T.C.
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILIM DALI

NEFROTIK SENDROM OLUSTURULAN SIGANLARDA RESVERATROL
VE METFORMIN TEDAVILERiININ BOBREK DOKUSUNDAKI ANTi-
APOPTOTIK PROTEINLERE ETKILERI

Dr. Belgim HAZAR

UZMANLIK TEZi

BURSA-2022



T.C.
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILIM DALI

NEFROTIK SENDROM OLUSTURULAN SIGANLARDA RESVERATROL
VE METFORMIN TEDAVILERiININ BOBREK DOKUSUNDAKI ANTi-
APOPTOTIK PROTEINLERE ETKILERI

Dr. Belgim HAZAR

UZMANLIK TEZi

Danigman: Prof. Dr. Bilal YILDIZ

BURSA-2022



ICINDEKILER

ICINDEKILER .........coiiieieceeeeeeeeee ettt [

(0.4 = LT ii

INGILIZCE OZET.........ooieoeeeeeeeeeeeeee et %

GIRIS ...t 1
GENEL BILGILER........ccuuiiiiiiuieeieieneeeeetteeeeesnneeesennesesssnneeessnnneseeens
L.NEfrotik SENAIOM.......cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 3

[LA. Nefrotik Sendrom Tanimi..........cooiiiiiiiiiiii e 3

I.B. Nefrotik Sendrom EpidemiyolojiSi ............cuuvieiiiiieiiiiiiiiiiiece e, 3

I.C. Nefrotik Sendrom Klinik Siniflandirilmasi............ccccccvvvviiiiiiiiiinninnnnn. 4

I.D. Nefrotik Sendrom Histolojik Siniflandiriimasi.........cccccccceeeeeiiieeinnn, 7

|.E. Nefrotik Sendromda Tedaviye Cevaba Gore Siniflandirma ............ 10

I.F. Nefrotik Sendrom Patogenez ve PatofizyolojiSi.............ccccueuvevennnnne 13

|.G. Nefrotik Sendrom Genetigi ..............uevvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 17

I.H. Nefrotik Sendromda KINiK ..........ccooeeiiiiiiiiiii e 18

l.I. Nefrotik Sendrom Komplikasyonlari ...............cccccuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 19

[.J. Nefrotik Sendromda Laboratuar ...............eeeiiiiieiiiiiiiiiiciiee e 20

I.LK. Nefrotik Sendromda TedaVi ..............euuuurririiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniieieeeenennn. 24

I.L. Deneysel Nefrotik Sendrom..........ccccoooviviiiiiiiii e, 29

I.M. Nefrotik Sendromda Prognoz .............cooouviiiiiiiiiiiiiiiiicie e, 30
[I.Apoptozis ve Anti-Apoptotik Proteinler..........cccocvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieee, 31

Il.A.a. Apoptozis (Programlanmis Hiicre OlUmi)...........ccceevvvieeieenene. 31

[1.B. Anti-Apoptotik Proteinler ...............ueueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 48
11 2SIV = L1 £ PP 61
YAV 11 {0 0 11 o PP 68

GEREG VE YONTEM ........ooiiiiiiieeeeeeeeeee et 69

BULGULAR ...ttt 74

TARTISMAVE SONUG.........coooii e, 101

KAYNAKLAR Lottt 115

o S P 145
EK-1: KISALTMALAR ...cootiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e eee e 145



EK-2: SEKIL DIZIN ...cviieieiee e 148

EK-3: TABLO DIZINI..oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 150
TESEKKUR ...ttt ettt 151
OZGECGMIS ... .. oot 152



OZET

Nefrotik Sendrom Olusturulan Siganlarda Resveratrol ve Metformin
Tedavilerinin Bobrek Dokusundaki Anti-Apoptotik Proteinlere
Etkileri

Nefrotik sendrom (NS) cocukluk g¢agi bobrek yetmezliginin 6nemli bir
nedeni olmakla birlikte patogenezi henlz tam olarak aydinlatilamamigtir.
Apoptozis NS’de dnemli bir hasar mekanizmasi olarak gértlmektedir. Ancak
NS’de ortaya ¢ikan apotozis ile iligkili anti-apoptotik proteinlerin bébrek doku
dizeyleri ve bu proteinlere etkili olabilecek tedavi yontemleri ile ilgili yeterli
bilgi bulunmamaktadir. Calismamizda adriamisin ile olusturulan deneysel NS
modelinde, pro-apoptotik kaspaz-3 ve anti-apoptotik proteinler olan XIAP ve
survivin'in serum ve bdbrek doku duzeyleri dlgllerek, potansiyel anti-
apoptotik 6zelliklere sahip resveratrol ve metformin tedavilerine olan yanitlari
arastinimistir. NS olusturulmak Uzere intra-peritoneal adriamsin verilen
siganlar rasgele 3 gruba ayrildi. Grup 1’deki siganlara (n=11) higbir tedavi
verilmedi. Adriamisin verilmesini takip eden ikinci haftanin sonunda, dort
hafta slre ile Grup 2’deki sicanlara (n=8) resveratrol; Grup 3’teki sicanlara
(n=7) da metformin tedavileri verildi. Grup 4’teki siganlar (n=10) ise kontrol
grubu olarak izlendi. Altinci hafta sonunda elde edilen serum ve bobrek doku
lizatinda kaspaz-3, XIAP ve survivin dizeyleri ELISA yontemi ile élcildi.
Deney gruplarindaki siganlara ait bobrek dokularinda glomeruler, tubuler ve
interstisyel hasarlari  belirlemek Uzere skorlama yapilarak patolojik
degerlendirme yapildi.

Survivin, XIAP ve kazpaz-3'un renal doku duzeyleri tedavi edilmeyen
sicanlarda konrol grubu ile benzerdi.  Resveratrol ve metformin ile tedavi
edilen siganlarin renal doku survivin degerleri, tedavisiz gruba gore,
istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi. Nefrotik sendromlu siganlarin

serum survivin ve XIAP duzeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak



anlamli yuksek bulundu. Serum kazpaz-3 duzeyleri ise kontrol grubuna gore
dusuktu istatistiksel olarak anlaml derecede dusuktli. Resveratrol ve
metformin tedavileri, esit derecede olmak Uzere, tedavisiz siganlara goére
serum kaspaz-3 duzeylerini artirarak kontrol grubu ile benzer hale getirdi.
Tedavisiz izlenen siganlarin bdbrek dokusundaki iskemik kollapsin,
resveratrol ve metformin tedavileri ile tedavi edilen hi¢bir nefrotik siganda
gorulmedi. Serum total kolesterol ve trigliserid dizeyleri resveratrol ve
metforminin tedavilerinden etkilenmedi. Resveratrol ve metformin ile
glomerular hasarin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi saptandi.
Metformin tedavisi ile ayrica interstisyel hasarlanma da istatistiksel olarak
anlamli dizeyde azaldi. Resveratrol ve metformin tedavilerinin tubuler hasari
azaltmadigi goruldi. Resveratrol ve metformin tedavileri ile deney sonucunda
Olcllen proteinuri duzeylerinde 4.haftaya gore istatistiksel olarak anlaml
dizeyde azalma oldugu saptandi. Tedavi edilmeyen siganlarda ise
proteinurinin artmaya devam ettigi belirlendi.

Sonuglarimiz  resveratrol  ve metforminin, halen kullanilan
immunsupresif ilaglarin yaninda destek tedavileri olarak kullanilabilecegini
gOstermektedir. Metformin ve resveratrol tedavilerinin nefrotik sendromlu
hastalardaki etkinliginin gosterilebilmesi igin daha genis c¢apta klinik ve

laboratuvar galismalarina ihtiyac vardir.

Anahtar kelimeler: Deneysel nefrotik sendrom, resveratrol, metformin,

kaspaz- 3, XIAP, survivin.



SUMMARY

Effects of Resveratrol and Metformin Treatments on Anti —

Apoptotic Proteins in Kidney Tissue in Rats with Nephrotic Syndrome

Nephrotic syndrome (NS) is an important cause of childhood renal
failure, but its pathogenesis has not been fully elucidated yet. Apoptosis
appears to be an important mechanism of injury in NS. However, there is not
enough information about the kidney tissue levels of anti-apoptotic proteins
associated with apotosis in NS and the treatment methods that may be
effective on these proteins. In our study, serum and kidney tissue levels of
pro-apoptotic caspase-3 and anti-apoptotic proteins XIAP and survivin were
measured and their responses to potential anti-apoptotic resveratrol and
metformin treatments were investigated in adriamycin induced experimental
NS model.

