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OZET

Amac¢: Membranoz nefropati (MN), yetiskin insanlarda nefrotik sendromun en sik
sebebidir. Bobrek biyopsisi, MN tanisinda altin standart yontem olmakla birlikte, agr1 ve
kanama gibi riskler i¢eren invaziv bir islemdir. Son yillarda, fosfalipaz A2 reseptorii (PLA2R)
antikoru, umut vaat eden tanisal bir biyobelirte¢ olarak tanimlanmustir. Bu ¢alismada, MN’li
hastalarda PLA2R antikorunun tanisal, prognostik degerinin ve iki farkli Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) test kitinde en uygun esik degerlerin arastirilmasi
amagclanmustir.

Gerec ve Yontem: Calismaya, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji
Boliimiinde, Haziran 2022-Haziran 2023 tarihlerinde, primer membranz nefropati (PMN),
sekonder membrandz nefropati (SMN), MN dis1 nefrotik sendrom tanisi ile takip edilen 74
hasta ve 15 saglikli goniilli dahil edilmistir. Anti-PLA2R antikor diizeyleri, iki farkli ticari
ELISA kiti (Euroimmun, Liibeck, Almanya ve MyBioSource, San Diego, California, ABD)
ile degerlendirilmistir. Klinik biyokimya test sonuglari hastane kayitlarindan elde edilmistir.

Bulgular: Euroimmun ELISA Kkitinde, ireticinin Onerisi olan 20 RU/ml esik
degerinde duyarlilik %30 ve 6zgiillik %100 olarak saptanmigtir. Euroimmun ELISA kiti ile
bulunan konsantrasyon degerlerinin receiver operating characteristic (ROC) egrisi analizine
gore esik degeri 1,19 RU/ml olarak bulunmustur; testin duyarlihigi %66,6 ve 6zgiilligi %72,7
olarak saptanmistir. Esik deger 2 RU/ml kullanildiginda ise duyarlilik %46,6’ya yiikselirken,
ozgiillik %100 olarak kalmigtir. MyBioSource ELISA Kkiti ile bulunan konsantrasyon
degerlerinin ROC egrisi analizine gore bir esik degeri saptanamamuistir. Euroimmun ELISA
kitinde, antikoru pozitif hastalarin negatif hastalara gore, daha yiiksek ortalama proteiniiri
(p=0,015) ve daha diisiik ortalama albiimin (p=0,010) diizeylerine sahip oldugu bulunmustur.
Anti-PLAZ2R antikoru pozitif PMN’li hastalar da, negatif hastalara gére ortalama hemoglobin
(p=0,030) ve hematokrit (p=0,039) degerleri daha diisiik saptanmustir.

Sonug¢: Caligmamizda, Euroimmun ELISA kitinde iireticinin 6nerdigi esik deger
kullanildiginda, pozitif sonucun daha yararli oldugu ve biyopsi ihtiyacini kaldirdigi, negatif
sonucun ise biyopsi ile dogrulanmasi gerektigi saptanmistir. Her iki test kitinde de optimal
esik degerin belirlenmesi i¢in daha fazla sayida hasta ile daha ileri ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
Antikor pozitifliginin yiiksek proteiniiri diizeyiyle ve diisiik hemoglobin/hematokrit degerleri
ile iligkili olmasi; MN’nin kronik bdbrek yetmezligine ilerlemesi ile iligkili olabilir ve

antikorun prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gosterebilir.



ABSTRACT

Objective: Membranous nephropathy (MN) is the most common cause of nephrotic
syndrome in adults. Although kidney biopsy is the gold standard method in the diagnosis of
MN, it is an invasive procedure that involve risks such as pain and bleeding. In recent years,
phosholipase A2 receptor antibody (anti-PLAZ2R) has been identified as a promising diagnostic
biomarker. This study aimed to investigate the diagnostic and prognostic value of anti-PLA2R
antibody in patients with MN by using two different commercial Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) kits, and to determine the most optimal cut-off values.

Materials and Methods: This study included 74 patients who were followed up with
a diagnosis of primary membranous nephropathy (PMN), secondary membranous
nephropathy (SMN) or non-MN nephrotic syndrome at Karadeniz Technical University
Faculty of Medicine, Department of Nephrology, between June 2022-June 2023. 15 healthy
individuals were also included. Anti-PLAZ2R antibody levels were assessed with two different
commercial ELISA kits (Euroimmun, Liibeck, Germany and MyBioSource, San Diego,
California, USA). Clinical biochemistry test results were obtained from hospital records.

Results: When the Euroimmun ELISA kit was used at a cut-off of 20 RU/ml in
accordance with the manufacturer's recommendations, sensitivity was detected 30% and
specificity was 100%. When receiver operating characteristic (ROC) analysis was performed,
the cut-off value of the Euroimmun ELISA kit for our study was found to be 1.19 RU/m.
When this cut-off value was used, the sensitivity of the test was found to be 66.6% and the
specificity was 72.7%. When the cut-off value of 2 RU/mI was used, sensitivity was increased
to 46.6% and specificity remained 100%. Such a cut-off value could not be determined with
the ROC curve analysis of the concentration values determined by the MyBioSource ELISA
kit. In the Euroimmun ELISA Kit, antibody-positive patients were found to have higher mean
proteinuria (p=0.015) and lower mean albumin (p=0.010) levels than negative patients.
Average hemoglobin (p=0.030) and hematocrit (p=0.039) values were found to be lower in
anti-PLA2R antibody positive patients who have PMN compared to negative patients.

Conclusion: In this study, it has been determined that when the cut-off value
recommended by the manufacturer is used in the Euroimmun ELISA Kkit, a positive result is
more useful and eliminates the need for biopsy, while a negative result should be confirmed
by biopsy. Further studies are needed to determine the optimal cut-off value for both test kits.
Antibody positivity was found to be associated with high proteinuria levels and low
hemoglobin/hematocrit values; it may be associated with the progression of MN to chronic

renal failure and may indicate that this antibody can be used as a prognostic biomarker.
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1.GIRIS

Membrandz nefropati (MN), bobrek glomeriiliiniin patolojik olarak
tanimlanmis bir bozuklugudur. Bazal membranin dis kisminda immiin kompleksler
olusur ve glomeriiler kapiller duvart kalinlasir (1). MN’nin patofizyolojisinin
anlasilmasi i¢in yapilan aragtirmalar sonucunda 6nemli birgok antijen kesfi olmustur
(1-4). M-tipi fosfalipaz A2 reseptorii (PLA2R), MN’de en sik hedeflenen
otoantijendir. PLAZ2R’ye kars1 olusan anti-PLAZ2R antikorlarinin, primer membrandz
nefropati (PMN) tanisindaki, duyarliigi ve Ozgilligi yapilan calismalar ile
gosterilmistir (1, 2).

PMN hastalarinda tan1 koymada, tedaviyi izlemede ve hastaligin prognozunu
belirlemede anti-PLAZ2R antikoru kullanilmaktadir. Anti-PLA2R antikorunun, PMN
tanis1 i¢in 6nemli bir biyobelirteg oldugunu gosteren c¢alismalar vardir. Serolojik
testlerin, MN tanisinda kullanilan altin standart tani testi olan biyopsinin yerini

alabilecegi diisiniilmektedir (1, 5-7).

Serum anti-PLA2R antikorlarinda degisiklikler, proteiniiri diizeyindeki
degisikliklerden ©nce saptanabildiginden; anti-PLA2R antikorlarinin hastanin
tedaviye yanitini izlemede faydali bir arag oldugu diistiniilmektedir (1). Anti-PLA2R
antikorlarinin Glgimiine yonelik immiinfloresan testi (IFT) ve Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) bulunmaktadir. IFT’inin, duyarlii@ ve 6zgilligi
yiiksektir. Ancak niceliksel degerlendirmeye olanak saglamaz. ELISA testi ise antikor

miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarda daha sik kullanilmaktadir (1, 2).

Calismamiza, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi Nefroloji
Bolumiinde; Haziran 2022-Haziran 2023 tarihleri arasinda PMN, sekonder
membrandz nefropati (SMN) ve MN dis1 nefrotik sendrom tanisi ile takip edilen 74
hasta ve 15 saglikli goniillii dahil edilmistir. Calismamizda, iki farkl ticari ELISA Kiti
kullanarak anti-PLAZ2R antikoru diizeylerinin ve pozitiflik oranlarinin saptanmasi ve
bu kitlere gore en uygun esik degerlerin belirlenmesi amaglanmistir. Ayni1 zamanda bu
antikorun  hastalik  aktivitesi ve prognostik parametrelerle iligkisi de

degerlendirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Membranéz nefropati
2.1.1. Genel bilgiler

MN, her yasta goriilebilen glomertiler bir hastaliktir. Erigkin insanlarda en sik
nefrotik sendrom sebebidir. MN, immiin komplekslerin birikimine bagli olarak

glomeriiler kapiller duvarin kalinlagsmasi ile gerg¢eklesir. Otoimmiin bir hastaliktir (1).
2.1.2. Patogenez

MN’nin patogenezi icin ilk kanitin 1959°da Heymann nefriti modeline
dayandigi gorilir. Bu model MN igin podosit yilizeyine eksprese edilen antijen olarak

megalinin tanimlanmasina katki saglamistir (2).

Yapilan ¢alismalar sonucunda MN’li hastalarda katyonik bovin serum
albiimin, aldoz rediiktaz, sliperoksit dismutaz ve notral endopeptidaza kars1 gelismis

otoantikorlarin varlig1 saptanmistir (3,4).

Uzun siiren ¢aligmalar sonucunda 2009 yilinda PLA2R antijeni tanimlanmastir.
Bu kesif, MN’nin tan1 ve tedavi degerlendirmesi yoniinden ve klinik yonetiminde
devrim yaratmistir. Arastirmalar hiz kesmeden devam etmektedir; Noral epidermal
biiytime faktori benzeri-1, EKzostosin 1-2, Kontaktin-1, Semaphorin-3B, Noéral hiicre
adezyon molekiilii-1 gibi podosit antijenlerini hedefleyen, MN iligkili antikorlar da
bulunmustur. PMN’de Noral epidermal biiylime faktorii benzeri-1, Semaphorin-3B,
Noral hiicre adezyon molekiilii-1 antijenleri; SMN’de Ekzostosin 1-2, Néral hiicre

adezyon molekiilii-1 antijenleri tanimlanmistir (2).

PLAZ2R, mannoz reseptor protein ailesine aittir ve 185 kDa’lik bir
glikoproteindir. PLA2R’ye karsi1 gelisen antikorlar daha ¢ok immunoglobulin (Ig) G4
alt tipine aittir. Biyopside diger IgG alt siniflarinin varliginin saptanmasi1 SMN’yi akla
getirir. 1gG4 alt tipi kompleman1 aktive etme konusunda sinirli bir yetenege sahip

oldugu i¢in immiin birikimler iginde C3’{in varlig1 agiklanamamustir (5,6).

PLA2R ile iligkili MN, PMN’nin yaklasik %80’ini temsil etmektedir. PMN ise
biyopsi ile tan1 konulmus MN’lerin yaklasik %70-75 ‘ini temsil ettiginden; PLA2R
iligkili MN, hastaligin yaklasik olarak %55’ine karsilik gelir (Sekil 1) (7).



PLA2R disi
V1N PLA2R ile iliskili MN

0 20 40 60 80 100

Percent

Sekil 1. MN’nin siiflandirmasi (7)

* Seropozitif PLA2R ile iligkili MN vakalarmim ¢ok biiyiik bir kism1 PMN hastaliginin i¢indedir ancak

¢ok nadir SMN olarak tanimlanan raporlar da vardir.

Tomas ve arkadaslari (8), 2014 yilinda anti-thrombospondin type-1 domain-
containing 7A (THSD7A) antikorunu, PMN’de gelisen bir otoantikor olarak
gostermislerdir. PMN’li hastalarinin %2,5-5’inde THSD7A’ya kars1 antikorlar
saptamiglardir. Bu da, anti-PLAZ2R antikoru seronegatif olanlarin %8-14’tine karsilik
gelmektedir. THSD7A, podositler tarafindan eksprese edilen 250 kDa’luk bir
glikoproteindir. THSD7A da PLA2R gibi, baskin olarak 1gG4 antikor yanitini
tetikleyen bir transmembran glikoproteindir (6) (Sekil 2).



Fosfalipaz A2 reseptor 1 ' Thrombospondin type-1 domain-containing 7A
(PLA2R 1) (THSD7A)
NCBI gen id:22925. NCBI gen
1463 aa. id:221981.

1657 aa.

