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I- GIRIS

Bobrek hastaliklarinin tanisinda ve takibinde rutin biyokimyasal g6stergeler
kullaniimaktadir. Bunlar, genellikle glomertler fonksiyonu ve hasan de§erlendirmeye
ybnelik parametrelerdir.

Bununla birlikte, bdbreklerde geri emilimin ve sekresyonun yapildig1 tubl
fonksiyonlarina yénelik rutin biyokimyasal test bulunmamaktadir.

Yaklasik elli kadar enzim idrarla birlikte fizyolojik olarak atiimaktadir. Bu
enzimlerin ¢odu tubller fonksiyonun degerlendiriimesinde kullanilabilmektedir.
Ancak, ¢ogunun dayanikl olmamasi, &lgimlerinin pratikteki kullanimini
kisitlamaktadir. Bununla birlikte, idrardaki N-asetil-R-D-glukozaminidaz enzimi (NAG),
tubdler hiicre kaynaklidir ve aktivitesini daha uzun stire korumaktadir.

NAG enziminin, enzimin molekdl agirhginin biyik olmasi (130 000 dalton)
nedeniyle glomerlilden filtre olmadigindan, idrardaki seviyesinin ylkselmesi
tubtllerden asiri salinmasindan kaynaklanmaktadir. Bu da tubtiler hasari ve hasarin
derecesini gosterebilmektedir.

Bu galismada idrarda NAG enziminin, reaktifleri laboratuarimizda hazirlanan,
spektrofotometrik bir 6lgim metodu irdelenmis ve rutin klinik laboratuvarda

kullaniimasi i¢in dederlendirmeler yapimigtir.



[I- GENEL BILGILER

ILA.  N-ASETIL-8-D GLUKOZAMINIDAZ ENZIMININ YAPISI VE
FONKSIYONU

N-Asetil-B-D-glukozaminidaz (Beta-N-asetilheksozaminidaz; B-NAG; NAG; 2-
acetamidodeoxy-R-glucoside a cetamidodeoxyglucohydrolase; EC 3.2.1.52) yaklasik
40 kadar olan lizozomal hidrolitik enzimden birisidir (Tablo-1). NAG normalde
dokularda, net yikleri ve istya dayanikliliklarina gére farklihk gésteren, A ve B olmak
Uzere iki ana formda bulunur. A izoenziminin izoelektrik noktasi (pl) 5.4 iken B
izoenzimininki 7.9’dur. Bu 6zellik, izoenzimlerin iyon degistirici kromatografi ve
elektroforezde farkli noktalara gé¢ etmelerine neden olur. Bu iki izoenzim, subinit
yapilarina gére farkhlik gosterirler. A formu birer adet o ve R subiinitlerinden
olugurken B formu iki R subiinitinden olusur. Bu subtnitler farkli genler tarafindan
kodlanirlar. Ana izoenzimler, substrat 6zglllugine gére de farkhlik gbésterirler; A
formu (R-NAG-A, hex A) gangliozit GMy'deki galaktoz ve N-asetil galaktozamin
arasindaki B(1-4)-glikozit bagini hidrolize etmektedir. (Sekil-1) (1,2,3,4).

Asil adi Beta-N-asetilheksozaminidaz

Alternatif isimler Beta-heksozaminidaz,
Heksozaminidaz,
N-asetil-beta-glukozaminidaz

Katalizledigi reaksiyon  N-asetil-beta-D-heksozaminde indirgen olmayan ugtaki N-asetil-D-
heksozamin kalintilarinin hidrolizi

Diger bilgiler N-asetil-glukozidler ve N-asetil-galaktozidler lizerine etki eder,
EC numarasi 3.2.1.52, eski EC numaralar 3.2.1.29 ve 3.2.1.30,
Molekdl agirhgr 130 000 daltondur,
Sandhoff hastaliyi (GM2 gangliozidozis, varyant 0) ve Tay-Sachs
hastalijinda (erigkin tip GM2 gangliozidozis) eksikligi s6z konusudur.

Tablo 1. N-asetil-B-D-glukozaminidaz ile ilgili bazi bilgiler (2,4)

Bu izoenzimlere asil klinik ilgi otozomal resesif gegisli lizozomal depo
hastaliklarinin tespitinde kullaniimalar ile olmustur. Tay-Sachs hastalijinda o
subuniti kodlayan gende defekt s6z konusu olup A izoenzimi yoktur. Enzimin yoklugu
Gwm gangliozidin néronlarda birikmesiyle ve buna bagh klinik tabloyla sonuglanir.
Sandhoff hastaliinda ise B subinitini kodlayan gende defekt vardir ve bunun
sonucunda hem A hem de B (R-NAG-B) yoktur. Serum A ve B izoenzim aktiviteleri, A

formunun 1siya duyarli olmasindan dolayi, kolayca ayrilarak saptanabilmektedir.



Serumda bulunan A formu boébrek ve dalakta bulunan A formundan farkiidir ve A®
olarak isimlendirilir. Cok az bulunan diger bazi formiar C ve S ile gebelerde bulunan
P formudur. Gebelerde idrarla atilan NAG'In artmasina ragmen P formu idrarla
atiimamaktadir(1,2,3,5).

N- Asetllgalaktozamm B-N-Asetilheksozaminidaz A

l =

CHzOH

CHon HO Sﬁngozin

SR
CHZOH |
O0—CH: —CH

|
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CH3 / H/ ?i?/\/\/\/\/
\ ! Yag asidi
NH o ¢ /. o ’
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Seramid
OH
He_ oH I Gwmz Gangliozid
&H,OH [N-Asetilgalaktozaminil-B(1,4)galaktozil-8(1,4)glukozilseramid]
|
Sialil(2,3)

Sekil-1. Gy, gangliozidin yapisi. Terminal monosakkaritleri N-asetilgalaktozamin ve
sialik asittir. Her iki monosakkarit galaktoza, o da glukozla seramide baglidir. Seramid
sfingozin ve amid bagh yag asidinden olusur. (3)

II.B. NEFROTOKSISITE

Bobrek birgok hiicre tipi igerir. Bu hiicrelern éncelikli fonksiyoniari glomeriler
filtrasyon, tubiler absorpsiyon ve sekresyon ile metabolitlerin konsantre edilmesidir.
Bobrek karmasik bir yapiya sahip olmasina ragmen, hastallk ve toksik hasara
hticresel seviyede sinirl sayida yolla cevap verebilir(1,2).

Nefrotoksinler cevremizde oldukga yaygin bulunmaktadir ve bunlarin da gogu
belli bazi mesleklerle iligkilidir. Kadmiyum ve kurgun gibi gesitli agir metallerin siklikla,
proksimal tubiiler disfonksiyona ve glomerller hasara neden olmak suretiyle bdbrek
hastaligiyla iligkili oldugu eskiden beri bilinmektedir (6).

Tablo 2'de nefropatiyle iligkisi olan bazi ilaglar ve gevresel toksinlerle bunlarin
etkileri verilmigtir. Tablo 3'de de akut ve kronik bébrek yetmezIigiyle iligkisi olan ve sik

kullanilan ilaglar ile klinik bulgularn verilmigtir.



Ister glomeriler nefrit isterse tubilointerstisyel hasar olsun, her ikisi de bu
toksinlerle olusur ve glomeriler filtrasyon hizinin ve hem glomertiler hem de tubuler
proteinlrinin tespitini gerektiriler. Hasar gostergeleri (markerar) (as-mikroglobdilin,
retinol baglayici protein, RBz-mikroglobiilin gibi diusik molekil agirlikli proteinier)
yaygin olarak bu toksinlere maruziyetin yasal sinirlarini koymak i¢in kuilaniimaktadir.
Tubtiler proteiniiri gdstergelerinin ortaya konmus tek klinik kullanimi ilaglarin yol

actigi hasardir (7).

Etken Toksik etki

llaglar
ACE inhibit6rleri Bilateral renal arter stenozlu hastalarda GFR'de siddetli dlstis. Yiksek doz
kaptopril proteiniiriye neden olabilir.
Nonsteroid antiinflamatuar | Dolagim yetmezligi (kalp yetmezligi gibi) olanlarda GFR'de siddetli dusgis.
ilaglar Hipovolemi ayrica akut ve kronik interstisyel nefrite neden olabilir.
Antiromatizmal ilaglar Nefrotik sendromia birlikte membrandz tip gériinim (mekanizma bilinmiyor)
(Altin tuzlari, cival
bilegikler, D-penisilamin)
Antikanser ilaglar

Mitomisin Hemolitik-liremik sendrom
Sisplatin Akut tubtler nekroz (ATN)
Metotreksat Lumen igi presipitasyon ve ATN

Antibiyotikler, antifungaller
Aminoglikozitler ATN ve interstisyel nefrit
Sefalosporinler, penisilin- | Interstisyel nefrit
G, ampisilin, amoksisilin,
amfoterisin-B

Lityum Nefrojenik dizbetes insipidusla beraber distal tubiiler hasar

Allopurinol Interstisyel nefrit

Gevresel toksinler

Agir metaller
Civa Glomeriilonefrit
Kadmiyum Kronik Interstisyel nefrit
Kursun Hipertansiyon ve tubllointerstisyel nefrit
Krom Artmis tubdiler proteinler ve enzimiri
Vanadyum Artmisg tubdler proteinler ve enzimiri
Nikel Artmis tubdiler proteinler ve enzimri
Solventler: Kuru Glomeriilonefrit

temizleme, boyélar
Tablo 2. Nefropati gelisimiyle iligkisi olan ilaglar ve gevresel toksinler (7). ACE:
Anjiyotensin dénistiirlicli enzim; GFR: Glomerdler filtrasyon hizi; ATN: Akut tubtler
nekroz
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Nefrotoksisite, gliniimiizde, bir ¢ok ilag kullanimiyla birlikte goériiimektedir.
Istirahat halindeki kardiyak debinin %25'inin bébrege gittigi hesaba katildiginda, bu
hi¢ de siirpriz degildir. Birgok enzimi ve transtubdiler hiicre transport stirecini iceren
ylksek metabolik hiz sayesinde, bobrekteki glomertler, tubiiler ve interstisyel
hiucreler ilaglarla ve metabolitleriyle beklenenden daha fazla temas edecektir.
Nefropati siklikla, ancak filtrasyon etkilendiginde serum ure ve kreatininin artisiyla
taninmaktadir. Yapilan bir arastirmada, akut bdbrek yetmezligi (ABY) vakalarinin
%18.3't ‘ilagla iligkili’ olarak tanimlanmistir. llaglar ABY’ne, aralarinda azalmis renal
perfizyon, vaskiler veya direkt tubller hasar, alerjik interstisyel inflamasyon ve
glomerliler bazal membran hasarinin (GBM) bulundugu gesitli yollarla neden
olabilirler (8).

llaglar, ayrica, kronik interstisyel hasar ve papiller nekroz ile kronik bébrek
yetmezligine (KBY) neden olabilir (8).