The rats that administered adriamycin intraperitoneally were
randomly divided into 3 groups. The rats in group 1 (n=11) did not receive
any treatment. At the end of the second week following adriamycin
administration for four weeks rats in Group 2 (n=8) treated with resveratrol;
group 3 (n=7) were also given metformin therapy. Rats in group 4 (n=10)
were followed as control group. Caspase-3, XIAP and survivin levels were
measured by ELISA method in serum and kidney tissue lysates obtained at
the end of the sixth week. Pathological evaluation was made by scoring to
determine the glomerular, tubular and interstitial damages in the kidney
tissues of the rats in the experimental groups. Renal tissue levels of survivin,
XIAP, and caspase-3 were similar in untreated rats to the control group.
Renal tissue survivin values of rats treated with resveratrol and metformin
showed a statistically significant decrease compared to the untreated group.
Serum survivin and XIAP levels of rats with nephrotic syndrome were found
to be statistically significantly higher than the control group. Serum caspase-3

levels were lower than the control group and statistically significantly lower.



Resveratrol and metformin treatments equally increased serum caspase-3
levels compared to untreated rats, making them similar to the control group.
Serum total cholesterol and triglyceride levels were not affected by
resveratrol and metformin treatments. Ischemic collapse in kidney tissue of
untreated rats was not observed in any nephrotic rats with treated resveratrol
and metformin. It was determined that glomerular damage was significantly
reduced with resveratrol and metformin therapy. Interstitial injury also
decreased statistically significantly with metformin treatment. Resveratrol and
metformin treatments did not reduce tubular damage. It was found that there
was a statistically significant decrease in proteinuria levels at the end of the
experiment in nephrotic rats with resveratrol and metformin treatments
compared to 4th week. It was determined that proteinuria continued to
increase in untreated rats.

Our results show that resveratrol and metformin could be used as
supportive therapies alongside currently used immunosuppressive drugs.
Larger clinical and laboratory studies are needed to demonstrate the efficacy

of metformin and resveratrol treatments in patients with nephrotic syndrome.

Key words: Experimental nephrotic syndrome, resveratrol,

metformin, caspase-3, XIAP, survivin.
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GIiRIS

Nefrotik sendrom (NS) en sik gorulen kronik bobrek hastaligidir ve
cocukluk caginda bobrek yetmezliginin 6nemli bir nedenidir. NS
patogenezindeki kroniklesme sureci tam olarak aydinlatilamamis olmakla
birlikte podositlerdeki hasar en temel bulgudur (1).

Apoptozis veya programlanmis hicre olumu, onemli bir doku
homeostazisi olan ve normal organ involisyonu, immun yanit ve
embriyogenez dahil olmak Uzere c¢esitli biyolojik slrecglerde ortak olan
fizyolojik hicre 6limuntn oldukga organize ve dizenlenmis bir seklidir (2).
Apoptozis, nekrotik hicre o6lumlerinden farkli olarak morfolojik nikleer
degisikliklerle karakterize edilebilir. Apoptoz, hucre buzilmesi, kromatin
yogunlagsmasi, DNA pargalanmasi, zar kabarmasi ve makrofajlar tarafindan
hizla fagositoza ugrayan apoptotik cisimlerin olusumu ile aktif, yliksek
dizeyde dizenlenmisg bir hicre dlima seklidir (3).

Apopitozisi tetikleyen esas faktor hicre igi sistein proteazlarin
(kaspazlarin) cesitli uyaranlar ile aktive olmasidir (4). Apoptozisin
gerceklesmesi intrensek ve ekstrensek adi verilen 2 yolla olugsmaktadir.
intrensek (mitokondrial) veya tip | yolda membran gecirgenligi bozulmus olan
mitokondrilerden sitokrom c’ler salinarak Apaf 1 ve baslatici kaspazlardan
olan kaspaz 9 ile birleserek apoptozom olusmaktadir. Apoptozom
baslangigta inaktif halde bulunan sonlandirici kaspazlardan olan prokaspaz
3 ile birlestikten sonra prokaspaz 3, kaspaz 3 formuna doénuserek
aktiflesmekte ve sonug olarak apoptoz gerceklesmektedir (5). Ekstrensek
yolda ise (transmembran) veya tip2 yolda 2 hdcre digi sinyallerle CD95
ligandina (Fas ligand= CD95L) baglanan tumor nekrozis faktor- alfa (TNF-
alfa) tarafindan uyariilmaktadir. Bu baglanma, reseptérde ATP’den bagimsiz
degisikliklere neden olarak 6lim indUkleyici sinyal kompleksi (DISC)
olusumuna neden olur. CD95 adaptér molekul Fas reseptoru iligkili 6lum
unitesi (FADD) ile FADD da prokaspaz-8 ve prokaspaz-10 ile birleserek

DISC kompleksini olusturmaktadir. Bu sonraki adimda prokaspaz-8



aktifleserek, kaspaz-3'ten proteoliz ile kiguk alt Gnitenin ayrilmasina ve
bdylece enzimin aktiflesmesine neden olmaktadir. Bu yolak kaspaz-3
aktivasyonu Uzerinden mitokondriyal yolak ile birleserek apoptoz sinyalini
guglendirmektedir (4).

Kaspaz molekulleri, apoptotik suregte anahtar goérev olan esas
proteinlerdir (6). Kaspazlar, sitoplazmada normalde inaktif proenzimler
olarak bulunur. Fakat proteolitik pargalanmadan sonra aktif hale gecerler ve
bdylece kaspaz aktivasyon zinciri baslar. Kaspaz turleri 3’e ayrilmaktadir.
Bunlar: Baslatici kaspazlar, etkili (efektor) kaspazlar ve enflamatuvar
kaspazlardir (7). Bizim ¢alismamizda efektor kaspazlar olan kaspaz 3 dizeyi
caligilarak apoptozis durumunu saptanmaya cgalisiimistir.

Apoptozis podosit hasarina ve glomeruloskleroza neden olabilecek
onemli bir sure¢ olarak gorulmektedir (8). NS’de apoptozisi uyaran cgesitli
faktorler saptanmistir. Ornegin retinoik asit reseptérii yanit veren protein 1
uyarisi p53 aktivasyonu ve podosit apoptozu ile sonuglanir (9). Ancak NS’'de
ortaya c¢ikan apoptozis ile iligkili anti-apoptotik proteinlerin bobrek doku
dizeylerindeki degismeler ve bu proteinlere etkili olabilecek tedavi
yontemleri ile ilgili yeterli calisma bulunmamaktadir.

Resveratrol, stilben ailesine ait bir polifenolik fitoaleksindir ve anti
apoptotik etkilere sahiptir. Resveratrolin renal epitel hcreleri (sisplatin
tosisitesinde anti-apoptotik Bcl-2 ve survivin protein seviyelerini artirarak) ve
podositlerde (mitokondriden sitokrom C ve diablo gibi proapoptotik
proteinlerin salinimi azaltarak podosit hasarinin onleyebilir) anti apoptotik
etkiler gosterdigi bulunmustur (10). Benzer bir etki diabetik ratlardaki
podositler ve epitelyal hicrelerde de gézlenmistir (10).

Metformin, 5' Adenozin monofosfatla aktive olan Protein Kinazin
(AMPK) dolayli aktivasyonu yoluyla etki gosteren, tip 2 diyabetes mellitus
tedavisinde yaygin olarak kullanilan oral bir antihiperglisemik ilagtir (11).
Metformin renal tibuler hicreleri inflamasyon, apoptoz, reaktif oksijen stresi,
endoplazmik retikulum stresi, epitelyal-mezenkimal gegisten korur (12).
Ayrica, metforminin kompleks 1'de reaktif oksijen turlerinin olusumunu

azalttigr ve mitokondriyal aracili apoptozu onledigi bildirilmigtir (12), bu da



hicre o6lumune kargi koruma saglayabilecegini dusundurmektedir ve renal
fibrozun belirte¢ protein ekspresyonlarini 6nemli dlgide azaltabilir. Metformin
ve bobrek hastaliklarina iligkin veriler daha ¢ok akut bébrek hasari, diyabetik
nefropati, polikistik bobrek hastaliklari, kronik bdbrek yetersizligi iligkili olup
metforminin nefrotik sendromda gelisen apoptozise olan etkileri ile ilgili yeterli
bilgi yoktur. Metformin kronik bobrek hastaliginda oldugu gibi, nefrotik
sendromda da renal AMPK'yi aktive ederek mitokondriyal biyogenez artisi ile
birlikte, albimintri seviyelerini ve renal fibrozun belirteg protein
ekspresyonlarini dnemli dlgide azaltabilir (12) .