21 trombospondin
alan1 igeir.
Podosit hiicre

CysR alani,
Fibronektin tip2
alani, 8 C tipi lektin
benzeri alani igerir.

Podosit hiicre ylizeyinde
yiizeyinde ekspresyon.
ekspresyon.

Sekil 2. PLA2R ve THD7A ozellikleri (6)

Anti-THSD7A ve anti-PLA2R antikorlar1 ile gelisen MN vakalari, PMN
vakalarmin yaklagik olarak %75-85’ini olusturur. Vakalarin geri kalan %15-25’lik

kisminin ise heniiz tanimlanmayan farkli otoantijenleri icerebildigi diisiiniilmektedir
(8).

MN, glomeriiler filtrasyon bariyerinin subepitelyal boslugunda immiin
komplekslerin birikimi ile karakterizedir. Uzun siiredir yapilan ¢alismalarda MN’nin
gelisiminde etkili olan mekanizmalar aragtirllmaktadir ama net bir sonuca
varilamamistir. Ozellikle immiin tolerans kaybi, kompleman aktivasyonu, 1gG4
yoniine dogru immiinitenin kaymasinin nedenleri arastirilmaktadir. PMN, subepitelyal
aralikta PLA2R ve THSD7A antijenlerine karsi IgG4 temelli otoantikorlarin
birikimiyle karakterizedir (Sekil 3). SMN ise, baska bir hastalik varliginda gelisen
(6rn. Sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi) MN olarak tanimlanmistir. SMN’de
IgG1 ve 1gG3 temelli antikorlar daha sik saptanir (9).
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Sekil 3. PMN’nin gelisimine neden olan mekanizma (9)

Not: Glomeriiler bazal membran (GBM), kompleman 5b-9 (C5b-9), immiinoglobulin G (IgG),
transforming growth factor beta (TGF), matrix metallopeptidase 9 (MMP9).

Sekil 3a’da podosit hiicrelerinde eksprese edilen PLA2R ve THSD7A
antijenleri gosterilmistir. Sekil 3b’de ise, PMN hastaliklarinda PLA2R ve THSD7A’ya
kars1 dolasimda antikorlar olustugunda, subepitelyal araliktaki antijenlere baglanarak
olusturduklart antijen-antikor kompleksleri gosterilmistir. Sekil 3a’nin altindaki
gortintii, anti-PLA2R antikoru pozitif MN'li bir hastadan alinan bobrek biyopsisi
orneginde, IgG i¢in immiinohistokimyasal boyamasini gosterir. Sekil 3b’nin altindaki
elektron mikroskopi goriintiisii ise subepitelyal aralikta immiin kompleks birikimini
gosterir. Sekil 3¢’de immiin kompleks birikimlerinin kompleman aktivasyonuna yol
agmas1 gosterilmistir. Sekil 3c¢’nin altindaki goriintii, anti-PLA2R antikoru pozitif
MN'li bir hastadan alinan bobrek biyopsisinde, C5b-9 (Membran Atak Kompleksi) i¢in
immiinohistokimyasal boya ile boyanmasini gosterir. Tiim bunlarin sonucunda, Sekil

3d’nin altindaki elektron mikroskobu goriintiisiinde ise gosterildigi gibi glomeriiler



bazal membran (GBM) kalinlasmasi gergeklesir. Glomeriiler filtrasyon bariyeri

bozulup idrarda protein kacagi baslar.
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Immiinolojik
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Sekil 4. PLA2R ile iliskili MN’de otoantikor kaynakli olusan patogenezin semasi (6)

PLAZ2R ile iligkili MN’de, plazma hiicreleri PLA2R’ ye kars1 antikor liretmeye
baslar (Faz A). Daha sonra bu antikorlar podositlere baglanir ve proteiniiri gelisir. Bu
asamada dolasimda hi¢ antikor bulunmaz veya yalnizca diisiik seviyelerde antikor
tespit edilir (Faz B). Proteiniiri artmaya baglar ve serumda antikorlar saptanir seviyeye
ulagir (Faz C). Hastalik gerilemeye basladiktan sonra ise antikor iiretimi durur ve
antikor glomertillerden degil dolasimdan kaybolur (Faz D). Podosit hasar1 diizelir ve

remisyon fazinda proteiniiri saptanmaz (Faz E) (Sekil 4).



2.1.3. Histopatoloji

MN’nin tanisinda standart tan1 bobrek biyopsisi ile konulur. “2021 Kidney
Disease: Improving Global Outcomes” klavuzunda son ¢alismalar 1s1ginda, MN tanisi
ile uyumlu klinik ve serolojik prezentasyona sahip hastalarda taniy1 dogrulamak i¢in

bobrek biyopsisinin gerekmeyebilecegi belirtilmistir (10).

MN, 151k mikroskopisinde glomeriiler kapiller duvarimin diffiiz kalinlagmas1
olarak goriintii verir. Hastaligin ilk evrelerinde bu goriintii belirgin degildir. Zamanla
GBM’da birikimde bir artig olur ve giimiis metaminle iyi boyanan dikensi ¢ikintilar
olusur. Immiinohistokimyasal boyalar ise Ig’ler ve kompleman bilesenleri igin bir

pozitiflik verir. Elektron mikroskopisinde ise subepitelyal kisimda, GBM’in dis

kisminda dens deposit birikimi ve podositlerin ayaksi ¢ikintilarinda silinme belirgindir
(Sekil 5) (5, 11, 12).

c3 Elektron mikroskopi

Sekil 5. MN’li hastada morfolojik bulgular (11)
Not: Periyodik asit-Schiff (PAS), immiinoglobulin G (1gG), kompleman 3 (C3).

Sekil 5a’da kalinlasmis GBM, Sekil 5b-c¢’de ise immiinohistokimyasal boyama
sonucunda antikorlarin ve C3’ilin birikimi gosterilmistir.  Sekil 5d, GBM’nin
subepitelyal kisminda podosit ayaks1 uzantilarinin silinmesi ile dens depositleri olan

kalinlagmis bir GBM elektron mikroskopi goriintiisii bulunmaktadir.
2.1.4. Etiyoloji

Eriskin yastaki MN’li hastalarin yaklasik %75 kadar1 primer (idiopatik) olarak
kabul edilmektedir. MN hastalarini, primer ve sekonder olarak klinikte ayirmak
zordur. Hastanin dolasiminda olusan anti-PLA2R ve/veya anti-THSD7A antikorlar

gosterildiginde, 0 hastalar PMN yoniinde degerlendirilir. Hastaligin sebepleri



belirlenip daha sonra belirlenen bu sebepler ortadan kalktiginda nefrotik sendrom
tablosu diizelirse, o hastalar SMN olarak kabul edilir (12-14).

Tablo 1. PMN’nin baglica nedenleri (13, 15)

PLAZR veya THSD7A antijenlerine kars1 olusan antikorlar

Idiopatik (tanimlanmayan antijene kars1 olusan antikorlar)

Tablo 2. SMN’nin baslica nedenleri (13-15)

Otoimmiin hastaliklar: SLE (Siuf V), tip 1 diabetes mellitus, romatoid artrit,
Hashimoto hastaligi, anti-glomeriil bazal membran hastaligi, Sjégren sendromu,
ANCA-pozitif vaskiilitler gibi otoimmiin hastaliklar, psoriasis, I1gG4 ile iliskili
hastalik

Infeksiyonlar: Hepatit B viriisii, hepatit C viriisii, HIV, sifiliz, malarya, lepra,
tiiberkiiloz

Ilaglar: NSAII, penisilamin, busilamin, alti tuzlari, anti-TNF tedavisi, tiopronin,
kaptopril, klopidogrel, hidrokarbon

Malignite: akciger, kolon, mide, meme, prostat, bobrek malignitleri, 16semiler, non-
Hodgkin lenfoma

Bobrek tutulumlu monoklonal gamopati

Hematopoetik hiicre nakli/GVHD

Bobrek nakli sonrasi rekiirren MN

Sarkoidoz (nadir)
Not: Anti-nétrofil sitoplazmik antikor (ANCA), human immuno deficiency viriis (HIV), non-steroidal

antiinflamtuar ilaglar (NSAII), timor nekroz faktor (TNF), graft-versus-host disease (GVHD).

Tablo 3. Nefrotik sendromun MN dis1 nedenleri (16,17)

Minimal Degisiklik Hastalig1 ‘ Diyabetik Nefropati
Fokal Segmental Glomeriiloskleroz ‘ Amiloidoz
Membranoproliferatif Glomeriilonefrit ‘ Sistemik Lupus Eritematozus



2.1.5. Primer membranoz nefropati

PMN, podositlerdeki antijenlere karsi olusan antikorlarin sebep oldugu
nefrotik bir hastaliktir (12). PMN hastalarinda, 6dem, hipoalbiiminiiri, hiperlipidemi
ve nefrotik diizeyde proteiniiri (>3,5 g/giin) en sik goriilen klinik belirtilerdir (15).
PMN hastalarinda, PLA2R ve/veya THSD7A antijenlerine kars1 antikorlar saptanmasi
taniya yardimct olur (13). Anti-THSD7A ve anti-PLA2R antikorlar ile gelisen MN
vakalart, PMN’nin biiylik bir ylizdesini olusturur. MN hastalarinda, yeni antijenler ile

ilgili galigmalar devam etmektedir (11).
2.1.6. Sekonder membranoz nefropati

SMN, MN tablosuna sebep olan bir etiyolojinin bulundugu nefrotik bir
hastaliktir (13). SMN hastalarinda klinik tablo, PMN hastalar1 ile benzerdir ancak
tedavi farkli olabilir. Bu ylizden ayirici tani kritik 6neme sahiptir. Dolasimdaki
antikorlarin saptanmasi ve bobrek biyopsisinin analizi, taninin belirlenmesine yardim
eder. SMN’ye sebep olan patolojik olaylarin tanimlanmasi 6nemlidir ¢iinkii etiyolojik
faktorlerin ortadan kaldirilmasi hastaligin remisyonunu ya da tedavisini saglayabilir.
SMN’nin etiyolojisinde 6zellikle viral enfeksiyonlardan, hepatit B viriisii (HBV)
enfeksiyonu yaygin goriiliir. Ilag maruziyetine bagli, SMN hastaligi da nadir degildir.
Otoimmiin hastaliklar goriildiiglinde, SMN her zaman akla getirilmelidir.

Malignitelerle de, SMN hastaliginin nedensel iliskisi arastirilmalidir (14).
2.1.7. Epidemiyoloji

MN, yetiskinlerde nefrotik sendromun en sik sebebidir. Ozellikle beyaz 1rk,
erkek cinsiyet ve 40-60 yagslarindaki hastalarda daha siklikla gorilir. Pediyatrik yas
grubunda ise nefrotik sendromlu hastalarin yaklasik <%35’inde bobrek biyopsisinde
MN gériiliir ve genelde diger hastaliklarla (Ornegin; HBV, SLE, malignite, ilag
toksisitesi) ile iligkilidir. Yillik MN insidans1 Kuzey Amerika’da milyonda 10-12,
Avrupa’da ise milyonda 2-17 arasindadir (1,15,18).



2.1.8. Tam

Nefrotik sendromun bulgular1 proteiniiri, hipoalbiiminemi ve 6dem olarak

bilinmektedir. Yetiskin hastalar bu bulgular ile geliyorsa, MN diistintilmelidir (13).

PMIN"nin tanizal degerlendirmesi ve tedavisi
Idrar proteini, GFR, ANA, C3/C4, HBV, HCV, HIV
Serum anti-PLAIR/THSDT7A diizeyi
Renal bivopsi ile MNnin dogrulanmas:

[
Serum anti-PLAZR/THSD7A negatif Serum anti-PLA2R/THSD7A pozitif

",

" 4 '\
Biyopsi dreginde Bivopsi drnedinde Aktif PMN
PLAZR/THSD7A PLAIR/THSDTA .
boyanmast negatif bovanmas: pozitif \
¥
Proteiniiri N Proteiniiri
* \ <35gr/gin | 4| =3.5gr/gin
SMN Inaktif PMN /
\, ’// 'II
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¥ "4
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Destek tedavisi Destek tedavisi A_I_m PL"?L“.R‘.IHSD?A
diizeylerinin izlenmesi
Altta vatan sistemik Aylik proteiniiri ve anti-
hastaliklarin tedavi PLA?R diizeyinin i
edilmesi izlenmesi \
.
\ /
"‘a ’ AntiPLADR || Ant-PLAIR
i ozitif
Anti-PLAIR pozitiflegmesi, negatif 6 a)
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azalmast y N
F
Digtivorsa IST ve
[5T vi kesin devam edin
veva yavasga
azaltin Yiikseliyorsa veya sabitse
IST y1 degistirin

Sekil 6. PMN igin tan ve tedavi algoritmasi (15)

Not: Glomeriiler filtrasyon hizi (GFR), anti niikleer antikor (ANA), kompleman 3/4 (C3/4), hepatit B
viriisii (HBV), hepatit C viriisii (HCV), human immuno deficiency viriis (HIV), immiinosiipresif

tedavi (IST).