Idrar sedimentinde tubiiler hiicre dejenerasyonu ve siliklesmesi olan, koyu
kahverengi gériniimde ve anlamii sayida dizgin veya graniiler silendir ile giden
direkt tubller toksisite akut tubller nekrozun (ATN) karakteristigidir. ATN
aminoglikozitlerden, radyoiyot kontrast maddelerden, amfoterisin-B’den, cisplatin ve
diderlerinin kullanimindan kaynaklanabilir (8).

Gentamisin gibi aminoglikozitler esas olarak renal kortikal tubiler hiicrelerin
proksimal fircamsi kenarini etkiler. Toksisite, kiimulatif renal kortikal birikimden
kaynaklanmaktadir. Clnkii bu katyonik amino gruplu organik bazlar, glomerilden
serbestge stizlilmekte ve pinositozla geri emilmektedir, ki bu da normalde 3 saat olan
plazma yarilanma Omdurlerini burada 100 saatin Gzerine ¢ikarmaktadir. Serum
seviyesinin kontroline ve hatta ilacin kesilmesine ragmen bu uzamis doku yar
oémriinden dolayl nonoligiirik bir bébrek yetmezligi olusabilir. Bu konuda Fanconi
sendromu karakteristiktir. Fanconi sendromu, normoglisemi, bikarbonattiri, fosfatlri,
aminoasiduri, natrilirez, kalilirez ve azalmig amonyum atiimina ragmen tubller
proteinii  ve glikozUriyle seyreder. Idrarla magnezyum atiimiyla giden
hipomagnezemi ve nonoliglirik ATN’ye katilan antiditiretik hormon (ADH) direnci,
aminoglikozitlerin kollektér tubtller tizerine olan etkilerinin sonucudur. Aminoglikozit
grubu maddelerin igerdigi katyonik amino grubu sayisi, nefrotoksisiteyle korele
goriinmektedir (8).

Hastaneye yatirilan hastalarda aminoglikozit kullaniminin ana komplikasyonu
ABY'dir. Aminoglikozit nefrotoksisitesinin sikligi, ¢esitli caligmalarda %2-10 arasinda



degismekle birlikte bir calismada %32.4 bulunmustur. Nefrotoksisitenin mekanizmasi
tam olarak agik degildir. Hayvan deneyleri, ilaglarin bébrek tubiil hiicrelerini direkt
olarak zedeledigini ve bunun da NAG gibi enzimierin hasarli hiicrelerden salinmasina
neden oldujunu gostermistir. Idrar NAG atiimi, aminoglikozit tedavisinin
baglamasindan 24 saat sonra yiikselmektedir, ancak sadece iki kattan fazla artiglar
klinik nefrotoksisiteyle iligkilidir (9).

Gentamisinin tek basina ve g¢esitli R-laktam antibiyotiklerle birlikte
uygulamalarinin karsilastinldidi bir ¢alismada, rélatif enzimiiriye dayanarak yapilan
degerlendirmelerde tikarsilin veya klavulanat ile kombinasyon tedavisinde tek basina
gentamisin tedavisine goére daha az nefrotoksisite tespit edilmigtir. Piperasilin
kombinasyonunun  ise  nefrotoksisiteyi = degistirmedigi, seftazidimin ise
aminoglikozitlerin uyardigi boébrek hasarini artirdigi gézlenmistir. Tek baglarina
kullanildiklarinda bazi sefalosporinlerin renal tubliler toksisite ve belirgin enzimiriye
neden olduklar gésterilmigtir (10).

Diustk doz metotreksat (MTX) tedavisi, romatoid artritte etkin bir ilag
tedavisidir. MTX esas olarak bobreklerden, glomerller filtrasyon ve tubller
sekresyonla atildigindan, bébrek yetmezlikli hastalarda ilacin atimi gecikmekte ve
MTX toksisitesi artmaktadir(11).

llaclardan baska kursun (Pb), civa (Hg) ve kadmiyum (Cd) gibi bazi agir
metaller de ciddi renal hasara neden olmaktadir. Transforme insan renal hiicre
kulttrlerinde dustik dozda Cd ile indiklenen hiicre 6lumQ, apoptozise bagh tipik
degisiklikleri géstermekte iken yiilksek doz Cd apoptozisi indiklemekte oldukga zayif
etki gdstermistir. Insan lenfosit kulturlerindeki in vitro deneyimler de diigtik doz Cd’un
apoptozisle hiicre 8lumuni uyarirken, yiiksek doz Cd’un nekroz gibi muhtemel bagka
bir mekanizma ile hiicre 6lumUnt uyardigini géstermektedir (6).

Yeni anlayisa gére tubller interstisyel nefrit, tubtiler hlicreler Gizerindeki erken
ve baskin zedelenme ile karakterize renal hastaliklarin heterojen bir grubudur.
Olgularin belirli bir kisminda tubtler interstisyel nefritin ana nedeni ilaglardir. Diger
nedenler ise virusler, agir metaller ve metabolik disfonksiyondur (12).

Il.C. BOBREK HASTALIKLARINDA IDRAR N-ASETIL-R-D
GLUKOZAMINIDAZ OLCUMUNUN YERI

Saglikli insanlarda idrar NAG aktivitesinin kaynagd! yenilenen b&brek proksimal
tubtl htcreleri iken artmis idrar NAG aktivitesi tubller lezyon olgularinda
goriulmektedir. Proteintri bir glomertiler hasar gostergesi olarak kullanilirken, idrar



NAG aktivitesi, bébrek tubiil fonksiyonu igin bir gbsterge olarak yaygin bigimde
kullaniimaktadir. Artmis idrar NAG seviyesi, diabetes mellitus (DM) da dahil olmak
izere birgok hastalikta tanimlanmisgtir (2,13).

Idrar NAG aktivitesini etkileyen bazi durumlar tablo 4'te belirtilmigtir.

Fizyolojik faktorler Yas, agirlik, boy, idrar akim hizi

Glomerdler proteintri

Instlin-bagimii DM

Biiytime hormonu tedavisi

Gocukluk ¢agi hastaliklan | Demir ytkienmesi (R-talasemi majér)

Nefrolitiyazis, nefrokalsinozis, hiperkalsidiri

Ust idrar yolu enfeksiyonu, reflii nefropati

Renal transplantasyon (akut rejeksiyon, siklosporin toksisitesi)
Siyanotik konjenital kalp hastalig

Nefrotoksisite llaglar (antibiyotikler, immunosupresifler, antikanser ilaglar...)
Radyokontrast ajanlar

Tek tarafli nefrektomi, tek tarafli renal agenezi
Diger Inflamatuvar barsak hastaligi
Glukoz-6-fosfataz eksikligi

Artmig plazma endotelin-l seviyesi

Tablo 4. Artmis idrar N-Asetil-R-D glukozaminidaz aktivitesiyle iligkili durumlar (14)

Bobrek hastaliklarinin teshisi ve bobrek hasarinin ortaya konulmasi amaciyla
idrar enzimlerinin 6lgiimd, klinikte genis kullanim alanina sahiptir. Alkalen fosfataz
(ALP), gama-glutamil transferaz (GGT), l6sin aminopeptidaz (LAP), alanin
aminopeptidaz (AAP), beta-galaktozidaz (GAL), nétral endopeptidaz (NEP), alfa
glukozidaz ve N-Asetil-R-D glukozaminidaz (NAG) bu amagla kullaniimaktadir
(1,2,10,12,15,16,17,18,19,20,21,22).

Bobrekler tarafindan idrara birgok enzim salinmasina ragmen, bu enzimlerin
birgogu dayanikh degildir ve bu nedenle kullanim alanlan kisithdir. Bu enzimler
arasinda yer alan NAG bébrek hastaliklarinin ve hasarinin ortaya konulmasi
amaciyla yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. NAG yaklasik olarak 130 000 dalton
molektl agirhginda olup idrara gikan dayanikll bir enzimdir. Ozellikle boébrek
proksimal tublil hiicrelerindeki lizozomlarda yliksek miktarda bulunur. Yiksek molekiil
agirhgi nedeniyle glomerilden filtre edilememektedir. Bu ylzden, idrar

konsantrasyonunun artmasi, proksimal tubller hasan veya lizozomlarin



buttinliginin  kayboldugunu  gdsterir. Proksimal tublllerde  bulunan
endositoz/ekzositoz transport sistemi normal bireylerde lizozomal enzimlerin gok
distk miktarlarinin atilmasina neden olur. Endositoz/ekzositoz transport sistemi
birbirine esit ve zit yénde meydana gelen enerji bagimli bir mekanizma araciligiyla
gerceklesmektedir. Bu sistemin gesitli nedenlerle tahrip olmasi lizozomal bir enzim
olan NAG'In idrarla fazla miktarda atiimasina neden olur (1,2).

NAG izoenzimlerinin idrar paterninde ilk degisiklik, Price ve ark tarafindan
elektroforetik teknikle, cerrahi travmayi takiben B formundaki artigin ortaya
konmasiyla gézlenmistir. Calisilan hasta grubunda, total NAG aktivitesinde artigla
birlikte B formunun kismi miktari da artmigtir. A formunun idrarla atihminda artig
olmasina ragmen A formunun B formuna orani, normal grupla karsilagtiriidiginda
azalmis olarak bulundu. Bir hastada ise serumda bulunan A°® formu idrarda
goérilmistir ki bu form normalde boébrekte bulunmadidindan glomeriler hasarin
olustuguna isaret eder. Benzer bir tespit, daha sonra patolojik degisikliklerin
glomertile sinirli oldudu biyopsiyle gésterilen Goodpasture hastalidi olan bir hastada
da yapilmistir (2).

Tablo 5'te bazi durumlarda ve bdbregi ilgilendiren bazi hastaliklarda NAG ve
izoenzimlerinin kullanimi verilmigtir.

Idrar dondurularak saklandijinda alanin aminopeptidaz aktivitesi
kaybolmakta iken NAG aktivitesi stabil kalmaktadir. Cocukluk ¢aginda idrar NAG
seviyesi icin normal araliklarin tespitindeki zorluklar klinik kullanimini kisitiamaktadir.
Ayni hastada birden fazla idrar NAG aktivitesi olgimi yapilmasi klinik
degerlendirmede daha yararli olabilecektir. Idrar NAG duizeyi yas, boy ve agirliktan
etkilenmektedir ancak cinsiyetle bir degisiklik olmamaktadir. Hayatin ilk ¢ yilinda
dusmektedir ama en yuksek seviyesine erkeklerde 14 yasinda, bayanlarda 13
yaginda ulagmaktadir (14).

