MA kiiciik
olanlar gegebildigi halde >40 kDa molekiil agirligi (MA) olanlar gecemez (14).

Albiimin 69 kDa agirhigindadir. GKD tarafindan ultrafitrata gecisi engellenir.
Biiyiikliik glomertiler filtrasyon i¢in tek belirleyici faktor degildir. Calismalar géstermistir
Ki, ayn1 ¢aptaki notral dekstran molekiilleri bariyeri, (-) yiikli dekstran molekiillerinden
daha kolayca geger (14).

2.3.2. Yiik Secici Ozellik

Glomeriiler bazal membran (GBM)’da bulunan heparan siilfat ve diger
proteoglikanlar nedeniyle negatif yiik tasirlar. Glomeriiler epitelyal hiicreler ve ayaksi
cikintilarin yiizeyleri de negatif ytiklii sialoproteinler ile kaplidir (15) . Bu komponentler
anyonik maddelerin azalmis filtrasyonuna neden olur. Cogu serum proteinleri 6rnegin
albiimin fizyolojik PH da (-) yiiklenir. (-) yiiklii bariyer albiiminin gegisini sinirlar. Lizozim

gibi serumdaki polikatyonlar glomeriiler kapiller duvardan kolayca geger (14).

2.3.3. Proteinlerin Tiibiillerden Reabsorbsiyonu

Son yillarda yapilan ¢alismalar glomeriilden filtre olan albumin miktarinin eskiden
kabul edildiginden daha fazla oldugunu gostermistir. Comper, Molitoris ve arkadaglari
tarafindan yapilan 2-foton mikroskobisi ¢alismasinda proteiniirisi olmayan hayvanlarin
albiimini 6nceden diisiiniilenden 50 kat fazla filtre ettiklerini gdstermistir. In vivo ya da
izole perfiize bobrekte yapilan caligmalarda, renal artere verilen radyoaktif albiiminin,
renal vende radyoaktif profilinin belirlenmesiyle ilgili ¢calismalar yapilmistir (1).

Proksimal tiibiil hiicreleri tarafindan alinan ve tekrar kan dolagimina gonderilecek
olan albiimin, baslangigtaki radyoaktif isaretli albiiminin geg¢isinin ardindan, renal vende

ikinci bir pik olarak isaretli alblimin gosterilmistir (1). Siiziilen albiiminin biiyiik bir kism1



(>%95) geri kazanim yolagi tarafindan alinip kan dolasimina dondiiriiliir. Geri kazanim
yolagi tarafindan alinan albiiminin disindaki, kiiciik orandaki (<%5) albiimin de,
degradasyon yolagina ve bunu takiben de idrar yoluyla atilima iletilir (1).

Albiimin, proksimal tiibiil hiicreleri tarafindan hizli bir sekilde endositozla alinir.
Albuminin proksimal tiibiilliste iki protein reseptdriine baglandigi (megalin ve cubilin) ve
reseptor aracilikli endositoz ile geri emildigi gosterilmistir (4,14).

40 kDa’1n altinda olan ve serbestge filtre olan proteinler 6zellikle proksimal tiibiilde
reabsorbe olur sonra da katabolize edilmektedirler (4). Bobrek, diisiik molekiil agirlikli
proteinlerin, peptidlerin, hormonlarin (Paratroid hormon, insulin gibi), Ig parcaciklarinin
(hafif zincir, B2 mikroglobulin) ve ¢esitli enzimlerin (lizozom, amilaz gibi) katabolize
edildigi primer organdir. Tiibiillerin reabsorbsiyon ve metabolize etme kapasitesini asacak

sekilde bu proteinler filtre olursa o zaman idrarda saptanabilirler (4).
2.4. Proteiniiri

Proteiniiri, 200 yildan daha uzun siire 6nce tanimlanmigtir. Nefroloji tarihini anlatan
bir makalede J.S. Cameron, Domenico Cotogno'nun 1770 yilinda proteiniiri ile ilgili ilk
verileri kagida doktiiglinii bildirmistir. 1827 yilinda ilk olarak Richard Bright, albiimin
icerikli idrar ile bobrek hastaligini iligkilendirmistir (1).

Idrarla giinliik protein atilimi fizyolojik kosularda yetiskinlerde 150 mg n altindadur.
Tekrarlanan Ol¢iimlerde 150 mg/giin lizerinde protein atiliminin saptanmasi proteiniiri
olarak tamimlanir (4) . Genellikle proteiniiri, yeni doganlarda (ilk 30 giin) 145 mg/m%/24
saat, cocuklarda (2-10 yas) 85 mg/m2/24 nin iizerinde olmasidir (18).

Idrar proteinlerinin %60’ 1 plazma, %40°1 bdbrek dokusu kaynaklidir. (19) Normal
idrar proteinleri, aloumin, Tamm-Horsfall proteini, 1g fragmentleri, diisiikk molekiil agirlikli
proteinleri igerir (2). Bobrek orjinli ii¢ protein vardir. Tamm- Horsfall proteinleri, distal
tiiblildeki epitelyal hiicreler tarafindan sentezlenir. Mukoprotein yapisindadir. Anti-viral
aktivitesi var oldugu diisiiniilmektedir. Urokinaz, tiibiiler hiicreler tarafindan liiminal siviya
sekrete edilen antifibrinolitik bir enzimdir. Sekretuar Ig A, bobrek tiibiiler epitelyal
hiicreler tarafindan sentezlenir (14). idrar proteinlerinin yaklasik 1/3 albiimin, 2/3 i de
globiilindir. 24 saatlik idrarda 70 mg mukoprotein, 16 mg albiimin, 6 mg immiinglobiilin,

16 mg asit mukopolisakkarit, diger proteinler, enzimler, hormonlar igerir (14).
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2.4.1. Proteiniiri Tipleri

Proteiniiri tipleri asagidaki kriterlere gore belirlenebilir (1-4):
2.4.1.1. Atilan Protein Miktarina Gore Proteiniiriler
2.4.1.1.1. Nefrotik Olmayan Proteiniiri

Yetigkinlerde ise 3,5 gr/glin'den az olmasi durumudur. Bu araliktaki proteiniiri,
glomeriiler hastaliklar1 diglamaz, tlibiilointersisyel veya vaskiiler hastaliklar1 diigiindiiriir,

Bu hastaliklar, intersisyel nefrit, reflii nefropatisi, polikistik bobrek hastaligi, ilag
kullanimiyla (analjezik) uyarilan nefropatileri, akut tiibiiler nekroz, kollojen doku
hastaliklari, multiple myelom, agir metal zehirlenmelerini igermektedir. Cesitli sistemik
hastaliklar bobregi etkileyebilir. Hipertansiyon, SLE (Sistemik Lupus Eritematozus) ¢esitli
derecelerde proteiniiriye neden olabilir. Hipertansiyon bu araliktaki proteiniirinin en

Oonemli sebebidir (20).
2.4.1.1.2. Mikroalbiiminiiri

Glomeriiler proteiniirinin bir tipidir. Normal diizeyin lizerinde olan ancak dipstick ile
saptanamayan bir albiimin atilimi s6z konusudur. Idrar érneginde 2-20 pg/dk (mg/dL) (1)
veya 30-300 mg/giin (18). 5 yildan uzun siireli diyabetli olan hastalarin %4-15'inde
mikroalbuminiiri goriilmektedir. Tip 1 diabetes mellitusta nefropatinin en erken ve

muhtemelen geri doniisiimlii glomeriiler hasar gostergesi olarak goriilmektedir (21).
2.4.1.1.3. Nefrotik Proteiniiri

Cocuklarda 40 mg/ m?/saat’in iistiinde yetigkinlerde ise 3,5 gr/glin'den fazla protein
atilm1 nefrotik proteiniiri kabul edilir. Masif proteiniiri, hipoproteinemi, ddem ve
hiperkolesterolemiye neden olan her tiirlii glomeriiler hastalik nefrotik sendrom olarak
adlandirilir (22).

Nefrotik sendrom nedenleri primer ve sekonder nedenler olarak siniflanmaktadir.
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Primer nefrotik sendrom nedenleri:

Minimal degisiklikler gosteren nefrotik sendrom (MCNS).
Fokal glomeriilosklerozis.

Diffuz mezengioproliferatif glomeriilonefrit.
Membranoproliferatif glomeriilonefrit.

Konjenital nefroz (Fin tipi nefropati)’dur.

Sekonder nefrotik sendrom nedenleri:

Postenfeksiyoz nedenler:

Grup A Beta Hemolitik Steptokok

Tuberkiiloz

Viral (Varisella,HepatitB,HIVtipl, Enfeksiyoz mononukleozis)

Artrit, Poliarteritis Nodoza

Diabetes mellitus

Malignensiler (Losemi, Lenfoma, Wilm’s tumoru, Feokromasitoma)

[laglar (probenesid, fenoprofen, kaptopril, lityum, warfarin, civa, altin,

trimetadion) (23).

Sistemik hastaliklardan en sik rastlanilani diabetik nefropatidir. Komplike olmayan
hipertansiyonda nadiren proteiniiri goriiliirken, malign hipertansiyonda nefrotik proteiniiri
gortliir (20).

2.4.2. Devam Etme Siiresine Gore

Proteiniiri gecici yada kalict olabilir.

2.4.2.1. Gegici Proteiniiri

Proteiniirinin bir idrar 6rneginde saptanirken, sonrakinde saptanmamasidir. En sik
rastlanan proteintiri seklidir. Erkeklerde %35, kadinlarda %7 oraninda goriiliir. Gegici
proteiniiri; fonksiyonel, intermitant ya da ortostatik olabilir (17).

Fonksiyonel proteiniiri: bobrek hastaligi olmadan iiriner proteinin fazla ¢ikisi ile

karakterizedir. Fizyolojik olarak egzersiz, ates, soguga maruziyet stres gibi faktorler gegici
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olarak artmis protein atilimina yol agabilir (15,17). Egzersizden sonra, glomeriiler
filtrasyonun artt1g1, tlibiiler reabsorsiyonun azaldig1 gosterilmistir (20).

Intermittant proteiniiri: Arada normal dénemleri olan ataklar halinde proteiniiri
goriilmesidir. Bu hastalar hipertansiyon veya diger sebepler agisindan degerlendirilmelidir.

Postural veya ortostatik proteiniiri, ¢ok ayakta kalan bireylerde olur. Tam
mekanizmasi bilinmemektedir. Postural proteiniiri, glomeriiler orjinlidir. Artmis bobrekteki
vendz veya lenfatik basincin artmasiyla iliskilendirilebilir. Postural proteiniirisi olan
bireyler periyodik olarak kontrol edilmelidir. Ciinkii, proteiniiri bilinen boébrek hastaliklar
ya da ayakta kalmayla da artabilir (15,20).

Siirekli (persistan) proteiniiri, klinik olarak en Onemli grubu olusturmaktadir.
proteiniirinin devamli olarak saptanmasi altta yatan sistemik veya bobrek hastaliginin bir
gostergesidir ve mutlaka yakin izlem gerektirir (17,24). Proteiniiri, primer bdbrek
hastaliklar1 ve sekonder bobrek hastaliklart (sistemik hastaliklar nedeniyle ) sonucu siirekli
ve siddetli olabilir. Genellikle, kalic1 ve ilerleyici proteiniiriye sahip olan bireylerin yasam

beklentisi genel popiilasyonla kiyaslandiginda azalmistir (20).

2.4.3. Olus Mekanizmasina Gore

Glomeriiler, tiibiiller ve tasma (overflow) proteiniiri olarak ii¢c ¢esittir. Inatci

proteiniirinin en sik sebebi de glomeriiler proteiniiridir.

2.4.3.1. Glomeriiler Proteiniiri

Bu durum makromolekiillerin (albumin) glomeriiler duvardan normalden fazla filtre
edilmesi ile ortaya c¢ikar. Glomeriiler hastaliklarda, proteinlere karsi glomertiller
gecirgenliginin artmasi proteiniiri ile sonuglanir. Baslica albumin ve transferrin, alfa-1 asid
glikoprotein, alfa-1 antitripsin, prealbumin, antitrombin gibi biiyiiklik ve elektriksel yiik
olarak albumine benzer proteinlerin, daha az oranda, IgG gibi yiiksek molekiiler agirlikli
proteinlerin ve ¢ok az oranda da diisiik molekiiler agirlikli proteinlerin idrarla atilimi s6z
konusudur (17).

Glomeriiler hastaligin ayirt edici bir 6zelligi tiibiiler hastalikta genellikle olmayan

yiiksek molekiil agirlikli proteinlerin varligidir (14). Glomeriiller selektivite korundugu
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stirece biliylik molekiil agirlikli proteinler idrarda goériinmezler (17). Tiibiiler fonksiyon
normaldir ve kiiciik plazma proteinleri biiyiik oranda geri emilir. Glomeriiler proteiniirinin
en 6nemli sebebi DM dir. Agir proteiniiri, diyabetik nefropatinin klinik belirtilerindendir.
Diabetlilerin % 10-30 unda glomeriiler yapidaki hasardan dolay1r artan permeabiliteye
bagli olarak proteiniiri gelisir (25,26).

Primer glomeriiler hastaliklar Tablo 1’de, Sekonder glomeriiler hastaliklar Tablo

2’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Primer Glomeriiler Hastaliklar

1. Minimal degisiklik hastalidi

2. Mezangial proliferatif glomerilonefrit
3. Fokal segmental glomeriloskleroz

4. Membrandéz nefropati

5. Membranoproliferatif glomerilonefrit

6. IgA nefropatisi
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Tablo 2. Sekonder Glomeriiler Hastaliklar

1-Multisistemik hastahiklar: 2-Herediter hastaliklar

Diyvabetes mellitus Alport sendromu

Amiloidozis Fabry hastalhig
SLE MNail-patella sendromu
Vaskdlitler Orak hucreli anemi
Krivoglobllinemi Konjenital nefrotik sendrom
Dermatomiyozit al-antitripsin eksikligi
Sarkoidoz

Miksddem

Ilaclar ve allerjenler: 4- Infeksiyon hastahiklar:

Kaptopril, organik altin, D-
Bakteriyel: Poststreptokoksik
penisilamin, probenesid, organik ve
glemerilonefrit, subakut bakteriyel
elementer civa, eroin, kontrast
endokardit, ventriklloatriyal sant
maddeler, ari sokmasi, polenler, yilan
nefriti, konjenital sfiliz, refld
zehiri, alfa interferon, nonsteroid
nefropatisi
antiinflamatuar ilaclar Penisilamin,
Viral: Hepatit B, Hepatit C, HIV
probenesid
Protozoal: Malarya, toksoplazma

Neoplaziler: Diger nedenler:

Soliter: Akciger, kolon, mide,
meme, bébrek, serviks, over, prostat,

pankreas Ca

Gebelik, Akselere hipertansiyon,
Konjestif kalp yetmezligi, Konstruktif

perikardit, V. cava inferior trombozu,

Lenfoproliferatif : Lodsemi, Renal ven trombozu, Vezikolreteral

lenfoma, multipl myelom reflt, Kr. transplant rejeksiyonu

Glomeriiler kaynakli proteiniiri mekanizmalart:

1- Glomertiler bazal membranin gecirgenligi bozulur ve buna bagli olarak proteiniiri
olusur. Artmis protein yiikii tubuler geri emilim kapasitesini asar, idrarda belirir.