MN teshisinde bobrek biyopsisinin gerekli oldugu bilinen bir gergektir.

Yapilan ¢aligmalarda, anti-PLA2R antikorlarini gosteren serolojik testlerin 6zgiil
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oldugu bildirilmistir. Bobrek biyopsisi yapilmasi i¢in kontrendikasyonlar varsa,
serolojik testler ile MN tanisina yaklagilabilir (15,19,20). Anti-PLA2R antikor

pozitifligi son zamanlarda MN tanisinda ¢ok 6nem kazanmistir (1,2).

Yapilan ¢alismalarda, MN dis1 nefrotik sendromlu hastalarda anti-PLA2R
antikoru pozitifligi goriilmediginden, tanida anti-PLA2R antikor pozitifligi nefrotik
sendromun diger sebeplerini (Minimal degisim hastaligi (MDH), fokal segmental
glomeriiloskleroz (FSGS), membranoproliferatif glomeriilonefrit (MPGN) gibi)
diglamamizi saglar (21-23).

2.2. Fosfolipaz A2 reseptor otoantikoru

PLA2R, PMN’de kesfedilen ilk antijendir. On farkli bolgeden olusur,
sitoplazmik alan1 kisa, hiicre dig1 kismi ise daha genis olan PLAZ2R, C-tipi lektin
ailesinden bir proteindir (24,25).

PLAZ2R, bir N-terminal sistein bakimindan zengin bdlge (CysR), bir
fibronektin tip I1 (FNI1I) bolge, sekiz C tipi lektin benzeri bolge (CTLD), transmembran
bolge ve kisa bir hiicre i¢i C terminali kuyrugundan olusan membran reseptoriidiir
(Sekil 7) (25-27).

Sistein - . I l Hiicre igi
bakimimdan C tipi lektin benzeri bolge . bolge
zengin bolge

(-

|

1 2.3 4 5 6 7 8

e T T E—
pre G/C at rs35771962 -

Sekil 7. PLA2R nin sematik gosterimi (25)
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Anti-PLA2R antikorlar1 tarafindan tanman tg farkli bolgedeki epitoplar
tanimlanmistir; CysR, CTLD1 ve CTLD7. Yapilan bir calismada hastaligin, CysR'ye
kars1 anti-PLA2R antikoru aktivitesine sahip hastalarda, CTLD1 ve CTLD7'ye kars1
anti-PLA2R antikoru aktivitesi olan hastalara kiyasla daha iyi prognozla seyrettigi

gosterilmistir. Primer baskin epitopun CysR oldugu varsayilmaktadir (Sekil 8) (28,
29).

Yayilim yok Epitop yayilimi
Baskin epitop
N N N
Cysk 3] CysR
Fall Fall .
Sarmal bolge \ Sarmal bolge
CTLDI CTLDI .{
CTLD? CTLD? * *
Ekstraseliiler . Ekstraseliiler :
SD. . »
bolge 1soal bolge TSD21
( J *’
| L
Podosit I Podosit [
sitoplazmast = sitoplazmasi =2
C C C

(pLa2r | [THSD7A |

Hastalik progresyonu

Idrar proteini

Remisyon ihtimali

Sekil 8. PLA2R ve THSD7A’nin epitoplarinin sematik gosterimi (29)



PLAZ2R'nin podositte hangi rolde gorev aldigi tam olarak aydinlatilamamustir.
Yapilan ¢alismalarda reseptoriin fibroblastlarda replikatif yaglanmay1 sagladigi, ayrica

memeli epitelinde tiimor baskilayici olarak gorev yaptig iddia edilmistir (30, 31).

Ilk olarak Beck ve arkadaslari (32) tarafindan, Western Blot (WB) yéntemi ile
anti-PLA2R antikoru saptanmigtir. Ancak bu yontem rutinde ¢ok sayida numune
calisan laboratuvarlar i¢in uygun degildir. Bu zorluklarin iistesinden gelebilmek igin
HEK293 hiicreleri kullanilarak anti-PLA2R antikorunu 0l¢mek i¢in IFT’i
gelistirilmistir. Hofstra ve arkadaslari (32) ise antikor konsantrasyonunu
belirleyebilmek igin in-house ELISA testini gelistirmislerdir. Daha sonrada ayni
prensip kullanilarak ticari ELISA testleri gelistirilmistir. MN’li hastalarin tanisinda,
indirekt immiinfloresans antikor ve ELISA testleri yaygin olarak kullanilmaya

baslanmistir (32).

MN’de standart taninin bobrek biyopsisi ile konuldugu bilinmektedir. Ancak
biyopsi girisimsel, maliyetli ve kendine 6zgii riskleri olan bir islemdir. Yapilan meta-
analiz ¢aligmasi sonucunda, biyopsi sonrasinda transfiizyona ihtiyag¢ oran1 %0,9 olarak
belirtilmistir. Yapilan bir ¢alismada da ii¢lincli derece kanama oran1 %0,3 ve 6lim
riski %0,02 olarak bildirilmistir. Ayrica bu hastalarin duruma gore 8-24 saat gdzlenme
ihtiyaglar1 vardir (32-34).

Literatiirde, PMN’1i hastalarda anti-PLA2R antikorlarinin tanisal dogrulugu
degiskendir. Calisilan populasyonlarda receiver operating characteristic (ROC) egrisi
analizine gore uygun esik degerin belirlenmesi ile testin duyarlilig1 artmaktadir (35-
37). Anti-PLA2R antikor 6lglimleri i¢in rutinde en sik kullanilan ELISA testi olarak
bilinir. Laboratuvarlarda daha ¢ok numune ¢alisilabildigi, objektif ve kantitatif sonug
elde edildigi i¢in uygun bir testtir (19, 38, 39).

MN hastaligi i¢in anti-PLAZ2R antikorunun 6zgiilliigi ¢ok yiiksektir (40). Anti-
PLAZR antikorlari, diger bobrek veya sistemik hastaliklar1 olan hastalarda veya
saglikli bireylerde gosterilememistir. Son yillarda, anti-PLA2R antikorunun
kullanilmaya baglanmasi, renal ven trombozu veya akciger embolisi gibi antikoagiilan
tedavi gerektiren yasami tehdit eden komplikasyonlar1 olan veya yash hastalarda
biyopsinin yapilmasina gerek kalmayacagi diisiincesini 6n plana ¢ikarmistir (19, 41,
42).
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Yapilan ¢aligmalarda, PLA2R antijeni ve anti-PLA2R antikorlar1 birlikte
degerlendirildiginde, pozitiflik oranlarinin birbirlerinden farkli oldugu bildirilmistir.
Anti-PLA2R antikorlari, diisiik olabilir veya saptanamayabilir ve daha sonra

serokonversiyon meydana gelebilir (43-46).

PMN ve SMN hastalarinin ayirici tanisinda anti-PLA2R antikoru klinik agidan
onem tasimaktadir. Yapilan ¢alismalarda SMN hastalarinda da, anti-PLA2R antikoru

sonucunun tanida 6nemli oldugu belirtilmistir (47-50).

Yapilan ¢alismalar 1s181nda, serum anti-PLAZ2R antikor seviyelerinin hastaligin
ilerleme riskini diisiik, orta ve yliksek olarak smiflandirmada kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Bu siniflandirma, immiinsupresif tedavinin (IST) gerekliligi ya da
destekleyici tedavi verilmesi konusunda yol gosterici olacaktir. Serum anti-PLA2R
antikor seviyeleri hem MN’nin prognozunu hem de tedavisini belirleme de faydalidir
(39).

Anti-PLAZ2R antikor titresinin seri 6l¢timii, IST’si i¢in bir kilavuz gorevi goriir.
Anti-PLA2R antikor diizeyinde 6 aylik takipte %90’dan fazla azalma goriilmesi
IST’sinin kesilmesine; %50-90 azalma IST’sine devam edilmesine; %50’den az

azalma ise modifiye IST kullanilmasina delalet eder (19).
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Tablo 4. MN’nin prognozunu ve tedavisini belirlemede yararli belirtegler (39)

ILERLEME RiSKi

Diistik

Orta

Yiiksek

3 ila 6 aylik bir gézlem siiresi boyunca 3 kriterden en az 2'si mevcut olmalidir:

PLAZ2R antikor
seviyeleri (sadece
anti-PLA2R

distktiir (ELISA ile <50
RU/mL olarak

tanimlanir) veya gozlem

RU/mL ve sabit veya
<%?25 artar.

Bobrek Gozlem siiresi boyunca | Gozlem stiresi boyunca | Gozlem siiresi
fonksiyonu normal veya kararlt normal veya kararl boyunca herhangi bir
(<%25 azalma) eGFR (<%25 azalma) eGFR zamanda bagska nedenlerle
aciklanmayan eGFR'de
>%25 azalma
Proteiniiri Gozlem siiresinin Gozlem siiresinin Gozlem siiresinin sonunda
sonunda <4 g/giin sonunda 4 ile 8 g/giin >8 g/gilin veya
arasinda persistan nefrotik
sendrom
Serum anti- Seri titreler siirekli olarak | Seri titreler <150 Seri titreler yiiksek

(ELISA yontemiyle >150
RU/mL olarak tanimlanir)

ve diismez veya >150

ve genellikle sadece
destekleyici onlemlerle

tedavi edilebilirler.

gerektirebilir veya
gerektirmeyebilir.
Yaklagimimiz, ilk 3-6

aylik goézlem doneminde

hastaligin seyrine bagl

olarak degisir.

antikor pozitif stiresi boyunca >%25 RU/mL'ye yiikselir.
MN'li hastalarda) | azalir.
Tedavi IST’ye ihtiyag duymazlar | IST ile tedavi IST baglanmalidir.

(kontrendikasyon yoksa)

Not: Immiinosiipresif tedavi (IST), tahmini glomeriiler filtrasyon hiz1 (eGFR).
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Hoxha ve arkadaslarmin (51) yaptig1 calismada, hastalarin klinik remisyona
ulagmasi i¢in gegen siire ve hastalik aktivitesi arasinda anti-PLAZ2R antikor seviyeleri
ile baglanti bulunmustur. PMN’li hastalarda, anti-PLA2R antikor seviyelerindeki
azalmanin, proteiniiri diizeyinde iyilesme ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Serum
anti-PLAZR antikorlarindaki degisikliklerin, proteiniiri diizeyindeki degisikliklerden
once goriilebilmesi; hastanin tedaviye yanitini degerlendirmede faydali bir arag olarak

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (51-55).

Dogrulanmis anti-PLA2R antikoru ile iligskili MN’li hastalarda, antikor
titresinin seri izlenmesi bilgilendiricidir. Anti-PLA2R antikorunun kalic1 olmasi veya
kaybolduktan sonra yeniden ortaya ¢ikmasi, hastaligin tekrarlamasi ile sik1 bir sekilde
iligkili bulunmustur (56-59).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Etik kurul onay1

Tez ¢alismasina dair etik kurul onay1, KTU Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan 30.06.2022 tarihli 2022/120 karar nolu mikrobiyoloji ¢aligsmasi
olarak verildi. Etik kurul onay1 EK-1"de belirtildi.

3.2. Cahismanmn ozellikleri

Bu calisma, kesitsel bir ¢alisma olarak planlanmis olup, KTU Tip Fakiiltesi
Nefroloji boliimiinde Haziran 2022-Haziran 2023 tarihleri arasinda teshis ve takipleri

yapilan, 74 eriskin hasta ve 15 saglikl eriskin goniillii calismaya dahil edildi.

Calismaya dahil edilenlerden bir tiip periferal kan O6rnegi alindi. Alinan

ornekten anti-PLA2R antikor diizeyine, iki farkli ELISA Kiti ile bakildu.