Diger yandan, yeni doganlarda degisik tedavi yaklagimlar esnasindaki renal
tubiiler hasarin tespitinde de kullanilabilir (14).

Vankomisin idrar NAG seviyesini degistirmemekte ve bu ylzden dustk
dogum agirlikli infantlarda ciddi enfeksiyonlarda kullanilabilmektedir(14).

Vigano ve ark, B izoenziminin, gocuklarda Gst Uriner sistem enfeksiyonlarinda
artip alt triner sistem enfeksiyonlarinda artmadigini ortaya koyarak, B izoenziminin
enfeksiyondan kaynaklanan renal tubliler hasann gdstergesi olduguna igaret
etmiglerdir(2,19).



dénemi

}

duserken serumda da kreatinin duger ki
iyilesmenin en iyi gostergesi olarak
degerlendiriimektedir.

Durum veya hastalik Gosterge Diger gostergeler ve bilgiler | Kaynak

Gebelik B formu Idrarda R,-mikroglobulin (B2M) artigi 5
Normal ) anlamsizdir. Gebelerde serumda P
Komplike 11 formu bulunur, ancak idrara gikmaz (2).

Yeni dogan NAG Renal fonksiyon tam gelismediginden 16
Miadinda dogum ) enzimari yliksek olup hizla diizelir. Hasta
Prematir dogum 1 ve prematirlerde dizelme zor olup tam

olmayabilmektedir.

Ust idrar yolu enfeksiyonu Bformut - 2,19

(gocuklarda)

Cerrahi travma Bformut Hem A hem de B formunun artmasina 2
rajmen B'deki artig daha fazla
oldugundan A/B orani diger

Goodpasture sendromu A’formu  A° formu normalde serumda bulunur, 2
idrara ¢ikmaz

Nefrotik sendromlu hastalar NAG 1 B2M'de bir degisiklik yoktur. 23,24

Nefrolitiyazis NAG 1 Idrarda  alkalen fosfataz  (ALP), 12,15
gamaglutamil transferaz (GGT) ve R-
galaktozidaz da  yikselir; nétral
endopeptidaz degismez.

Toksik nefropati NAG 1 Idrarda ALP ve GGT de artar. 12

Kontrast madde nefropatisi NAG 1 GFR duser, serum kreatinin artar, 25
idrarda a4-mikroglobulin de artar.

24 saat sonra ikinci ESWL NAG <  Anlamli bir degisiklik olmamaktadir. 26

| uygulamasi

Kadmiyuma maruz kalan endstri Bformut B2M'de bir degigiklik yoktur. 6

iscileri

Romatoid artritte dustik doz Tedavi 6ncesi idrarda ylksek NAG ve 11

metotreksat tedavisi NAG «~ albumin degerleri metotreksatin bozuk
renal klirensine bagh toksisitesi igin yol
gosterici olabilir.

Aminoglikozit nefrotoksisitesi NAG ¢ - 9

Gentamisin tedavisi ‘NAG G+tikarsilin/klavulanat protokoliinde 10
Gentamisin (G) (tek bagina) 11 yalniz G tedavisine goére azalma
G+ tikarsilin/klavulanat ) gbzlenmigtir. G+piperasilin tedavisinde
G+ piperasilin " ise tek bagina G tedavisine goére bir

farklilik gértlmemigtir.

Renal transplantasyon Bformu4 Idrarda alanin aminopeptidaz (AAP) da 18
artar.

Diabetes mellitus B formu 1t Proteindrii de gbzlenir. 13

Hipertansiyon NAG 1 Enzimurideki artis tedaviyle 20
diizelmektedir.

Obstruktif nefropatinin iyilesme NAG (| Idrarda alfa-glukozidaz, GGT ve B2M 21

Tablo 5. Idrarda NAG ve izoenzimlerinin seviyesini etkileyebilen bazi durum ve
hastaliklar. 1: Artig; «<: Degisiklik yok; |:Azalma. GFR: Glomertiler filtrasyon hizi

Ust triner sistem enfeksiyonlarinda artmis idrar NAG seviyesi pyelonefritin
tanisina yardime olabilir. Ancak st triner sistem enfeksiyonu olan ategli gocuklarda

10




artmasina ragmen sintigrafik renal parankimal tutulumla her zaman uyumlu (korele)
degildir (14).

Diger taraftan refli nefropatide de idrar NAG seviyesi artmaktadir. Iki tarafli
refli nefropatisine bagli yaygin skar olgularinda glomeriler proteiniiri ortaya
¢ikmadan 6nce bir tubliler harabiyet gostergesi olarak idrar NAG diizeyi artmaktadir.
Bu durum renal skarlasmaya sekonder rezidiiel nefronlarin hiperfiltrasyonuna
baghdir. Akut piyelonefritte, idrarda IL-6, IL-8 ve NAG seviyelerinin artmasina ragmen
idrar NAG diizeyi ile vezikotreteral reflii veya renal sintigrafik bulgular arasinda bir
iligki olmadigi sonucuna variimigtir (14).

Yeni dodanlarda yiiksek indirekt hiperbiliribineminin, idrar NAG seviyesini
artirdigi  bildirimigtir. Ancak miadinda dofmus yeni doganlarda 18.4 mg/dL
seviyesinden dusuk degerlerde idrar NAG seviyesi etkilenmemektedir (14).

Instlline bagimh diabetes mellitusta ciddi proteintirinin gérilmesinden 8nce
idrar NAG seviyesi artmaktadir. Idrar NAG seviyesi kan glukoz seviyesi ile iligkilidir ve
kan glukoz seviyesi iyi kontrol edildiginde normale inmektedir (14).

Kisa boylu gocuklarda rekombinant insan blyime hormonu ile yapilan
tedavilerde bazi calismalar, idrar NAG seviyesinde artis bildirirken bazilan da
degisiklik olmadigini bildirmistir (14).

R-talasemi major hastalarinda, idrar NAG seviyesinin arttiyi ve bunun da idrar
ginko seviyesi ile paralel oldugu saptanmigtir. Bazi galismalar da bu artigin demir
yUklenmesiyle iligkili oldugunu ve demir ytkiniin tedaviyle azaltiimasiyla birlikte idrar
NAG seviyesinin de azaldigini bildirmiglerdir (14).

Renal transplantasyon ve cerrahi girisimleri takiben yapilan bir ¢alisma, buytk
cerrahi girigim sonrasinda ara formlarin oraninin arttigin bildirmistir (2).

Krishna ve ark, renal transplantasyon sonrasi graft rejeksiyonunun tani ve
takibinde NAG ve alanin amino peptidaz (AAP) enzimlerinin idrarla atiimini takip
etmigler ve transplantasyon sonrasi erken doénemde gorilen tUm rejeksiyon
epizotlarinin yiksek enzimiri ile karakterize oldugunu goéziemiglerdir. Bazal
seviyeden artisI daha fazla oldujundan AAP daha sensitif (duyarl)) bulunmugken;
NAG da daha az yanlig pozitif artiglariyla daha spesifik (6zgiil) bulunmustur. Sonug
olarak her iki enzim de graft kaybinin ve kronik graft harabiyetinin esit diizeyde iyi
prognostik indeksleri olarak degerlendirilmigtir(18).

Hultberg ve ark normal ve komplike gebeliklerde idrar NAG attlimin
degerlendirmiglerdir. Normal bir gebelikte, 6zellikle Gglincl trimesterde, enzimuri
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normalin 3-4 katina gikmaktadir. Diabetik gebelerde, benzer bir patern gézlenmekle
beraber komplike olmayan gebeliklerden daha yiiksek degerler gézlenmistir. Ayrica
preeklampside de enzimiiri normal gebeliklerden yilksek seyretmistir. Enzimri,
normal gebeliklerde dogumdan bir yil kadar sonra normale dénerken, diabetik ve
preeklamptik gruplarda yiiksek seyretmeye devam etmistir (5).

Caliskan ve ark tarafindan yapilan bir ¢alismada primer nefrotik sendromlu
cocuklarda idrar NAG ve B,-Mikroglobulin dizeyleri dlgtilmusttr. Steroide direngli ve
duyarl nefrotik sendromlu gruplar arasinda idrar NAG ve B3;-Mikroglobulin seviyeleri
arasinda bir fark géralmemigken her iki grupta da NAG dizeylerinde normal bireylere
gore belirgin artis g6ézlenmistir (23).

Costigan ve ark proteinrili renal hastalarda NAG'in kaynagini ve anlamliligini
incelemiglerdir. Proteintrik hastalardaki triner NAG’in bébrekten kaynaklandigi; NAG
ile izoenzimlerinin idrar dlgtimlerinin, renal tubller hasarin erken bir belirteci olarak
kullanilabilecegdi ve hastaligin takibinde kullanigh bir non-invazif gésterge olabilecegi
sonucuna varmislardir (24).

Tassi ve ark kadmiyuma maruz kalan isgilerde yaptikian ¢alismada, idrar
kadmiyum seviyesi <2ug/g-kreatinin olanlarda idrar NAG seviyelerinde anlamli bir
artis gbézlemlememigken, idrar kadmiyum seviyesi 2-10ug/g-kreatinin olaniarda daha
ylksek idrar NAG seviyeleri ve NAG B izoenzim oraninda artig tespit etmiglerdir (6).

Intraarteryel DSA (Digital Subtraction Angiography) ile intravendz bilgisayarli
tomografi anjiyografilerini kontrast madde nefropatisi yonlinden irdeleyen bir
galismada renal fonksiyonun evaluasyonu igin idrarda as-mikroglobulin ve NAG takibi
yapilmistir ve her iki ydontem arasinda kontrast madde nefropatisi yéntinden anlamli
bir fark bulunamamigtir (25).

Kopek bébreginde, tekrarlanan sok dalgalarinin (ESWL; Extracorporeal Shock
Wave Lithotripsy) idrar NAG seviyesine etkisi Gzerine yapilan bir caligmada, 24 saat
arayla yapilan ikinci ESWL uygulamasinin triner NAG atillminda anlami bir degisiklik
yapmadidi ortaya konmustur (26).

Neimark ve ark (12) tarafindan yayinlanan bir galigmada nefrolitiyazis ve toksik
nefropatili olgularda erken tani igin, aralarinda NAG da olmak Uzere, enzimirinin
degerlendirilmesinin 6nemli oldugu vurgulanmgtir.

Tip-2 DM hastalarinda, idrar NAG atiiminin ylksek seyredip nefropati
ilerledikge de arttigi; pentoksifilinin (PTF) uygulamasiyla proteiniri ve idrar NAG
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atiliminin azaldi§i saptanarak PTF’nin diabetik bébrek hastaliginda tubtlointerstisyel
hasar izerinde olumlu etkileri olabilecedi bildirilmigtir (13).