2- Glomertil kapillerindeki yiik dengesinin bozulmasi sonucu selektif proteiniiri
olusur.

3- Nefron sayisinin azaldigi durumlarda kalan nefronlar, glomeriiler gecirgenliklerini
arttirarak protein kaybina neden olur.

4- Stres esnasinda goriilen ve yiiksek anjiotensin diizeylerine bagli proteiniiride

neden, filtrasyon fraksiyonundaki artma ve efferent arteriolde gelisen vazokonstriksiyon ile
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olusan transkapiller hidrostatik basinc artist glomeriiler filtrasyon hizin1 arttirarak

filtrasyon fraksiyonunu yukseltir (27).

2.4.3.2. Tiibiiler Proteiniiri

Proksimal tiibliler reabsorbsiyon bozuldugunda serum proteinleri ultrafiltratta
goriliir. Primer tiibliler proteiniiri, normal glomeriiler permeabilitenin varhiginda diisiik
MA proteinlerin tamamlanmamis reabsorbsiyonu ile karakterizedir. Diisiik MA’ I
proteinlerin idrarda bulunmasi bobrek parankimal hastaliklarin erken saptanmasinda,
takibinde yararli olabilir (14).

Tiibiiler proteiniiri de B2 mikroglobiilin, Retinol binding protein, lizozim, o1 -asit
glikoprotein, ¢esitli hormon ve enzimler artmis olabilir (28,29). Piir tiibiiler proteiniiri ile
iligkilendirilmis rahatsizliklar, gilinliik atilan idrar proteinlerinin 1 g’dan az olmasiyla
sonuglanir. Tiibiiler proteiniiride albiimin 6nemli miktarda bulunur, fakat <50 kDa
altindaki proteinler daha hakimdir (14).

2.4.3.3. Tasma Proteiniirisi

Bu durum, nefronun normal geri emme kapasitesini asan miktarda diisiik molekiil
agirlikli proteinlerin vucuttaki diger dokular tarafindan {iretilmesine ve bobreklerle geri
emilememesine bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu proteinlerin ¢ogu immunoglobulin
hafif zincir proteinleridir (multipl myelom, benign monoklonal gammapati vb) (30).
Hemoglobin, myoglobin ve lizozim tagsma proteiniirisine neden olabilen diger nedenlerdir

(2,13).

2.5. Hastaliklarda Proteiniiri Mekanizmalari

Diabetik nefropati, gelismis {ilkelerde son donem bobrek yetmezligi (SDBY)
nedeniyle ilk kez diyalize giren hastalarin yaklasik %50’sinde etiyoloji Diabetes Mellitus
(DM)’ dur ve diabete bagli mortalite ve morbiditenin en 6nde gelen nedenidir (31).
Diabetik nefropati patogenezinde, glikotoksisite ve neden oldugu metabolik olaylar kadar

hemodinamik mekanizma da sorumlu tutulmaktadir (32). Glikotoksisite ve hemodinamik
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olaylar sonucu, makrofajlardan TNF-o, Insiilin Growth Faktér -1 (IGF-1) ve IL-1
(Interldkin -1) gibi bir ¢ok sitokin salgilanir (33,34). Diabetik nefropatide klinik bulgularin
ilerlemesiyle glomeriiler bazal membranda kalinlasma, mezansial matrikste genisleme ve
fokal glomeriiloskleroz goriiliir (35). Filtrasyon alaninda ve nefron kitlesinde azalma, daha
yiksek kapiller akimla sonuglanir ve bu adaptasyon mekanizmalariyla artan
intraglomeriiler basing, hiperfiltrasyon ve bazal membrandaki secici gecirgenlikteki
degisiklikler ile hizlanan ilerleyici proteintiiri olusur (17).

Bobreklerde hipertansiyona bagli olarak afferent arteriyollerde hyalinizasyon ve
skleroz olusur. Laboratuvarda ise mikroalbuminiiri en erken bulgudur. Mikroalbiiminiiri
intraglomeriiler hipertansiyon varligmin gostergesidir. Bobrek fonksiyonlar1 progresif
olarak azalir ve kaginilmaz olarak dnlemlerin alinmasina gore belirli oranda bdbrek hasari
er veya ge¢ olusur. Hatali 6nlem ve tedaviler sonucunda kronik bobrek yetmezligi
geligebilir (36).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, proteiniirinin yalnizca glomeriiler hasarin derecesini
yansitmakla kalmadigini, bununla beraber bobrek hastaliklaranin ¢ogunda hastaligin
ilerlemesinde etkili oldugunu goéstermistir. Proteiniirinin derecesi, bir ¢ok bobrek hastaligi
icin kotli bir prognoz gostergesidir (37). Cameron ve arkadaslarinin (1978) nefrotik
diizeyde proteintiirisi olan hastalarin prognozunun, nefrotik diizeyde proteiniirisi olmayan
hastalara gore belirgin kotii oldugunu gostermesi (38), proteiniiri ve bobrek hasarinin
ilerleyisi arasindaki iliskinin ilk kanitlaridir. Gilinimiizde; proteiniirinin eslik ettigi
glomeriilopatilerde, glomeriiler kapiler bariyer lizerinden gerceklesmekte olan anormal
protein trafiginin hastaligin bir parcasi olmasinin yani sira intrinsik bir toksisiteye yol
actig1 ve hastaligin ilerlemesine dogrudan katkisi oldugu kabul edilmektedir. Proteiniirinin
bu etkisi, esas olarak varolan inflamasyonu artirmasindan kaynaklanmaktadir. Buna
yonelik kanitlar arasinda atilan protein miktarinin, tiibiilointerstisiyel infiltrattaki-
inflamatuar hiicre ve ozellikle T lenfosit miktar1 ile iligskisi olmas1 gosterilebilir (39)
Proteiniiriye eslik eden inflamasyonda, normalde proksimal hiicre bazal duvarda bulunmasi
gereken T lenfosit CD40 reseptorleri tiibiiler duvara kaymaktadir (40). T lenfositlerine
baglanmis proksimal hiicreler daha fazla inflamatuvar sitokin ve kemoatraktan
iretmektedirler. Artmis protein geri emilimi, 6zellikle proksimal tiibiil hiicrelerinde, gen
transkripsiyonunu da etkiler. Artmis protein geri emilimi, Ozellikle proksimal tiibiil

hiicrelerinde, gen transkripsiyonunu da etkiler. Yapilan in-vitro calismalarda; lipidden
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armdirilmig albumin, transferrin ve Immunoglobulin G'ye maruz birakilan proksimal tiibiil
hiicrelerinin konsantrasyona bagimli olarak ve giderek artan miktarlarda endotelin-1
sentezledikleri gosterilmistir (41).

Albumin ve transferrinin  monosit kemoatraktan protein (MCP-1) geninin
transkripsiyonunu uyardigi gosterilmistir (42). Yine, albuminin RANTES sitokininin
(Regulated on Activation Normal T Expressed and Secreted) IL-8 (Interlokin-8)
miktarinda artisa yol actigi bilinmektedir (43). Molekiiler diizeyde inflamatuvar gen
transkripsyonunun artmasina neden olan faktor, niikleer faktor-kappa-B'dir (NF-kB).
Normalde proksimal hiicre sitoplazmasinda inaktif durumda bulunan bu faktor, protein
filtrasyonunun artmasina bagli olarak proksimal tiiplerde albuminin geri emiliminin
artmasiyla miktara bagli olarak aktive olur ve inflamatuvar gen transkripsiyonu iizerindeki
engellemeyi ortadan kaldirir (44).

NF-kB ye bagli genlerin aktive olmasiyla kemotaktik proteinler ve immunoregiilator
sitokinler salinir. Sonugta inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ve fibrojenik sitokinlerin
etkisi ile interstisyel fibroblastlarda proliferasyon, matriks birikimi ve parankimada
skarlagma oldugu ileri siirtilmektedir (17).

Proteintiri, kardiyovaskiiler ve bobrek hastaligi i¢in bagimsiz bir risk faktorii olarak
bilinmektedir. Hatta protein atilim diizeyinde artis tespit edilmesinin, bobrek hastaligina
tan1 konmasi ve dogrulanmasi agisindan Onemli degere sahip oldugu; ve proteiniiri
miktarinin saptanmasinin, tedavi etkinligini ve hastaligin progresyonunu degerlendirmede
giivenilir bir faktor oldugu bilinmektedir (5).

Amerikan Ulusal Bobrek Vakfi (National Kidney Foundation) protein atilim
diizeyinde goriilen artisin bobrek hastaligi gelismesi agisindan risk altinda bulunan

hastalarda bir tarama yontemi olarak kullanilmasini 6nermektedir (5)

2.6. Idrarda Protein Olciim Yontemleri

2.6.1. idrarda Proteinin Kalitatif Ol¢iim Yontemleri

- Triklorasetik Asit (%20)
- Siilfosalisilik Asit
- Kaynatma- Asetik Asit
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- Heller Yontemi

-Tanret Yontemi

%20’lik triklorasetik asit (TCA) ile idrarda protein aranmasi:

Bir deney tiipiliniin 2/3’line kadar berrak idrar konur. Deney tlipiindeki berrak idrar
tizerine %20’lik TCA damla damla eklenir; bu sirada tiipteki idrarda bir bulaniklik veya
¢okelti olusup olusmadigina bakilir. Idrar iizerine %20’lik TCA damlatildiktan sonra

gbzlenenlere gore sonug rapor edilir. Bulaniklik gézlenmezse idrarda protein (-)’dir (45).

Siilfosalisilik asit (SSA) ile idrarda protein aranmasi:

Bir deney tiipiin 2/3’line kadar berrak idrar konur. Deney tiipiindeki berrak idrar
tizerine %20’lik siilfosalisilik asit ¢ozeltisinden damla damla eklenir; bu sirada tiipteki
idrarda bir bulaniklik veya ¢okelti olusup olusmadigma bakilir. idrar iizerine %20’lik
stilfosalisilik asit damlatildiktan sonra gozlenenlere gore sonu¢ rapor edilir. Bulaniklik
gozlenmezse idrarda protein (-)’dir (45). Yiiksek yogunluktaki idrarda, ciddi hematiiride,

sefalosporin, penisilin, siilfanamid metabolitleri yanlis (+) sonug verir (46).

Kaynatma-asetik asit yontemi ile idrarda protein aranmasi:

Hafifce asitlendirilmis 10 mL idrar, bir deney tiipline konur 1sitilir; bu sirada 1sitilan
kistmda bir bulaniklik veya ¢okelti olusup olusmadigina bakilir. Bir bulaniklik husule
gelirse sebebi ya albiiminler veya fosfat ve karbonat tuzlaridir. Tiipteki idrara damla damla
% 10’luk asetik asit solusyonu ilave edilir.Bulaniklik albiiminden olusuyorsa artar. Fosfat

ve karbonattan ileri geliyorsa asit ilavesinden sonra kaybolur (45).

Heller yontemi ile idrarda protein aranmasi:

Bir deney tiipiine az miktarda konsantre HNOg3 (Nitrik asit) konur, bunun iizerine
ayni miktarda idrar tabakalandirilir; tabakalarin temas yerinde beyaz bir halka olusup
olusmadigina bakilir. Beyaz bir halka olusumu gozlenmezse idrarda protein (-)’dir,beyaz

bir halka olusumu gozlenirse idrarda protein (+)’dir (45).
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Tanret yontemi ile idrarda protein aranmasi:

Bir deney tiipliniin 2/3’line kadar berrak idrar konur. Deney tiipiindeki berrak idrar
iistten 1sitilir; bu sirada 1sitilan kisimda bir bulaniklik veya ¢okelti olusup olusmadigina
bakalir.

Isitilan bolgede bulaniklik gozlenirse, bunun sebebi albiimin, fosfat veya
karbonatlardir. Idrara 1-2 damla Tanret reaktifi (36 g KI ve 13,55 g HgCl, bir miktar
distile suda ¢oziildiikten sonra voliim 1000 mL’ye tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 100 mL’si 20
mL glasiyal asetik asit ile karistirilarak kullanilir) damlatilir; bulanikligin  degisimi
gozlenir. Isitma ve Tanret reaktifi damlatma sonucunda gozlenenlere gore sonug rapor
edilir.

Isitma sirasinda 1sitilan bolgede bulaniklik gézlenmezse idrarda protein (-)’dir, 1sitma
sirasinda 1sitilan bolgede bulaniklik olusur ve Tanret reaktifi damlatma ile bulaniklik

artarsa idrarda protein (+)’dir (45).

2.6.2. idrarda Proteinin Semikantitatif Ol¢iim Yontemi

Dipstik testleri proteiniiriyi tesbit ederken en ¢ok kullanilan testlerdendir. Kagit
striplerde, reaktif genellikle tetrabromfenol olup, pH indikatorii vardir. Tamponun pH’ s1 3
tir. Proteinlerden ozellikle alblimin varliginda emdirilmis boyalarin renk degistirmesi
esasina dayanmaktadir (46). Indikatdr sar1 renktedir, anyonik olan protein varliginda,
maviye dogru, miktara gére degisik tonlarda renk degisimi gozlenir (17).

Dipstik, 6zellikle albiimin (-) yiiklii oldugu i¢in albiimine spesifiktir. Diger (+) yiikli
proteinleri goz ardi eder. Diisiik MA likli proteinlerden Ig hafif zinciri, f2 mikroglobiilin
tesbitinde sensitif degildir. (47). Alt 6lglim sinir1 15-30 mg/dL arasindadir. Semikantitatif
degerlendirme de 0 dan 4+ ya kadar derecelendirme yapilir, (17) .

Dipstik yontemlerin sensitivitesi %32-46, spesifitesi % 97-100 arasindadir (48).