Hastalarin klinik biyokimya test sonuglari, hastane bilgi yonetim sisteminden
(HBYS) takip edildi. Idrar total protein, idrar kreatinin, idrar albiimin, glikoz,
kreatinin, albimin, blood urea nitrogen (BUN), tahmini glomeriiler filtrasyon hizi
(eGFR), diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL), yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL),
alanin aminotransferaz (ALT), kolesterol, trigliserit, total kalsiyum, potasyum,
sodyum, hemoglobin, hematokrit degerleri alindi. 24 saatlik idrar 6rnekleri, proteiniiri
diizeylerini hesaplamak i¢in kullanildi. Cikan proteiniiri diizeyine gore <3,5 gr/giin ve

>3,5 gr/giin olmak tizere hastalar iki gruba ayrildi.
3.2.1. Calismaya dahil edilen gruplar

Sekonder nedenler diglanmis olup patolojik biyopsi sonucu PMN tanisi
konulan 30 hasta, SMN tanis1 konulan 10 hasta (lupusa bagli, anti-nétrofil sitoplazmik
antikoru (ANCA\) vaskiilitine bagli), MN olmayan nefrotik sendrom tanis1 konulan 34
hasta (MPGN-FSGS-MDH-IgA nefropatisi) ve 15 saglikli goniillii ¢aligmaya dahil
edildi.

3.2.2. Calismaya kabul edilme/edilmeme ol¢iitleri

Arastirmava kabul edilme Olcitleri:

v Caligmaya katilmaya goniillii olmasi
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v’ 18-65 yas araliginda olmasi

v" PMN tamis1 konulan hastalarin, sekonder sebeplerin diglanmis olmasi ve
patolojik biyopsi sonucunun PMN tanisi ile uyumlu olmasi

v" SMN tanis1 konulan hastalarin, patolojik biyopsi sonucunun PMN tanisi ile
uyumlu olmamasi ve ikincil bir nedene bagli olmast

v" MN olmayan nefrotik sendrom tanis1 konulan hastalarin, patolojik biyopsi

sonucunun nefrotik sendrom tanisi ile uyumlu olmasi

Arastirmava kabul edilmeme olciitleri:

v’ Calismaya katilmaya goniillii olmamasi

v 18 yastan kiigiik veya 65 yastan biiyiik olmasi

3.3. Orneklerin toplanmasi-saklanmasi-stoklanmasi

KTU Nefroloji boliimiinde hastalar ve saglikli géniilliiler ¢alismanim siireci
hakkinda bilgilendirildi ve bilgilendirilmis goniillii onam formu alinanlardan serum

ornekleri toplandi.

Alnan periferal kan 6rneklerine, sirastyla numaralar verilerek, excel dosyasina
dosya numaralari, demografik bilgileri ve klinik biyokimya test sonuglar1 ile

kaydedildi. Periferal kan drnekleri, mikrobiyoloji laboratuvarinda santrifiij edildi.

Toplanan ornekler en az ii¢ alikot olacak sekilde paylastirildi. Santrifiij
tiiplerine, 300 L serum otomatik pipet ile pipetlendi. Calisma giiniine kadar -80°C’de
buzdolabinda saklandi.

3.4. Ornekleri cahsma yontemi

Serum anti-PLA2R  antikor diizeyleri, iretici firmalarin = Onerileri
dogrultusunda, ticari ELISA Kitleri olan, Anti-PLA2R ELISA (IgG), Euroimmun kiti
(Libeck, Almanya) ve Human Anti-Phospholipase Receptor A2 IgG Antibody (Anti-
PLA2R) ELISA, MyBioSource kiti (San Diego, California (CA), ABD) ile
degerlendirildi.
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3.5. Anti-PLAZ2R 1gG ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya)

Calisma zamam gelince, dondurularak saklanmis hasta ve saglikli
goniilliilerden alinmis serumlar oda sicakligina gelinceye kadar bekletildi. Saklanan
serumlardan ayrilan alikotlar, Euroimmun (Libeck, Almanya) kiti ile anti-PLA2R

antikoru diizeyine bakmak tizere kullanilda.
3.5.1. Test prensibi

Euroimmun ELISA test Kiti, serum veya plazmada PLA2R’ye kars1 IgG sinifi
otoantikorlar1 saptayan, yari kantitatif veya kantitatif bir in vitro testtir. Test Kiti, her
biri PLA2R ile kaplanmis 8 break-off reaktif kuyucuguna sahip mikrotitre seritleri
ierir. ilk reaksiyon adiminda, diliie edilmis hasta serumlar1 kuyucuklarda inkiibe
edilir. Pozitif 6rneklerde, spesifik IgG antikorlari antijenlere baglanir. Baglanan
antikorlar1 saptamak i¢in, bir renk reaksiyonunu katalize eden enzim isaretli anti-insan

IgG (enzim konjugat) kullanilarak ikinci bir inkiibasyon ger¢eklestirilir.
3.5.2. Test Kkitinin icerigi

1) Antijenle kapli mikropleyt kuyucuklart (96 kuyucuklu)
2) Kalibratorler

3) Kontroller

4) Konjugat peroksidaz isaretli anti-insan IgG (tavsan)

5) Ornek tamponu

6) Yikama tamponu

7) Kromojen/substrat soliisyonu

8) Durdurma (stop) soliisyonu

9) Test talimat kitapgigi

10) Kalite kontrol sertifikalari

3.5.3. Kit disinda kullamilan malzemeler

1) ELISA okuyucu ve inkiibator (Versamax, Molecular Devices, USA)
2) Otomatik pipet ve pipet uglari
3) Distile su
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3.5.4. Anti-PLA2R 1gG ELISA cahisma basamaklar:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Tim reaktifler, ¢alismaya baslanilmadan 30 dakika oncesinde, oda sicakligina
(+18°C ile +25°C) getirildi. Kullanmadan 6nce reaktifler iyice karistirildi.
Hasta ornekleri, 6rnek tamponunda 1:101 oraninda diliie edildi ve vorteks ile
iyice karigtirildi. 10 kat konsantre yikama soliisyonu, 540 ml distile su ile
sulandirildi.

Ornek inkiibasyonu: Pipetleme protokoliine gdre 100 pl’ser kalibratorler,
kontroller ve diliie hasta serumlar1 ile saglikli kontrol serumlarindan
kuyucuklara transfer edildi. Oda sicakliginda (18-25 °C) 30 dakika inkiibe
edildi.

Yikama: Otomatik cihazda (Hydroflex washer, Tecan, Switzerland), 450 ul
yikama soliisyonu kullanilarak reaktif kuyucuklari iicer kere yikandi. Yikama
soliisyonu, her yikama dongiisii bagina 30 ila 60 saniye boyunca kuyucuklarda
birakildi, ardindan kuyucuklar bosaltildi. Yikandiktan sonra, tiim kalan yikama
solisyonunu ¢ikarmak icin acikliklar1 asagi bakacak sekilde emici kagit
tizerine vurularak mikropleytteki tiim sivi1 iyice atildi.

Konjugat inkiibasyonu: 100 ul konjugat enzimi (anti-insan IgG) her kuyucuga
transfer edildi. Oda sicakliginda (18-25°C) 30 dakika inkiibasyonda bekletildi.
Yikama: Otomatik cihazda (Hydroflex washer, Tecan, Switzerland), 450 ul
yikama soliisyonu kullanilarak reaktif kuyucuklari iicer kere yikandi. Yikama
soliisyonu, her yikama dongiisii bagina 30 ila 60 saniye boyunca kuyucuklarda
birakildi, ardindan kuyucuklar bosaltildi. Yikandiktan sonra, tiim kalan yikama
sollisyonunu ¢ikarmak icin acikliklar1 asagi bakacak sekilde emici kagit
tizerine vurularak mikropleytteki tiim sivi1 iyice atildi.

Substrat inkiibasyonu: 100 pl kromojen/substrat soliisyonu her kuyucuga
transfer edildi. Oda sicakliginda (18-25°C) 15 dakika inkiibe edildi. Direkt
giines 1s1gindan korundu.

Reaksiyonu durdurma: 100 pl stop soliisyonu, ayni anda ve ayni hizda her
kuyucuga transfer edildi.

Olgiim: Renk yogunlugunun fotometrik 6l¢iimii, durdurma (stop)
soliisyonunun eklenmesinden sonraki 30 dakika i¢inde mikropleyt okuyucuda

(Versamax, Molecular Devices, USA) 450 nm dalga boyunda yapildi.
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Olgiimden once, soliisyonun homojen dagilimini saglamak igin mikropleyt
hafifce sallandi.

Sonuglarin degerlendirilmesi: Anti-PLA2R ELISA Euroimmun (Liibeck, Almanya)
kitinin birimi RU/ml’dir. Anti-PLA2R antikor pozitif ve negatif sonuglari, anti-
PLA2R ELISA Euroimmun (Libeck, Almanya) kitinden ¢ikan esik degere gore
belirlendi.

(<14 RU/ml: negatif, >14 ile <20 RU/ml: ara deger, >20 RU/ml: pozitif olarak
degerlendirildi.)

— P ® Standard

2,5

2 /
d

/|
0 /

2 20 200
Concentration

Measurement

Calibrator |Conc. Well |[Raw |Backfit|Recovery
%

. Standardi 2 Al 10,0736 (1,983 |99,13

. Standard? 20 |B1 (0,324 (20,1  |100,5

. Standard3 100 |C1 |0,812 (99,78 (99,78

. Standard4 500 |D1 1,65 |500,5 |100,1

. Standard5 1500 [E1 |2,26 [1499  |99,96

Sekil 9. Anti-PLA2R antikoru igin kalibrasyon egrisi (Euroimmun (Liibeck, Almanya) anti-PLA2R
ELISA kiti)
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3.6. Anti-PLAZ2R 1gG ELISA (Mybiosource, San Diego, California, ABD)

Calisma zamani gelince dondurularak saklanmis hasta ve saglikli
goniilliilerden alinmis serumlar oda sicakligina gelinceye kadar bekletildi. Saklanan
serumlardan ayrilan alikotlar, MyBioSource kiti (San Diego, CA, ABD) ile anti-
PLAZ2R antikoru diizeyine bakmak tizere kullanildi.

3.6.1. Test prensibi

Bu anti-PLAZ2R Kiti, tanisal veya terapotik prosediirlerde kullanim i¢in degil,
yalnizca aragtirma amagli kullanim igindir. Durdurma (stop) soliisyonu, rengi maviden
sartya degistirir ve olusan rengin yogunlugu bir spektrofotometre kullanilarak 450
nm'de Olgilir. Numunedeki anti-PLA2R konsantrasyonunu 6lgmek igin, bu anti-
PLAZ2R kitinde birkag kalibrasyon standarti bulunmaktadir. Kalibrasyon standartlari
numunelerle ayni anda test edilir ve anti-PLA2R konsantrasyonuna karsi standart bir
optik dansite (OD) egrisi olusturulur. Numunelerin OD'si standart egri ile

karsilagtirilarak, numunelerdeki anti-PLA2R konsantrasyonu belirlenir.
3.6.2. Test Kkitinin icerigi

1) Mikroelisa serit plakasi (96 kuyucuklu)

2) Standart (6 sise)

3) Numune diliienti

4) Horseradish peroxidase (HRP) konjugat reaktifi
5) 20X yikama soliisyonu

6) Kromojen soliisyon A

7) Kromojen soliisyon B

8) Durdurma (stop) soliisyonu

9) Kapatma plakasi

10) Kullanim kilavuzu

11) Miihiirlii ¢anta
3.6.3. Kit disinda kullamilan malzemeler

1) Standart mikropleyt okuyucu (450nm) (Versamax, Molecular Devices, USA)
2) Hassas pipetler ve tek kullanimlik pipet uglari
3) 37 °C inkiibator (EN 120, Niive, Tiirkiye)
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3.6.4. Anti-PLA2R 1gG ELISA cahisma basamaklar:

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Tim kit reaktifleri buzdolabindan ¢ikarildi ve oda sicakligina (20-25°C)
ulasmalar1 beklenildi.

20 kat konsantre yikama soliisyonu, 475 ml distile su ile sulandirildu.
Calismaya baslamadan once, tiim reaktifler yukari agagi dondiirme hareketleri
ile koptirtmeden karistirildi.

Ilk olarak standartlar daha sonra hasta serumlar1 ve saglikli goniilliilerin
serumlar1, sulandirilmadan direkt olarak uygun kuyucuklara 50 pul pipetlendi.
Her kuyucuga 100 ul HRP-konjugat reaktifi eklendi, yapiskan seritle kapatildi
ve 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.

Otomatik yikayict (Hydroflex washer, Tecan, Switzerland) kullanilarak her
kuyucuk, yikama soliisyonu (400ul) ile 5 kere olacak sekilde yikandi. Pleyt ters
cevrildi ve temiz kagit havlularla kurulandi.