Nix ve ark gentamisinin tek basina veya gesitli ilaglarla kombine kullaniminin
sonucunda yaptiklari enzimiri {izerine etkisini incelemiglerdir. Gentamisinin, tikarsilin
veya klavulanat kombinasyonlarinda NAG ve AAP’nin idrarla atimlarinin, gentamisin
ve plasebo verilen gruba gére azaldi§i; seftazidimle kombinasyonunda enzimrinin
arttidi; piperasilinle kombinasyonda ise gentamisin ve plasebo tedavisine goére
anlamli bir degisiklik gézlenmedigini bildirmiglerdir (10).

Kasara ve ark 15 giin-15 yas arasindaki ¢gocuk hastalarda yaptiklari ve gesitli
sistem enfeksiyonlarini aminoglikozitlerle tedavi ettikleri calismada basglangigtaki idrar
NAG seviyelerinin ve ilag kombinasyonlarinin nefrotoksisite gelismesiyle ilgili
olmadigini, nefrotoksisite geligenlerde enzimirinin en az iki katina ¢iktigini
gdzlemlemiglerdir. ldrar NAG 6lgimiinin pediatrik hastalarda aminoglikozit
nefrotoksisitesinin taramasinda kullanigh bir test oldugu ve idrarla atihminin iki
katindan fazla oldugunda ilacin kesilmesi gerektigi sonucuna varmislardlr 9).

Wiland ve ark dustik doz metotreksat (MTX) alan romatoid artritli hastalarda
glomeriiler ve tubller fonksiyonlari degerlendirmiglerdir. Proksimal tubtler hasar
gostergesi olarak idrar NAG atilimini dederlendirmiglerdir ve MTX'in belirgin bir hasar
yapmadigi, aksine 24. haftada g6zlenen idrar NAG atilmindaki belirgin azalmanin
MTX'in boébrek fonksiyonu Uzerine olan olumlu bir etkisi olarak yorumlanabilecegdi
sonucuna varmiglardir (11).

Siklosporin nefrotoksisitesi, bir calismada NAG, gama-glutamil transferaz
(GGT) ve Ry-mikroglobdilin ile takip edilmigtir (22). Renal transplantli grup ile bobrek
fonksiyonlart saglam olan uveitli grup Gzerindeki ¢aligmanin sonuglarina gore;
enzimUri, nefropatisi olmayan grupta nefrotoksisite igin erken bir gdstergedir.

Hipertansiyon hastalarinda, bébrek hasari igin bagka bir veri yok iken dahi
siklikla idrarda NAG'in yukseldigi ve bagarili bir antihipertansif tedaviyle geriledigi
bildirilmigtir (20).

Yeni dodanlarda, glomertil ve tubullerin fonksiyonel ve yapisal batinlagantn
degerlendirildii bir makalede, proksimal tubllerin batunliga NAG ve LAP
enzimlerinin idrarda &lgimiyle degderlendirilerek, glomertler ve tubller fonksiyon ve
yapinin tim yeni doganiarda goreceli olarak heniz tam geligmemig oldugu ve
zamanla gelistigi bildiriimigtir. Ancak diizelmenin, prematir doganlarda ve gesitli
hastaliklari olanlarda daha zor oldugu veya tam olmadigi da belirtilmigtir(16).
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I.D. N-ASETIL-R-D GLUKOZAMINIDAZ OL.CUM METOTLARI (Tablo 6)
Idrar NAG 8lgiimil igin florimetrik, kolorimetrik, spektrofotometrik ve bir gubuk
(dipstick) testini iceren gesitli analitik metotlar mevcuttur (Sekil 14).

Kinetik lgtim

@--

HO
AA (575 veya 400 nm’de)

Florimetrik son
nokta Slgiim

H 9 340-440 nm
N-Asetil-B-glukozaminidaz P
N-Asetil-8-glukozaminidaz @ .
-- +H,0 >
4.5
pH &H’i Spektrofotometrik

HO ve kolorimetrik son

pH 6.2
veya 5.2

GlcNAcO N-Asetil-g-glukozaminidaz nokta slglimler
410 nm
idrann 505 nm
kendi 580 nm
pH'si o
HO
Mavi-mor
Dipstick

Sekil 2. N-Asetil-B-D Glukozaminidaz'in florimetrik, spektrofotometrik, kolorimetrik ve
dipstick dlcimlerinin prensipleri (2)

a- Florimetrik Metot:

4-metil umbelliferil-N-asetil- R-D-glukozaminid (4-MU) kullanan florimetrik
metotun gelistiriimesiyle NAG o6lgimid rutin bir prosedir olmusgtur, ¢linkl metot
normal idrarda bulunan distk miktardaki aktiviteleri tespit edecek kadar sensitiftir.
Ure inhibisyonundan kaginmak igin érnegin yeterince (15 kat) diltie edilmesine imkan
veren yiksek sensitivitesinden dolayi florimetrik metot ¢ok verimlidir. Metodun bir
avantaji da dilusyonun idrar komponentlerince interferesyonu énlemesidir ki bdylece
kér olgimleri gerekmemektedir. Metodun otomatize edilmesiyle de cok sayida
ornekle caligmak miimkin olmustur. Genellikle, diliie silfrik asit icinde kinin slifat
gibi, internal bir standart kullanilir ve 6rnekteki endojen floresans élgullr (2).

Florimetrik teknikler rutin laboratuarlarda ¢ok az bir kullanim alanina sahip
olduklarindan ve uygun ekipmani bulmak kolay olmayabileceginden florimetrik

metodun uygulamasi sinirhdir (2).
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Ayrica, substrat 4-MU'nun distk ¢dzunlrlagi ve  solUsyondaki
instabilitesinden dolayi bagka problemler de ortaya ¢ikmaktadir. Florimetrik metotlar,
6zellikle izoenzimleriyle ilgilenildigi, bazi laboratuvarlarda kullaniimaktadir ve genetik
depo hastaliklan olan Tay-Sachs ve Sandhoff hastaliklaninin tanisinda NAG
izoenzimlerinin saptanmasit igin segkin metottur (2).

b- Kemiliiminesans Metot:

NAG i¢in yeni bir kemiltiminojenik substrat geligtiriimigse de idrar 6lgimlerinde
kullanimi igin daha da gelistiriimesi gereklidir (2).

c- Kolorimetrik Metot:

Maruhn ve ark idrar NAG 6lgimi igin 4-nitrofenil-N-asetil-R-D-glukozaminidi
kullanan ve ¢ok iyi bilinen kolorimetrik metodu idrara adapte etmiglerdir. Metottaki
oénemli kisim, duasiuk molektl agirlikh inhibitérleri ekarte etmek icin bir jel filtrasyon
basamaginin ya da alternatif olarak ultrafittrasyonun kullaniimasidir. Agiga ¢ikan
kromoforun (renkli @rin) rengi, idrarinkine benzediginden yiksek kor degerleri
olabilmektedir. Maruhn’un metodu yaygin olarak kullaniimaktadir. Sensitivitesi, érnek
hacmini artirarak ve reaksiyonu sonlandirmak igin gok az miktarda durdurma reaktifi
eklenerek yukseltiimigtir. Metot optimum pH ve substrat sartlarinda caligir ve
reaktifler -25 °C’de alti ay dayaniklidir(2).

Hem nefrotoksisitenin hem de renal hastaliyin degerlendiriimesi icin idrar
NAG’a artan ilgi nedeniyle florimetrik (4-MU) ve kolorimetrik (4-nitrofenol) yéntemlerin
dezavantajlarinin Ustesinden gelen yeni bir kolorimetrik substrat geligtiriimigtir. Yeni
substrat kromofor olarak, molar absorbansi 4-nitrofenolden daha yliksek olan, 2-
metoksi-4-(2'-nitrovinil)-fenol igerir. Artmis sensitivitesinden dolay: érnekler, endojen
inhibitérlerin etkisini ve kér olgtiml gereklilijini ortadan kaldiracak sekilde, 15 kat
diltie edilir. Salinan kromoforun alkalilesmesi, ana substratin renginden iyi ayirt edilen
(Amax 382 nm) yogun bir kirmizi renk (Amax 382 nm) ile sonuglanmaktadir ki béylece
salinan kromoforun rengiyle etkilesim olmamaktadir. 4-nitrofenol ve 4-MU
metotlariyla milkemmel korelasyon goéstermistir. Substratin ¢éziilmesinde karsilagilan
guglukler, substratin kit proseduriinde asit gozelti halinde sunulmasiyla agilmigtir.
Metot yaygin olarak kullanilan tim spektrofotometrelere uygulanabilecek sekilde
modifiye edilmistir(2).

2-metoksi-4-(2'-nitrovinil}-fenoiden hemen sonra  m-krezolsulfonfitaleyn
derivesi bagka bir substrat geligtirilmistir. Bu substrat NAG ile iyi reaksiyon verir ve Kn,
degeri 0.41 mmol/L olup suda kolayca ¢éziintr. Bu proseduriin sonuglari da 4-MU, 4-
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nitrofenol ve 2-metoksi-4-(2’-nitrovinil)-fenol ile korele bulunmustur. Bu metodun,
substratin higroskopik ve renkli olmasi gibi birkag dezavantaji vardir. Ayrica hidroliz
reaksiyonu sonucu olugan spektral degisim gérindr isikta olmaktadir ki bu da, gok
yliksek enzim aktivitesi Slglilmiyorsa, olusan mavi rengi maskeleyebilmektedir (2).
Acida cikan renk sabittir ve bilirlibin ve hemoglobin gibi renkli maddelerin etkisinden
kaginmak igin 550 nm’den daha bilyik dalga boylarina ihtiyag vardir. m-
krezolsulfonfitaleyn kullanilan bir galismada bilirlibin ve hemoglobin interferasyonuna
dair ¢ok az kanit bulunmustur, bu ylzden, olusan renkli Grin 505 nm’'de
éleuldugiunde anlamh bir etkilesimleri yoktur (2). Bu kitle beraber dugtik aktiviteli bir
standart da kullaniimaldir. Optimal ¢galisma sartlan tanimlanmistir ve farkli otomatize
prosedirlere adapte edilmigtir. Ancak, Makise ve ark bu metodun alkali soltisyonda
belirgin renk veren fenolbromostlfonfitaleyn gibi ilaglarla etkilesmeye agik oldugu
yorumunu yapmiglardir (2).

Fenolindofenol kullanan bir bagka metot gelistiriimistir. Agiga gikan kromoforun
Amax! 600 nm’dir ve molar absorbtivitesi 4-nitrofenollinkinden yiiksektir. Agiga c¢ikan
kromofor 630 nm’de élguldugunden idrar kériine gerek yoktur (2).