Yanlis (+) sonuclar asagidaki durumlarda verebilir (46).

Alkali idrarda (pH> 7.5 ), alkali ilag alan bir hastadan veya bakterilerle kontamine
olmus bir idrarda oldugu gibi proteiniiri olmadig: halde pozitif sonug verir (49).

Yiiksek konsantrasyonlu idrarda, ciddi hematiiride, mukus, semen, 16kosit varliginda

idrar diliie edilmisse, protein kayb1 hafifse yanlis (-) sonuglar goriilebilir (46).
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2.6.3. Idrarda Proteinin Kantitatif Ol¢iim Yontemleri

Idrarda kantitatif protein analizi igin 24 saatlik idrar toplanmalidir. Sonra, protein
tayini yapilarak sonu¢ mg/24 saat cinsinden hesaplanir. Giliniimiizde idrar proteinini
kantitatif olarak dlgebilen ticari kitler gelistirilmistir (50).

Idrarda protein ¢ikismin degerlendirilmesinde yaygin kabul edilebilen ortalama
standart, tek bir method veya teknik yoktur (51). idrar kompleks bir karisimdir. Genis
degisken osmaliletesi, iyonik kompozisyonu, metabolit iceriginin degisken olmasi
nedeniyle idrarda bulunan protein karigimlari, (albumin, globulin, Tamm —Horsfall
proteini, polipeptitler) farkli protein reaktifleriyle farkli oranlarda reaksiyona girerler (2).

Diisiik MA protein ve peptitlerin 6l¢iimiiniin yanisira, albiimin ve globiilinlerin, var
olan metodlarla saptanmasinda sikinti vardir. Uriner proteinlerin genis varyasyonlar
nedeniyle, var olan otomatik yontemler, global, kabul edilebilir, bir kalibratorden yoksun
oldugu icin globiilinler ve diisiik MA proteinler gbz ardi edilmistir. Ideal metod biitiin

proteinlere ayn1 oranda hassas olmalidir (14).

idrarda Proteinin Kantitatif Olciim Yontemleri
1) Tiirbidimetrik
a) Siilfosalisilik asit (SSA)
b) Triklorasetik asit (TCA)
c¢) Benzethonyum kloriir
2) Boya baglama
a) Coomassie brillant mavisi (Bradford )
b) Ponceau S
c) Molibdat-Pyrogallol kirmizisi
d) Folin Lowry
3) Diger
a) Purdy
b) Modifiye Purdy
c) Esbach
Idrardaki protein analiz metodlari, proteinlerin solusyon igerisindeki 6zelliklerine

dayanir.
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1985 yilinda Amerikan Patoloji Kolleji tarafindan yapilan ¢aligmada idrarda total
protein Ol¢iimiinde, en sik kullanilan yontem tiirbidimetrik metoddur, labaratuvarlar i¢inde
benzethonyum kloriir yontemiyle ¢alisanlar (% 41) ve diger tlirbidimetrik yontemlerle (%
31) oranindadir. Bunu da boya baglayici yontemlerden Coomassie Brillant Blue (%26)

orantyla takip eder (14).

2.6.3.1. Tiirbidimetrik Yontemler

TCA ve SSA igeren tlirbidimetrik metodlarda, bu asitlerin idrara eklenmesiyle agiga
cikan siispansiyondaki presipite olmus proteinlerin tlirbidimetrik yontemle Ol¢iilmesidir
(14).

TCA ve SSA metodlar dlgiimleri arasinda farkliliklar vardir. Bu farkli proteinlerle
olusan farkl reaktiviteden meydana gelir (14).

Tirbidimetrik Olgtimleri, asit presipitatlarin kimyasal yapisi, protein tipi, asit
konsantrasyonu, sicaklik, asit eklenmesinin hiz1 ve asitin i¢inde kalma siireci etkiler. Buna
ilave olarak, ilaglar tiirbidimetrik metodlar interfere edebilir. Diisitk MA’ likl1 proteinleri
presipite etmeyebilir (14).

Sabit sicaklikta albiimin, gama globuline nazaran SSA ile daha ¢ok bulaniklik
olusturur. SSA ayn1 zamanda idrardaki polipeptitlerin bir ¢ogunu presipite eder. 20-25 C°
arasinda TCA albiimin ve globiilinle birbirine yakin bulaniklik olusturur. Daha yiiksek
sicakliklarda TCA globiiline nazaran albliminle daha ¢ok bulaniklik olusturur (14).

Benztenyum kloriir iceren tiirbidimetrik veya boya baglayict yontemler bir ¢ok
laboratuarda manuel tekniklerin yerini almistir (2).

Benzetenyum Kkloriir metodu, tiirbidimetrik yontem olup, alkalen soliisyonda
kuarterner amonyum tuzlarinin proteinle etkilesimi sonucu benzetonyum kloriir bulaniklik
olusturur (14), 700/505 nm de 6lgiim yapilir (52). Istya daha az duyarl olup, SSA ve TCA
dan daha stabildir (14). idrarda alkalen soliisyonda protein olmayan igerikler (Ca,Mg gibi)
tiirbidite olusturur ve idrarda protein tayinini interfere eder . Bu yiizden bu yontemde, tetra
sodyum EDTA kullanilir (53). Konjuge biliriibin konsantrasyonu 20 mg/dL olana kadar
belirgin etkilesim olmaz.

Ortak ilag panelleri kullanilarak terapotik konsantrasyonlarda hicbir interferansin

olmadig1 bulunmustur. istisna olarak Levo-dopa, metil dopa, Na- sefoksitin yanlis yiiksek
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total protein sonuglarina neden olur, kalsiyum dobesilat yanlis diisiik total protein
sonuglarina neden olur (52).

Olgiim Aralig1 40-2000 mg/L dir. Alt dlgiim siir1 40 mg/L dir.

Hesaplanabilir 6l¢iim araligi: 40-6000 mg/L

Referans Degeri : 24 saatlik idrarda < 150 mg/24 saatdir

Spot idrarda < 120 mg/L dir (52).

2.6.3.2. Boya Baglayic1 Yontemler

Coomassie brillant mavisi, Ponceau S, Molibdat-Pyrogallol kirmizisi boya
baglayicist yontemleridir, hizli, kolay, otomatik olarak dlgiilebilir (54).

Bradford yonteminde; Coomassie Brillant blue, boyasinin idrardaki proteinlere
baglanmasi ile 365-595 nm arasinda maksimum absorbans olusturur (55). Asidik boya
genel olarak arjinin ve lizin rezidiilerine baglanir, yalniz serbest aminoasitlere baglanmaz
(56).

Bu o6l¢timde olusan renk bir saat kadar stabildir. Proteine boya baglanma islemi 2
dakika i¢inde tamamlanir (55). Lowry’den daha hizli ve kolaydir (56). Bradford yontemini,
Na*, K* gibi katyonlar ve de karbohidratlar, EDTA, gliserol interfere etmezler ya da ¢ok az
interfere ederler. Sodyum dodesil siilfat gibi deterjanlar Ol¢limii interfere eder
(55).Hemoglobin beklendigi gibi (+) interferansa neden olur. 1 mg lik Hb artis1 idrarda 1
mg lik protein artigina neden olur (57). 2

Referans Degeri: 24 saatlik idrarda < 120 mg/24 saatdir (58).

Olgiim Aralig1: 5-1500 mg/L (57).

Alt 6lgiim siirt: 5 mg/L (55).

Lowry yonteminde, Lowry ve ark’i protein miktar1 Gl¢limiinii biiiret metoduna
dayandirmiglardir. Alkali ortamdaki Cu*?, proteinin peptit baglartyla kompleks olusturarak
Cu™e indirgenir. Indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan Tyr veTrp
aminoasitleri, Folin- Ciocolteu’nun fenol reaktifini indirgeyerek, molibdenyum mavisi ve
tungsten mavisi renkleri meydana gelir (4).

Bitiret metodundan 100 kat daha diisiikk seviyeleri Olgebilir. Diisiik
konsantrasyondaki proteinleri 6lgmek igin bir avantajdir. Lowry metodu, doku kaynakli

proteinlerin ve enzimlerin tayininde yaygin olarak kullanilir (4).
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Diisiik konsantasyonlarin saptanabilmesine ragmen idrarda uygulanmasi tam bir
basar1 saglayamaz. Ciinkii reaktifler protein olmayan maddelerle baglanarak yanlis (+) hata
verirler (4).

Idrardaki pigmentlerin yaninda, nitrojen ve siilfiir iceren bilesikler bakirla kompleks
yaparak yanlis (+) sonuglara neden olurlar (59). Lowry metodu farkli proteinlerle farkl
oranlarda renk degisimine neden olur (58).

K*, Mg*, EDTA, karbohidrat, gliserol interferans meydana getirir (57). Salisilatlar,
tetrasiklin (+) interferansa neden olur (4).

Olgiim Arali§1:1-100 mg/dL (56).

Alt 6l¢tim siir1:1 mg/dL (56).

Idrarda protein dlgiim  yOntemlerinin  analitik performanslart  Tablo-3’de

Ozetlenmistir.

Tablo 3. idrarda Protein Ol¢iim Yontemlerinin Analitik Performanslar (14).

Metod Analitik Sensitivite (mg/L) Linearite (mg/L)
TCA 20 0-2400
SSA 10-25 0-3000
Comassie Brillant 5 5-1500
Folin Lowry 10 10-1000
Benzetenyum kloriir 40 40-2000

2.6.3.3. Diger Yontemler

Purdy Metodu

Prensip: Proteinlerin asitlerle ¢oktiiriilmesi esasina dayanir (50).

Dereceli satrifijj tiipi 10 mL isaretine kadar berrak idrarla doldurulur. Bunun iizerine
2 mL glassial asetik asit ve 3 mL % 10 luk potasyum ferrosiyaniir ilave olunur.
Karistirlldiktan sonra 3-5 dakika kendi halinde birakilir. Coken proteinler tiipilin
taksimatindan okunur. Cokelegin hacmi 0,21 ile carpilirsa % gram protein olarak elde

edilmis olur (50).

Modifiye Purdy metodu
15 mL’lik konik ve dereceli bir santrifiij tiipiine, 10 mL ¢izgisine kadar berrak idrar

konur. Santrifiij tiiplindeki berrak idrar iizerine, 15 mL cizgisine kadar % 20’lik TCA
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eklenir (45). TCA, proteindeki amino asitlerinlerin yan zincirindeki iyonik gruplarin
yiiklerini degistirerek i¢ elektrostatik dengeyi bozar ve proteinin denatiirasyonuna neden
olur. Denatiire olan proteinler, ¢dziiniirliikleri degiseceginden ¢okerler. Idrarda protein

varsa bu sirada tiipteki idrarda bir bulaniklik ve ¢okelti olusur (58).

Esbach metodu, Esbach tiipii U isaretine kadar, asitlendirilmis idrarla doldurulur. R
isaretine kadar Esbach reaktifi konur (Esbach reaktifi: 10 g pikrik asit ile 20 g sitrik asit
1000 mL distile suda eritmek suretiyle yapilir). Tiiplin agz1 bir mantarla kapatilir. Tiipiin
stiindeki taksimattan idrardaki protein okunur. Bu rakam, 1000 mL idrardaki protein
miktarini gram olarak verir. Esbach yontemi, iirat, kalsiyum tuzlari, kinin ile ¢okelek verir

(45).

2.7. Albiiminiiri

Albiliminiiri tanimi, albiiminin birim zamanda (genellikle /24 saat) idrar yoluyla
atilim miktar1 seklinde belirtilmektedir (6). 24 saatlik siiregteki idrar protein atiliminin
hesaplanmasi altin standart metod olarak kabul edilmektedir (5). 24 saatlik idrar 6rneginin
toplanmas1 hususundaki sikintilar yiiziinden, bunun yerine idrar albiimin ve kreatinin
konsantrasyon oranlari (ACR) kullanilmaktadir (6). Albiimin atiliminin geleneksel normal
ist limiti 30 mg/giin olmasina ragmen, son epidemiyolojik veriler genel popiilasyondaki
seviyelerin daha diisiik oldugunu gostermistir (7). Albliminiirinin siniflandirilmas: Tablo

4’de 6zetlenmistir.

Tablo 4. Albuminiirinin Simiflandirilmasi (9).

Spot idrar 24 Saatlik Idrar
Albiimin konsantrasyonu Alb/Kreatinin Albiimin konsantrasyonu
(mg/dL) (mg/g) (mg/giin)
Normal <2 <30 30
Mikro 30-300 30-300
Makro >300 >300

Mikroalbliminiiri, albiimin- kreatinin oram1 30 ila 300 mg alblimin /g kreatinin
araliginda olmasidir (8). Makroalbiiminiiri, albiimin /kreatinin oran1 300 mg /g tlizerinde

olmasidir (9).
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Albliminiiri mekanizmasi, giiniimiiz bdbrek fizyolojisi hususundaki belki en
kompleks ve bununla birlikte en Onemli sorulardan birisidir. Yakin zamanda
gerceklestirilmis olan arastirmalar, saglikli bir glomeriiliin 6nemli miktarda albiimini
stizdiiglinii gostermistir (1).

Bu siizlilmiis albiimin, sonrasinda iki farkli yolak aracilifiyla proksimal tiibiiler
hiicrelere iletilir. Siiziilmiis albiiminin biiylik bir bolimi, bir geri kazanim yolag
araciligiyla peritiibiiler kana karisir. Stiziilmiis albiiminin geri kazanilmamis kiiciik bir
miktari, idrarla atilm Oncesinde minik peptid fragmentleri seklinde kacinilmaz bir
lizozomal degradasyona ugrar. Bu degradasyon yolagi; hipertrofi ile fibrozisten sorumlu,
hiperglisemik ve hipertansif kosullarca stimiile edilen, anjiyotensin-2 ve transforming
growth faktor-B1 gibi molekiillere duyarlidir (1).

Egzersiz, postiir ve sirkadiyen ritm albiiminiiriyi etkiler. Yiiksek rakim hipoksisi,
renal arterleri cerrahi olarak capraz klempleme ve myokard iskemisi de albiimin
ekskresyonunu artirir, stres etkeni ortadan kalktiginda albiiminiiri de ortadan kalkar (7) .

Idrardaki albiimin atilimi, bdbrek hasar1 ile beraber bdbrek hastaligmin
progresyonunu gostermektedir. Ayni zamanda son donemde yapilan c¢aligmalarda,

kardiyovaskiiler hastalik i¢in de bir risk faktorii oldugu ortaya konulmustur (6).