Bobrek doku duzeyi dusik anti-apoptotik proteinlerin saptanmasi,
NS patogenezine isik tutacagi gibi, dislik olan proteinin yerine konmasi
velveya artigi icin ilag gelistiriime olasihgini da gindeme getirecektir. Bu
calismada amag¢ adriamisin ile NS olusturulan ratlarda anti-apoptotik
proteinler olan kaspaz-3, x’e bagli apoptoz inhibitor protein (XIAP) ve
survivin’in bdbrek dokusundaki dizeylerinin dlgiimesi, anti apoptotik protein
dizeylerinin resveratrol ve metformin tedavileri ile olan degisimlerinin

belirlenmesi amaglanmistir.

[.Nefrotik Sendrom

[.LA. Nefrotik Sendrom Tanimi

Nefrotik Sendrom (NS); glomertler filtrasyon bariyerinde gegirgenlik
artisi sonucu meydana gelen, masif proteinuri (idrar protein dizeyinin 40
mg/m2/saat’in Uzerinde olmasi veya spot idrar protein/kreatinin oraninin 200
mg/mmol’ln Uzerinde olmasi), proteinuri sonucu ortaya ¢ikan hipoproteinemi
(hipoalblminemi; serum albumin dizeyinin 2,5 g/dl altinda olmasi) ve 6dem
ile karakterize, hipertrigliseridemi ve hiperkolesteroleminin de eslik ettigi klinik
tablodur (13-15).

I.B. Nefrotik Sendrom Epidemiyolojisi

Nefrotik sendrom c¢ocuklarda 6nemli bir kronik hastaliktir. Saglikl

cocuklarda tahmini yillik nefrotik sendrom (NS) insidansi, 18 yasindan kiguk



100.000 cocuk basina iki ila yedi yeni vakadir. Kuguk yas gruplarinda
erkeklerde kizlara gore daha sik gorulir, ancak addlesan donemde
cinsiyetler arasinda anlamli bir fark yoktur. Afrika kokenli Amerikali ve
Hispanik populasyonlarda artan insidans ve daha siddetli hastalik

gOrulmektedir (14).

Erkek ¢ocuklarda kizlara gore yaklasik iki kat daha siktir. Bu oran
adodlesan ve erigkin donemde esitlenir (15). Siklikla 2-6 yaslar arasinda
baglar. Bir yas alti ve 9 yas Ustunde nadir gorulir. Hasta gocuklarin %2-8
kadarinda aile bireylerinde, en sik da kardeglerde NS oykusu vardir (16).
NS’un, HLA-DR7, HLA-B8 doku gruplari ile iliskisi gosterilmistir. Atopisi olan
cocuklarda HLA-B12 doku grubu birlikteligi oldugunda NS riskinin 13 kat
arttigi bildirilmigtir (17).

Cocukluk ¢agi NS insidansi dinya capinda cografi konum ve etnik
kokene gore degiskenlik gdstermekle beraber 100.000 ¢ocuk basina 4,7’dir
(18). Birka¢g Avrupa calismasinda, Guney Asyali c¢ocuklarin Avrupa
populasyonundan daha ylksek bir NS insidansina sahip olduklar
bildirilmigtir. Ayrica ABD arastirmalarindan elde edilen tarihsel verilerde
Afrikali-Amerikali ¢ocuklarda NS goériime sikhginin Avrupa’daki c¢ocuklara
gore daha fazla oldugu belirtiimigtir (13). Afrikali-Amerikali ¢cocuklarda ayrica
bdbrek biyopsisinde FSGS olma olasiligi daha yuksek (%42-72) ve genel

olarak SDBY'ye ilerleme olasiligi Avrupali cocuklara gére daha fazladir (13).

[.C. Nefrotik Sendrom Klinik Siniflandiriimasi

Nefrotik sendrom, primer veya sekonder etiyolojilere sahip olabilir.
Primer NS’da, altta yatan bagka kronik bir hastalik olmaksizin, klinige izole
olarak bobrekteki degisiklik sebep olmaktadir (19). Nefrotik sendromun en sik
gorulen nedeni idiyopatik nefrotik sendromdur (16). 1 ila 10 yas arasindaki
vakalarin yizde 90'iIndan fazlasini, 10 yasindan sonraki vakalarin da yltzde
50'sini olusturur (20).

Nefrotik sendromun birincil nedenleri minimal degisiklik hastalig

(MDH), primer ve sekonder membrandz nefropati ve FSGS'dir. Cocuklarda



en sik gorulen neden minimal degisiklik glomerulonefrittir (21)(tablo-1). 10
yasin altinda, hipertansiyon ve 4 hematurinin eslik etmedigi, normal
kompleman duzeyleri ile normal bébrek fonksiyonlarina sahip olan hastalarda
diger glomerul patolojilerden ziyade MDH duasunulir (20). Yas kriterinin
istisnasi; yasamin ilk yilinda (6zellikle ilk 3 ayda) baslayan nefrotik sendrom
muhtemel bir genetik mutasyon varligina ve glukokortikoid direncine igaret
eder (22). Bu bilgilere dayanarak, genellikle klinik taniya dayali olarak MDH
olma ihtimali olan ¢ocuklara ilk olarak glukokortikoid tedavisi uygulanir ve

bdylelikle ilk basamakta bobrek biyopsisinden kaginilir (23).

Sekonder nefrotik sendrom, sistemik hastaliklarla iligkili nefrotik
sendrom olarak tanimlanir veya glomertler hasara neden olan baska bir
surece ikincildir (21). Nefrotik sendromun sekonder nedenleri diyabetes
mellitus, lupus nefriti, amiloidoz ve multipl miyelomdur. Not olarak, IgA
nefropatisi ve membranoproliferatif glomertlonefrit de nefrotik sendrom
olarak ortaya cikabilir, ancak ayni zamanda nefritik bir bilesenle de olabilir
(21)(tablo-1). Sekonder NS, yas>8 ise; hipertansiyon, hematiri, bdbrek
fonksiyon bozuklugu, bobrek disi bulgular (dokuntu, ates, artralji, artrit),
serum kompleman seviyelerinde dusUklik varsa dustntlmelidir (24). Akut
poststreptokoksik glomertlonefrit, lupus nefriti, Alport sendromu, HSP neffriti
gibi pek ¢ok glomeruler hastaliga sekonder NS gelisebilir (13). Cocukluk ¢agi
bagslangi¢cl SLE nadir fakat ciddi, bircok sistemi tutan otoimmuin bir
hastaliktir. Bébrek tutulumu bu hastalarin %50-75'inde goérulir ve artmis
morbidite ve mortalitenin temel sebebidir (25). Alport sendromu sensdrindral
isitme kaybi ve goz bulgulari (anterior lentikonus) ile birlikte olan herediter bir
glomerulonefrittir. Glomerller bazal membranin bir komponenti olan tip 4
kollajenin alfa zincirlerini kodlayan genlerdeki mutasyon sonucu gelisir ve son
dénem bobrek yetmezligine ilerler (26). HSP cocuklardaki sistemik
vaskdlitlerin en yaygin goérulenlerinden birisidir ve %30-50’sinde HSP nefriti
gelismektedir. Glomerullerde IgA1 igeren immuin komplekslerin depolandigi
HSP nefriti genelde iIlml seyreder fakat kiguk bir kismi son donem bdbrek

yetmezligine ilerleyebilir (27).