Amonyum 5-[4-R-3-metoksifenilmetilen]-2-tiyoksotiyazolidin-4-bir-3-etanoat
derivesi sentezi ve hizli ve sensitif bir metot Pocsi ve ark tarafindan bildirildi. Substrat
gozeltisi 4-7°C’de bir hafta saklanabiimektedir ve NAG’in min&r izoenzimlerini dlgme
konusunda dnemli yere sahip olan 2-metoksi-4-(2'-nitrovinil)-fenolden iki kat daha
sensitiftir (2).

Yukarida tartigilan metotlarin hepsi de, birincisi idrar ve substratin
inklibasyonu takiben eklenmesi ve ikincisi de alkali durdurucu ajanin ortama
eklenmesi olmak izere iki basamak igermektedir. Yakin gegmiste kinetik birka¢ metot
bildirilmigtir (2).

c- Spektrofotometrik Metot:

Makise ve ark kinetik bir ¢aligma igin 2-kloro-4-nitrofenolden yeni bir substrat
geligtirdiler. lyi bir caligma igin gerekli substrat, ortaya g¢ikan kromoforu NAG'in
optimal pH’'sina yakin asidik bir pK;'ya sahip olacak gekilde olmalidir. 2-kloro-4-
nitrofenol derivesi suda ancak hafif¢ce ¢6ziindugiinden Triton X-100 gibi bir stirfaktant
gerekmektedir. Calisma pH 4.8'de olmaktadir ve 2-kloro-4-nitrofenol drtini 400
nm’de okunmaktadir. 2-kloro-4-nitrofenoliin pK>'si 5.5 olup bu deger NAG’in optimum
pH’sina, yaklasik 7.00 pHya sahip, 4-nitrofenolinkinden daha yakindir. Molar
absorbtivite ylksek olup metot 4-nitrofenolden 15 kat daha sensitiftir. Calisma 3
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dakika stirmekte ve kér élglimi gerektirmemektedir. Substratin diigik ¢6zUnurliga ve
instabilitesinin crown eter ve etilen glikol ekleyerek ve ¢alisma pH’sini 4.7'den 5.7’ye
degistirerek kismen Ustesinden gelinebildi (2).

Kinetik NAG 6lgimi igin suda ¢ézlndr bir derive (3,4-dinitrofenol) geligtirildi.
Calisma 400 nm’'de ve pH 5.4'te yapilmaktadir ve aglikonun nonenzimatik hidrolizi
icin ufak bir diizeltme gerekmektedir (2).

Noto ve ark 3,3'-dikloro-fenil-silfon-fitaleinil derivesi bir bagka substrat
tanimladilar. Metot m-krezolsulfonfitaleyn ve 2-kloro-4-nitrofenol ile iyi korelasyon
gosterdi. 3,3'-dikloro-fenilsilfonfitaleinin standart da igeren modifiye bir versiyon kiti
Boehringer-Mannheim tarafindan piyasaya strilmistur. Hitachi oto analizérde bu
prosedirlt kullanarak elde edilmis iyi sonuglar yayinlanmigtir ancak, metot 4-
nitrofenilden daha az sensitiftir(2).

Birgok durumda artmis N-Asetil-8-D Glukozaminidaz aktivitesi hastaliklarin
erken evresi igin gésterge oldugundan bir dipstick testinin varligi heyecanlandiran bir
gelismedir (RENAG Boehringer-Mannheim). Bu metot, endustri galiganlari gibi, risk
altindaki kisilerde renal hasardan siphelenildiginde, enfeksiyon olasiliginda,
hipertansiyon veya renal hastalk slphesinde birinci basamak tarama testi olarak
veya nefrotoksik ilaglarin takibinde kullanilabilir. RENAG stribinde, hidrolizi takiben .
mavi-mor renk veren aminofenil derivesi vardir. Test on dakika stirmektedir ve bagka
bir reaktif eklemeye ihtiyag duymaz. Eger 6rnek kan veya biliriibin ile kontamine
olursa veya dre icerigi ¢cok olacak sekilde konsantre ise bu testte problem olabilir.
Stribin raf 6mri kisadir ancak Uriin belirgin bir teknolojik ilerleme sunmaktadir. Ayrica
Price ve ark tarafindan 2-metoksi-4-(2’-nitrovinil)-fenil derivesi iceren bir strip
geligtiriimigtir ve rengi RENAG'Inkinden daha belirgindir, ancak ortama alkali
eklemeyi gerektirmektedir. l[drarda NAG c¢aligmasi igin en 6nemli gereksinimler tablo

7’de verilmigtir (2).

18



1. Hastalifin veya hasarin sirecinin basinda dugilk enzim aktivitesi bulundugundan
sensitif bir metot gerekir.

2. Endojen inhibitérler uzaklagtiriimall veya etkileri dillisyonla en aza indiriimelidir.

3. Caligma sartlan renkli bilesiklerin veya ilaglarin olasi etkilesimlerinden kaginilacak
sekilde dlizenlenmelidir.

4. Her drnek igin kdr dlgimi olmamalidir.

5. Her laboratuvar normal bireylerde NAG igin kendi referans degerlerini ve st sinirini
ortaya koymahdir; ¢ocuklarda, yasli veya gebe kadinlarda enzim aktivitesi
yikselmektedir.

6. Calisma basit ve uygulamasi kolay olmali; kolayca otomatize edilebilmelidir.

7. Yuksek, orta ve dusik N-asetil-B-glukozaminidaz standartlari rutin galigmaya
eklenmelidir.

8. Idrardaki degisikliklerden etkilenmemek igin aktivite kreatinine gére hesaplanmalidir,
ayrica ciddi hasardan stphelenildiginde kreatinin klirensine gére hesaplamak daha
uygun olabilecektir.

9. Calisma tamponunun konsantrasyonu idrar Ornegindeki pH degisikliklerinin
Ustesinden gelebilecek sekilde ayarlanmalidir.

Tablo 7. Idrarda iyi bir N-asetil-B-glukozaminidaz &lgimil icin gerekli sartlar (2)
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lll- GEREG VE YONTEM

ILA.GEREGLER

lll.A.1. Kullantlan kimyasal maddeler:
4-Nitrofenil N-asetil beta-D-glukozaminid ( Sigma diagnostics, St. Louis, ABD)
Sitrik asit (Merck KGaA., Darmstadt, Alimanya)
Sodyum sitrat (Chas. Pfizer & Co.,inc. New York, ABD)
Disodyum tetraborat.10su (Merck KGaA., Darmstadt, Almanya)
Sodyum hidroksit (Merck KGaA., Darmstadt, Aimanya)

lILA.2. Kullanilan cihazlar ve malzemeler:

o >N =

Ultrasonik karistirici (Degasser) (Bandelin Sonorex, Berlin, Aimanya)

Olympus AU 2700 analizér (Olympus Optical Co. Ltd., Shizuoka-ken, Japonya)
pH-metre (MP 220 pH Meter, Mettler-Toledo GmbH, Isvigre)

Bidistile su cihazi (Nanopure UV, Barnstead-Thermolyne, Dubuque, lowa, ABD)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-240, Japonya)

Sogutmali santrifiij (Eppendorf 5403, Almanya)

Normal santrifiij (NGve NF 1215, Turkiye)

Mubhtelif otomatik pipet (Eppendorf Research Almanya)

© ©® N o o kDD~

. Muhtelif cam pipet (Witeg, Almanya)

10.Vorteks (Maximix Thermolyne, Dubuque, IOWA, ABD)
11.Hassas terazi (AX 120, Shimadzu Corp., Japonya)
12.Terazi (Mark 420 EIB, ltalya)

lI.B. YONTEMLER

1I.B.1. idrarda N-asetil-R-D-glukozaminid élgiim yéntemi:

Idrarda N-asetil-R-D-glukozaminidaz (NAG) aktivitesi 6 I¢lim y dntemi, Xu ve
ark ‘nin (27) spektrofotometrik yénteminden modifiye edildi. Yéntem, detaylaryla
asagida anlatilmistir.

lI.B.1.a. Orneklerin Hazirlanmasi:

Spot idrarlar alindiktan sonra bekletimeden 3000rpm’de 5 dakika santrifije
edildi. S ipernatandan k reatinin ve total protein 8 Igimi igin bir miktar érnek aynildi.
Kalan stpernatan NAG igin ayrildi. Ayni giin ¢aligiimayan 6rneklerin stpernatani -

30°C’de en fazla 7 giin saklandi.
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I11.B.1.b. Reaktiflerin Hazirlanmasi:

a) 50mM sitrat tampon: 2.1 g sitrik asit.1su 100 mL deiyonize su ile temiz bir
kap iginde ¢dzduriilda. lkinci bir temiz kapta 2.9 g sodyum sitrat.2su 100 mL deiyonize
suda ¢ézdurildi. 30 mL sitrik asit ¢dzeltisine yaklagik 20 mL sodyum sitrat eklenerek
pH 4.25'e ayarlandi. Son hacim deiyonize su ile 100 mL'ye tamamlandi. +4°C’'de

saklandi.

b) Substrat (reaktif): 4-Nitrofenil N-asetil beta-D-glukozaminid (Sigma
diagnostics, St. Louis, ABD) sitrat tampon icinde, 10 mM olacak sekilde (34.2
mg/10mL-tampon) hafifce i1sitarak ve ultrasonik su banyosu yardimiyla ¢dzdirilerek

substrat (reaktif) hazirlandi.

c) Renk reaktifi: 7.6 g disodyum tetrahidroborat.10su 70-80 mL deiyonize su
icinde ¢ 6zdirlldi. S odyum hidroksit e klenerek pH’si 12.0’ye ayarlandi. S on hacim,
deiyonize su ile 100 mL’'ye tamamlandi. +4°C’de saklandi.

lI.B.1.c. Olgiim(Tablo-8):

Temiz cam tiiplere 750pL substrat konarak 5 dakika 37°C su banyosunda 6n
inkiibasyoa birakildi. Daha sonra (zerine, kér tipline 50uL deiyonize su, &rnek
ttiplerine 50pL idrar 6rnegi eklenerek karistiriidi ve 10 dakika 37°C'de enkiibe edildi.
Bu siire sonunda 405nm’de kére karsi érneklerin absorbanslan tespit edildi ve A4
olarak kaydedildi. Ardindan, karigima borat tampon eklenerek karigtirldi ve reaksiyon
sonlandiriidi. Tekrar kére kargi absorbanslan tespit edildi ve A, olarak kaydedildi.
Acida ¢ikan 4-nitrofenoliin miktar1 fotometrik olarak 405nm’de A; ve As degerlerinin

farki olarak elde edildi.