2.7.1. Idrardaki Bulunan Albiiminin Molekiiler Yapis

Hepatositlerden, insan serum albiimin geni tarafindan, preproalbiimin seklinde
kodlanmaktadir ve intraselliiler olarak olgun plazma proteinine doniistiiriilip 585
aminoasitlik bir primer zincirden meydana gelmektedir (6).

Molekiil agirligt 66 kDa olup, 3 globiiler domainden olusur. Albiimin 17 i¢ disiilfid
capraz bagi ile a- helikal yapi stabilize edilmektedir ki, bunlarin sonucunda molekiil
denatiirasyona kars1 dayanikli hale gelmektedir (60).

Uriner albiimin, plazmadaki albiiminden farklidir Idrardaki pH, iire ve yiiksek
glukoz konsantrasyonu, askorbik asit, idrar yolu enfeksiyonlarindaki artmis nitrit gibi
cevresel faktorlerden alblimin genis bir iyonik etkilesime maruz kalabilir (61).

Idrarm normal pH aralig1 (pH= 5-8), albiimin iizerine bir etki yapmamaktadir. pH
degerleri 4’iin altinda ya da 8’in iizerinde oldugu durumlarda, albiimin ¢ogu reversible

olmak iizere biiyiik konformasyonel degisimlere maruz kalir (6).
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Alblimin, pek ¢ok sayida kiiclik organik molekiil ve iyon i¢in tasiyict Ozellige
sahiptir. Bu molekiillere baglanmasi sonucunda albliminin konformasyonunda degisiklikler
olabilir (62). Bakir ve tiroksin gibi pek ¢ok diger endojen molekiiller albiimine baglanir
ancak plazmadaki albiiminin %1’inden az1 bu molekiillerle baghdir (6). Fizyolojik plazma
konsantrasyon degerleri igerisinde, albiimin molekiilii basina 1 veya 2 Ca*? ve 7 veya 8
ClI~ baglanmis durumdadir. Bahsedilen iyonlarin baglanmasi pH’a bagmli olarak
gerceklesmektedir ve bu sebeple idrardaki degerleri degisiktir. Analiz esnasinda iyonlar
baska iyonlarla hizli bir sekilde yer degistirebilirler (61).

Sirkiile kanda albiiminin yar1 6mrii yaklasik 19 giindiir (63) ve bu 6zelligi albiimine
kimyasal modifikasyon 6zelligi kazandirmaktadir. Penisilin, siilfonamidler, salisilatlar gibi
cok sayida ilag albiimine baglanma 6zelligi gosterir. Plazmadaki albiimin molekiillerinin

%1- 10’u DM mevcut bireylerde, daha yiiksek konsantrasyonlarin varligi sonucunda
glukoz reaksiyonu aracilifiyla glikolzile halde bulunmaktadir. Plazmaya kiyasla idrarda
daha yiiksek olan glikolize alblimin diizeyi, glikolize formun tiibiiler geri alim
etkinligindeki zayiflik ile iliskilendirilmistir (6).

Ozellikle idrar, plazmaya kiyasla diisiik molekiil agirlikli peptidler ve hippiirik asit
ile fenilasetilglutamin gibi aminoasitten derive molekiiller agisindan da zengindir (64).

Alblimin, proksimal tiibiil hiicreleri tarafindan hizli bir sekilde endositozla alinir.
Stiziilmiis albiiminin geri kazanilmamus kiiciik bir miktari, idrarla atilim ncesinde peptid
fragmentleri seklinde kaginilmaz bir lizozomal degradasyona ugrar (1). Idrarda >5 kDa
biytikligiinde gesitli albiimin fragmanlar tespit edilmistir (6). Albiiminin lizozomlarca
parcalanma derecesine bagli olarak tesbit edilebilen veya tesbit edilemeyen fragmentler
ortaya cikmaktadir. Mikroalbiiminiiri diizeyi, intakt ve degrede albiimin formlarmin
dengesindeki degisikliklere bagli olarak degisir. Nefrotik diizeyde proteiniirisi olanlarda ise
degredasyon yolagi inhibe olur (65).

2.7.2. idrarda Albiiminin Ol¢iim Yontemleri

Idrarda albiimin immiinotiirbidimetrik, immiinonefelometrik, ELISA, HPLC, likit

kromotografi, tandem mass yontemleriyle tayin edilmektedir (10).
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2.7.2.1. immiinotiirbidimetrik Yontem

Tirbidite bulaniklik demektir. Antialbumin antikorlari, Ornekteki antijenle
reaksiyona girerek, bulaniklik olustururlar. Olusan bulaniklik nedeniyle 15181n gegisinde
azalma olur. Absorbe olan 151 miktart numiine konsantrasyonu ile iligkilidir. Antijen —
antikor reaksiyonlar1 tiirbidimetrinin baslica kullanim alanidir. Serum, beyin omurilik
stvisi, idrar ve diger viicut sivilarinda protein Ol¢limleri yapilabilir (49). Sekil 4’de

Immiinotiirbidimetrik metodun prensibi gdsterilmistir.

IMMUNOTUREIDIMETRIC METHOD L
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Concentration

Albumin Anti-albumin Albumin-antibody Shine a light Testisread as a
in unne antibodies complex through it in solution change in absorbance

Sekil 4. immiinotiirbidimetrik Metod

Olgiim Araligi: 3-40 mg/dL
Hesaplanabilir 6l¢iim araligi:3-440 mg/dL
Alt 6l¢tim smirt: 3 mg/dL

2.7.2.2. immiinonefelometrik Yontem

Tirbidimetri gibi bulanikligin 6l¢iimii esasina dayali bir yontemdir. Bir 151k
siispansiyon i¢indeki partikiile ¢arptig1 zaman absorbe ve reflekte olup sacilir veya
transmitte olur. Nefelometride dlgiilen ise sa¢ilan 1giktir. Nefelometri, gegen transmite 151k
ile ayn1 yonde olmayan, dedektdre yonlendirilen sagilan veya yansiyan 151k enerjisinin
saptanmasidir. Cogu nefelometreler gelen 1s18a dik olarak sagilan 15181 6l¢mektedir. Ancak,
tirbidimetriden temel farki ortamdaki partikiillerce, gelis eksenine gore 90° aciyla
yerlestirilmis olan fotosele dogru saptirilan 1sinlarin Sl¢iilmesidir. Nefelometri diigiik
konsantrasyondaki antijen-antikor reaksiyonlarinin duyarli dl¢iimiinde bir avantaj

saglamaktadir (4).
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Olgiim Aralig: 1:1 diliisyonda ( 2 mg/dL -64,53 mg/dL) arast,
1:20 diliisyonda ( 40,3 mg/dL-1290 mg/dL)

2.7.2.3. HPLC (Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromotografisi)

Bir karisimin bilesenlerini, iki ya da daha ¢ok fazdan olusan sistemler arasindaki gog
farkliliklarina bakarak tanimlamak ve niceliklerini belirlemek amaciyla yapilan bir analitik
ayrrma islemidir. ilk olarak bir Rus bilim adami Mikhail Semyonovich Tsvet tarafindan
bitki pigmentlerini ayirma metodu olarak gelistirilmis ve ismini oradan almistir.
Giinlimiizde son derece duyarl ve etkin bir yontem olarak gegerliligini stirdiirmektedir.

Genel olarak kromatografi, molekiil biiytikliigii, sekli, elektrik yiikdi, ucuculugu,
¢Oziiniirligl veya ylizeye tutunabilme (adsorptiviti) gibi fiziksel 6zelliklerdeki farkliliklar
temelinde bir karisimin bilesenlerine ayrilmasinda kullanilir (66).

Son yillarda yeni kolon dolgu maddelerinin gelistirilmesiyle biyomolekiillerin
ayrilmasinda yiiksek basingli sivi kromotografisi teknigi ile genis ¢apta kullanilmaya
baslanmigtir. Aminoasitler, karbohidratlar, lipidler, niikleikasitler, proteinler, pigmentler,

Steroidler ve diger biyolojik molekiillerin ayrimmin yapilmasinda ve
tanimlanmasinda ¢ok iyi sonuclar veren bu teknik otomatik hale getirilmistir (58).

Idrar immuno-reaktif ve immunoreaktif olmayan komponentlerin kompleks bir
karisimidir. Immunoassayler sadece; >12 kDa albumin fragmentlerini ve polimer aloumin
agregatlarint  (kiimelesme) algiladigi gibi immunoreaktif intakt idrar albuminini
algilayabilir, ancak immunoassaylerin tam olarak hangi albumin komponentlerini tespit
ettigi bilinmemektedir. HPLC analizleri ise gerek immunoreaktif gerek immuno nonreaktif

komponentleri analiz etmesi sebebiyle iyi tanimlanmistir (67).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Biyokimya Otoanalizdrii (ROCHE /Hitachi Cobas 6000 c¢501)

Nefelometre (Dade Behring BNII)

Otomatik Pipet Gilson P-1000, P-250, P-100 pl

Santrifiij (EPPENDORF 5810)

Karistirict (AUTOVORTEX MIXER SA2)

Hassas Terazi (OERTLING NA 164)

Derin  Dondurucu (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC ULTRA LOW
TEMPERATURE FREEZER)

Deiyonize su cihazi (BARNSTEAD)

Elisa okuyucusu (Moleciilar Devices Versa Max)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Albiimin (Sigir serumu, SIGMA ALDRICH)
Bakir Siilfat Pentahidrat (MERCK)
Coomassie Blue G250 (SERVA)

Etanol (SIGMA)

Folin-Ciocalteu’s Fenol reaktifi (2N SIGMA)
Fosforik Asit (%85 MERCK )

Sodyum bikarbonat (MERCK)

Sodyum Hidroksit (RIEDEL —DE HAEN)
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Sodyum-potasyum Tartarat (MERCK)

Triclor asetik asit (MERCK)

ALBT2 Tina quant Albumin Gen.2 kiti Cobas ¢ 501 kendi uyumlu Kiti
N Antiserum to Human Albumin kiti Dade Behring kendi uyumlu Kiti
TPUCS3 Total Protein Urine/CSF Gen.3 Cobas ¢ 501 kendi uyumlu Kiti

3.2. Deneyin Planlanmasi ve Numunelerin Toplanmasi

3.2.1. Retrospektif Grup

KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarindan 03.12.2009-01.12.2010 tarihlerinde
cesitli klinikler tarafindan laboratuarimizdan eszamanli idrarda total protein ve albiimin

Olclimii istenen ve dlglimleri gerceklestirilen 977 hasta ¢alismaya alinmistir.

3.2.2. Prospektif Grup

KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda idrarda total protein diizeyi rutin
olarak tiirbidimetrik yontemle, belirlenen 24 saatlik idrarlardan 40 6rnek segildi ve -80
°C’de donduruldu Dondurulan ornekler 6 aylik siire i¢inde ¢oziiliip, Modifiye Purdy,
Lowry, Bradford yontemiyle ¢alisildi. Ornekler, idrarda total protein diizeyi, 10 mg/dL
altinda 10 idrar, 10mg/dL istiinde 30 idrar olacak sekilde gruplandirild.

Idrarda albiimin dl¢iimii i¢in gelen ve rutin olarak immiinotiirbidimetrik ydntemle
calisilan 24 saatlik idrarlardan 30 6rnek segildi ve Idrarda albumin diizeyi, 0-20 mg/dL
olan 10 idrar, albiimin diizeyi >20mg/dL nin {izerinde olan 20 idrar -80 °C de donduruldu.

Dondurulan 6rnekler 6 aylik siire i¢inde ¢oziiliip, immiinonefelometrik yontemle calisildi.

3.2.3. Otoanalizorlerde Tayin Edilen Parametreler

3.2.3.1. idrarda Albiimin (Nefelometre)

Dade Behring BNII otoanalizoriinde kendi orijinal kitleri kullanilarak

gerceklestirildi.
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Reaktif

Yiiksek oranda saflastirilmis, insan alblimini ile immiinize olmus tavsan serumundan
elde edilir. Insan vucut sivisindaki proteinler, spesifik antikorlarla immiinokimyasal
reaksiyon veren immiin kompleksler olustururlar.Bu immiin kompleksler nefelometrik
yontemle Olciiliir.Sagilan 15181 orani , 6rnekteki protein konsantrasyonu ile orantilidir.

Olgiim Araligr: 1:1 diliisyonda (2 mg/dL -64,53 mg/dL) aras1,1:20 diliisyonda

(40,3 mg/dL-1290 mg/dL)

N Prot Standard SL ile kalibrasyon yapilir. N Prot Standard SL igerisinde

Analit Kaynak
Homosistein Insan serumu
IgE Insan serumu
Ferritin Insan serumu
B-2 mikroglobulin Insan serumu
Ferritin plasental

B-2 mikroglobulin Idrar

3.2.3.2. idrarda Albiimin (Immiinotiirbidimetrik)

Roche/ Hitachi Cobas 6000 c501 otoanalizorlerinde kendi orijinal kitleri kullanilarak
gerceklestirildi.

Reaktifler

R1-TRIS tamponu:50 mmol/L, pH 8,0;PEG:%4,2; EDTA: 2,0 mmol/L;koruyucu
madde

R2-Poliklonal anti-insan albiimin antikorlar1 (koyun);titreye bagli TRIS tamponu;

100 mmol/L, pH 7,2; koruyucu madde

R3-Antijen fazlalik kontroli i¢in reaktif

Seyreltilmis serumda (insan) albiimin, NACI:150 mmol/L; fosfat tamponu:50
mmol/L,

pH 7,0; koruyucu madde
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Poliklonal anti-albiimin antikorlar1 numune icindeki antijenle reaksiyona girip,
antijen-antikor kompleksleri olusturur ve agliitinasyonun ardindan bu kompleksler
tiirbidimetrik olarak ol¢iiliir.

Olgiim Aralig1: 3-40 mg/dL

Konsantrasyonu daha yiiksek olan numuneleri rerun (tekrar caligma) fonksiyonu
araciligiyla tayin edilir. Tekrar ¢alisma fonksiyonu ile numunelerin diliisyonu 1:11
oraninda diliisyondur. Seyreltilen numune sonuglar1 otomatik olarak 11 faktorii ile carpilir.

Hesaplanabilir 6l¢tim araligi: 3-440 mg/dL

Alt 6l¢tim sinirt: 3 mg/L

Idrar Orneklerin Stabilitesi :15-25 ° C de 7 giin

2-8°Cde 1 ay
(-15)-(-25)° C de 4 ay

Kalibrasyon i¢in C.f.a.s (Calibrator for automated systems-otomatik sistemler i¢in
kalibratér) PUC (Proteins in urine /CSF —idrar/BOS igindeki Proteinler) kullanilir.