Tablo-1: Nefrotik sendromun etyolojisi ve siniflandiriimasi (21,28-30).

idyopatik

Minimal degisiklik hastaligi (MDH)

Fokal segmental glomerulosklerozis (FSGS)
Mesengial proliferatif glomerulonefritis
Membranoproliferatif glomerulonefritis
Membrandz nefropati (MN)

IgM nefropatisi

C1q nefropatisi

Genetik hastaliklar

Podosin gen mutasyonuna bagli otozomal resesif
FSGS (NPHS2)

WT1 gen mutasyonuna bagli otozomal dominant
difiz mezengial skleroz (DMS)

a-aktinin 4 mutasyonuna bagl otozomal dominant
FSGS

CD2-baglantil protein gen defektine bagl otozomal
dominant FSGS (CD2AP)

Transient reseptor potansiyel katyon kanal 6 gen
defekti baglantili otozomal dominant FSGS (TRPC6)

Enfeksiyonlar

Hepatit B ve C

insan immun yetmezlik viriisii
Malaria

Sistozomiyazis

Sistemik hastaliklar

Henoch-Schonlein purpurasi
Sistemic lupus eritematozus
Diabetes mellitus
Sarkoidozis

Metabolik hastaliklar

Fabry hastaligi

Glutarik asidemi
Glucojen depo hastalidi
Mitokondrial sitopatiler

Hematolojik ve

onkolojik hastaliklar

Losemi
Lenfoma
Sickle cell hastaligi

ilaglar

Nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAIi)
Altin

Penisilamin

Anjiotensin konverting enzim inhibitorleri
Pamidronat

Interferon

Lityum

Diger

Ari sokmasi
ilac allerjisi
Obesite
Gebelik

I.D. Nefrotik Sendrom Histolojik Siniflandiriimasi




Nefrotik sendromun histopatolojik siniflandirmasi 1gik mikroskobunda
gorulen glomeruler degisikliklere gore yapilmaktadir. Bu ayrim daha sonra
immunfloresan ve elektron mikroskobik incelemelerle de desteklenmistir.

NS’nin histopatolojik siniflandirmasi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo-2: Nefrotik sendrom histolojik siniflandiriimasi (21).

Minimal Degisiklik Hastaligi (MDH)

Fokal Glomerulosklerozis (FGS)

e Fokal Segmental Glomerulosklerozis (FSGS)
e Fokal Global Glomerulosklerozis (FGGS)

Mezengial Proliferasyon (MezPGN)

e Pur Diffiz Mezengial Proliferasyon
e Sklerozan Glomerulonefritis

Membranoproliferatif Glomerulonefrit (MPGN)
C3 glomerulopati (C3G)
immun kompleks aracili MPGN

e Tip-l MPGN; Subendotelyal depolanma

e Tip-ll MPGN; intramembranéz dens depozitler
e Tip-lll MPGN; Transmembrandz depolanma

Membrandz Glomerualonefrit (MGN)

Kronik Glomerulonefrit

Minimal Degisiklik Hastaligi (MDH)

Minimal degisiklik hastaligi (MDH), 6dem ve intravaskuiler hacim
azalmasina yol acan yogun proteinlri ile karakterize idiyopatik nefrotik
sendromun (NS) baslica nedenidir  (23). Cocuklarda nefrotik
sendrom vakalarinin %70 ila %90'in1 olusturur (31). Minimal degisiklik
hastaligi icgin, steroidlere iyi yanit veren ve 6dem ve intravaskuler hacim

azalmasiyla sonuglanan proteinuri ayirt edicidir (32).
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Cocuklarda MDH, idiyopatik nefrotik sendromun en sik nedenidir.
Cocuklarda MDH oncelikle klinik bir tanidir ve biyopsi yalnizca atipik klinik
Ozelliklerin varhidinda gereklidir. Biyopsi gerektiren durumlar: Baslangi¢ yasi
<1 veya >12 vyasinda olan olgular, gros hematuri, disik serum C3,
hipertansiyon, yuksek kreatinin duzeyleri, hipovolemi olmaksizin bobrek
yetmezligi, sekonder nedenler agisindan pozitif oOyku veya seroloji
[antintkleer antikorlar, hepatit B ve C serolojik testleri, sifiliz igin serolojik test,
HIV antikor testi, kompleman seviyeleri (CH50, C3, C4)], steroid tedavi

direnci olmasi durumunda biyopsi gereklidir (32).

Fokal Segmental Glomerulosklerozis (FSGS):

Fokal segmental glomeruloskleroz (FSGS), glomerullerin sadece bir
kisminin (fokal) etkilenmesi ve bu glomeril yumaginin bir boélimuinde
(segmental) skleroz gelismesi ile karakterizedir (34). Klinik olarak FSGS,
steroide direncli nefrotik sendromun (SDNS) yaygin bir nedenidir ve FSGS'li

cocuklarin yaklasik %30-50'si steroid tedavisine yanit vermez.

Fokal segmental glomeruloskleroz (FSGS), skleroz, hyalinosis,
kopuk hucre infiltrasyonu, podositlerin vakuolizasyonu ve podosit prekirsor
proliferasyonu ile karakterize histolojik bir yaralanma paternidir. Sadece bazi
glomertillerin etkilenmesi acisindan “fokal” ve etkilenen glomerilin yalnizca

bir kisminin sklerozu nedeniyle “segmental’dir (33).

FSGS heterojen bir hastaliktir. Genetik anormalliklerden veya
proteine glomeruler gecirgenligi artiran dolasimdaki bir faktorin Gretiminden
kaynaklaniyorsa birincil olarak kabul edilir. ikincil nedenler arasinda bdbrek

kUtlesinde azalma, enfeksiyonlar, ilaglar yer alir (34-35).

Glomertlosklerozlu hastalar c¢ok c¢esitli immunosupresif ilaglarla
tedavi edilir. Cogu hasta baslangi¢ tedavisi olarak bir kortikosteroid tedavisi
alir. Kalsindrin inhibitoérleri en yaygin ikinci basamak ajandir. Diger
secenekler arasinda alkilleyici ajanlar, mikofenolat mofetil gibi anti-proliferatif
ilaglar ve rituksimab gibi biyolojik ajanlar bulunur. Bununla birlikte, bu



tedaviler, hastalarin az bir kisminda tam veya kismi remisyon saglanmasinda
etkilidir (36).

Mezengioproliferatif Glomeriilonefrit (MezPGN):

Mezengioproliferatif glomerulonefrit’de klinik ve laboratuvar bulgulari
MDH’ye benzer. Ancak hematuri daha siklikla gorular. Bobrek biyopsisinin
IStk mikroskopisi ile incelenmesinde mezengial matriks ve mezengial hucre
artisi gézlenir (37). immun floresan inceleme ile mezengiyumda IgM ve
serum kompleman 3 (C3) depolanmasi saptanabilir. Bu histolojik yapiya
diger bazi sekonder NS turlerinde de rastlanir. Hastalarin bazilari spontan
olarak, bazilari steroidlerle, bir bolimua de steroid ve immunsupresif ilaglarin

kombine kullaniimasi ile remisyona girer. Prognoz genellikle iyidir.

Membranoproliferatif Glomeriilonefrit (MPGN):

Membranoproliferatif glomertlonefrit (MPGN), klinik olarak protein(ri,
hematuri, hipertansiyon ve hastaligin baslangicinda siklikla bozulmug bdbrek
fonksiyonu ile karakterize nadir bir patolojik glomerulopati paterni olarak
kabul edilmistir (38)(39). Tum glomerller hastaliklardan %7 ila %10'unu
temsil eder (40). Son arastirmalar, MPGN insidansinin 21. yuzyilda énemli
Olclde azaldigini, ancak SDBY'ye ilerleme ve 6lum oranlarinin degismedigini
gosterdi (41)(42). Etkilenen cocuklarin %50 kadarinda MPGN, on yil iginde
son dénem bobrek hastaligina (SDBY) yol acar (43).

MPGN'nin 1sik mikroskobu (LM) Uzerindeki tipik 6zellikleri arasinda
mezangial selllarite, endokapiller proliferasyon ve kilcal duvar yeniden
sekillenmesi (¢ift kontur olusumu ile) ve glomertler kumelerin lobuler
vurgulanmasi yer alir (44). imminfloresan bulgularina dayali olarak MPGN,
kompleman aracii C3 glomerulopati (C3G) ve immun kompleks aracili
MPGN(IC-MPGN) olarak siniflandiriimigtir (44). Primer C3G ve IC-MPGN
nadirdir ve Avrupa'da 100.000 populasyonda tahmini prevalansi 12-16'dir
(45). Genel olarak, sonu¢ kotudur. Hem yetiskinlerde hem de cocuklarda

bildirilen ilgili prognostik faktorler, baglangicta NS'yi ve bobrek biyopsilerinde



daha yuksek oranda sklerotik glomerul ve kresentleri icerir (46). SDBY riski
C3G ve IC-MPGN i¢in benzerdir (%4-41'e karsi %9-41) (47).