TEST TUPU KOR TUPU
Substrat 750uL 750uL
37°C'de 5 dk 6n inkiibasyon
Ornek 50ulL idrar (kangtir) 50uL su (karigtir)

37°C’de 10 dk inklibasyon
Testi 405nm’de kére karsi oku (A4)
Borat 200uL (kangtir) 200puL (karigtir)
Testi 405nm’de kére kars! oku (Az)

Tablo-8. Idrar NAG &l¢iimd igin kullanilan uygulama tablosu
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lll.B.1.d. Hesaplama:

Enzim aktivitesi 4-nitrofenoliin alkali solisyonda (pH 10), 405 nm’deki molar
absorbtivite katsayisi (18,5mmol’.cm') yardimiyla hesaplandi ve IU/L olarak ifade
edildi. Enternasyonal Unite (IU), birim hacimde, birim zamanda (riine dénigen
substrat miktaridir. Birimi mikromol/dakika/litre’dir.

IU/L (veya U/L)=pumol/dk/L

Hesaplamada kullanilan formil séyledir:

U/L=(A2>-A1x0,8)x108

Sonuglar kreatininle dizeltilerek, milimol kreatinin basina Unite aktivite
(U/mmol-kreatinin) olarak ifade edildi.

ll.B.1.e. Metodun irdelenmesi:

Tekrarlanabilirlik: Tekrarlanabilirlik, biri normal digeri yilksek seviyede érnek
kullanilarak iki farkli konsantrasyonda galigiidi.. Giin i¢i degisim calismasinda, her iki
ornek onar kez calisildi. Ginler arasi degisim calismasi iginse, érnekler ardi ardina
on gin galigildi. Galisma sirasinda érnekler porsiyonlar halinde -30°C’de saklandi.
Degisim katsayisi (% CV); standart sapmanin, ortalama degere béltunip, 100 ile
carpiimasiyla hesaplandi.

Dogrusallik: Yiksek NAG aktiviteli drnek serum fizyolojik (%0.9 NaCl) ile
dilie edilerek 0.5-200 U/L olacak sekilde seri sulandiriimis érnekler hazirlandi. Elde
edilen degerler beklenen degerlerle kargilagtiniidi. Dogrusallik, direkt olarak enzim
aktivitesiyle paralel oldugundan, dogrusaligin degerlendiriimesinde aktivite degeri
(U/L) kullaniids.

Substrat ve 6rnek dayaniklihgi: Yontemin manuel olmasi ve sik yapilan bir
test olmamasi nedeniyle reaktifin ve 6rnedin depolanmasinda problemler olmasi
beklenebilir. Bunu tespit etmek icin, farkli konsantrasyonlardaki iki érnek porsiyonlara
ayrilarak -30°C’'de donduruldu. Substrat hazirlanarak porsiyonlar halinde
buzdolabinda (+4°C’de) ve dondurucuda (-30°C’de) saklandi. Saklanacak reaktif ve
drneklerin hazirlandigi gtn ‘0. gun’ olarak kabul edildi ve 1., 4., 7., 15. ve 30.
ginlerde 6lguimler yapildi. Her galigma glniinde taze reaktif hazirlandi. Taze
reaktifle, buzdolabinda ve dondurucuda saklanan reaktiflerin her biriyle her iki érnek
de calisildi. Onceden hazirlanip saklanan reaktif porsiyonlariyla reaktifin
dayaniklilginin, taze hazirlanan reaktiflerle ise 6rnegin dayanikliliginin tespiti
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amaglandi. Taze reaktifle elde edilen sonuglar érnek dayanikliiginin performansini
gosterdi. Her galisma gliniinde hem taze hem de énceden hazirlanmig reaktiflerle
elde edilen sonuglar da saklanan reaktiflerin taze reaktife kargi énceden hazirlanip
+4°C’de ve -30°C’de saklanmis reaktiflerin dayaniklilik performansini gésterdi.

Metodun Duyarlihgi: Deteksiyon (saptama) sininnin tespiti igin dusik

konsantrasyonlu &rnekler galigildi. Deteksiyon sinir dederi de direkt olarak enzim
aktivitesiyle paralel oldugu igin sonuglar (U/L) olarak ifade edildi.

lli.B.2. idrarda kreatinin 6lgiim yéntemi:

Idrarda kreatinin 6lgiimii Olympus AU 2700 analizérii (Olympus Optical Co.
Ltd., Shizuoka-ken, Japonya) ile orijinal kitleri kullanilarak yapiidi. Idrar kreatinin
6lcimd modifiye Jaffé metodu ile yapiimaktadir. Alkali soliisyonda kreatinin, pikrik
asitle sari-turuncu bir renk olusturur. Bu bilesigin konsantrasyonu érnekteki kreatinin
konsantrasyonunu yansitir. Test, idrarda 0.4-600 mg/dL (35-52800 umol/L) kreatinin
konsantrasyonlari i¢in dogrusaldir.

1I1.B.3. idrarda total protein 6lgiim yéntemi:

ldrarda total protein &lgimi Olympus AU 2700 analizérii (Olympus Optical
Co. Ltd., Shizuoka-ken, Japonya) ile orijinal kitleri kullanilarak yapildi. Pyrogalilol
kirmizisi, maksimum absorbansi 470nm’de olan kirmizi bir kompleks olugsturacak
sekilde, molibdat ile birlestirilir. Protein varliginda, maksimum absorbansi 600 nm'de
olacak sekilde, mavi-mor renkli bir kompleks olusur. Olugsan kompleksin absorbansi,
érnedin protein konsantrasyonuyla orantilidir. Test 150 mg/dL konsantrasyonuna

- kadar dogrusaldir.

lll.B.4. Kan kursun diizeylerinin dl¢iim ydntemi:

Kan kursun seviyelerinin  6lgimii Spectra Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometre (Varian, Avustralya) ile yapildi. Nétral hale gevrilen atomlar ¢ok dar
bantl isimay! absorbe etme kapasitesine sahiptirler. Atomlar, katot lambasindan
cikan 15131 absorbe edebilir hale gevrilirler ve daha sonra atomun absorbe ettigi 1sin
miktari élgalar.

ll.C. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistiksel analizler icin SPSS 10.0(SPSSFW, SPSS Inc., Chicago, IL., USA)
paket programi kullanildi. Tanimlayici istatistikler icin ortalama ve standart sapma
degerleri hesaplandi. Gruplar arasi farklilik “lki ortalama arasi farkin 6nemlilik testi
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(Student t test)” ile aragtirildi. Parametreler arasi iligkilerin belirlenmesi igin Pearson
korelasyon katsayisi kullanildi. Bu iligkilerin boyutlarinin incelenmesi igin lineer
regresyon analizi uygulandi. Yanilma diizeyi olarak a=0.05 segildi. Bu degere esit ya
da kigtk p degerleri igin “istatistiksel olarak 6énemli (anlaml)” yorumu yapildi.
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IV- BULGULAR
IV.A. METOT IRDELEME GALISMALARI:
IV.A.1. TEKRARLANABILIRLIK:
Idrarda N-Asetil-R-D-glukozaminidaz (NAG) 6 Igim metoduna aitglnigive
glnler arasi tekrarlanabilirlik galigma sonuglan tablo-9'da verildi.

Giinigi  Giinler arasi Giin igi Giinler arasi
Galisma NAG NAG Galigma NAG NAG
U/mmol-Kr  U/mmol-Kr U/mmol-Kr  U/mmol-Kr
1 2.26 2.26 1 58.17 53.97
2 2.33 2.32 2 60.84 52
3 2.26 2.26 3 56.26 54.74
4 2.38 2.1 4 57.02 58.35
5 2.32 2.25 5 60.07 56.59
6 2.32 2.24 6 55.04 57.27
7 2.31 2.34 7 58.24 56.98
8 2.26 2.44 8 59.23 60.3
9 2.32 2.07 9 54.43 63.2
10 2.16 2 10 57.02 59.42
Ort 2.29 2.23 Ort 57.63 57.28
SD 0.06 0.13 SD 2.08 3.26
%CV 2.62 5.97 %CV 3.61 5.7

Tablo-9. Sol siitunda normal aktiviteli, sag sttunda yliksek aktiviteli drneklerde
idrarda NAG 6lgiim metodunun gtin igi ve glinler arasi tekrarlanabilirlik sonugtar (ort:
ortalama, SD: standart sapma, %CV: degisim katsayisi)

Bu sonuglara gére degisim katsayisi sonuglari, giin ici tekrarlanabilirlik igin
normal ve yiiksek seviyedeki drneklerde sirasiyla, %2.62 ve %3.61; glnler arasi
tekrarlanabilirlikte ise %5.97 ve %5.7 olarak saptandi.

IV.A.2. DOGRUSALLIK CALISMASI:

Dogrusallik galigmasi igin, 0.5-200 U/L arasinda hazirlanan érneklerde, idrar
NAG élgimleri yapildi ve elde edilen degerler beklenen degerlerle karsilagtirildi
(Sekil-3 ve -4). Sekil-3'te tst kisimda elde edilen dederin beklenen degere orani
gorilmektedir. Yine sekil-3'te alt kisimda ise iligki Ussel olarak ifade edildi ve R?
0.987 olarak bulundu. Sekil-4 A'da 0.5-200 U/L degerleriyle yapilan regresyon analizi
goriimektedir. Sekil-4 B'de (kuguk grafik) ise 200 U/L degeri dislandiktan sonraki

(0.5-100 U/L arasi) regresyon analizi gériiimektedir.
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Sekil-3. Idrar NAG diizeyinin élgimiinde dogrusalligin oransal gésterimi ve iligkinin
Ussel ifadesi
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Sekil-4. Idrar NAG akfivitesinin 6lgliminde dogrusallik grafigi. A: 0.5-200 U/L

degerleriyle, B: 0.5-100 U/L degerleriyle yapilan regresyon analizleri
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Buna goére 4 U/L altindaki ve 100 U/L Gzerindeki idrar NAG seviyelerinde
dogrusaligin kayboldugu (beklenen degerin %90’ indan disiik 6lgim degeri alindigi)
goézlendi.

0.5-200 U/L aktivite araliinda yapilan regresyon analizi sonucunda egim
(slope) degerinin 0.8718, kesim noktasi (intercept) degerininse 4.8919 oldugu
saptandi; regresyon katsayisi (R%) 0.9692 olarak tespit edildi (Sekil-4A). 200 U/L
degeri diglanarak yapilan regresyon analizinde (Sekil-4 B), edim icin 1.0952, kesim
noktas! icin 0.4025, regresyon katsayisi (R?) iginse 0.9925 gibi daha uygun sonuglar
elde edilmisgtir.