C.f.a.s PUC tamponlu sulu soliisyon kullanima hazir siv1 kalibratordiir.

Icerisinde reaktif bilesenler: HEPES tamponu: 20 mmol/L, pH 7,5 ve belirtildigi
sekilde kimyasal katki maddeleri ve biyolojik kaynakli maddedir.

Analit Kaynak

Albiimin Insan Serumu

a- 1 Mikroglobiilin Insan Idrar
Immiinoglobiilin G [nsan Serumu

Total protein Insan Serumu/koyun serumu

3.2.3.3. idrarda Protein (Tiirbidimetrik)

Roche/ Hitachi Cobas 6000 c¢501 otoanalizorlerinde kendi orijinal kitleri kullanilarak
gergeklestirildi.

Numune, potasyum ve magnezyum iyonlarinin neden oldugu interferans: ortadan
kaldiran EDTA igeren alkalen soliisyon iginde Onceden inkiibe edildi. Daha sonra
benzetonyum kloriir eklendi ve bulaniklik olusturuldu. Tiirbidimetrik olarak 6l¢tim yapild.

R-1 Sodyum hidroksit: 530 mmol/L ;EDTA —Na :74 mmol/L

R-2 Benzetonyum kloriir:32 mmol/L
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Olgiim Aralig 4-200 mg/dL dir. Konsantrasyonu daha yiiksek olan numuneleri
rerun (tekrar ¢aligma) fonksiyonu araciligiyla tayin edilir.Tekrar ¢alisma fonksiyonu ile
numunelerin diliisyonu 1:3 diliisyondur.Sonuglar otomatik olarak 3 ile carpilir.

Alt 6l¢iim smir1 4 mg/dL dir.

Hesaplanabilir 6l¢tim aralig1:4-600 mg/dL

C.f.a.s PUC, tamponlu sulu soliisyon kullanima hazir siv1 kalibratordiir.

Idrar Orneklerin Stabilitesi:15-25 ° C de 1 giin

2-8°C de 7 gilin
(-15)-(-25)°C de 1 ay

3.2.4. Lowry Yontemi

Lowry yontemiyle protein tayini yapildi. Bu yontemde protein, once, alkali bakir
¢ozeltisiyle reaksiyona sokuldu. Alkali ortamdaki Cu?, proteinin peptit baglariyla
kompleks olusturarak CuVe indirgendi. Daha sonra, Folin ve Ciocolteu’nun fenol reaktifi
ilave edildi. Fosfotungstik ve fosfomolibdik asitlerin indirgenmesiyle molibdenyum mavisi
ve tungsten mavisi renkleri meydana geldi (49).

Kullanilan Cozeltiler:

Reaktif I : % 2 CuS0O4.5H,0

Reaktif 1l : % 2 Na-K — Tartarat

Reaktif A : 0.1 M NaOH icerisinde % 2 Na,CO3

RI :RIl :RA =1 :1:100=RB

Folin reaktifi 1: 1 oraninda seyreltilerek ¢alismalar sirasinda taze hazirlandi.

Albumin standartlari: 15 mg albumin 50 mL deiyonize suda ¢oziilerek 0,3 mg/mL
albumin standardi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 0,0125; 0,025; 0,05;0,1;0,15;0,2;0,3 mg/mL’ lik

ornekler hazirlandi. Bu veriler dogrultusunda protein tayini standart grafigi ¢izildi(Sekil 5).
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Tablo 5. Protein Tayini Standart Numunelerinin Miktari ve Eklenme Sirasi

Kor Standart Numune
Distile su 400 puL - -
Standart - 400 uL -
Numune - - 400 pL
RB 400 puL 400 uL 400 puL

Karistirillarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildi
Folin reaktifi 200 uL 200 L 200 pL

Folin reaktifi eklenen numuneler hemen vorteksle karistirildi ve 30 dakika oda

sicakliginda bekletildi.660 nm’de absorbanslar okundu.

0,4

0,35 y=1,047x

R?=0,9931 pZ

0,3

absorbans 0,25
0,2 /
0,15 /

0,1

0,05

O T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4
(konsantrasyon mg/mL.)

Sekil 5. Lowry Standart Grafigi

3.2.5. Bradford Yontemi

Coomassie Brillant blue, G250’ nin kullanildigi bir boya baglama ydntemidir.
Calismamizda 30 mg Coomassie Brillant blue G250 ,15 mL % 95 lik etanolde ¢o6ziildiikten
sonra 30 mL % 85 lik fosforik asit eklendi. Son hacmi 300’ mL ye tamamlandiktan sonra
100pL reaktiften,10 uLL numuneden konularak 600 nm’de absorbans olgtimleri yapildi.

Albumin standartlari: 12,5 mg albiimin 5 mL deiyonize suda ¢oziilerek, 2,5 mg/ mL
albiimin standardi hazirlandi. Bundan 0,0625; 0,25; 0.5;1 mg/ mL lik standartlar hazirlandi,
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0,7

0,6 - =
R?=0,9801

0,5

absorbans 0,4 /
0,3 /

0,2

4

0,1
0 T T 1

0 0,5 1 15
(konsantrasyon mg/mL)

Sekil 6. Bradford Standart Grafigi

3.2.6. Modifiye Purdy Yontemi

15 mL’lik konik ve dereceli bir santrifiij tiipline, 10 mL ¢izgisine kadar berrak idrar
konur. Santrifiij tliplindeki berrak idrar {izerine, 15 mL ¢izgisine kadar % 20’lik TCA
eklenir; Tiip alt-list edilir ve 5 dakika beklenir. Daha sonra idrar tiipii, yaklasik dakikada
1500 devirli bir santrifiije bir baska tliple dengelenerek konur ve 5 dakika santrifiij edilir.
Dereceli konik tiipteki ¢okeltinin ytiksekligi, tiip tlizerindeki skaladan okunur. Okunan

cokelti yiiksekliginin 0,21 ile ¢arpimi, % gram cinsinden idrardaki protein miktarini verir
(43).

3.2.7. istatistiksel Analiz

Calismamizda Ol¢iimle elde edilen veriler aritmetik ortalama (X), standart sapma
(SD) ve ortanca (minumum-maksimum) seklinde ifade edildi. Frekans veriler say1 (%)
olarak ifade edildi. Verilerin normal dagilima uygunluguna Kolmogorov-Smirnov testi ile
bakildi. Normal dagilima uymadiklari i¢in eslestirilmis o6rneklerde Wilcoxon analizi ile
anlamliliklarina bakildi. p<0,05 anlamli olarak kabul edildi. Farkli yontemler arasindaki
karsilagtirmada Spearman korelasyon analizi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0.01 olarak
alindi. Yontemler arasindaki iligski lineer regresyon analizi ile belirlendi.ikiden fazla
bagimhi grupta Friedman istatitistik analizi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0.01 olarak

alindi.Metodlar tekrar ikili gruplar halinde Wilcoxon analizi ile degerlendirildi.



Metodun analitik hassasiyeti (precision) ve dogrulugu (accuracy)
katsay1s1

(% CV) hesaplanarak ifade edildi.

% CV= (SD/X)x100
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varyasyon



4. BULGULAR

4.1. Retrospektif Calisma Grubunun Biyokimyasal Analiz Sonug¢lari

KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarindan 03.12.2009-01.12.2010 tarihlerinde

eszamanli idrarda total protein ve alblimin istenen 977 hastanin idrar sonuglar1 retrospektif

olarak degerlendirilmeye alindi.

977 hastanin Idrar albiimin ortalama degeri 22,7+ 31,25 mg/dL (0,01-199,5),

median degeri 5,24 mg/dL olarak bulundu. Idrar albiimin degerlerinin frekans dagilimi

Sekil 7°de gosterilmistir.

&00—
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Frequency
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200

100

o e

T L) ) T
50,00 100,00 150,00 200,00
Albimin (mgldL)

Mean =22,71
Stal. Dev._=31,246
M =977

Sekil 7. Olgularin Idrar Albiimin Degerlerinin Frekans Dagilimi
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977 hastanin % 37’ sinin (365 hasta) idrar Albiimin diizeyi < 2 mg/dL ,% 29 unun
(281hasta ) 2-20 mg/dL, % 34’iiniin (33 1hasta) >20 mg/dL nin iizerinde bulundu. idrarda

Albiimin diizeylerinin yiizde dagilim1 Sekil 8 da gdsterilmistir.

Albiimin (mg/dL)

>20
34%

Sekil 8. Olgularin Idrar Albiimin Degerlerinin Yiizde Dagilimi

977 hastanin Idrar Total Protein ortalama degeri 51,3+ 62,49 mg/dL (0,01-297,51),

median deger 22,5 mg/dL olarak bulundu. Idrar Total Protein degerlerinin frekans dagilimi

Sekil 9’ da gosterilmistir.

300 Mean =51 27
Stdl. Dev. =62,49
N =977

200

Frequency

100

o T T T T
150 200 250 300

Protein (mg/dL)

Sekil 9. Olgularin Idrar Total Protein Degerlerinin Frekans Dagilhim
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977 hastanin %77’ sinin (696 hasta) Idrar Total Protein diizeyi 10 mg/dL’ nin
iistiinde, %23’ iiniin (281hasta) Idrar Total Protein diizeyi 10 mg/dL’nin altinda bulundu.
Olgularm Idrarda Total Protein diizeylerinin yiizde dagilimi Sekil 10° de gosterilmistir.

Idrarda Protein mg/dL

E>10 E<I0

Sekil 10. Olgularin Idrar Total Protein Degerlerinin Yiizde Dagilim

03.12.2009-01.12.2010 tarihlerinde 977 hastanin eszamanl idrarda total protein ve
albiimin degelerinin normal dagilima uygunlugu ‘Kolmogorov-Simirnov’ testi ile
belirlendi. Non-parametrik ‘Spearman’ korelasyon testi uygulandi. Korelasyon Katsayisi
r=0,86 p=0,001 istatistiksel olarak gii¢lii (+) korelasyon bulundu. Regresyon analizi
uygulandi,

Sekil 11°da gosterilmistir. Regresyon denklemi y=1,6403x + 14,017 olarak bulundu.
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4.2. Prospektif Cahsma Grubunun Biyokimyasal Analiz Sonuclar:

4.2.1. idrarda Albiiminin Analiz Sonuclar

Prospektif asamasinda, immiinotiirbidimetrik yontemle ¢aligilan 6rneklerden 30 idrar
secildi ve immiinonefelometrik yontemle calisildi, degerler Tablo 6’da gosterilmistir.
Immiinotiirbidimetrik yontemin ortalamasi 65,1 + 80,34 mg/dL ( 0,97-291,8), median
deger 33,09, immiinonefelometrikyontemin 73,5 = 97,05 mg/dL (0,79-343,0) median deger
29,6 olarak bulundu.8 Ornekte idrarda albiimin degerini, immiinonefelometrik yontem
immiinotiirbidimetrik yontemden diisiik olarak o6l¢iildi. 22 idrarda albiimin degerini,
immiinonefelometrik yontem, immiinotiirbidimetrik yontemden yiiksek olarak ol¢iildii.
Yapilan non-parametrik Wilcoxon analizinde p=0,024 oldugundan istatistiksel olarak

anlaml fark bulundu.
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Tablo 6. Immiinotiirbidimetrik ve Immiinonefelometrik Yontemle Olgiilen

idrar Albiiminleri

Hasta No Immiinotiirbidimetre(mg/dL) Immiinonefelometre(mg/dL)
1 16.6 175
2 8.19 8.34
3 7.31 7.58
4 125 12.6
5 6.89 6.82
6 1.90 2.54
7 0.97 0.79
8 8.47 8.95
9 19.9 20.1

10 5.58 4,98
11 21.1 20.3
12 264 305
13 25.0 26.5
14 85.7 95.6
15 173 234
16 49.8 50.8
17 39.3 39.6
18 141 127
19 28.4 29.2
20 249 290
21 62.7 30.0
22 23.1 23.1
23 91.9 106
24 22.6 21.0
25 88.3 169
26 291 343
27 41.7 419
28 76.9 77.2
29 37.8 34.0
30 49.9 52.3

Tablo 7. Immiinotiirbidimetrik ve Immiinonefelometrik Yontemle Olgiilen

Idrar Albiimin Analizleri mg/dL (n=30)

Yontem Ortalama (mg/dL) SD Minimum Maksimum
Immiinotiirbidimetrik 65,1* 80,33 0,97 291,8
Immiinonefelometrik 73,5 97,05 0,79 343,0

*Wilcoxon analizinde p=0,024 oldugundan anlaml1 fark var.
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Non-parametrik ‘Spearman’ korelasyon analizi uygulandi. Istatistiksel olarak ¢ok
kuvvetli  (+) korelasyon bulundu (r=0,992). Regresyon analizi uygulandi,
Immiinonefelometrik ve Immiinotiirbidimetrik metodlarla idrarda albiimin &l¢iimiiniin,

regresyon grafigi Sekil 12°de gosterilmistir. Regresyon denklemi y=0,814x + 52,39 olarak

bulundu.
3004
y=0,814x+5,239
r=0,992
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immiinonefelometre (mg/dL)

Sekil 12. immiinonefelometrik ve Iimmiinotiirbidimetrik Metodlarla idrarda
Albiimin Ol¢iimiiniin, Dogrusal Regresyon Grafigi

4.2.2. idrarda Albiiminin Analiz Yontemlerinin Performans Verileri

Idrarda albiimin 6l¢limii yaptigimiz immiinotiirbidimetrik ydnteminin analitik
hassasiyet ve dogruluk degerlendirmesini kontrol niimuneleri ile yapildi. (Kontrol
1=Normal, Kontrol 2=yiiksek seviye idrar albiimin kontrolleri). Kontrol numunelerinde
calisma i¢i (intraassay) n=5 % CV kontrol 1’de % 7,35, kontrol 2’de % 3,27; hergiin
yapilan Ol¢iimde giinler arasi1 (day to day) kontrol 1°de % 4,5 , kontrol 2°de % 3,30
bulundu (n=5). Sonuglar ‘mg/dL’ cinsinden ifade edildi. Yine insan idrar Orneklerinde
(n=10) tekrarlanabilirligi test edildi. Calisma ig¢i (intraassay) ortalamasi birinci idrar
orneginin 1,96 mg/dL, % CV degeri 8,54, ikinci idrar 6rneginin ortalamasi 17,91 ve %
CV degeri 3.09 bulundu. Bulgular Tablo 8 ve 9 da verildi.
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Tablo 8. Immiinotiirbidimetrik Yontemle Idrarda Albiiminin Hassasiyet
(Precision) ve Dogruluk (Accuracy) Kontrol Sonuclar:

Okunmasi Gereken

Ornek Deger (my/dL) Ortalama SD % CV  Bias
Cahisma ici
Kontrol 1 2.98+2.,4 5 3,27 0,24 7,35 +0,29
Kontrol 2 11+9 5 11,85 0,38 3,27 +0,85
Giinler arasi
Kontrol 1 3,05+£2,4 5 3,03 0,13 4,5 -0,02
Kontrol 2 10+8 5 9,90 0,32 3,30 -0,1

SD = standart deviation, CV = coefficient of variation, n = 6l¢giim sayis1

Tablo 9. immiinotiirbidimetrik Yontemle Calisilan insan Idrar Orneklerindeki

Cahlisma I¢i Intraassay Albiiminin % CV Sonuclar1

Ornek (n=10) Ortalama (mg/dL) SD % CV
Insan idrar 1 1,9 0,17 8,94
Insan idrar 2 17,9 0,55 3,07

Idrarda albiimin &lgiimii yaptiimiz immiinonefelometrik ydnteminin analitik

hassasiyet ve dogruluk degerlendirmesini kontrol niimuneleri ile yaptik. (Kontrol=yliksek

seviye idrar alblimin kontrolleri). Kontrol numunelerinde ¢alisma i¢i (intraassay)

ortalamas1 14,5, kontrolde % CV degeri 3,58; hergiin yapilan 6l¢limde giinler arasi (day
to day) kontrolde ortalama 16,3, kontrolde % CV degeri % 5,85 bulundu (n=5). Sonuglar

‘mg/dL’ cinsinden ifade edildi. Yine insan idrar 6rneklerinde (n=10) tekrarlanabilirligi test

ettik. Calisma i¢i (intraassay) ortalamasi birinci idrar 6rneginin ortalamast 1,9 mg/dL ve %

CV degeri 4,7, ikinci idrar 6rneginin ortalamasi 22,1, % CV degeri 5,2 bulundu. Bulgular

Tablo 10 ve 11 de verildi.
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Tablo 10. immiinonefelometrik Yontemle Idrarda Albiiminin Hassasiyet
(Precision) ve Dogruluk (Accuracy) Kontrol Sonugclar:

Okunmasi gereken

Ornek deger (mg/dL) n Ortalama SD % CV  Bias
Cahisma ici
Kontrol 16,3+1,22 5 14,5 0,52 3,58 -1,84
Giinler arasi
Kontrol 16,3+1,22 5 16,3 0,95 5,85 -0,02

Tablo 11. immiinonefelometrik Yontemle Calisilan insan Idrar Orneklerindeki
Calisma I¢i Intraassay Albiiminin % CV Sonug¢larn

Ornek (n=10) Ortalama (mg/dL) SD % CV
Insan idrar 1 1,91 0,09 4.7
Insan idrar 2 22,1 1,14 52

4.2.3. idrarda Protein Analiz Sonuclar

Calismanin prospektif asamasinda, Tiirbidimetrik yontemle ¢alisilan 6rneklerden 40
idrar secildi ve Lowry, Bradford, Modifiye Purdy yontemleriyle ¢alisildi,degerler Tablo
12°de gosterilmistir. Lowry yonteminin ortalamasi 451,8+282,6 mg/dL (127,2-1369,7);
Bradford yonteminin ortalamasi 162,5+149,4 mg/dL (0,05-444,1); Modifiye Purdy
yonteminin ortalamasi 94,5+£83,7 mg/dL(21-315) ; Tiirbidimetrik yonteminin ortalamasi
84,8+82,1 mg/dL (3,09-241,9) olarak bulundu, Non-Parametrik Friedman istatitistik
analizi uygulandi, p=0,001 oldugundan Lowry, Bradford, Modifiye Purdy, Tirbidimetrik
yontemler arasinda anlamli fark bulundu (Tablo 13, Sekil 13).
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Tablo 12. Lowry, Bradford, Tiirbidimetre, Modifiye Purdy Yontemleriyle
Calisilan Idrarda Total Protein Degerleri mg/ dLL

Hasta Lowry Bradford  Tiirbidimetre Modifiye Purdy
1 356.22 10.17 4.01 <21
2 211.62 2.561 4.26 <21
3 185.87 0.047 3.09 <21
4 300.13 5.781 5.09 <21
5 127.83 0.822 4.43 <21
6 362.49 2.702 6.53 <21
7 414.68 17.69 9.03 <21
8 257.55 2.937 6.67 <21
9 193.38 16.09 5.61 <21
10 184.2 78.73 28.31 315
11 510.99 348.2 236.26 1155
12 537.99 84.37 24.06 <21
13 514.05 2.115 15.13 <21
14 398.67 190.1 104.99 84.0
15 1369.7 49.11 22.98 <21
16 145.09 140.6 51.24 52.5
17 266.73 109.1 46.75 42.0
18 341.19 258.0 168.63 63.0
19 217.6 72.15 32.02 <21
20 679.54 40.07 23.09 <21
21 214.26 166.1 70.96 63.0
22 306.26 57.34 29.83 <21
23 419.83 289.7 150.56 105.0
24 284.27 72.03 35.75 21.0
25 1073.8 444.1 106.14 315.0
26 1047.8 137.8 52.32 21.0
27 127.27 72.03 88.39 315
28 133.95 42.42 16.43 <21
29 609.25 424.7 145.99 315.0
30 288.16 155.1 58.33 315
31 799.51 405.5 216.31 168.0
32 467.29 326.3 189.3 42.0
33 606.05 340.3 227.78 105.0
34 761.93 441.0 127.04 210.0
35 443.49 252.5 132.31 42.0
36 580.58 308.4 199.36 42.0
37 576.27 353.7 235.72 147.0
38 641.68 305.5 213.06 84.0
39 801.04 359.9 241.9 105.0
40 314.89 114.4 54.14 31.5
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Tablo 13. Dort Yonteme Ait idrarda Total Protein Analiz Sonuclar1 mg/dL

(n=40)
Yontem* Ortalama (mg/dL) SD Minimum Maksimum
Lowry** 451,8 282,6 127,2 1369,7
Bradford*** 162,5 149,4 0,05 4441
Tiirbidimetre**** 84,8 82,1 3,09 2419
Modifiye Purdy 94,5 83,7 21,0 315

*Friedman istatitistik analizi’ne gore p=0,001

**Lowry yontemi diger ii¢ yontemden anlamli derecede yiiksek (Wilcoxon, her biri igin
p<0,001)

***Bradford yontemi diger iki yontemden anlamli derecede yiiksek (Wilcoxon, her biri
i¢in p<0,001)

***% Tiirbidimetre yontemi ile Modifiye Purdy yontemi arasinda anlamli fark var
(Wilcoxon p<0,01)

80N -
451,8 +282,6

700 ~

600 -

162,5 1494

84,8 821 94,5 83,7

Lowry Bradford Tlrbidimetre  Modifiye Purdy

Sekil 13. Dort Yonteme Ait Idrarda Total Protein Analiz Sonug¢larinin Grafigi

Modifiye Purdy; yonteminde alt 6l¢im sinirt 21 mg/dL olarak belirlendi bu nedenle
ile 16 idrar 6rnegi Bradford yontemi ile karsilastirilamadi. Modifiye Purdy 24 idrar
orneginde de Bradford yonteminden diisiik idrar protein degerleri tesbit edildi.

Modifiye Purdy; yonteminde alt 6l¢tim sinir1 21 mg/dL olarak belirlendi bu nedenle

ile 16 idrar 6rnegi yontemi Tiirbidimetri ile karsilastirilamadi. Modifiye Purdy yontemiyle
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19 idrar 6rneginde Tiirbidimetri yonteminden diisiik, 5 idrar 6rneginde ise Tiirbidimetri
yonteminden yiiksek idrar protein degerleri tesbit edildi.

Bradford yontemi ile Tiirbidimetrik yontem karsilastirildiginda 33 idrar 6rneginde

Tirbidimetri yonteminden yiiksek, 7 idrar Orneginde ise diisiik idrar protein
degerleri tesbit edildi.

Idrar protein tayininde kullandigimiz dért yontemin sonuglarmin birbirinden oldukga
anlamli farkli oldugu anlagilmaktadir.

Lowry yontemi ile Bradford yontemi arasinda non-parametrik ‘Spearman’
korelasyon analizi uyguland1 ve r= 0,578 orta (+) korelasyon bulundu. Yapilan lineer
regresyon analizinde iki yontem arasindaki iliskiyi tanimlayan denklem y=0,933x+300,27

idi. Iki yontem arasindaki iliski Sekil 14°de gdsterilmistir.

y=0,933x+300,27
r=0,578

1250

1000

750

Lowry (mgldL)

S00-

250

0 100 200 300 ato sto
Bradford (mg/dL)

Sekil 14. Lowry Yontemi ile Bradford Yontemlerinin Regresyon Grafigi

Lowry yontemi ile Tiirbidimetri yontemi arasinda korelasyon analizi uygulandi ve
korelasyon katsayist r=0,519 orta (+) korelasyon bulundu. Yapilan lineer regresyon
analizinde iki ydntem arasindaki iliskiyi tanimlayan denklem y=1,294x+342,07 idi. Iki
yontem arasindaki iliski Sekil 15°de gosterildi.
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Sekil 15. Lowry Yontemi ile Tiirbidimetre Yontemlerinin Regresyon Grafigi
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Lowry yontemi ile Modifiye Purdy yontemi arasinda korelasyon analizi uygulandi

ve korelasyon katsayisi r=0,577 orta (+) korelasyon bulundu Yapilan lineer regresyon

analizinde iki ydntem arasindaki iliskiyi tanimlayan denklem y=1,835x+322,64 idi. 1ki

yontem arasindaki iliski Sekil 16’de gosterildi.
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Sekil 16. Lowry Yontemi ile Modifiye Purdy Yontemlerinin Regresyon Grafigi
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Modifiye Purdy yontemi ile Bradford yontemi arasinda korelasyon analizi uygulandi
ve korelasyon katsayis1 r=0,891 kuvvetli (+) korelasyon bulundu. Yapilan lineer regresyon
analizinde iki ydntem arasindaki iliskiyi tanimlayan denklem y=0,53x-40,123 idi. iki
yontem arasindaki iliski Sekil 17°de gosterildi.

400

y=0,53x-40,123
r=0,891

300

Modfy Pgrdy (mgidL)
7

100

0 100 200 300 400 500
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Sekil 17. Modifiye Purdy Yontemi Ile Bradford Yontemlerinin Regresyon
Grafigi

Modifiye Purdy yontemi ile Tiirbidimetri yontemi arasinda korelasyon analizi
uyguland1 ve korelasyon katsayist =0 ,639 orta (+) korelasyon bulundu. Yapilan lineer
regresyon analizinde iki yontem arasindaki iliskiyi tanimlayan denklem y=0,37x+45,419

idi. 1ki yontem arasindaki iliski Sekil 18’de gosterildi.
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Sekil 18. Modifiye Purdy Yontemi ile Tiirbidimetri Yontemlerinin Regresyon
Grafigi

Bradford yontemi ile Tiirbidimetri yontemi arasinda korelasyon analizi uygulandi ve
korelasyon katsayist r=0,930 c¢ok kuvvetli (+) korelasyon bulundu. Yapilan lineer
regresyon analizinde iki yontem arasindaki iligkiyi tanimlayan denklem y=1,624x+24,698
idi. 1ki yontem arasindaki iliski Sekil 19°de gosterildi.

500

y=1,624x+24,698 °© o
s r=0,930 2

(m ug.fd L)

2007

Bradford

1007

0 50 100 150 200 2%0
Tirbidimetre (mg/dL)

Sekil 19. Bradford Yontemi ile Tiirbidimetri Yontemlerinin Regresyon Grafigi
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4.2.2. idrarda Protein Analiz Yontemlerinin Performans Verileri

Lowry yénteminde, Idrarda protein 6l¢iimiiniin analitik hassasiyetini 6l¢gmek igin,
insan idrar Orneklerinde (n=10) tekrarlanabilirligi test ettik. Calisma i¢i (intraassay)
birinci idrar 6rneginin ortalamasi 279,64 mg/dL ve % CV degeri 4,5, ikinci idrar drneginin

ortalamasi1 433,5, % CV degeri 11 bulundu. Bulgular Tablo 14’ de verildi.

Tablo 14. Lowry Yontemliyle Calisilan Insan idrar Orneklerindeki Albiiminin
Calisma I¢i % CV Sonuclan

Ornek (n=10) Ortalama (mg/dL) SD % CV
Insan idrar 1 279,64 12,65 45
Insan idrar 2 433,50 50,73 11

Bradford yonteminde, idrarda protein &lgiimiiniin analitik hassasiyetini 6l¢mek igin
,nsan idrar 6rneklerinde (n=10) tekrarlanabilirligi test ettik. Caligsma ici (intraassay)
ortalamasi birinci idrar 6rneginin ortalamasi 176,76 mg/dL ve % CV degeri 9,5, ikinci

idrar 6rneginin ortalamasi 284,43, % CV degeri 4,3 bulundu. Bulgular Tablo 15 de verildi.

Tablo 15. Bradford Yontemiyle Cahsilan Insan idrar Orneklerindeki Cahsma
Ici Protein % CV Sonuclar

Ornek (n=10)  Ortalama (mg/dL) SD % CV
Insan idrar 1 176,76 18,89 10,6
Insan idrar 2 284.43 12,36 4.3

Modifiye Purdy yonteminde, idrarda protein 6lgiimiiniin analitik hassasiyetini
Olcmek i¢in, insan idrar orneklerinde (n=10) tekrarlanabilirligi test ettik. Calisma ici
(intraassay) ortalamasi birinci idrar 6rneginin ortalamasi 44,10 mg/dL ve % CV degeri 10,
ikinci idrar 6rneginin ortalamasi 81,9, % CV degeri 8,1 bulundu. Bulgular Tablo 16’da

verildi.