Membran6z Glomeriilonefrit (MGN)

Membran6z glomerulonefrit (MGN), bébrek glomerulinin otoimmun
bir hastaligidir ve nefrotik sendromun 6nde gelen nedenlerinden biridir
(48)(49). Vakalarin yaklasik %30'u son donem bobrek hastalidina ilerler (49).
Membranéz glomerulonefrit (MGN), etiyolojisi  bilinmeyen  (birincil
MGN/PMGN veya idiyopatik MGN/IMGN) ve kanserler, hepatit B gibi
enfeksiyonlar, ila¢c reaksiyonlari ve otoimmun hastaliklar dahil olmak Uzere
diger durumlarin neden oldugu sekonder (ikincii MGN/SMGN) vakalardan
olusur. Primer ve sekonder membrandz glomertlonefrit, MGN vakalarinin
siraslyla yaklasik %75-80'ini ve %20-25'ini olusturur (50).

Tedavi edilmeyen olgularin, 6zellikle anti fosfolipaz a2 reseptoér (anti-
PLA2R) antikoru saptanmayan veya dusiUk olan olgularin yaklasik Ugte biri
spontan remisyona girer, Ugte biri 10 yil icinde SDBY'ye ilerler ve geri
kalaninda ilerleyici olmayan KBH geligir (51).

I.E. Nefrotik Sendromda Tedaviye Cevaba Goére Siniflandirma

Siniflandirma, steroide duyarli veya steroide direngli NS (SRNS)

olarak glukokortikoidlerle (Gc) tedaviye verilen cevaba dayanir (52).

|.E.a. Steroide Yanith NS (SYNS)

Pediatrik NS vakalarinin yaklagik %80'i Gc'ye yanit verir ve kalan
%20'si steroide direnglidir. Steroide yanit veren hastalarin blylk ¢ogunlugu
icin tedavinin temel dayanagi prednizondur (28). Genel olarak uzun vadeli
bdbrek sonucu agisindan prognoz, steroide yanit veren hastalik igin
mukemmeldir. Cocuklarin ¢ogu 4 hafta igcinde steroidlere iyi yanit verir;
bununla birlikte, cogu nuks edecek ve yaklasik yarisi siklikla nuks eden veya

steroid bagimli hale gelecektir.
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I.E.b. Steroide Bagimli NS (SBNS)

Steroid bagih nefrotik sendrom, steroid tedavisi kesilirken veya
steroidin kesilmesinden sonraki 2 hafta icinde meydana gelen iki ardisik niks
gorulmesidir (28). SBNS tedavisinde oral prednizon tam remisyon saglanana
kadar devam edilir. Tam remisyon saglandiktan sonra remisyon halini
surdurecek en dusuk dozda gun asiri prednizona en az ug¢ ay devam edilir.
Ciddi yan etkilerin olmadigi durumlarda gun asir tedavi etkili olmuyorsa

remisyon halini sirdurecek en dusuk dozda gunlik prednizon verilebilir (53).

|.LE.c. Steroide Direncli NS (SDNS)

Steroid direngli nefrotik sendrom, en az 8 haftalik kortikosteroid
tedavisine ragmen tam remisyon saglanamamasidir. Vakalarin gogunda
fokal segmental glomeruloskleroz (FSGS) ve daha az olgide, minimal
degisiklik hastaigi (MCD) veya yaygin mezangial skleroz (DMS) goraltr
(54). Ayrica, SDNS izole bir bobrek hastaligi olarak veya daha az siklikla
bobrek digi belirtilerle iligkili sendromik bir bozukluk olarak ortaya
cikabilir. SDNS'nin baslangicinda ve klinik seyrinde 6nemli bir heterojenlik
vardir ve ne Kklinik Ozellikler ne de histolojik model tedaviye yaniti
ongormez. Bununla birlikte, SDNS'nin bir dizi immunosupresif ajana direng
gOstermesi ve daha hizli bir oranda son dénem boébrek hastaligina (SDBY)
ilerleme olasihgl daha yuksektir (52,55). Bu cocuklarin %8-35'i tanidan
sonraki 5 yil icinde son donem bobrek hastaligina ilerleyecektir (56-57).

I.LE.d. Remisyon

Remisyon, proteinuride belirgin bir azalma (<4 mg/m2/saat veya idrar
cubugu ile albumin seviyesinin 3 ardigik gin boyunca negatif olmasi) ve
O0demin gerilemesi birlikte serum albumin dizeyinin 3,5g/dl Uzerine ¢ikmasi

ile karakterizedir.

I.E.e. Relaps:

NUks, 6demin yeniden gorulmesiyle beraber >40 mg/m2/saat

proteinuri olmasi, protein/kreatinin oraninin >2 mg/mg olmasi veya arka
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arkaya bakilan 3 idrar gubugunda albumin seviyesinin 22+ olmasi ile

karakterize masif hastaligin tekrarlamasi olarak tanimlanir.

I.E. Nefrotik Sendrom Etyolojisi

Nefrotik sendromlu gocugun yasi olasi nedeni belirlemede en 6nemli
faktordur. Konjenital nefrotik sendrom (yasamin ilk 3 ayinda ortaya cikar)
genellikle genetik bir nedene baglidir, ancak konjenital bir enfeksiyona
sekonder olarak ortaya cikabilir (16,58). Infantil nefrotik sendromun (3-12
aylarda sik) da genetik olmasi muhtemeldir. idiyopatik nefrotik sendrom en
sik olarak 2 ila 7 yaslari arasinda ve erkeklerde gorulir (erkek-kadin
orani:3,8:1) (28). Bu gocuklarin gogunda kortiko steroidlere yanit veren MLH
vardir, ancak steroide direngli hastalik, tipik olarak idiyopatik FSGS de ortaya
cikabilir (28).

Daha buylk cocuklarda ve o6zellikle addlosanlarda, MLH daha az
gorulmekle Dbirlikte, primer FSGS, membranéz nefropati (MN) ve
membranoproliferatif glomerulonefrit (MPGN) klguk cocuklara gére daha
yaygindir (30). Bluyuk cocuklar ve adoélosanlar ayrica sekonder nedenler
agisindan yuksek risk altindadir (6rnegin, sistemik lupus eritematozus [SLE],

hepatit B ve C, insan immun yetmezlik virusu [HIV])(30).

Ailede nefrotik sendrom, FSGS, kronik bdbrek hastaligi veya akraba
evliligi oykusu bulunmasi durumunda, genetik bir neden dusunulmelidir.

Ayrica konjenital anomali varliginda, genetik bir neden dusunulmelidir (59).

Ozellikle T lenfositlerdeki disfonksiyon ve disregiilasyonun nefrotik
sendrom patogenezinde roli oldugu distnilmektedir (60). Immiinsupresan
ajanlarin tedavide yer almasi bu durumu destekler niteliktedir. Aktive edilmis
lenfositlerce Uretilen birtakim plazma faktorlerinin kapiller duvar gegirgenligini
artirarak nefrotik sendrom klinigine neden olabilecegi gosterilmistir (61).

I.F. Nefrotik Sendrom Patogenez ve Patofizyolojisi

Podosit ve Glomeriler Filtrasyon Bariyeri Kusurlari
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Podositler, bobredin glomertler bazal membran filtrasyon
mekanizmasini desteklemek ve surdirmek igin iglev goren oldukga
farkhlasmis hucrelerdir. Bu hucreler glomertler kilcal damarlari saran birgok
ayaksi c¢ikintidan olusur. Ayaksi ¢ikintilar, birlikte glomeruler filtreyi olusturan
slit diyafram adi verilen 6zel hicre-hicre baglantilariyla i¢ ice gecer.
Karmasik bir hucre iskeleti, glomerltler membran boyunca farkli molekuler
hareketlere yanit olarak hidrostatik basinglarda degisikliklere izin vermek igin
podosit hlicre gdévdesinin yapisini ve ayaksi c¢ikintilari destekler. Podosit
hdcrelerinin bolinmesi ve yenilenmesi sinirlidir ve bu nedenle yaralanmaya
kargl savunmasizdir (24). Kritik bir dizeyin Uzerindeki podositlerin yok
edilmesi (>% 20) ayni zamanda geri donuslu olmayan glomerller hasara yol
acgar ve glomeruloskleroz gelisimine ve ilerleyici bobrek fonksiyonu kaybina

neden olur (62).