Her bir kuyucuga kromojen soliisyonu A 50ul ve kromojen soliisyonu B 50pl
eklendi. Yavasca karistirildi ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Isiktan
korundu.

Her kuyucuga 50 ul durdurma (stop) soliisyonu eklendi. Kuyularin rengi
maviden sariya degisti. Kuyulardaki renk yesilse veya renk degisimi ayni
bigimde goriinmiiyorsa, iyice karigmasini saglamak i¢in pleyte hafifce vuruldu.
15 dakika i¢inde bir mikropleyt okuyucu (Versamax, Molecular Devices,
USA) kullanarak 450 nm'de OD’leri okundu.

Sonuglarin degerlendirilmesi: Anti-PLA2R ELISA MyBioSource (San Diego, CA,
ABD) Kitinin birimi ng/ml’dir. MyBioSource (San Diego, CA, ABD) kiti i¢in esik

deger belirtilmedigi igin, sadece konsantrasyon degerleri kullanildi.
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=—=5P_. ® Standard
2,5

1,5

Measurement

0,5 /

—

Concentration

Calibrator |Conc. Well [Raw |Backfit |Recovery
%
@ standardt 5 Al [0,189 (3,632 [72,63
. Standard2 10 Bi1 |0,254 |9,393 (93,93
@ standard3 20 |c1 |0421 [23,12 |1156
@ standard4 40 |D1 0,626 [39,18 97,95
@ standards 80 |E1 |[1,16 79,33 |99,16
. Standard6 160 F1 |2,31 |160,2 (1001

Sekil 10. Anti-PLA2R antikoru i¢in kalibrasyon egrisi (MyBioSource (San Diego, CA, ABD) anti-
PLAZ2R ELISA kiti)

3.7. Verilerin istatistiksel Analizi

Istatistiksel analizlerde SPSS (Statistical Package for the Social Science) 24.0
kullanild1. Degerlendirme sonuglarinin tanimlayici istatistikleri; kategorik degiskenler
icin say1 ve yiizde, sayisal degiskenler i¢in ortalama (mean), standart sapma, medyan,

minimum ve maksimum degerleri olarak verildi.

Normal dagilimi test etmek i¢in Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testi

kullanildi. Normal dagilima uymayan 6l¢iimsel degiskenlerin analizinde karsilastirilan
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grup sayisi iki ise Mann Whitney U testi, {ic ve daha fazla olanlarda Kruskall Wallis
testi kullanildi. Kategorik verilerin analizinde Pearson Ki-kare testi kullanildi. Normal
dagilima uymayan sayisal degiskenler arasinda korelasyon olup olmadiginm

degerlendirmek i¢in Spearman korelasyon analizi yapildi.

ELISA Kkitlerinin degerleri, PMN’yi Ongdrmede tanisal karar verdirici
ozellikleri ROC egrisi analizi ile incelendi. Tiim istatistik analizlerinde, p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza KTU Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dalina basvuran nefrotik
sendromu olan 74 erigkin hasta ve 15 saglikli erigkin goniillii dahil edildi. Hastalarin
ortalama yas1 44,1+12,7 (21-65) ‘ydi. PMN’li hastalarin ortalama yas1 46,9+11,6;
SMN’li hastalarin ortalama yast 46,6+11,7; MN dis1 nefrotik sendromlu hastalarin
ortalama yas1 41+13,5’ti. Hastalarin 34’1 (%45,9) kadin, 40’1 (%54,1) erkekti.
Hastalarin 30’u (%40,5) PMN, 10’u (%13,5) SMN, 34’i (45,9) MN dis1 nefrotik

sendromlulardan olusuyordu. Hastalarin tanilarina gére dagilimi Sekil 11°de verildi.

50

% 45,9

45

% 40,5

40

35

30

25

20

15

% 13,5

10

(%]

EPMN mSMN m MNDNS

Sekil 11. Hastalarin tanilarina gére dagilimi

Not: Primer membranéz nefropati (PMN), sekonder membrandz nefropati (SMN), membranoz

nefropati dig1 nefrotik sendrom (MNDNS).
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PMN hastalarinin patoloji sonuglarina bakildiginda, 151k mikroskopunda
glomeriillerde GBM ’nin diffiiz olarak kalinlasmasi; immiinofloresan mikroskopide ise

baskin olarak IgG immiin kompleks birikimi saptandi.

Anti-PLAZ2R IgG ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testinde ¢alismaya
alman PMN hastalarinin 9’unda anti-PLA2R antikoru pozitif; SMN, MN dis1 nefrotik
sendromlular ve saglikli goniillillerin ise timiinde anti-PLA2R antikoru negatif
bulundu. PMN’li hastalariin birinde, anti-PLA2R 1gG ELISA (Euroimmun, Liibeck,
Almanya) testinde, anti-PLAZ2R antikor sonucu ara degerde bulundu (Tablo 5).

Tablo 5. Anti-PLAZ2R 1gG ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testinde, hastalarin ve

sagliklilarin, anti-PLA2R antikoru pozitif ve negatif sonuglarmnin yiizdesi

Anti-PLA2R (+) Anti-PLAZ2R (-) Toplam

(Euroimmun) (Euroimmun) Say1
PMN 9 (%30) 20 (%67) 30 (%100)*
SMN 0 (%0) 10 (%2100) 10 (%2100)
MN dis1 Nefrotik 0 (%0) 34 (%100) 34 (%100)
Sendrom
Saghkhilar 0 (%0) 15 (%100) 15 (%100)
Toplam 9 (%10) 79 (%89) 89 (%100)

* 30 PMN hastasmin birinde, anti-PLA2R 1gG ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya)

testinde, anti-PLA2R antikor sonucu ara degerde bulundu.

Calistigimiz hastalarin ve saghikli goniilliilerin iki kit i¢inde ayr1 ayr1 anti-

PLAZ2R antikoru sonuglarinin ortalamasi Tablo 6’da gosterildi.
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Tablo 6. Hastalarin ve saglikli goniilliilerin, ¢alisilan iki kit i¢in, anti-PLAZ2R antikoru sonuglarinin
ortalama degerleri

Euroimmun anti-PLA2R  Mybiosource anti-PLA2R

Ort+S.S. Ort+S.S.
PMN 31,8+55,3 18,9+39,7
SMN 1,1£0,09 8+6
MN dis1 Nefrotik 1,1£0,1 10,1+14,1
Sendrom
Saghkhlar 1,1+0,1 6,8+3,7

* Anti-PLA2R ELISA Euroimmun (Liibeck, Almanya) kitinin birimi RU/ml, anti-PLA2R ELISA
Mybiosource (San Diego, CA, ABD) kitinin birimi ng/ml’ dir.

Euroimmun ELISA (Liibeck, Almanya) kiti ile serumlarin ¢alisilmasi ile elde

edilen konsantrasyon degerleri bir esik deger elde etmek i¢cin ROC egrisi analizi ile

incelendi (area under the curve=0,706 ve p=0,003). Buna gore esik deger 1,19 RU/ml
olarak bulundu (Sekil 12).

ROC egrisi

1,0

0,8
% 06
=
=
s
>
5
A

0,4

0,2

0.0 T T T T

0,0 0.2 0,4 0,6 0.8 1,0
Ozgiilliik

Sekil 12. Euroimmun ELISA (Liibeck, Almanya) kiti ROC egrisi analizi
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MyBioSource ELISA (San Diego, CA, ABD) kiti ile serumlarin ¢alisilmas ile
elde edilen konsantrasyon degerlerine yapilan ROC egrisi analizinde (area under the
curve=0,486 ve p=0,834) istatistiki anlamli bir sonug¢ saptanamadi ve esik deger
bulunamadi (Sekil 13).

ROC egrisi

Duyarlilik

Ozgiilliik
Sekil 13. MyBioSource ELISA (San Diego, CA, ABD) kiti ROC egrisi analizi
Referans yontem olarak bobrek biyopsi bulgulari kullanilarak, anti-PLAZ2R
IgG ELISA (Euroimmun, Libeck, Almanya) testinin farkli esik degerlerde duyarliligi,

ozgilligi, pozitif prediktif degeri (ppd) ve negatif prediktif degeri (npd) hesapland:
(Tablo 7).

Tablo 7. Anti-PLAZ2R 1gG ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testinin, farkli esik degerlerde
duyarliligi, 6zgilliigd, ppd ve npd’i

Esik Deger Duyarhhk Ozgiilliik

>40 RU/ml %20 %100 %100 %64,7
>20 RU/ml %30 %100 %100 %67,6
>14 RU/ml %33,3 %100 %100 %68,7
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Esik Deger = Duyarhhk | Ozgiilliik “

>2 RU/mlI %46,6 %100 %100 %73,3

>1,19 RU/ml %66,6 %72,7 %62,5 %76,2

Calismadaki tiim hastalarin, anti-PLA2R IgG ELISA (Euroimmun, Liibeck,
Almanya) testine gore antikor sonuglarinin glomeriiler hastalikla iligkili parametrelere
gore karsilagtirma analizi yapildi. Anti-PLA2R antikoru pozitif olanlarin ortalama
proteiniiri diizeyinin (3,6+2,1), anti-PLA2R antikoru negatif olanlarin ortalama
proteiniiri diizeyine (2,4+3,2) gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptandi
(p=0,015). Anti-PLA2R antikoru pozitif olanlarin ortalama albiimin diizeyinin
(32,3£5,8), anti-PLA2R antikoru negatif olanlarin ortalama albiimin diizeyine gore
(38,2+6,3) anlaml1 olarak daha diisiik oldugu saptandi (p=0,010) (Tablo 8).

Tablo 8. Hastalarin anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testine gore antikor

sonuglarinin glomeriiler hastalikla iligkili parametrelere gore karsilastiriimast

Anti-PLA2R (+) Anti-PLA2R (-)
(Euroimmun) (Euroimmun)

Ort£S.S. Ort£S.S.
BUN 23,4+11,1 19,4+10,6 0,214
Kreatinin 1,1+0,6 1,1+0,7 0,913
eGFR 79,6+39,5 85+34,2 0,620
Albiimin 32,3+5,8 38,2+6,3 0,010
Proteiniiri 3,6£2,1 2,4432 0,015

Not: Blood urea nitrogen (BUN), tahmini glomeriiler filtrasyon hizi (eGFR).
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Hastalarin 24 saatlik idrar sonuglarindan proteiniiri diizeyi hesaplandi. Cikan
proteiniiri diizeyi <3,5 gr/gilin ve >3,5 gr/giin olarak degerlendirilip, hastalar buna goére
iki gruba ayrildi. Anti-PLA2R 1gG ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) test
sonucu pozitif olanlarin %44,4’linlin proteiniiri diizeyi <3,5 gr/gilin, %55,6’sinin
proteiniiri diizeyi >3,5 gr/glin olarak hesaplandi. Anti-PLA2R IgG ELISA
(Euroimmun, Liibeck, Almanya) test sonucu negatif olanlarin %81,2’sinin proteintiri
diizeyi <3,5 gr/giin, %18,8’inin proteiniiri diizeyi >3,5 gr/giin olarak hesaplandi. Anti-
PLAZ2R IgG ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) test sonucu pozitif ve negatif
olarak ayrildiktan sonra, proteiniiri diizeyine gore olusan yiizdelik gruplarla
istatistiksel olarak analizi yapildiginda farkin anlamli (p=0,027) oldugu saptandi. Anti-
PLAZR IgG ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) test sonucuna gore bu belirlenen

proteiniiri gruplarina gére olusan yiizdelerin grafigi Sekil 14’de verildi.

90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

0,00%
Ant-PLADR () Anti-PLAZR

B<3,5grfgin W335 gr/giin

Sekil 14. Hastalarin anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testi sonuglari ve proteiniiri

gruplarima gore olusan yiizdelerin grafigi
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Proteiniiri diizeyi ve proteiniiri {izerine etki edebilecegi diisiiniilen faktorlerin
tiim hastalar1 iceren korelasyon analizi yapildi. Proteiniiri diizeyine etkili faktorlerin
BUN (p=0,037) ve albiimin (p=<0,001) diizeyi oldugu saptandi (Tablo 9).

Tablo 9. Proteiniiri diizeyi ve proteiniiri izerine etki eden faktorlerin tiim hastalar1 iceren analizleri

Proteiniiri

Spearman’s rho

Anti-PLA2R (Euroimmun Kiti) 0,087

Anti-PLA2R (Mybiosource Kiti) 0,028 0,812

BUN 0,243 0,037
Kreatinin 0,087 0,463
Albiimin -0,783 <0,001

MN varhgi 23 0,195

Yas -0,105 0,375
* Tabloda, MN varlig1 i¢in Spearman’s rho degeri hesaplanamamugtir.