Tablo 16. Modifiye Purdy Yontemiyle Cahsilan Insan Idrar Orneklerindeki
Calisma I¢i Protein % CV Sonuclar

Ornek (n=10)  Ortalama (mg/dL) SD % CV
Insan idrar 1 44,1 4,42 10
Insan idrar 2 81,9 6,64 8,1
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Tiirbidimetri yonteminde, Idrarda protein &lgiimiiniin analitik hassasiyet ve
dogruluk degerlendirmesini kontrol niimuneleri ile yaptik. (Kontrol 1=Normal, Kontrol
2=yiiksek seviye idrar protein kontrolleri). Kontrol numunelerinde ¢alisma i¢i (intraassay)
% CV kontrol 1°de % 7,74, kontrol 2’de % 1,62; hergilin yapilan 6l¢limde giinler arasi
(day to day) kontrol 1’de % 4,45, kontrol 2°de % 1,7 bulundu (n=5). Sonuglar ‘mg/dL’
cinsinden ifade edildi. Yine insan idrar 6rneklerinde (n=10) tekrarlanabilirligi test ettik.
Calisma igi (intraassay) ortalamasi birinci idrar 6rneginin ortalamasi 10,24 mg/dL, % CV
degeri 7,1, ikinci idrar 6rneginin ortalamasi 86,02 mg/L , % CV degeri 1, lglincii idrar

Orneginin ortalamasi 168,83 ve % CV degeri 1 bulundu. Bulgular tablo 17 ve 18 de verildi.

Tablo 17. Tiirbidimetrik Yontemle Idrarda Protein Analizinin Hassasiyet
(Precision) ve Dogruluk (Accuracy) Kontrol Sonuclari

- Okunmasi gereken Ortalama .
Ornek deger (Mg/dL) n (mg/dL) SD % CV Bias
Cahisma ici
Kontrol 1 18+1,4 5 19,63 1,52 7,74 +1,63
Kontrol 2 140£11,2 5 138,98 2,26 1,62 -1,02
Giinler arasi
Kontrol 1 17,5+1,4 5 16,60 0,74 4,45 -0,9
Kontrol 2 129+10,3 5 122,74 2,10 1,7 -6,26

SD = standart deviation, CV = coefficient of variation, n = 6l¢iim sayis1

Tablo 18. Tiirbidimetrik Yoéntemle Calsilan insan Idrar Orneklerindeki
Calisma I¢i Protein % CV Sonuclar

Ornek (n=10)  Ortalama (mg/dL) SD % CV
Insan idrar 1 10,24 0,73 7,1
Insan idrar 2 86,02 0,86 1

Insan idrar 3 168,83 1,71 1




5. TARTISMA

Proteiniiri, kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklar1 i¢cin bagimsiz bir risk faktori
olarak bilinmektedir. Hatta protein atilim diizeyinde artis tespit edilmesinin, bobrek
hastaligina tan1 konmasi ve dogrulanmasi agisindan prognostik degere sahip oldugu ve
proteinliri miktarinin saptanmasi tedavinin etkinligi ve hastaligin progresyonunun
degerlendirilmesinde gilivenilir bir faktdr oldugu bilinmektedir. Protein ya da albiimin
atilim diizeylerinde goriilen artis; preeklampsi, diyabetik noropati ve ilaglarin etkisiyle
geligebilen nefrotoksisite gibi ¢esitli spesifik tablolarin erken teshisinde de
kullanilmaktadir (5).

Idrarda protein tayini, idrarda yapilan analizler igerisinde en sik olanidir (19). Idrar
proteinlerinin tayininde kullanilan kantitatif yontemler bulaniklik olusumu, boya baglama
ya da renk olusumu temeline dayanirlar. Bulaniklik olusumuna dayanan tlirbidimetrik
yontemler triklorasetik asit (TCA), siilfosalisilik asit (SSA), ya da alkali benzetenyum
kloriir yontemlerini kapsar. Boya baglama yontemleri, Coomassie brilliant blue, Ponceau-S
ve Ozellikle son yillarda yayginlagan Pyrogallol Red yontemleridir. Renk olusum temeline
dayanan yontemler ise Folin-Lowry reaksiyonlaridir. 1985 yilinda Amerikan Patoloji
Kolleji tarafindan yapilan calismada, en sik kullanilan yontem tiirbidimetrik metoddur,
labaratuvarlar iginde benzethonyum kloriir yontemiyle calisanlar (%41) ve diger
tiirbidimetrik yontemlerle (% 31) oranindadir. Bunu da boya baglayici yontemlerden
Coomassie Brillant Blue (%26) oraniyla takip eder (14).

Idrar kompleks bir karisimdir. Genis degisken osmaliletesi, iyonik kompozisyonu,
metabolit iceriginin degisken olmasi nedeniyle idrarda bulunan protein karigimlari,
(albumin, globulin, Tamm-Horsfall proteini, polipeptitler) farkli protein reaktifleriyle
farkli oranlarda reaksiyona girerler (2). Total {iriner protein konsantrasyonunu olgmede

kullanilan metodlarin varyasyonlari iki ana sebebe dayanmaktadir.
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1. Total {riner proteinin, fizyolojik seviyelerde bile neyi tanimladigt
bilinmemektedir. Idrar, gesitli proteinlerden olusan bir karisimdir ki farkli bireylerde farkls
oranlarda ve farkli i¢eriklerde proteinler vardir.

2. Cesitli metodlarin, farkli reaksiyon mekanizmalarina dayanmasi ile farkli bireysel
proteinlere ve onlarin peptit fragmanlarina farkli hassasiyetler gosterirler.

Boylece bu metodlarin higbiri, iiriner proteinlerin toplaminin gercek sonucunu
vermez.

Uriner protein metodlart igin dogruluk tanimlamasi zordur. Bu yiizden idrar proteini
icin referans materyal gelistirmek de zordur (68).

J. Dube ve arkadaslarmin, otoanalizorlerdeki idrar protein Ol¢timlerindeki
problemleri arastirirken, boya baglayict ve tiirbidimetrik yontemlerde yaptiklari geri
kazanim (recovery) calismalarinda albiimin yiiksek recovery oranlarma sahipken gama
globiilinler diisiik recovery oralarina sahiptir. Tamm-Horsfall proteinlerinin, recovery
Ol¢timlerinde reaksiyona girmedigi gosterilmistir. Polipeptitler, bazi otoanalizorlerde
reaksiyona girmezken bazilar ile yiiksek yogunlukta reaksiyona girer (2).Caligmamizda
otoanalizorlerden Roche sistemi; tlirbidimetrik (benzetenyum kloriir) metodu kullanildi.
Manuel olarak boya baglayici yontemlerden Lowry ve Bradford yontemlerini ve TCA
kullanilarak proteinleri ¢oktiiren Modifiye Purdy yontemi kullanildi.

Bu ¢alismada 40 idrar segildi ve total protein konsantrasyonlari Lowry, Bradford,
Modifiye Purdy, Tirbidimetrik yontemlerle calisildi. Lowry yonteminin ortalamasi
451,84282,6 mg/dL; Bradford yonteminin ortalamasi 162,5+149,4 mg/dL; Modifiye Purdy
yonteminin ortalamasi 94,5+83,7 mg/dL; Tiirbidimetrik yonteminin ortalamasi1 84,8+82,1
mg/dL idi. Non-Parametrik Friedman istatitistik analizi uygulandi, p=0,001, oldugundan
yontemler arasinda anlamli fark bulundu. Ortalamalardan anlagilabilecegi gibi Lowry
yontemiyle elde edilen sonuglar diger yontemlerin sonuclarindan en az dort kat daha
yiiksekti. Dolayisiyla ¢alismamizda idrarin kompleks ve degisken protein igeriklerinin
(albiimin, globiilin, Tamm-Horsfall, polipeptit) farkli protein reaktifleri ile farkli reaksiyon
verdigi anlasildi.

Bu idrarlar i¢inde Tiirbidimetrik yontemle 6l¢iilen < 10 mg/dL(referans aralikta) 10
idrar se¢ildi, bunlarda da yontemler arasinda anlamli farklar bulundu.

Jihei Iwata ve arkadaslarinin, yaptigi serebrospinal sivida ve idrardaki proteinlerin

mikro tiirbidimetrik metodlarla belirlenmesi adli ¢aligmada, Lowry ve Tiirbidimetrik
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benzetonyum kloriir metoduyla yaptiklar1 karsilastirmada 50 mg/dL lik y-globiilin
Olglimiinde Lowry metodunun daha sensitif oldugu gozlenmistir.200 mg/dL lik pepton
soliisyonunu kullanilarak reaktifin peptitlerle mi proteinle mi etkilestigini arastirmislar,
Lowry metodu ile ¢ok yiiksek absorbans degerleri Olgiiliirken, benzetonyum kloriir
metodunda sifira yakin absorbans dl¢lilmiistiir. Ayn1 ¢alismada nefritli hastalardan iki idrar
almip Lowry metodu ile; 1. idrar 226,8 mg/dL, 2. idrar 440,8 mg/dL ol¢iildiigii halde,
Tiurbidimetrik benzetonyum kloriir; 1.idrar 24,4 mg/dL, 2.idrar 130,8 mg/dL olarak
Olglilmiistiir (53). Bizim ¢alismamizda da idrar proteinin referans araligindaki ve nefritli
hastalardaki Lowry yOnteminin ortalamasinin yiiksek olusunun nedeni, Lowry yonteminin
peptitlerle ve diger protein fragmentleri ile etkilesmesi olabilir. Ayn1 zamanda idrardaki
pigmentlerin yaninda, azot ve siilfiir igeren bilesikler bakirla kompleks yaparak (59) ya da
K*,Mg*, EDTA, karbohidrat, gliserol ile (56) interferans meydana getirmis olabilir.

Protein tayin yontemlerinden Lowry yoOntemi ile diger yoOntemler arasindaki
korelasyon analizlerinde diisiik korelasyonlar bulunmasit (Sekil 14-16)’da Lowry
yonteminin idrar protein analizinde 1yi sonuglar vermedigine isaret etmektedir.

Modifiye Purdy yontemini (manuel TCA ile proteinleri ¢oktiirme), asitin kimyasal
yapisi, protein tipi, asit konsantrasyonu, sicaklik,asit eklenmesinin hizi ve asitin iginde
kalma stireci etkiler. TCA , diisiik MA likl1 proteinleri presipite etmeyebilir (14).Kullanilan
ornek hacminin 10 mL gibi fazla olmasi,6l¢ciimiin manuel olusu nedeniyle zaman ve
isglicii kayb1 acisindan negatif 6zellikleri vardir. Modifiye Purdy yonteminde alt dl¢iim
sinirini 21 mg/dL olarak bulmamiz, en 6nemli dezavantajlarindan biridir. Modifiye Purdy
yontemi ile Bradford yontemi arasinda r=0,891 kuvvetli (+) korelasyon bulmamiza
ragmen, Modifiye Purdy yontemi ile tiirbidimetre arasinda orta (+) korelasyon (r=0 ,639)
bulundu.Nitekim Modifiye Purdy ile her iki yontem arasinda protein degerleri agisindan
anlaml fark bulundu. Dolayisiyla, alt sinir problemi ve rutin kullanimdaki tiirbidimetrik
yontemle uyusmazlig, iistelik manuel olmasi gibi dezavantajlar1 oldugundan; rutin idrar
protein analizinde Modifiye Purdy yonteminin tercih edilmemesinin nedenini
gostermektedir.

Bradford yonteminde kullanilan Coomassie Brillant Blue, kiivetleri boyadigr igin
otomasyona uygun degildir. Son zamanlarda Pyrogallol Red boyasi kullanilan otomatize

yontem kullanilmaktadir (69).
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Bradford yontemi ile tiirbidimetrik yontem arasinda ¢ok kuvvetli (+)korelasyonun
(r=0,930) bulunmasi, klinik biyokimya laboratuarlarinda otoanalizorlerde, idrarda protein
analizi i¢in sik¢a kullanilan tiirbidimetrik (benzetenyum kloriir) yontemin, boya baglayici
yontemlerden olan, manuel olarak uygulanan Bradford yontemi ile uygunlugunu ortaya
koymustur.

Idrarda protein 6lciimiiniin analitik hassasiyetini degerlendirmek igin dort farkl
metod ile ayn1 idrarlar ¢alisildiginda (Tablo 14-18), elde edilen sonuglara gore (Tablo:19)
Dort yontem arasinda tiirbidimetrik yontemin analitik hassasiyetinin diger yontemlere gore

oldukgca iyi oldugu belirlendi.

Tablo 19. idrar Total Protein Ol¢iimiinde Dért Yontemin Analitik Hassasiyeti

Metodlar Insan idrar1 1 (% CV) Insan idran 2 (% CV)
Lowry 4,5 11
Modifiye Purdy 10 8,1
Bradford 10,6 4,3
Tirbidimetre 1 1

Ancak tlirbidimetri yonteminde, idrarda protein Ol¢limiiniin analitik hassasiyet ve
dogruluk degerlendirmesinde Kontrol 1=Normal (18+1,4) mg/dL seviyedeki kontrol
numunelerinde ¢alisma ici (intraassay) % CV % 7,74, Calisma i¢i idrar Orneginin
ortalamas1 10,24 mg/dL iken % CV degerinin de 7,1 olmasi bu seviyelerdeki analitik
hassasiyetinin  daha  diisiik oldugunu  disiindiirmektedir. ~ Ayrica  proteiniiri
degerlendirilmesinde 10 mg/dL tizeri esik degeri olarak kabul edildiginden diistik
degerlerdeki yliksek CV degerlerinin problem olusturmadigi kanaatindeyiz.

Calismalarimiz, idrardaki total protein diizeyinin dl¢limiinde, kullanilan metodlarin
kalibrasyonundaki varyasyonlar da dahil olmak iizere, analitik 6zelliklerdeki farkliliklarin
bir sonucu oldugu diisiiniilen ciddi bir varyasyonun mevcut oldugunu gostermistir. Bu
durum, ¢alismalar arasindaki diyagnostik performans farkliliklarina da neden olabilir.

Kalibrasyon materyali i¢in, g¢esitli proteinleri igeren albiimin /globiilin karigimlar
kullanilarak kalibrator stratejileri gelistirilebilir. Evrensel bir kalibratér kullanimi ciddi
varyasyonlar1 azaltabilir, dl¢limler arasindaki karsilastirilabirligi gelistirebilir.