Podosit yapisindaki ve iglevindeki genetik mutasyonlar, ¢ogunlukla
dogustan veya SRNS olarak ortaya ¢ikan bobrek fonksiyon bozuklugu ile
sonuglanir. En erken taninan genetik bozukluklarin bazilari, slit diyafram
proteinleri nefrin (NPHS1) ve podosin (NPHS2) kodlayan genleri igeriyordu
(63). CD2AP ve INF2 dahil olmak Uzere podosit aktin hicre iskeletini
kodlayan genlerdeki mutasyonlar da SRNS fenotipleriyle iligkilidir. Son
olarak, podosit nukleer proteinleri (WT1), glomerller bazal membran
proteinleri (LAMB2) ve mitokondriyal proteinler (COQ2) glomerdler filtrasyon
disfonksiyonundan sorumludur ve bu daha ciddi ilerleyici podositopatiye yol
acar (24).

immun Disregiilasyon

Kortikosteroidlerle immunosupresyon, nefrotik sendromun tedavisinin
temel dayanagdi oldugundan, immun duzensizligin hastalik gelisiminde
patojenik bir rol oynadigindan siUphelenmek mantikhdir. Bu immun
duzensizlik hipotezi, baslangicta, alerjenlere maruz kaldiktan sonra ortaya
¢tkan NS'nin klinik gbézlemlerinden ileri sturiimustir (64). Ayrica, Hodgkin ve

diger T hdacreli lenfomalarin nefrotik sendromu tetikleyebilecegine ve
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kemoterapinin daha sonra remisyona neden olabilecegine dair kanitlar vardir
(65). Kizamik enfeksiyonu, hucre aracili bagisikligin ve T hucre alt
kimelerinin depresyonu yoluyla NS'de gecici bir spontan remisyona da
neden olabilir (66). Belirli bir sitokin nefrotik sendromu tetiklemese de, klinik
hastalik olusum paternleri kesinlikle hastaligin patofizyolojisinde T hucre

duzensizliginin bir rolu oldugunu dusundurmektedir (24).

T Hiicre Teorisi

Prednizolonun onemli roli ve SSNS tedavisinde immunosupresif
ajanlarin etkinligi, hastaligin patogenezinde bagisiklik sistemini guglu bir
sekilde etkiler. Nefrotik sendromda (NS) T hdcrelerinin katihmi 1970'lerde

bildirilmigtir (67). Bu T hicresi teorisinin ana temeli su sekildedir.

e Glomerlllerde rutin  immudnoglobulin  veya kompleman
birikiminin olmamasi, humoral faktorlerin dahil oldugunu
dusundurdr.

e T hicre fonksiyonunu baskilayan immunosupresanlar
(kortikosteroidler, siklosporin ve siklofosfamid) etkilidir.

e Baz vakalarda, T hucre fonksiyonunu bozan kizamik

enfeksiyonunu takiben remisyon saglanir (66).

B Hiicre Teorisi

B hicresini tiketen monoklonal antikor rituksimabin (RTX) (68)
oldukca etkili terapotik etkilerine dayanarak , 2010'larda B hucrelerinin
hastalikla iligkili oldugu hipotezi onerildi. RTX, baslangicta B hucreli Hodgkin
olmayan lenfomay! tedavi etmek icin gelistiriimis kimerik bir anti-CD20
monoklonal antikordur (69). CD20, pro-B fazindan, sonunda plazma
hicrelerine farkhlasana kadar tim B hicrelerinin ylzeyinde eksprese
edilir. NS'de B hicresi tikenmesinin paralel olarak ortaya ¢ikmasi ve hastalik
aktivitesinde bir azalma, B hucre patolojisinin dogrudan dahil oldugunu
kuvvetle gdsterir (70). Ayrica, RTX uygulamasindan sonra niks ile en ¢ok

iligkili olan lenfosit alt kimesi, bellek B hucreleridir (71). Ek olarak, SSNS'nin
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niksetmesini dnlemede yararl olan mikofenolat mofetil, bellek B hacrelerini
baskin olarak baskilar ve B hucrelerinin de patogenezinde rol oynadigini
dusundirdr (72). NS'yi kontrol etmede RTX'in etkinligi icin bir baska olasi
mekanizma, glomeruller veya T hucreleri Uzerindeki dogrudan
etkisidir. Cesitli immunosupresif ajanlar, yalnizca immun hucreler Uzerinde
degil, ayni zamanda dogrudan podositler Uzerinde de etki gosterir (73). RTX
ayrica glomeruler epitel hlcrelerinde eksprese edilen asit sfingomiyelinaz
benzeri fosfodiesteraz 3b'ye de baglanir (74). Bununla birlikte, farkli karsilik
gelen epitoplara sahip himanize bir anti-CD20 monoklonal antikoru olan
ofatumumab, SSNS'li hastalarda da etkilidir (75). Bu nedenle, RTX'in
dogrudan etkisinin B hucreleri araciligiyla uygulandigi duasunulmektedir. B
hiacreleri ayrica genel antijen sunumunda T hucreleri ile etkilesime
girer; buna bagl olarak, bagisiklik sistemi son derece ig igedir, bdylece her iki

hicre tipi birbirinden ayrilamaz.
CD80 ve insan Iokosit antijeni sinif Il

B-hucresi ve T-hucre etkilesimi i¢cin 6nemli olan CD80 (B7-1), SSNS
ile iliskisi nedeniyle buyulk ilgi gérmustur. CD80, aktive edilmis B hiicrelerinde
ve antijen sunan hucrelerde eksprese edilen bir transmembran
proteinidir. Antijen sunumu sirasinda, CD80, Th hucreleri Gzerindeki CD28'e
veya Treg hulcreleri Uzerindeki sitotoksik T-lenfosit-iligkili-4'e baglanir ve T
hicrelerinin  aktivasyonunu veya inaktivasyonunu kontrol eder (76)
(Sekil 3). Podositler oldukga farklilasmis glomerller spesifik hucreler
olmasina ragmen, CD80'i eksprese ederler ve immunojenik yonlere
sahiptirler (77)(Sekil 3). Bununla birlikte, Uriner CD80'in minimal degisiklik
hastalidi ile fokal segmental glomertler sklerozu veya sitotoksik T-lenfosit-
iliskili-lg'nin refrakter NS'de etkili olup olmadigini ayirt etmede yararli olup
olmadig! acik degildir (78). Podositler, insan I6kosit antijeni (HLA) sinif II'yi
eksprese eder ve bagisiklik hicreleri olarak islev gorar (79). HLA, T hicreleri
gibi konakgi bagisikhk sistemine spesifik antijen peptitleri sunan bir hicre
ylzeyi molekulidir (80). HLA sinif II'nin anormal ekspresyonu, antijen sunan

hicrelerde ve cesitli organlarda otoimmun hastaliklara neden olur (81). Bu
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gercekler, podositlerin NS'nin patogenezinde bagisiklik hucreleri gibi

davranabilecegini dusundurmektedir.
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Sekil-1: SSNS'nin patogenezinde muhtemelen rol oynayan molekuller (82).
APC: antijen sunan hucre; TCR: T hucre reseptoru; Treg: duzenleyici T
hicresi; BTNL2: butirofilin benzeri 2; CTLA4: sitotoksik T-lenfosit iliskili-
4; IFN-y: interferon-gama; TNFSF 15: tUmor nekroz faktorli aile Uyesi
15; DR3: 6lum reseptoru 3.

Daha yakin zamanlarda, hastalikli podositlerde eksprese edilen bir T
hdcresi ortak uyarici molekuli olan CD80 (B7-1), NS tedavisinde inhibitdr
tedavi icin olasi bir hedeftir (83); bununla birlikte, calisma sonuclari

yetersizdir (84).
Sistemik Dolasim Faktorleri

Dolagsimdaki gecirgenlik faktorleri, FSGS nedeniyle yapilan bobrek
transplantasyonundan sonra proteindrinin tekrarlamasi (85) ve 6zellikle nakil
sonras! erken donemde plazma degdisiminden sonra FSGS'nin remisyonuyla
kanitlandigi gibi, nefrotik sendromun patogenezinde de rol oynayabilir (86).
Ayrica, FSGS'li hastalardan alinan serum, sigan bdbreklerinde proteindriyi

indUklemis ve ex vivo albiminin glomeruler gecirgenligini artirmigtir (87),
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FSGS’li anneden bebege gecis olmus (88) ve FSGS'li bir bdbregin FSGS'li

bir aliciya implantasyonu hastalik remisyonuna neden olmustur (89).