Not: Blood urea nitrogen (BUN).

Calismaya alinan PMN’li hastalarin anti-PLA2R 1gG ELISA (Euroimmun,
Liibeck, Almanya) test sonucuna gore hastalar pozitif/negatif olarak iki gruba ayrildi
ve her bir grup icin hastalik temel klinik parametreleri i¢in ortalama degerler
hesaplandi. Gruplar arasinda ortalama hemoglobin (p=0,030) ve hematokrit (p=0,039)
degerlerinde istatiksel olarak anlamli bir fark bulunurken, diger parametrelerde
anlamli bir fark bulunamadi. Anti-PLA2R antikoru pozitif olanlarin ortalama
hemoglobin degeri 12,3+1,3, negatif olanlarin ortalama hemoglobin degeri 13,9+1,7
ciktl. Anti-PLA2R antikoru pozitif olanlarin ortalama hematokrit degeri 37,6+3,9,
negatif olanlarin ortalama hematokrit degeri 41,7+4,7 ¢ikti. Anti-PLA2R 1gG ELISA
(Euroimmun, Liibeck, Almanya) test sonucu pozitif PMN’li hastalarda, negatiflere

gore ortalama hemoglobin ve hematokrit degerleri anlamli olarak daha disiik ¢ikti
(Tablo 10).
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Tablo 10. PMN’li hastalarda, anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testine gére temel

klinik parametrelerin sonuglari

Anti-PLAZR (+)
(Euroimmun)

Anti-PLAZ2R (-)
(Euroimmun)

idrar total
protein

Ort=S.S.

171,9+£147,9

Ort=S.S.
129+188,9

0,140

50,1+25,6 51,3+21,9 0,835
125,4+119,7 95,7+156 0,127
3,6+2,1 2,8+3,7 0,127
91,2424.4 98,1+40,9 0,417
23,4+11,1 20,4+9,8 0,472
1,1£0,6 1,1+0,9 0,908
79,6+39,5 86,4+34,2 0,594
32,345,8 37+6,6 0,069
115,4+40,1 147,8+62,1 0,153
68,3+41,1 64,2+16,5 0,532
215,5+78,5 242,1+80,7 0,340
159,3+55,5 150,2+79,8 0,417

Total kalsiyum 8,8+0,6 9,2+0,4 0,153
4,3+0,4 4,5+0,4 0,199

137,843,4 139+1,4 0,365
23,2+16,3 19,6+8,3 0,799

Hemoglobin 12,3+1,3 13,9+1,7 0,030
37,6+3,9 41,7+4,7 0,039

* ki hastanin LDL, HDL, kolesterol ve trigliserit degerleri sistemde bulunmadigindan calismada

kullanilamad.

** Bes hastanin idrar albiimini HBYS’de 0,5 degerinden kiiciik, bir hastanin idrar total proteini de
HBYS’de 1 degerinden kiigiikk olarak belirtilmisti. Calismamizda, cihazin (AU5800 ve AU680,
Beckman Coulter, Japonya) en kiigiik 6lgebilecegi degerler olan idrar albiimini i¢in 0,5 ve idrar total

proteini igin 1 degeri kullanildi.
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Not: Blood urea nitrogen (BUN), tahmini glomeriiler filtrasyon hizi (eGFR), diisikk yogunluklu
lipoprotein (LDL), yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL), alanin aminotransferaz (ALT).

Hastalarin, hastalik tanilarina goére hastalik temel Klinik parametresi
sonuglarinin ortalamalar1 Tablo 11°de verildi. Gruplar arasinda, bakilan degerlerde

istatiksel olarak (p>0,05) anlamli bir fark bulunamada.

Tablo 11. Hastalarin, tanilarina gore temel klinik parametrelerin sonuglart

Idrar total 145,8+173,7 52+58.6 98,2+132,3

protein

idrar kreatinin  53,3£25,9 46,8194 57,5£19,6 -
idrar albiimin 106£141,8  35,8+43,6 67,7495,1 -
Proteiniiri 3432 1,6<1,8 2,4433 -
Glikoz 102,2449,9  94,7+13,8 100+37,5 -
BUN 21,8+10,2  21,8+13,5 18,1+10,2 -
Kreatinin 1,1+0,8 1,140,7 1,140,6 -
eGFR 82,4+36,2  79,9+352 85,7+34,8 -
Albiimin 35,4+6,5 39,6+3,7 38,6+6,7 -
LDL 13594574 12434502 13444512 -
HDL 64,6£259  51,7£152 55,7+16,4 -
Kolesterol 2324788  211,4+79,7  219,3+65,7 -
Trigliserit 1568474  177,1+108 155,7+78,3 -
Total kalsiyum ~ 9,1+0,5 9,3+0,3 9,3+0,5 -
Potasyum 4,4+0,4 4,420,4 4,3£0,5 -
Sodyum 138,8+2,3  138,5+1,9 139+2,1 -
ALT 20,4+11,1 18,9128 20+12,2 -
Hemoglobin 13,3+1,7 12,6+1,7 13,9+1,5 -
Hematokrit 40,4+4,7 37,7+4,5 41,7+4.,4 -

PMN

Ort£S.S.

SMN

Ort+£S.S.
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* ki hastanin LDL, HDL, kolesterol ve trigliserit degerleri sistemde bulunmadigindan galigmada

kullanilamadi.

** Bes hastanin idrar albiimini HBYS’de 0,5 degerinden kiigiik, bir hastanin idrar total proteini de
HBYS’de 1 degerinden kiigiikk olarak belirtilmisti. Calismamizda, cihazin (AU5800 ve AU680,
Beckman Coulter, Japonya) en kiigiik dlgebilecegi degerler olan idrar albiimini i¢in 0,5 ve idrar total

proteini i¢in 1 degeri kullanildi.

Not: Blood urea nitrogen (BUN), tahmini glomeriiler filtrasyon hizi (eGFR), diisikk yogunluklu
lipoprotein (LDL), yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL), alanin aminotransferaz (ALT).
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5.TARTISMA

Eriskin insanlarda nefrotik sendromun birgok sebebi vardir. Bunlar i¢inde en
stk goriileni MN’dir. MN’nin tanisin1 koymak, tedavisini diizenlemek, prognozunu
belirlemek klinisyenler i¢in ¢ok onemlidir. Son zamanlarda kesfedilen, anti-PLA2R
antikorlarinin, MN’de primer ve sckonder ayriminin yapilmasinda yol gosterici
olabilecegi disiiniilmektedir. Bu antikorlar hastaligin tanisina ilaveten, tedavisinin
planlamasinda, tedaviye yanitin izlenmesinde ve prognozun gosterilmesinde de faydali

bulunmustur (1, 60).

ELISA ve indirekt IFT’i yontemleri, anti-PLA2R antikorlariin 6l¢iimiinde
kullanilmaktadir. IFT’1, duyarlilig1 en yiiksek test olarak bildirilmesine ragmen, bir¢ok
laboratuvarin ilk tercih ettigi yontem ELISA’dir. ELISA ydnteminin tercih
edilmesinin sebebi; fazla miktardaki O6rnek hacimlerinin calisilabilmesi, testin
calisanin yorumuna daha az ihtiyac¢ gostermesi ve kantitatif sonuglar1 verebilmesidir
(61, 62). Anti-PLA2R ELISA testi ile yapilan ¢alismalarda, testin duyarliliginin ve
Ozgilligiiniin yiiksek oldugu gosterilmistir. Nefrotik sendromu olan hastalarda bobrek
biyopsisinin yapilamadigi durumlarda akla ilk gelmesi gereken anti-PLA2R antikor
testidir (41).

Wau ve arkadaglari (22) yaptiklari calismada, PMN’li grubun yas ortalamasini,
SMN’li grubun yas ortalamasindan daha biiyiik bulmuslardir. PMN grubunun yas
ortalamasin1 42413, SMN grubunun yas ortalamasini 38+12 olarak saptamislardir.
Calismamizda, hastalarin yas ortalamasi 74 hastada 44,2+12,7, PMN grubunda
46,9+11,6, SMN grubunda 46,60+11,7 olarak bulunmus olup; her iki grubun yas

ortalamasinin yakin oldugu gdsterilmistir.

MN, 40-60 yaslarinda ve erkek cinsiyette daha sik goriilmektedir (1,15). Wu
ve arkadaglar1 (22) tarafindan Cin’de yapilan bir ¢alismada, 164 MN hastasinin
%53,6'sinin erkek, %46,4'iniin kadin oldugunu tespit etmislerdir. Calismamizda da,

elde ettigimiz veriler buna benzerdir (%54,1°1 erkek, %45,9’u kadin).

PMN tanis1 alan hastalarda, anti-PLA2R antikor sonucu pozitifligi ¢esitli
tilkelerde yapilan caligmalarda farkli oranlarda saptanmistir. Japon hastalar ile yapilan

bir ¢alismada, anti-PLA2R antikoru ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testi
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sonucu, treticinin onerileri olan 20 RU/mI esik degeri segildiginde, %50 oraninda
pozitif bulunmustur (63). Kim ve arkadaslarinin (49) yaptiklari ¢alismada, anti-
PLA2R antikoru ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testi, 14 RU/mI esik
degerinde, %44,1 oraninda pozitif saptamislardir. Cinli bir hasta grubunda yapilan
calismada, anti-PLAZ2R antikoru ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testi sonucu,
20 RU/ml esik degerinde, %62,2 oraninda pozitif bulunmustur (23). Avustralya’da
yapilan bir ¢alismada, anti-PLA2R antikoru ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya)
testi sonucu, 20 RU/ml esik degerinde, %25 oraninda pozitif saptanmustir (64). Yapilan
bir bagka calismada Yunan hastalarda anti-PLA2R antikoru ELISA (Euroimmun,
Liibeck, Almanya) testi sonucu, iireticinin onerileri olan 20 RU/ml esik degerinde,

%48,5 oraninda pozitif bulunmustur (65).

Calismamizda da, PMN tanis1 alan 30 hasta anti-PLAZ2R antikorlar1 agisindan
degerlendirilmistir. Anti-PLA2R antikorlari, anti-PLA2R ELISA (Euroimmun,
Liibeck, Almanya) testinde, lreticinin Onerileri olan 20 RU/ml esik degerinde,

hastalarin %30’unda pozitif saptanmuistir.

Yapilan bir¢ok ¢alismada, SMN’1i hastalarda, anti-PLA2R antikoru sonuglari
negatif tespit edilmistir (48-50). Kim ve arkadaslari (49) yaptiklari calismada 93 PMN,
14 SMN, 41 MN dis1 nefrotik sendromlu hastanin ve 12 saglikli goniilliiniin anti-
PLAZ2R antikorunu Euroimmun ELISA (Liibeck, Almanya) kiti ile test etmislerdir.
SMN’li hastalarin tiimiinde anti-PLAZ2R antikoru sonucu negatif saptanmistir. Hoxha
ve arkadaslar1 (53) yaptiklar ¢alismada 100 PMN, 17 SMN, 90 MN dis1 nefrotik
sendromlu hastanin ve 153 saglikli goniilliiniin anti-PLA2R antikorunu Euroimmun
IFT (Libeck, Almanya) kiti ile test etmislerdir. SMN’li hastalarin tiimiinde anti-

PLAZR antikoru sonucu negatif bulunmustur.

Calismamizda SMN’1i hasta sayis1 10°dur. On hastanin tiimiinde anti-PLA2R
ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testi sonuglari negatif saptanmistir. Hasta
sayimiz nispeten az olmasina ragmen ¢ikan sonug¢ yapilan ¢alismalar ile uyumlu

bulunmustur.

Yapilan calismalarda, MN dis1 diger glomertiler hastaliklarda (IgA nefropatisi,
MDH, FSGS) anti-PLA2R antikorunun saptanmadigi belirtilmistir. Anti-PLA2R
antikor pozitifligi nefrotik sendromun diger sebeplerini (MDH, FSGS, MPGN qgibi)
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dislamamizi saglar (22,23,49). Wu ve arkadaslar1 (22) yaptiklart bir ¢alismada 64
PMN, 40 SMN, 60 MN dis1 nefrotik sendromlu hastanin anti-PLA2R antikorunu
Euroimmun ELISA (Liibeck, Almanya) kiti ile test etmislerdir. MN dis1 nefrotik
sendromlu hastalarin tiimiinde anti-PLAZ2R antikoru sonucu negatif saptanmistir. 82
PMN, 22 SMN, 40 MN dis1 nefrotik sendromlu, Cinli bir hasta grubunda, anti-PLA2R
antikoru Euroimmun ELISA (Liibeck, Almanya) kiti ile test edilmistir. MN dis1
nefrotik sendromlu hastalarin tiimiinde anti-PLA2R antikor sonucu negatif
bulunmustur (23). Kim ve arkadaslar1 (49) yaptiklari calismada 93 PMN, 14 SMN, 41
MN dis1 nefrotik sendromlu hastanin ve 12 saglikli goénilliinin anti-PLA2R
antikorunu Euroimmun ELISA (Liibeck, Almanya) kiti ile test etmislerdir. MN dis1
nefrotik sendromlu hastalarin tiimiinde anti-PLA2R antikoru sonucu negatif

saptanmistir.