Idrarda bulunan albiiminin molekiiler formlar1 ve cesitliligi; albiiminin modifiye

formlarinin farkl filtrasyonu ve farkl tiibiiler geri alinimi, albiiminin iiriner yol boyunca
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proteoliz araciligryla maruz kaldigi modifikasyonlar, oksidan, serbest radikal ve idrarda
bulunan diger ligandlarin meydana getirdigi kimyasal degisiklik ve idrar1 dondurma
esnasinda olusan degisiklikler sebebiyle, idrardaki alblimin plazmadaki albliminden
farklidir .Bu yiizden, idrarda albiiminin referans materyali elde edilememistir.Referans
metodu yoktur (6). Idrar, immuno-reaktif ve immunoreaktif olmayan komponentlerin
kompleks bir karigimidir. Immunoassayler sadece; >12 kDa albumin fragmentlerini ve
polimer albumin agregatlarii algiladigi gibi immunoreaktif intakt idrar albuminini
algilayabilir, ancak immunoassaylerin tam olarak hangi albumin komponentlerini tespit
ettigi bilinmemektedir (67).

Idrardaki albiimin atiliminin bobrek hasarini gdstermekle beraber ve bobrek hastalig
progresyonu ile kardiyovaskiiler hastalik icin de bir risk faktdrii oldugu bilinmektedir. Idrar
albiimin diizeyi 6l¢iimiiniin rolii, dogru ve net rapor edilen laboratuar sonuglarina duyulan
ihtiyaca odaklidir. Bu amagla ¢alismamizda idrarda alblimin  dSlgilimiinde,
immiinotiirbidimetrik yontemle immiinonefelometrik yontemin uygunlugu karsilastirildi,
cok kuvvetli (+) (1=0,992) korelasyon bulunmasi, yontemler arasindaki
karsilastirilabilirligi kuvvetlendirmistir.

Idrarda albiimin 6lgiimiiniin analitik hassasiyetini degerlendirmek icin iki farkl
metod (Tablo 9,11) ile ayni idrarlar ¢alisildi (Tablo 20 ). Immiinotiirbidimetrik ydntemle
birinci idrar Orneginin 1,97 mg/dL ikinci idrar Orneginin ortalamas1 17,91,
Immiinonefelometrik yéntemle birinci idrar 1,91 mg/dL, ikinci idrar érneginin ortalamasi

22,13 mg/dL idi.

Tablo 20. idrar Albiimin Ol¢iimiinde iki Yontemin Analitik Hassasiyeti

Metodlar Insan idrar1 1 (% CV) Insan idran 2 (% CV)
Immiinotiirbidimetrik 8,94 3,07
Immiinonefelometrik 4.7 5,2

Immiinotiirbidimetrik ~yontemin, normal seviyelerdeki albiimin &lgiimlerinde
immiinonefelometrik yonteme goére analitik hassasiyetinin daha diisiik oldugu, ancak
makroalbiiminiirik seviyelerde analitik hassasiyetinin daha 1yi oldugu degerlendirildi.

Dolayisiyla mikroalbliminiiri tesbiti i¢in immiinonefelometrik, makroalbliminiiri
tesbiti i¢in ise Immiinotiirbidimetrik yontemin kullanimasmin daha uygun olabilecegi

anlasilmaktadir.
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Retrospektif ¢alismamizdaki 977 hastanin % 37’sinin (365 hasta) Idrar Albiimin
diizeyi < 2 mg/dL ,% 29’unun (281hasta ) 2-20 mg/dL ,% 34’iiniin (331hasta) 20 mg/dL
nin iizerinde oldugu bulundu.977 hastanin %63 iinliin mikroalbliminiirik ve
makroalbliminiirik seviyede olmasi, idrarda albliimin 6l¢iimiinde, dogru ve net rapor edilen
laboratuar sonuglarinin 6nemini géstermektedir.

Idrardaki total protein diizeyinin Ol¢iimiinde ciddi varyasyonlarn bulunmasi
nedeniyle, idrardaki albiimin Ol¢iimiiniin metodolojik varyasyonu azaltabilecegi ve
bununla birlikte klinik diagnostik sensitiviteyi de arttirma potansiyeli bulundugu one
stiriilmektedir.

Amerikan Ulusal Bobrek Kurulusu (NKF) ile Amerikan Diyabet, Sindirim Sistemi
ve Bobrek Hastaliklar1 Ulusal Enstitiisii (NIDDK)’'nin 2003 ‘teki Durum Bildiriminde
Diabet mevcut postpubertal cocuklarda ve erigkinlerde Kronik bobrek hastaligi tanisi
koymak i¢in idrarda total protein Ol¢limiinden ziyade idrar albiimin Ol¢imii tercih
edilmelidir, ¢ocuklarda total protein 6l¢iimiiniin hem albliminiiri hem de kii¢iik molekiil
agirlikli proteiniirinin saptanmasi amactyla kullanimi uygundur (9) seklinde tavsiyesi
bulunmaktadir.

Bu kapsamda KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarindan 03.12.2009-
01.12.2010 tarihlerinde eszamanli idrarda total protein ve albiimin istenen 977 hastanin
idrar sonuglar1 retrospektif olarak degerlendirilmeye alindi. Idrar total protein ve albiimini
arasinda giiclii (+) korelasyon (r=0,86) bulduk (sekil 11). Regresyon grafigi dikkatli
incelendiginde makroalbiiminiiri ve proteiniiri degerlerinde kiimelenmenin dagildig:
anlagilmaktadir. Bunun nedeni makroalbiiminiiri ile birlikte bobrek fonksiyonlarinin
bozulmasi1 ve boylece idrara albiimin disindaki diger proteinlerin de ¢ikis ihtimalinin
artmas1 olabilir. Idrarda total protein analizinde albiimin disindaki diger protein kayiplart
tizerinde de fikir elde edilmis oldugundan idrarda hem total protein hem de albiiminin ayni

ornekte analiz edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Prospektif calismamizda, idrarda total protein diizeyi rutin olarak tiirbidimetrik

yontemle, belirlenen idrarlardan 40 6rnek Modifiye Purdy, Lowry, Bradford yontemleriyle

calisildi ve idrarda albiimin Ol¢limii i¢in gelen ve rutin olarak immiinotiirbidimetrik

yontemle caligilan 30 idrar immiinonefelometrik yontemle calisildi elde edilen sonuglar

sOyle Ozetlenmistir.

1.

Protein tayin yontemlerinden Lowry yontemi ile Modifiye Purdy, Lowry,
Bradford yontemleri arasindaki korelasyon analizlerinde diisiik korelasyonlarin
bulunmas1 Lowry yonteminin idrar protein analizinde iyi sonuglar vermediZine
isaret etmektedir.

Modifiye Purdy yontemi ile Bradford ve tiirbidimetrik yontem arasinda protein
degerleri agisindan anlamli fark bulundu. Alt sinir problemi ve rutin kullanimdaki
tiirbidimetrik yontemle uyusmazligi, lstelik manuel olmasi gibi dezavantajlar
olmasi; rutin idrar protein analizinde Modifiye Purdy yonteminin tercih
edilmemesinin nedenini gostermektedir.

Bradford yontemi ile tiirbidimetrik yontem arasinda c¢ok kuvvetli (+)
korelasyonun bulunmasi, klinik biyokimya laboratuarlarinda otoanalizorlerinde,
idrarda protein analizi i¢in sik¢a kullanilan tiirbidimetrik (benzetenyum klortir)
yontemin, boya baglayic1 yontemlerden olan, manuel olarak uygulanan Bradford
yontemi ile uygunlugunu ortaya koymustur.

Modifiye Purdy, Lowry, Bradford, tiirbidimetrik yontemler arasinda tiirbidimetrik
yontemin analitik hassasiyetinin diger yontemlere gore oldukc¢a iyi oldugu
belirlendi.

Idrardaki total protein diizeyinin 6Sl¢iimiinde ciddi varyasyonlarin bulunmasi

nedeniyle, idrardaki albiimin 6l¢iimiiniin metodolojik varyasyonu azaltabilecegi



61

ve bununla birlikte Klinik diagnostik sensitiviteyi de arttirma potansiyeli
bulundugu diisiiniilmektedir.

6. Idrarda total protein analizinde albiimin disindaki diger protein kayiplar1 iizerinde
de fikir elde edilmis oldugundan idrarda hem total protein hem de albiiminin ayn1
ornekte analiz edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

7. 7-ldrarda albiimin igin, immiinotiirbidimetrik ydntemle immiinonefelometrik
yontemin uygunlugu arastirildi, ¢ok kuvvetli (+) korelasyonun bulunmasi,
yontemler arasindaki karsilastirilabilirligi kuvvetlendirmistir.

8. 8-Immiinotiirbidimetrik y&ntemin, normal seviyelerdeki albiimin 6l¢iimlerinde
immiinonefelometrik yonteme gore analitik hassasiyetinin daha diisiik oldugu,
ancak makroalbiiminiirik seviyelerde analitik hassasiyetinin daha iyi oldugu
degerlendirildi.

9. Dolayisiyla mikroalblimintiri tesbiti i¢cin immiinonefelometrik, makroalbiiminiiri
tesbiti igin ise Immiinotiirbidimetrik yontemin kullanimasinin daha uygun

olabilecegi anlasilmaktadir.

6.2. Oneriler

1. Calismalarimiz, idrardaki total protein diizeyinin dl¢limiinde, kullanilan metodlarin
kalibrasyonundaki varyasyonlar da dahil olmak {izere, analitik 6zelliklerdeki
farkliliklarin bir sonucu oldugu diisiiniilen ciddi bir varyasyonun mevcut oldugunu
gostermistir. Bu yilizden Evrensel bir kalibratdr kullanimi ciddi varyasyonlari
azaltabilir, ol¢iimler arasindaki karsilastirilabirligi gelistirebilir. Kalibrasyon
materyali i¢in, ¢esitli proteinleri iceren albiimin /globiilin karigimlart kullanilarak
kalibrator stratejileri gelistirilebilir.

2. Idrar analizi igin gelistirilen bir referans metod, 6zellikle saf idrarda bulunan
albiimin molekiillerini Slgmelidir. Idrardaki molekiiler albiimin formlarmin
heterojenitesi sebebiyle Olgiilen degerler net degildir ve tanimlanmalar
gerekmektedir. Idrarda albiiminin referans materyali de elde edilememistir.
Referans materyal ve referans metod icin daha fazla sayida aragtirmaya ihtiyac

duyulmaktadir.



7. OZET

IDRARDA TOTAL PROTEIN VE ALBUMIN DUZEYININ TAYININDE
KULLANILAN YONTEMLERIN PERFORMANS OZELLIKLERININ
BELIiRLENMESI

Idrarda total protein ve albiimin &l¢iimii, klinik laboratuvarlarda yaygm olarak
kullanilan, ancak mevcut yontemlerin birbirinden farkli avantaj ve dezavantajlari nedeniyle
hangi yontemin kullanilacagi hakkinda iizerinde fikir birligine varilamamis bir konudur.
Amacimiz, idrarda total protein Ol¢imii i¢in, biyokimya laboratuvarimizda kullanilan
tirbidimetrik metodu ile, Modifiye Purdy, Lowry, Bradford metodunu ve idrarda albiimin
Ol¢timii i¢in, biyokimya laboratuvarimizda kullanilan immiinotiirbidimetrik metod ile,
immiinonefelometrik yontemin analitik performanslarii1 karsilastirmaktir. Retrospektif
calismamizda KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarindan cesitli klinikler tarafindan
laboratuarimizdan eszamanli idrarda total protein ve albiimin Sl¢iimii istenen ve Ol¢timleri
gerceklestirilen 977 hasta ¢alismaya alinmustir. Prospektif ¢alismamizda, KTU Tip
Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda idrarda total protein diizeyi rutin olarak
tirbidimetrik yontemle, belirlenen idrarlar Modifiye Purdy, Lowry, Bradford yontemiyle
calisildi. Idrarda albiimin dl¢iimii icin gelen ve rutin olarak immiinotiirbidimetrik yontemle
caligilan Ornekler immiinonefelometrik yontemle c¢alisildi. Retrospektif ¢alismamizda
eszamanli idrarda total protein ve albiimin degeleri arasinda istatistiksel olarak giiclii (+)
korelasyon (r=0,86) bulundu. Prospektif ¢calismamizda Modifiye Purdy, Lowry, Bradford,
tirbidimetrik yontemler karsilastirildiginda p=0,001 oldugundan yontemler arasinda
arasinda anlamli fark bulundu. Modifiye Purdy, Lowry, Bradford ve tiirbidimetrik
yontemler arasinda tiirbidimetrik yontemin analitik hassasiyetinin diger yontemlere gore
olduk¢a iyi oldugu belirlendi. idrarda albiimin igin yapilan prospektif ¢aligmamizda,
immiinonefelometrik yontem ile immiinotirbidimetrik yontem arasinda p=0,024
oldugundan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Immiinonefelometrik ve
Immiinotiirbidimetrik metodlarla idrarda albiimin &lgiimleri arasinda ¢ok kuvvetli (+)
korelasyon (r=0,992) bulundu. Bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek igin idrarda es
zamanl total protein ve alblimin tayinlerinin yapilmasi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Idrar Proteinleri, Idrar Albiimini, Idrar Total Protein Tayin
Yontemleri, Idrar Albiimin Tayin Y®6ntemleri



8. SUMMARY

DETERMINATION OF PERFORMANCE CHARACTERISTICS OF METHODS
USED FOR TOTAL PROTEIN AND ALBUMIN MEASUREMENTS IN URINE

Determination of urinary total protein and albumin is used widely in clinical
laboratories, but there is no agreement about which method should be used, since present
methods have various advantages and disadvantage. The major aim is to compare
analytical performances of methods for measurement of urinary total protein including
turbidimetric method used in our biochemistry laboratory, Modfied Purdy method, Lowry
method, Bradford method and also for methods urinary albumin measurement includig
imminotiirbidimetric and immiinonephelometric methods used in our laboratory. In
retrospective study, 977 patients whose their urinary total protein and albumin
measurements were done in bichemistry laboratory, Faculty of Medicine, KTU were
included. In prospective study, urine samples which their total protein levels were
measured by turbidimetric method were measured also by Modfied Purdy, Lowry, and
Bradford methods. Urine samples measured by imminotiirbidimetric method for urinary
albumin measurement were studied by immiinonephelometric method. In the retrospective
study, a significant positive correlation between total protein and albumin levels was
found. In the prospective study, a significant statistical difference was found among
urinary total protein methods. Analytical sensitivity of turbidimetric method was found to
be the best among total protein methods. For urinary albumin determination, a statistically
significant difference (p=0,024) and a strong positive correlation (r=0.992) between
imminotiirbidimetric and immiinonephelometric methods were found. It was concluded
that both total protein and albumin measurement in urine should be done to evaluate
kidney functions.

Key Words: Urinary Proteins, Urinary Albumin, Determination of Urinary Total Protein,
Determination of Urinary Albumin.
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