MDH ve FSGS'de, 6zellikle vaskuiler gegirgenlik faktora (VPF) ve
hemopeksin olmak Uzere, MDH ortaminda glomeruler gecirgenligi degistirdigi
varsayilan bir¢ok dolagim faktoru tart rapor edilmistir (90). Hemopeksin'in
podosit hucre iskeletini degistirdigi ve boylece glomeruler membran boyunca
albdmin difizyonunu arttirdi§i distntlmektedir (91). Steroide yanit veren
NS'li ¢ocuklarin idrarinda tanimlanmig ve daha sonra remisyon sirasinda
kayboldugu gdsterilmistir (91). Dolagsimdaki faktorin glikokaliksteki galaktoz

kalintilarina baglanabilecegi de 6ne surilmusttr (92).

FSGS'de, aktif FSGS'li hastalarda serumdan izole edilen ve ex vivo
modellerde glomerilllerde nefrin ekspresyonunun azalmasinin yani sira
albimine karsi artan glomertler gegirgenlige yol agan kardiyotrofin benzeri
sitokin 1 (CLC-1) gosterilmistir (93). Daha yakin zamanlarda, ¢6zundr
urokinaz tipi plazminojen aktivator reseptort (suPAR), FSGS'ye neden olan
bir dolagsim faktorl olarak dikkat c¢ekmistir (24). Yine suPAR, hasta
serumundan izole edilen bir maddeydi ve podosit hlicre iskeletini deforme
ederek etki ettigi disunilmistir (24). ilk gozlemsel galismalarda, FSGS
hastalarinin %70'inde suPAR yukselmigtir (MCD'li hastalardan énemli dlgtide
daha yuksek) ve tekrarlayan FSGS'si olanlarda, olmayanlara gore nakil
sonrasi seviyeleri daha yuUksekti (94). Bununla birlikte, sonraki birkag
calisma, suPAR dulzeylerinin bdbrek fonksiyon bozuklugunun derecesine
bagli oldugunu, proteinuri derecesi ile korele olmadigini ve sadece FSGS'de
degil, diger bobrek hastaliklarinda da yukseldigini bildirmektedir (95-96).

I.G. Nefrotik Sendrom Genetigi

Nefrotik sendromda rol oynayan genlerin kesfi, glomeruler
filtrasyonun molekuler mekanizmalari hakkinda fikir olusturmaya yardimci
oldu (52). Podositle iligkili proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar,
cocuklarda SDNS vakalarinin yaklasik %30'unda suglanmigtir (26,97) ve bu

monogenik kusurlarin tanimlanmasi, SDNS'nin patogenezi hakkinda temel
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bilgiler saglamistir. Onemli olarak, monogenik SDNS, 6zdes nedensel
mutasyonlarla bile 6nemli klinik ve histolojik heterojenlik sergiler ve
baslangicta idiyopatik NS'den ayirt edilemez. Bununla birlikte, monogenik
SDNS'li ¢ocuklar, bdbrek transplantasyonundan sonra immuinosupresyona
karg! daha direnglidir ve bu hastalarda daha dusuk nuks gorulmektedir (98).
Bugune kadar bir¢ok genin her tar kalitim modu ile SRNS ve/veya FSGS'ye
neden oldugu bilinmektedir (99).

Kalitsal bir podositopatinin saptanmasi, olumlu ve kotd uzun vadeli
sonuglarin prognostik bir gostergesidir (100) Klinik ortamlarda gen analizi i¢in
uc yaklagim kullanilir: gen paneli, tam ekzom dizilimi (WES) ve tim genom
dizilimi (101).

[.H. Nefrotik Sendromda Klinik

Tani, serum albumin duzeyi ve idrar tahlili gibi laboratuvar testlerinde
degisiklik gerektirse de hastalar c¢ok sayida belirti ve semptomla
bagvurabilir. NS'nin 4 klasik semptomu proteintri, hipoalbiminemi, 6dem ve
hiperlipidemidir (16).

Proteinuri: Bazal membran dahil endotel ylzeyi veya epitel
hicreleri(podositler) gibi glomerulus bilesenlerinde hasar veya islev
bozuklugu idrardan protein (albumin agirlikli) kaybina yol acar. Bazal
membrandaki porlarin boyutundaki kisithlik ve bariyerin sahip oldugu iyon
yukU nedeniyle, idrar yoluyla sadece belirli proteinlerin(albimin, transferrin,
immunglobulinler, vitamin D baglayici protein gibi hormon baglayici

proteinler) kaybi olur (28).

Hipoalbuminemi: Proteinlri hipoalbuminemiye yola acar ve bunun
sonucunda plazma onkotik basin¢ duser ve interstisyuma sivi gegisi olur
(102).

Odem: NS'nin tanisinda, hastalarda, artan glomeriiler gegirgenlik ve
hipoalbuminemiden ve buna karsilik gelen onkotik basingtaki azalmadan
kaynaklanan ani baslangicli periferik, yercekimine bagli 6dem goralur

(16,103). idrarda albiimin kaybi nedeniyle onkotik basing diser ve bdylece
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dolasim hacmi azalir. Bu hacim dedisiklidi, jukstaglomeruler aparat
tarafindan algilanir ve sodyum ve sivi tutulmasina yol agan renin-anjiyotensin
sistemini uyarir. Nefrotik sendromlu hastalarda, distal nefronda sodyum
salgilama yetersizligi vardir, bu da 6dem ve hipertansiyona yol agar (21).
Periorbital 6dem sabahlari daha sik gorulir ve gun boyunca kollarda ve
bacaklarda daha belirgin hale gelir ve labiyal/skrotal 6dem de igerebilir (16).
Siddetli vakalarda anazarka mevcut olabilir ve asit, pulmoner 6dem veya
plevral eflizyon gibi komplikasyonlara yol agabilir (102). Bu meydana gelirse,
hastada solunum sikintisi, soguk ekstremiteler ve ileus ve hipoperfizyon
kaynakh karin agrisi gelisebilir (102). Onkotik basing azalmasindan
kaynaklanan intravaskuler hacim azalmasi da oliguri ve akut bobrek hasarina

yol agabilir.

Hiperlipidemi ve Hiperlipoproteinemi: Nefrotik sendromdaki
dislipidemi mekanizmasi karmasiktir ve c¢esitli mekanizmalar yoluyla
gercgeklesir. Hastalarda siklikla lipoprotein lipaz aktivatorlerinde kayip, hatali
calisan ankorlar ve azalmis hepatik lipaz aktivitesi gorultr. Genel olarak, bu
sureg, LDL kolesterol (dusuk yogunluklu kolesterol) Gretiminin artmasina ve
LDL kolesterol ve trigliseritlerin yikilmasinin azalmasina yol acar. Bu
degismis lipidler sadece kardiyovaskuler komplikasyon riskini arttirmakla

kalmaz, ayni zamanda bdbrek fonksiyonunu da bozabilir (1,104).

Karin agrisinin varhgdi, nefrotik sendromun bilinen ve ciddi bir
komplikasyonu olan spontan bakteriyel peritoniti dislamak igin daha fazla
arastirmayi tetiklemelidir. Genel olarak, NS'li cocuklar, T hicre disfonksiyonu
ve idrarda immunoglobulin kaybi nedeniyle peritonit, sepsis ve pndmoni gibi
ciddi bakteriyel enfeksiyonlar acisindan yuksek risk altindadir. Enfeksiyon,
NS'li cocuklarda morbiditenin ve tarihsel olarak mortalitenin 6nde gelen
nedenidir (13).

l.I. Nefrotik Sendrom Komplikasyonlari
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NS'nin tam olarak anlagsilmayan karmasik patogenezi géz o6nune
alindiginda, komplikasyonlar ¢ok sayida ve cesitlidir ve enfeksiyonlar,

elektrolit anormallikleri, akut bdbrek hasari ve trombozu igerir (105).

Enfeksiyoz Komplikasyonlar: NS'li hastalar bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar icin daha yuksek risk altindadir. Enfeksiyonlara kargi artan
yatkinlik, esas olarak immunoglobulinler, kompleman ve properdinin idrar
yoluyla kayiplari nedeniyle olusur (106). Enfeksiyonlar KNS’li ¢ocuklarda
birinci 6lum nedenidir (107). DUsUk serum albumini (<15 g/L veya 1,5 g/dL),
artmig peritonit riski ile iligkilidir (108).