Calismamizda, yapilan ¢aligmalar ile uyumlu olarak, 34 MN dis1 nefrotik
sendromlu hastanin tiimiinde, anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya)

testi sonuglar1 negatif bulunmustur.

Literatiirde saglikli kontrollerle yapilan ¢alismalarda anti-PLA2R antikoru
sonuglar1 negatif saptanmistir (23,49). Calismamizda da, yapilan ¢alismalarla uyumlu
olarak, 15 saglikli goniilliiniin tiimiinde, anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck,

Almanya) testi sonuglari negatif bulunmustur.

Kim ve arkadaslarinin (49) yaptiklar1 ¢alismada, ELISA (Euroimmun, Liibeck,
Almanya) testi kullanilarak, anti-PLAZ2R antikoru pozitif sonuglananlarin ortalama
anti-PLA2R antikor diizeyi 188,82+38,93 ve anti-PLA2R antikoru negatif
sonuglananlarin ortalama anti-PLA2R antikor diizeyi 2,60+0,053 bulunmustur.

Calismamizda, anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testinde
ortalama anti-PLA2R antikor diizeyi PMN’li hastalarda 31,8+55,3; SMN’li hastalarda
1,1£0,09; MN dis1 nefrotik sendromlu hastalarda 1,1+0,1 ve sagliklilar da 1,1+0,1

saptanmuistir.

Liu ve arkadaslar1 (64) yaptiklar1 calismada Cinli hastalar i¢in en uygun esik
degeri belirlemeye c¢alismiglardir. Anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck,

Almanya) testi ile saptanan antikor sonuglarinin konsantrasyon degerleri kullanilarak,
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istatistiki olarak ROC analizi yapilmistir. ROC egrisi analizi sonucunda area under the
curve hesaplanmistir ve p<0,05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Esik deger
2,6 RU/ml olarak saptanmistir. Farkli esik degerler ile bulunan esik deger
karsilastirilmistir. Bulunan esik degerin tanisal etkinligi gosterilmistir; duyarliligi
%78,9 dzgiilliigii %91,7 olarak hesaplanmustir. Italya’da yapilan bir ¢alismada ise anti-
PLAZ2R ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testi ile saptanan antikor sonuglarinin
konsantrasyon degerleri kullanilarak, ROC egrisi analizi sonucunda esik deger 2,7
RU/ml olarak bulunmustur (35).

Calismamizda, Euroimmun ELISA (Liibeck, Almanya) kiti ile elde edilen
konsantrasyon degerlerine istatistiki olarak ROC analizi yapilmistir ve bir esik deger
bulunmustur. Yapilan ROC egrisi analizi sonucunda (area under the curve=0,706 ve
p=0,003) anlaml1 bir sonug saptanmustir ve esik deger 1,19 RU/ml olarak bulunmustur.
Calismamizda, Euroimmun ELISA Kkiti (Libeck, Almanya) i¢in, 1,19 RU/ml esik
degeri kullanildiginda duyarhilik %66,6, 6zgiilliik %72,7, ppd %62.,5, npd %76,2
olarak hesaplanmistir. Esik deger 2 RU/mI kullanildiginda ise duyarlilik %46,6’ya
yiikselirken, 6zgiilliik %100 olarak kalmistir. Esik degerin 1,19-2 RU/ml gibi daha
diisiik degerlerin kullanilmasinin testin duyarliligint artirdigi; 14-20-40 RU/ml gibi
daha yiiksek esik degerlerin kullanilmasinin ise testin Ozgiilliigiini korudugu

goriilmiistiir.

MyBioSource anti-PLA2R ELISA kiti (San Diego, CA, ABD) ile ilgili
literatiirde makale sayis1 son derece siirhidir. Oztirk ve arkadaslarinin (66)
caligmasinda, MyBioSource anti-PLA2R ELISA kiti (San Diego, CA, ABD)
kullanilmis ve ¢ikan sonuglar testin referans araliginin disinda kalmistir. Anlaml

kabul edilecek diizeyde antikor titresi bulamamislardir.

Calismamizda, anti-PLA2R antikorlari, MyBioSource ELISA kiti (San Diego,
CA, ABD) ile de analiz edilmistir. Anti-PLA2R ELISA Mybiosource (San Diego,
CA, ABD) kitinde, ortalama anti-PLA2R antikor diizeyi PMN’li hastalarda 18,9+39,7;
SMN’li hastalarda 8+6; MN disi1 nefrotik sendromlu hastalarda 10,1+£14,1 ve
sagliklilarda 6,8+3,7 olarak hesaplanmigtir. MyBioSource ELISA (San Diego, CA,
ABD) kiti ile yapilan ¢alismamiz sonucunda elde edilen konsantrasyon degerlerine

istatistiki olarak ROC analizi yapilmis (area under the curve=0,486 ve p=0,834) ve
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anlamli bir esik deger belirlenememistir. Anti-PLA2R antikor diizeyi i¢in sadece

konsantrasyon degerleri verilebilmistir.

ELISA testlerinde duyarhilik, 6zgiilliik, ppd ve npd belirlenen esik degerlere
gore degismektedir (35,37). Italya’da yapilan bir ¢alismada; 126 PMN’li ve 369 diger
membrandz olmayan nefropatili hastada, bir ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya)
testi kullanilarak anti-PLA2R otoantikorlar1 bakilmistir. Pozitif esik deger 20 RU/ml
kabul edildiginde, duyarlilik %61,1 ve 6zgiillik %99,7; esik deger 14 RU/ml kabul
edildiginde duyarlilik %63,5 ve 0Ozgiilliik %99,7 bulunmustur. ROC egrisi analizi
sonucunda esik deger 2,7 RU/ml belirlendiginde duyarlilik %83,3 ve 6zgiillik %95,1
olarak saptanmistir (35). Yapilan birgok caligmadaki farkli esik degerlerde, anti-
PLA2R antikorunun duyarlilik, ozgillik, ppd ve npd’lerinin sonuglart ve

calismamizin sonuglari belirtilmistir (Tablo 12).

Tablo 12. Anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda,

farkli esik degerlerde, testin duyarlilik, 6zgiilliikk, ppd ve npd’lerinin sonuglar1 (37, 49, 63, 64)

Esik Deger Duyarhlik  Ozgiilliik PPD Referans

>14 RU/ml Cin Dou ve arkadaslari
@7

>20 RU/ml %60,2 %97,3 Cin Dou ve arkadaglari
@7

>40 RU/ml %45,8 %97,3 Cin Dou ve arkadaglari
@7

>20 RU/ml %50 %100 %100 = %52,5 = Japonya | Hihara ve arkadaglari
(63)

>14 RU/ml %44,1 %100 %100  %56,3 Kore Kim ve

arkadaslari(49)
>2 RU/ml %82,5 %75 %69,1 %286,3 Cin Liu ve arkadaslari

(64)

>2.6 RU/mlI %°78,9 %91,7 %86,5 %86,5 Cin Liu ve arkadaslari
(64)

>14 RU/ml %59,6 9095,2 %89,5 %77,7 Cin Liu ve arkadaslari
(64)

>20 RU/ml %50,9 %096,4 %90,6 %74,3 Cin Liu ve arkadaslari
(64)
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T Ozgunuk ﬁ-

>40 RU/ml %47,4 %97,6 %93,1  %73,2 Cin Liu ve arkadaglar1
(64)
>119 %666 %727 %625 %762 Tirkiye  Calsmamizda
RU/mI

>2 RU/mI %46,6 %100 %100 %73,3 Tirkiye Caliymamizda

>14RU/ml 933,3 %100 %100 9%68,7 Tirkiye Calismamizda

>20 RU/ml %30 %100 %100 %67,6 Turkiye Calismamizda

>40 RU/m %20 %100 %100 %64,7 Turkiye Calismamizda

Calismamizda anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testinde
tiretici firma onerisi olan esik degerin >20 RU/ml kullanilmasi, pozitiflik oranlarinin
diisiik ¢ikmasina sebep olmus olabilir. Testin esik degerini daha diisiik tuttugumuzda

pozitiflik oraninin arttig1, testin duyarliliginin da yiikseldigi gortilmiistiir.

Calismamizda, anti-PLA2R antikorlarinin diger calismalara gore nispeten
diisiik saptanmasinin en olasi nedenlerinden biri, 6rnek alindigi tarihte hastalarin aktif
evrede olmamasi olabilir kanaatindeyiz. Hastalarin spontan olarak veya
immiinostipresif tedavi ile immiinolojik remisyona girdigi donemde serum
numunelerinin toplanmasmin anti-PLA2R antikorlarinin saptanamamasina neden
oldugu daha oOnceki ¢alismalarda bildirilmistir (42). Qin ve arkadaslarinin (67)
calismasinda, PMN tanili hastalarda ilk tan1 konuldugunda ve tedavi sonrasi anti-
PLA2R antikoru olglilmiis, tedaviden sonra anti-PLA2R antikoru pozitif hasta
sayisinin azaldig tespit edilmistir. Bu ¢alisma, anti-PLA2R antikoruna hastaligin
hangi evresinde bakildiginin ¢ok énemli oldugunu gostermektedir. Calismamizda da
PMN tanilt olup anti-PLA2R antikorunu negatif saptadigimiz hastalarin immiinolojik

remisyona girmis olmasi olasi sebeplerdendir.

Olas1 nedenlerden ikincisi, ¢alisma grubundaki hastalarin hastalik seyrinin
baslarinda olmasi1 da olabilir. Serum anti-PLA2R antikorlari, hastalik seyrinin
baslarinda yanlis bir sekilde negatif olabilmekte ve daha sonra serokonversiyon
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meydana gelebilmektedir (44,45). Bu iki mekanizma ile, PLA2R ile iliskili MN’li
hastalarin seronegatif sonuglari agiklanabilir (42-46). Olasi nedenlerden {igiinciisi,
PLA2R’den farkl1 bir antikor mekanizmasinin (THSD7A veya heniiz tanimlanmamis

baska bir antikor grubu) dahil oldugu durumdur (19).

MN’li hastalar icin, bobrek yetmezligine ilerleme riski derecesine gore
smiflandirma yapildiginda, anti-PLA2R antikor seviyelerinden ve proteiniiri
diizeyinden yararlanilmaktadir. Anti-PLA2R antikor seviyeleri ve proteiniiri diizeyi

MN’nin prognozunu belirlemede yararli belirtegler olarak kullanilmaktadir (39).

Yapilan ¢aligmalar, PMN tanili hastalarda, anti-PLA2R antikorlarinin yiiksek
olmasmin artmis niiks riski ile iliskisini; anti-PLA2R antikorlarinin prognostik
degerini ve hastalik aktivitesiyle iligkisini ortaya ¢ikarmistir (51, 68-71). Yapilan on
bir calismanin dahil edildigi meta-analizde, 824 PMN hastasinda anti-PLA2R
antikorunun PMN hastalarini1 smiflandirmak i¢in prognostik biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir. 594 anti-PLA2R antikoru pozitif hastada 230 anti-
PLA2R antikoru negatif hastaya gore tedavilere bakilmaksizin klinik remisyon
degisimi daha azdir ve anti-PLA2R antikoru sonucunun klinik remisyon tizerindeki
etkisi istatistiki olarak (p<0,0001) anlamli saptanmustir. Yiiksek anti-PLAZR
antikorunun PMN hastalarinda kotii prognozla iligkili oldugu gésterilmistir (70).

Radice ve arkadaslari (68) yaptiklar1 c¢alismada, anti-PLA2R antikor
pozitifliginin, artan proteiniiri ve azalan serum alblimin diizeyleri ile dogrusal iligkisini
saptamiglardir. Anti-PLA2R antikor diizeyinin proteiniiri ve diger biyobelirtegler ile

Olctilen hastalik aktivitesiyle iligkisini bildirmislerdir.