Bu sonuglara gére yéntemin 4-100 U/L arasinda dogrusal oldugu, analitik
duyarliligin ise 4 U/L oldugu saptandi (Sekil-3 ve -4).

IV.A.3. SUBSTRAT ve ORNEK DAYANIKLILIGI:

Substrat (reaktif) ve érnek dayaniklihgini degerlendirmek igin, saklanacak
reaktif ve érneklerin hazirlandigi giin ‘0. (sifirinci) glin’ olarak kabul edildi ve 1., 4.,
7., 15. ve 30. giinlerde 6l¢timler yapildi. Elde edilen sonuglar sekil-5 ve 6'da verildi.
Sekil-5 A ve B’de farkli iki konsantrasyondaki 6lciim degerleri giinlere gére verilmistir.
Sekil-6'da her galisma giniinde elde edilen degerlerin 0. giin degerine oranlarinin

ortalamasi gértalimektedir.
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Sekil-5: Dondurucudan gikarilan distk (A) ve yiksek (B) NAG aktiviteli iki 6rnegin
taze hazirlanmig, buzdolabinda saklanmis ve dondurucuda saklanmig reaktiflerle
6lglimlerinin sonuglari
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Sonuglar;

a) Reaktifin +4°C ve -30°C'de 30 gin boyunca bozulmadigini, her iki
ortamda muhafaza edilen reaktiflerin taze hazirlanan reaktifle benzer

sonuglar verdigini (sekil-5 ve 6),
b) Orneklerin aktivitelerini -30°C’'de 15 gtn korudugu, daha sonra ise
aktivitelerini yitirdigini (30. glinde yaklasik %20 diists) gosterdi (sekil-5
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Sekil-6. Ginler boyunca 6lgiilen NAG enzim aktivitelerinin 0. gin enzim

aktivitelerine orani

IV.A.4. REFERANS DEGER GALISMASI:

Cesitli nedenlerle hastahanemize basvurmus, saglkli oldugu bilinen 4ay-85
yas arasindaki bireylerden elde ettijimiz idrar NAG normal degerleri ve bunlarin
yaslara gore dagiimi agagida verilmigtir (Tablo-10, Sekil-7 ve -8). Tablo-10'da Ust
kisimda bulunan 1 ay-3 yas; 3-7 yas ve >7 yas araliklan Xu ve ark (27) tarafindan
yapilan yayindaki yag araliklar ve bunlarda elde edilen referans degerlerdir. Orta ve
alt kisimdaki 1 ay-14 yas ve >14 yas araliklar ile alt kisimdaki 0-85 yas araliklari ise
bizim degerlendirmemizdir. Sekil-7’de verilen degerler, Xu ve ark tarafindan
belirlenen yas gruplarinda elde ettigimiz idrar NAG seviyelerini gbstermektedir. Sekil-

8'de ise elde ettigimiz idrar NAG degerleri yaga gore verilmistir.
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1 ay-14 yas arasi grupta idrar NAG dlzeyleri icin referans degerleri 0-3.05
U/mmol-kreatinin olarak saptarken, >14 yasg grubu iginse 0-4.02 olarak bulduk. Tim
bireyleri tek grup olarak ele aldigimizda ise 0-3.72 U/mmol-kreatinin degerlerini elde
ettik (Tablo-10).

Sonuglara goére, yas ile idrar NAG konsantrasyonlarn arasinda ¢ok disuk
anlamli bir korelasyon géruldi (r=0.286; p=0.016).

Ayrica ¢ocukluk yasi Ust simin 14 yas kabul edildiinde, idrar NAG
dizeylerini gocuk ve erigkinler arasinda degerlendirdigimiz zaman, istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptamadik ( p=0,069) (Tablo-10, $ekil-7).
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Sekil-7. Cesitli yas gruplarina gére referans araliklar
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Kaynak (27)
Yasg grubu (27) Bizim ¢aligma sonuglanmiz degerleri
Ort. + SD Referans deger Referans deger
1 ay-3 yag 1.85+0.82 0.21-3.49 0.56-4.5

4-7 yas 0.8+0.79 0-2.38 0.57-3.12

>7 yag 1.75+1.08 0-3.91 0.21-2.48
1 ay-14 yas 1.39 + 0.83 0-3.05 -
>14 yas 1821+ 11 0-4.02 -
0-85 yas 1.66 + 1.03 0-3.72 -

Tablo-10. Referans kaynakta verilen yas gruplarinda ve tium yaslarda idrar NAG
seviyesi icin referans degerleri (NAG degerleri U/mmol-kreatinin cinsindendir, ort.:

Ortalama, SD: Standart sapma)
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Sekil-8 idrar NAG diizeylerinin yasa gére dagilimi, ¢izgi, 0-85 yag grubu igin
elde ettigimiz tist sinin (3.72 U/mmol-kreatinin) géstermektedir.
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IV.B. KLiNIK GALISMA

IV.B.1. KAN KURSUN DUZEYLERI ILE IDRAR NAG DUZEYLERI
ARASINDAKI ILISKI:

Cesitli nedenlerle hastahanemize bagvurmus, saglikli olarak bilinen 0-14 yas
arasinda toplam 54 gocukta kan kursun dizeyleri ile idrar NAG aktiviteleri dlgtld.
Kan kursun diizeyleri 25 ve <5 ug/dL olmak lizere iki grup olusturuldu (Tablo 11). Iki
grupta yapilan degerlendirme sonucunda kan kursun seviyesi 25 ug/dL olan grupta
idrar NAG dizeylerinin istatistiksel olarak ylksek oldugunu saptadik (p=0.031) (Sekil-
9).

Kursun 25 pg/dL.  Kurgun <5 ug/dL +]
Kursun (ug/dL) 9.50+3.2 2909 <0.001
idrar NAG (U/mmol- 257 +2.63 1.39+0.83 0.031
kreatinin)

Tablo-11. Kan kursun seviyesi 25 ve <5 pg/dL olan gruplarda kan kurgun ve idrar
NAG seviyelerinin ortalama + standart sapma ve p degerlerinin g&sterilmesi
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Sekil-9. 0-14 yas arasindaki bireylerin kan kursun seviyelerine gére idrar NAG
seviyelerinin gésteriimesi
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IV.B.2. SAGLIKLI BIREYLERDE iDRAR NAG ve IDRAR TOTAL PROTEIN
ATILIMININ KARSILASTIRILMASI:

Cesitli nedenlerle hastahanemize basvurmus, saglikh oldugu bilinen 4ay-85
yag arasindaki 70 bireyde idrar NAG aktivitesi ile idrar total protein atilimini
arasindaki iliskiyi arastirdik.

Calisma sonucunda, iki parametre arasinda pozitif korelasyon gézlendi
(r=0.317, p=0.008) (Sekil-10). Bu iligki yastan bagimsizdi (Sekil-11).
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Sekil-10. Saglikli bireylerde idrar NAG duzeyleri ile idrar protein atilimiarinin
kargilastiriimasi
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Sekil-11. Yasa bagimli idrar NAG aktivitesi ve idrar total protein atilimi
arasindaki iligki
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V- TARTISMA VE SONUG

Bébreklerde meydana gelen glomeriiler hasarin degerlendirimesinde gesitli
gostergeler (serum kreatinin ve dre, kreatinin klirensi vb.) rutin laboratuvarlarda
yaygin olarak kullanilirken, tubliler hasarin degerlendiriimesinde biyokimyasal
gostergeler sinirlidir. Bu amagla, idrarda alkalen fosfataz (ALP), gama-glutamil
transferaz (GGT), 16sin aminopeptidaz (LAP), alanin aminopeptidaz (AAP), beta-
galaktozidaz (GAL), nétral endopeptidaz (NEP), alfa glukozidaz ve N-Asetil-B-D
glukozaminidaz (NAG) ©6lcimi kullaniimaktadir. Ne var ki, degerlendirilecek
moleklin dayanikhli§i ve 24 saat idrar toplamanin zorlugu bu géstergelerin gogunun
kullaniimasini kisitlamaktadir. Bu goéstergelerin arasindan NAG &6ne ¢ikmaktadir
(1,2,10,12,14,15,16,17,18,19,20,21,22,28).

Tubller hasarin degerlendiriimesinde en c¢ok kullanilan enzim NAG'dir.
Kaynaklarda idrarla atilan N-Asetil-R-D-glukozaminidaz (NAG) enziminin stabilitesinin
(dayanikhlidi) yiuksek oldugu ve dondurularak aktivitesini uzun siire korudugu ileri
slrilmektedir. Ayrica, idrar NAG aktivitesinin kreatinine oranlanmasi ile spot idrarla
calismak suretiyle bu enzimin rutin klinik laboratuvarlarda kullanilabilecegi
bildiriimektedir. Bu nedenlerden dolayi, idrarla atilan NAG aktivitesinin 6lgiminin
bobrekteki tubtiler hasarinin dederlendirimesinde en uygun test oldugu
belirtiimektedir (1,2,14,28).

Biz de bu dogrultuda, bébrek tubll hasannin degerlendiriimesine olanak
saglayan, rutinde kullanilabilecek idrar NAG yontemi Uzerinde caligtik. Xu ve
arkadaslarinin metodunu (27) modifiye ederek irdeledik ve klinik kullanimini
degeriendirdik.

Metot irdelemesi galigmasinda metodun tekrarianabilirligini saptamak igin
normal ve y liksek s eviyelerde NAG aktivitesine sahip iki érnekle ¢alistik . D egigim
katsayisi sonuglari, glin igi tekrarlanabiliik igin normal ve yliksek seviyedeki
orneklerde sirasiyla, %2.62 ve %3.61; gunler arasi tekrarlanabilirlikte ise %5.97 ve
%5.7 olarak saptandi.

Sonugta, idrarda NAG 6lgtimleri degisim katsayisi degerleri, rutin galisma
igin uygun bulundu.

Xu ve ark (27) tarafindan ortaya konan degisim katsayisi degerleriyle
karsilagtinldijinda giin i¢i degerlerimiz benzer, gunler arasi degerlerimiz ise hafif
yiksek olarak saptandi. Nix ve ark (10) tarafindan saptanan CV degerlerinden ise
hafif yliksekti.
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Tubliler hasarda idrar NAG seviyesi arttigindan, belli araliklarla test
tekrarlanarak hasarin seyri de degerlendirilebilir. Bu noktada, kantitatif lgim deger
kazanmaktadir. Bu durumda dogrusalligin tespiti laboratuvar kaynakl hatalar en aza
indirecektir.