Calismamizda da, tiim hastalar anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck,
Almanya) testine gore, anti-PLA2R antikor sonuglarinin glomeriiler hastalikla iliskili
parametrelerle iligkisi analiz edilmistir. Anti-PLA2R antikoru pozitif olanlarin, daha
yiiksek ortalama proteiniiri (p=0,015) ve daha diisiik ortalama serum albiimin
(p=0,010) diizeylerine sahip oldugu bulunmustur. Bu veriler 1s18inda anti-PLA2R
antikor sonucunun proteiniiri diizeyi ile iliskisinden dolay1 prognostik bir biyobelirteg

olarak kullanilabilir.
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Yapilan ¢aligmalarda proteiniiri diizeyi >3,5 gr/giin lizerinde olanlar nefrotik
olarak belirtilmis ve bu diizey kullanilarak ¢aligmalarda karsilastirmalar yapilmistir
(53, 72). Proteiniiri diizeyinden, MN’nin klinik seyrini belirlemede ve hastalik

aktivitesini izlemede yararlanilmaktadir (73).

Calismamizda hastalar proteiniiri diizeyi <3,5 gr/giin ve >3,5 gr/giin olarak iki
gruba ayrilarak degerlendirilmistir. Anti-PLA2R IgG ELISA (Euroimmun, Liibeck,
Almanya) testi kullanilarak, anti-PLA2R antikoru pozitif hastalarin %44,4’{iniin
proteiniiri diizeyi <3,5 gr/giin, %55,5’inin proteiniiri diizeyi >3,5 gr/giin; anti-PLA2R
antikoru negatif hastalarin %81,2’inin proteiniiri diizeyi <3,5 gr/giin, %18,7’inin
proteiniiri diizeyi >3,5 gr/gin olarak saptanmistir. Anti-PLA2R 1gG ELISA
(Euroimmun, Liibeck, Almanya) test sonucu pozitif ve negatif olarak ayrildiktan
sonra, proteiniiri diizeyine gore olusan gruplarla istatistiksel olarak analizi
yapildiginda farkin anlamli (p=0,027) oldugu bulunmustur. Anti-PLA2R antikoru
pozitif hastalarin, proteiniiri diizeyi olarak nefrotik kisimda olan yiizdesinin daha fazla
oldugu goriilmiistir. Bu verilerin de katkisi ile anti-PLA2R antikor sonucu, hastaligin

klinik aktivitesinde etkili rol oynayabilir.

Yapilan caligmada, subnefrotik proteiniirisi olan hastalarda Serum albiimin
diizeyinin en giiclii prognostik faktoér oldugu bulunmustur (74). Calismamizda tiim
hastalarda, proteiniiri diizeyine etkili faktorlere bakildiginda; yapilan analiz sonucunda

BUN (p=0,037) ve serum albiimin (p<0,001) diizeylerinin etkili oldugu saptanmuistir.

Akiyama ve arkadaslar1 (48) yaptiklar1 bir ¢aligmada, PMN hastalarin1 anti-
PLAZR antikor sonucuna gore pozitif ve negatif olarak iki gruba ayirarak temel klinik
parametreler ile iliskisini incelemislerdir. Serum albiimini <3.0 g/dL olan hasta sayist,
anti-PLA2R antikorlar1 pozitif PMN hastalarinda, anti-PLA2R antikorlar1 negatif
PMN hastalarina gore (p=0,02) anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur.

Calismamizda, PMN hastalar1 anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck,
Almanya) testi sonucuna gore, pozitif ve negatif olarak iki gruba ayrilmis ve temel
Klinik parametrelerin ortalama degerleri hesaplanmistir. Gruplar arasinda bakilan
degerlerin biiyiik bir kisminda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken, yapilan
calismalardan farkli olarak ¢alismamizda, ortalama hemoglobin (p=0,030) ve
hematokrit (p=0,039) degerlerinde istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir. Anti-
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PLAZ2R 1gG ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) test sonucu pozitif PMN’li
hastalarda, negatif olanlara gore ortalama hemoglobin ve hematokrit degerleri daha

diisiik ¢cikmustir.

PMN hastaliginin prognozu oldukca degiskendir. Hastalarin 1/3’t spontan
remisyona girer, 1/3’{ stabil bobrek fonksiyonlariyla proteiniirik kalir, 1/3’{ ise son
donem bobrek yetmezligine ilerlemektedir (52,53). Kronik bobrek yetmezligine
ilerleyen hastalarda anemi ciddi bir komplikasyon olarak gelisebilmektedir. Anemi
gelisen hastalarda hemoglobin ve hematokrit degerlerinde diisiis goriilmektedir (75).
Yapilan meta-analiz ¢aligmasinda, kronik bobrek yetmezligi hastalarinda proteiniirisi
yiiksek olanlarda proteiniirisi olmayanlara gére anemi gelismesinin daha yiiksek
oldugu saptanmaktadir. Kronik bobrek yetmezligi anemisi ile yiiksek proteiniiri

arasinda Ki iligki goriilmektedir (76).

Calismamizda anti-PLA2R antikor sonucu pozitif hastalarin daha yiiksek

ortalama proteiniiri diizeyine ve daha diisiik ortalama hemoglobin ve hematokrit
degerlerine sahip olmasi; hastaligin kronik bobrek yetmezligine ilerlemesi ile iliskili

olabilir.

Wau ve arkadaslarinin (22) yaptiklar: ¢alismada, PMN, SMN ve MN olmayan
nefrotik sendromlu hastalarda, temel klinik parametrelerin ortalama degerlerinde
(serum kreatinin, serum albiimin, 24 saatlik idrar proteini, kolesterol ve trigliserid
diizeyleri) {i¢ grup arasinda istatiksel olarak (p>0,05) anlamhi bir fark

saptayamamuslardir.

Calismamizda, tim hastalarin, hastalik tanilarina gore olusturulan gruplarda
temel Kklinik parametrelerinin ortalama degerleri hesaplanmistir. Gruplar arasinda,

bakilan degerlerde istatiksel olarak (p>0,05) anlamli bir fark bulunamamustir.

Yakin zamanda yapilan bir calisma, anti-PLA2R antikorlarinin, MN’li
hastalarda proteiniiri ortaya ¢ikmadan ve patolojik olarak tan1 konulmadan daha 6nce
saptanabilecegini belirtmistir. Bu ¢aligma, bu antikorun tanida ne kadar 6nemli
oldugunu ve bunu destekleyecek ileriki aragtirmalarin gerekliligini ortaya koymustur
(77).
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Calismamizin baslica kisitliliklarindan biri, sectigimiz hasta grubunu olusturan
hastalarin sayisinin (PMN’li 30, SMN’li 10 ve MN dis1 nefrotik sendromlu 34 hasta)
diger calismalara gore nispeten daha az olmasidir. Ikincisi, serumlarin toplandig
tarithte hastalarin  hastalifinin  immiinolojik remisyonda olup olmadiginin
belirlenememis olmasidir. Uciinciisii, hastalar1 izleme sansimiz olmadigi igin,
hastalarda iyilesme ve niiks oranlart hastaligin ileriki donemlerindeki durumu ile anti-
PLAZR antikorlar1 arasindaki iliski saptanamamistir. Dordiinciisii, ¢calisma zaman
aralifinda, hastalarin uzun vadeli izlemi miimkiin olmamis ve hastalardan tek bir
serum Ornegi alindigi igin anti-PLA2R antikor titreleri takip edilememistir. Besincisi,
calismamizda, iki farkli ticari ELISA kiti kullanilarak anti-PLA2R antikorlari
saptanmis ve iki farkli birim ile konsantrasyon sonuglart alinmistir. Anti-PLA2R
ELISA Euroimmun (Liibeck, Almanya) kitinin 6l¢iim birimi RU/ml, anti-PLA2R
ELISA MyBioSource (San Diego, CA, ABD) kitinin ise dl¢iim birimi ng/ml’dir.
Literatiirde bu antikor i¢in bu birimleri birbirine doniistiirme agisindan bir formiil
bulunamamistir. Farkli ticari ELISA Kkitleri ile farkli birimlerde ¢ikan sonuglar,
birimleri birbirine ¢evirmek i¢in bir formiiliin gerekliligini ortaya koymaktadir.
Kitlerin referans araliklarinin ve birimlerinin farkli olmas, iki kitin performanslarinin

karsilastirilamamasina neden olmustur.

Calismamizda, Euroimmun ELISA kitinde {ireticinin 6nerdigi esik deger
kullanildiginda, pozitif sonucun daha yararli oldugu ve biyopsi ihtiyacini kaldirdigy,
negatif sonucun ise biyopsi ile dogrulanmasi gerektigi saptanmistir. Her iki test kitinde
de optimal esik degerin belirlenmesi i¢in daha fazla sayida hasta ile daha ileri
caligmalara ihtiyac vardir. Antikor pozitifliginin yiiksek proteiniiri diizeyiyle ve diigiik
hemoglobin/hematokrit degerleri ile iliskili olmasi; MN’nin kronik bobrek
yetmezligine ilerlemesi ile iligkili olabilir ve antikorun prognostik biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegini gosterebilir.
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6.SONUC VE ONERILER

Sonuglar:

Anti-PLAZ2R antikoru, anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya)
testinde, {ireticinin Onerileri olan 20 RU/ml esik degerinde PMN hastalarinin

%30’unda pozitif saptanmustir.

Anti-PLAZ2R antikoru, SMN’li, MN dis1 nefrotik sendromlu hastalar ile saglikli
goniilliilerin tiimiinde, anti-PLA2R ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) testinde,

negatif bulunmustur.

Euroimmun ELISA Kitinin (Liibeck, Almanya), duyarliligi %30 ve 6zgilliigi

%100 olarak saptanmustir.

Euroimmun ELISA (Liibeck, Almanya) kiti sonucunda bulunan konsantrasyon
degerlerine yapilan ROC egrisi analizine gore esik deger 1,19 RU/ml olarak

bulunmustur.

Anti-PLAZ2R antikoru igin, Euroimmun ELISA (Liibeck, Almanya) kitinde,
1,19 RU/ml esik degeri kullanildiginda duyarlilik %66,6, 6zgiillik %72,7, ppd %62,5,
npd %76,2 olarak hesaplanmustir.

MyBioSource ELISA (San Diego, CA, ABD) kiti sonucunda bulunan
konsantrasyon degerlerine yapilan ROC egrisi analizine gore bir esik deger

saptanamamaistir.

Anti-PLA2R antikoru i¢in, Euroimmun ELISA (Liibeck, Almanya) kitinde 2,
14 ve 40 RU/ml esik degerleri kullanildiginda sirasiyla duyarliliklar %46,6, %33,3 ve
%20 6zgiilliikler ise li¢ deger i¢in %100 olarak hesaplanmustir.

Anti-PLA2R antikorunun, anti-PLA2R 1gG ELISA (Euroimmun, Liibeck,
Almanya) testine gore pozitifliginin daha yiiksek ortalama proteiniiri ve daha diisiik

ortalama serum albiimin diizeylerine sahip oldugu bulunmustur.

Anti-PLA2R antikor sonucunun proteiniiri diizeyi ile iliskisi saptanmis ve

prognostik biyobelirteg olarak kullanilabilecegi kanisina varilmistir.
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Proteiniiri diizeyine etkili faktorlere bakildiginda; 6zellikle BUN ve serum

albiimin diizeylerinin etkili oldugu bulunmustur.

Anti-PLAZ2R 1gG ELISA (Euroimmun, Liibeck, Almanya) test sonucu pozitif
PMN’li hastalarda, negatif olanlara gore ortalama hemoglobin ve hematokrit degerleri

daha diisiik saptanmistir.

Tim hastalarin, hastalik tanilarina gore temel klinik parametrelerden ¢ikan

ortalama sonuglar1 hesaplandiginda anlamli bir fark bulunamamustir.
Oneriler:

Anti-PLAZ2R antikor seviyelerinin, MN’deki tan1 ve 6nemini gostermek igin
randomize prospektif tasarim ve daha fazla sayida kayitli hasta ile ek caligsmalar

yapilmalidir.

Optimal esik degerin belirlenmesi i¢in daha fazla sayida hasta ile ¢alismalar

yapilmalidir.

Calismamizdaki kisithi yonler; diigiik orneklem biiyiikligli ve kisa Ornek

toplama stiresidir, bunlar ileriki calismalarda g6z ardi edilmemelidir.

Hastalik aktivitesinin, anti-PLAZR antikor seviyelerine etkisini gostermek i¢in,

hastalardan en az iki farkli zamanda numune alinmalidir.
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