Metodun dogrusaliginin tespiti igin 0-200 U/L arasinda hazirlanan
orneklerde idrar NAG ol¢tmleri yapildi ve bunlar gergek dederleriyle karsilagtirildi.
Yoéntemin 4-100 U/L arasinda dogrusal oldugu, analitik duyarhiligin ise 4 U/L oldugu
saptandi. 100 U/L degerlerini asan konsantrasyonlarda uygun diltisyonlarin yapiimasi
daha iyi sonuglarin elde edilmesini saglayacaktir. Simdiye kadar laboratuvarimiza
>100 U/L olan sadece bir idrar 6rnegi génderildi.

Yéntemin manuel olmasi ve sik yapilan bir test olmamasi nedeniyle reaktifin
ve ornegin depolanmasinda problemier olmasi beklenebilir. Bu olasi problemleri
agabilmek igin, reaktiflerin ve érneklerin dayanikliliklarini belirlemek gerekir.

Reaktif ve ©rnek dayanikliliklanni  degerlendirdigimiz  galismada
buzdolabinda +4°C ve -30°C’'de muhafaza edilen reaktiflerin 30 gin boyunca
dayanikiiiklarini korudugunu goézledik. Bununla birlikte -30°C’de saklanan idrar
démeklerinde NAG aktivitesinin 15. glinden sonra %20-25 dustiiga gézlendi.

Sonug olarak reaktifin hazirlandiktan sonra uygun porsiyonlar halinde ister
buzdolabinda ister -30°C derin dondurucuda en azindan 30 giin saklanabilecegi
sonucuna varildi.

Sitrat tampon ile hazirlanan 4-Nitrofenil N-asetil beta-D-glukozaminid
substratinin dayanikhiigi konusunda kisith bilgiye ulasiimistir. —25°C’'de alti ay
dayandigi bir kaynakta belirtilmigtir (2).

Ornek aktivitesinin 30. giinde %20-25 azalmasi ise, daha kesin sonuglar
elde etmek igin, -30°C’de en fazla 15 glin saklanmalarinin uygun olacagina isaret
etmektedir.

Bizim yaptigimiz referans degeri ¢alismalarinda saglikhi olduklari bilinen,
cesitli yas gruplarindaki 70 bireyin idrar NAG diizeyleri él¢lldi. Sonuglar gocuk yas
gruplarina ayrilarak degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore, yas ile idrar NAG
konsantrasyonlari arasinda g¢ok distik anlamh bir korelasyon géruldi (r=0.286;

=0.016). Bizim sonuglarimiza goére, yaslara gore referans araligi belirlenmesi yerine
toplumun tiimiine bir tek referans aralifi belifrenmesinin daha uygun olacag!

belirlendi.
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Xu ve arkadaglarinca yapilan ¢alismada referans degerlerine deginilmistir.
Degerler cgesitli yas gruplarina aynimistir. Referans degerler, 7 yasina kadar
digmekte, bu yastan sonra degismemektedir (27).

Yaptigimiz klinik ¢caligmalarda saglikh bireylerde idrar NAG diizeyi ile idrar
total protein dizeyleri arasinda korelasyon saptadik (r=0.317, p=0.008). Saglikh
bireylerde idrar NAG diizeyi ile proteiniri arasindaki iligkiyi dederlendiren yeterli
bilgiye ulagilamadi.

Sonu¢ olarak, saglikh bireylerdeki proteintri ile idrar NAG seviyeleri
arasindaki iliskiyi degerlendirmek igin, daha ileri ¢alismalarin yapiimasi uygun
olacaktir.

Dustik molekll agirlikli proteinler glomeriller bazal membrandan kolayca
filtre olurlar ve tamamina yakini proksimal tubll epitel hicrelerince geri emilir.
Proksimal tubll disfonksiyonunda idrarda digiik molekil agirlikli protein artar. Idrar
protein ve NAG dizeyleri arasindaki iligkiye daha &énceden nefropatili veya
nefrolitiyazisli hastalarda ve proteinirili gocuklarda deginilmistir. Proteindri ile idrar
NAG dizeyleri arasinda iligkinin varligi toksik nefropatide goésterilmig, nefrolitiyaziste
gosterilememistir. Ayrica, Caliskan ve ark da proteinirili gocuklarda proteintri ile
idrarla NAG atilimi arasinda gti¢li bir iligki géstermislerdir (12,23).

Kadmiyum ve kurgun gibi gesitli agir metallerin sikhkla, proksimal tubtler
disfonksiyona ve glomeriler hasara neden olmak suretiyle bébrek hastahgiyla iligkili
oldugu eskiden beri bilinmektedir. Ayrica kursun, hipertansiyon ve tubiilointerstisyel
nefrite de neden olmaktadir(6,7).

Saglikh olduklar bilinen gocuk yas grubu 54 bireyde yapilan dlglimlerde, kan
kursun seviyesi 25 ug/dL olan gruptaki idrar NAG diizeyleri, <5 ug/dL olan gruptan
istatistiksel olarak yiiksek (p=0.031) gikmugtir.

Sonug olarak, kursun zehirlenmesinde oldugu gibi, bébredin etkilendigi cogu
durumda idrar NAG dlizeyleri artmaktadir.

Ayrica, gentamisin, siklosporin, asiklovir (intfravenéz), penisilin ve turevleri
gibi ilaglarla tedavi edilen hastalardan, idrar NAG seviyesi &lgimi igin
laboratuarimiza idrar ornekleri génderilmektedir. Sonugar ilag rejiminin yeniden
diizenlenmesinde kullaniimaktadir.

Sonug olarak, irdelemig oldujumuz spektrofotometrik idrar NAG &lgiim
metodunun tekrarlanabilirliginin, <%10 degisim katsayisi degerleriyle, uygun oldugu;
4-100 U/L degerleri arasinda dogrusal oldugu ve bunun klinik kullanim igin uygun
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oldugu; substratin +4°C ve -30°C'de 30 gin dayandidi gézlenmigtir. Bu calisma ile,
reaktifleri laboratuvarimizda hazirlanan, basit spektrofotometrik idrar NAG 6lgimd,
laboratuvarimiza kurulmus ve bébrek tubiiler hasar gostergesi olarak rutin klinik

kullanimina kazandiriimigtir.
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VI- OZET

Bu caligmada, idrarda N-asetil-B-D-glukozaminidaz (NAG) enziminin
spektrofotometrik bir élgim mefodu irdelendi ve rutin klinik laboratuarda kullaniimasi
icin degerlendirmeler yapildi.

Idrarla birlikte yaklasik elli kadar enzim fizyolojik olarak atiimaktadir. Bunlarin
cogunun dayanikli olmamasi, élgimlerinin klinik kullanimin kisitlamaktadir. Ancak
idrardaki NAG, tubller hiicre kaynakhdir ve aktivitesini uzun siire korumaktadir.
Molektl agirhdinin  blylk olmasi nedeniyle NAG, glomeriillerden filire
edilmediginden, tubiler fonksiyonun bir géstergesidir. Idrardaki artigi tubillerden agiri
serbestlesmesini ve bdylece tubller hasari géstermektedir.

Bizim yaptigimiz galismada metodun 4-100 U/L aktivite deerleri arasinda
dogrusal oldugu bulundu. Analitik sensitivitesi 4 U/L olarak saptandi. Normal ve
yiksek aktivitelerde yapilan giin igi ve glnler arasi ¢aligmalarda degdisim katsayisi
degerleri sirasiyla %2.62 ve %3.61 ile %5.97 ve %5.7 olarak tespit edildi ve bu
degerler klinik kullanim igin uygun bulundu. Referans aralik caligmasinda 70 saglikls
bireyden elde edilen sonuglara gére tim yas gruplan igin 0-3.72 U/mmol-kreatinin
arali§) saptandi. Sonuglar genel olarak yayinlanmig referansiarla uyumiu buiundu.

Substratin (4-Nitrofenil N-asetil beta-D-glukozaminid) en az 30 giin boyunca,
+4°C’'de buzdolabinda ve -30°C’de derin dondurucuda dayaniklih§ini korudugu
gdzlendi. Orneklerin ise -30°C’de derin dondurucuda 15 giin boyunca dayandigi, 30.
glinde ise idrar NAG aktivitesinde %20-25 civarinda kayip oldugu gézlendi.

Metodun klinik uygulama calismalarinda, saglikl bireylerde idrar NAG
duzeyleri ile idrar total protein atihmi arasindaki iligkiyi inceledik ve iki parametre
arasinda pozitif korelasyon bulduk (p=0.008). Kan kursun seviyeleri ile idrar NAG
diizeyleri arasindaki iliskinin aragtiriimasinda ise, kan kursun seviyesi >5 pg/dL olan
grupta idrar NAG seviyeleri, kan kursun seviyesi <5 pg/dL olan gruba gbre
istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p=0.031).

Sonug olarak, reaktifleri laboratuvarimizda  hazirlanan,  basit
spektrofotometrik idrar NAG 0lgim metodu, laboratuvarimiza kurulmus ve bdbrek
tubliler hasar gostergesi olarak rutin klinik kullanima kazandiriimigtir.
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Vil- SUMMARY

In this study, a s pectrophotometric method for measurement of urinary N -
acetyl-R-D-glucosaminidase (NAG) was used and the value of the use of this test in
clinical laboratory was evaluated.

About fifty enzymes are excreted into urine physiologically. The practical use
of the measurement of these enzymes is limited because of their instability in urine.
However, urinary NAG, which originates from fenal tubular cells, is stable in urine.
Since it is not filtered from glomeruli because of its high molecular weight, NAG is a
marker of tubular function. Elevated levels of this enzyme indicate renal tubular
damage regarding to oversecretion from tubular cells.

In our study, we found that the method was linear between 4-100 UJ/L,
analytical sensitivity was 4 U/L, intraassay and interassay precisions for normal and
higher enzyme activities were 2.62%, 3.61%, and 5.97% and 5.7%, respectively, and
these results were found to be suitable for clinical use. In the reference range study,
according to the results of 70 healthy subjects, a range of 0-3.72 U/mmol-creatinine
was obtained. The results were found compatible with published references.

The substrate (4-Nitrophenyl N-acetyl beta-D-glucosaminide) was stable
either at +4°C or -30°C for at least 30 days. Samples were observed to be stable for
15 days at -30°C and to lose about 20-25% of their activity at the 30th day.

In the clinical application of this method, we investigated the relationship
between urinary NAG levels and urinary total protein excretion and found a positive
correlation between these two parameters (p=0.008). in subjects screened for blood
lead levels, urinary NAG levels were found statisticaly higher in the group with blood
lead levels >5 pg/dL than the group having <5 ug/dL (p=0.031).

As a result, a spectrophotometric method for measurement of urinary NAG
using home made reagents was started in our laboratory for the purpose of routine

clinical use as a marker of renal tubular injury.
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