Tromboembolik  Komplikasyonlar:  Tromboembolizm,  NS'li
cocuklarda gorulen nadir fakat yasami tehdit eden veya organi tehdit eden bir
komplikasyondur (30,109). Tromboz ¢ogunlukla venlerde, nadiren arterlerde
gorulur. NS'li hastalarda herhangi bir damarda tromboz meydana gelebilir,
ancak en yaygin bolgeler bacak derin venleri, renal ven ve pulmoner arterdir
(110-112).

Kardiyovaskiler Hastalklar: Uzun sureli NS hastalarinda
hiperlipidemi, steroid tedavisi, hipertansiyon, oksidatif  stres,
hiperkoagulabilite ve anemiye badli olarak kardiyovaskuler hastalik riski
artmistir (113). Cocuklarda tedavinin gerekliligi tartigsmalidir, erigkinlerde ise
HMG-CoA reduktaz inhibitorleri kullaniimaktadir.

Akut Bobrek Hasari: AKI, hastanede NS ile tedavi edilen cocuklarda
ucunct en onemli komplikasyon olarak kabul edilmektedir (114). Yakin
zamanda ABD'de yapilan ¢ok merkezli bir galisma, NS nedeniyle hastaneye
yatirilan 336 ¢ocugun %58,6'sinda eslik eden enfeksiyonlar, nefrotoksik ilag
kullanimi ve SRNS gibi tanimlanmis risk faktorleriyle birlikte AKI kanitina
sahip oldugunu bildirdi (114).

Diger Komplikasyonlar: Kemik dansitesinde azalma riski; steroid
kullanimi, Vitamin D baglayan proteinin idrarla kaybina bagh Vitamin D
eksikligi, sekonder hiperparatiroidizm, kalsiyumun azalmis intestinal

absorbsiyonu nedeni ile artmaktadir (115). Buyume geriligi istahsizlik, idrarla
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artmig protein kaybi, barsak mukoza 6demi nedeni ile olugan malabsorbsiyon

sonucunda gorulmektedir (115).

[.J. Nefrotik Sendromda Laboratuar

NS’de laboratuvar degerlendirme; NS’nin tanisi, siddetinin
belirlenmesi, olasi etyolojik etkenlerin tespiti, renal biyopsi ile kesin histolojik

taninin konmasi igin yapilmaktadir.

idrar Testleri: Proteiniiri hastalarin klinik takibinde ve tedaviye yaniti
degerlendirmede en Onemli parametrelerden biridir. En sik kullanilan
proteinuri tarama metodu idrar dipstick testidir. Dipstick testi esas olarak
albdmini saptar. Diger protein turlerini saptamada yetersizdir (disuk molekl
agirlikli proteinler, Bence Jones proteini, gama globiilin). idrardaki protein

miktarina gore dipstikte renk degisikligi gozlenir (116).

Proteinlri negatif, eser (10-20 mg/dl), 1+ (30 mg/dl), 2+ (100 mg/dl),
3+ (300 mg/dl), 4+ (1000-2000 mg/dl) olarak sonuglanir. idrarin seyreltik
olmasi (idrar dansitesi<1005) ya da baskin olan proteinin albimin olmamasi
yanlis negatif sonuca neden olabilir. Makroskopik hematuri, pytri, bakteritri,
dansitesi yuksek idrar, antiseptik ajanlar (klorheksidin, benzalkonium klorid)
ile kontamine idrar, alkali idrar, fenazopiridin tedavisi yanhs pozitif sonuglara
yol acabilir (116).

Klguk c¢ocuklarda 24 saatlik idrar toplamak zor oldugundan
proteinurinin niceliksel olcimunde spot idrar proteininin kreatinine orani
kullanilir (mg/mg/kreatinin). Bu 6lgcimin sabah ilk idrar 6rnedinde bakilmasi
oOnerilmekte ve bu sekilde postural proteindri ihtimali dislanmaktadir. Spot
idrarda proteinin kreatinine orani 2 yas alti c¢ocuklarda 0,5 mg/mg
kreatininden, 2 yas ve Uzeri ¢ocuklarda ise 0,2 mg/mg kreatininden kliguk
olmalidir. Saglikl gocuklarda 24 saatlik idrarda 150 mg (£ 4 mg/m2/sa)
protein olabilir. 4-40 mg/m2/sa anormal protein atilimini gosterirken, >40

mg/m2/sa nefrotik dizeyde protein atilimini gdsterir (28,117) .
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Tablo -3: Normal ve nefrotik proteinari (28,116).

Kalitatif; idrar dipstik test ile albimin tespiti
e 1+ 30-100 mg/dl
e 2+ 100-300 mg/dl
e 3+ 300-1000 mg/dI

e 4+ >1000 mg/dl

Semikantitatif; sabah idrarinda protein/kreatinin orani (mg/mg kreatinin)
e 0,2'in altinda normal
e 0,2-2,0 hafif

e 2.,0’in Uzerinde agir proteinuri

Kantitatif; 24 saatlik idrar proteini
e Normal: 40 mg/m2/sa

o Nefritik duzey: 4—40 mg/m2/sa
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e Nefrotik dlizey:> 40 mg/m2/sa

Kan Testleri: Nefrotik sendromda albimin duzeyi dugsuktir. Bunun
nedeni ise idrarla kaybedilen miktarin sentez edilenden c¢ok daha fazla
olmasidir. Kan albimin miktari 0,5-2,5 g/dl arasinda degisir (118). Plazmada
gamma-globulin dizeyinde azalma olabilir, alfa1- globilin dizeyi normal
veya dusuk olabilir, alfa2 ve beta-globulin seviyesinde de artis olabilir. Serum
IgM ve IgE seviyesi artarken 1gG seviyesi azalir. Diger proteinlerden

fibrinojen ve B-lipoproteinler artar ve antitrombin Il azalr (119).

Hiperlipidemi, nefrotik sendromun major bulgularindan bir digeridir.
Hastalarin kolesterol, VLDL ve LDL seviyelerinde ylkseklik vardir. Kolesterol,
trigliseritler ve lipoproteinlerin hepatik sentezi artmis, lipoprotein lipaz (LPL)
aktivitesindeki azalmaya bagli olarak lipoproteinlerin katabolizmasi
azalmistir. Bununla birlikte LPL reseptor aktivitesinde de azalma olmustur.
Total kolesterol ve LDL artarken HDL degdismeden kalir veya duser. Nefrotik
sendromlu hastalarda kardiyovaskuler ve trombotik komplikasyonlari artiran

lipoprotein (a) dlzeyleri de artar (16).

Kan Ure nitrojeni (BUN) hipovolemiye bagli olarak yiksek saptanabilir
(40 mg/dI'nin Gzerinde). Yapilan bir calismada, biyopsi ile kanitlanmis MLH
olan hastalarin %20’sinde BUN degerleri 40 mg/dl'den yuksek bulunmustur
(120). Serum elektrolitleri, genellikle normal sinirlar igindedir. Hipovolemi ve
uygunsuz antidiuretik hormon sekresyonunda anormal su tutulumuna bagh
dilisyonel sodyum dusukltgu olabilir. Serum potasyumu, oliglrik hastalarda
yuksek olabilir. Serum kalsiyumu hipoproteinemiyle uyumlu olarak dusuktar
(121).

Nefrotik sendromlu ¢ocuklarda beklenenin aksine tani aninda; bobrek
fonksiyonlarda bozukluk, tansiyon yuksekligi veya makroskobik hematuri
varsa serum kompleman 3 (C3) diizeyine bakilmasi gerekir. Ornegin MLH'de
C3 seviyesi normalken, lupus, sant nefriti, poststreptokokal nefrit ve
MPGN’de C3 seviyeleri dusuktur. Eger hastada C3 duzeyinde dugsuklik veya
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hematuri varsa, SLE nefriti icin antinlkleer antikor (ANA) ve anti-ds DNA
calisiimalidir (122-123). Hemoglobin ve hematokrit, nefrotik sendromlu
cocuklarda, ozellikle de MLH'de, plazma hacminin azalmasinin bir sonucu
olarak artmis olabilir. idrarla siderofilin ve eritropoetin (EPO) kaybina bagli
olarak anemi gorulur. Trombositoz yaygindir ve trombosit sayisi 500.000 ile 1
milyon/mikroL'ye  ulagabilir. = Hemokonsantrasyon = ve  trombositoz;

hiperkoagulabilite ve trombotik komplikasyonlara katkida bulunabilir (124).

Ultrasonografi: Normal veya yuksek ekojeniteye sahip normal veya
blylUmus bdbreklerin tespiti, asit ve plevral eflzyonlarin tespitinde
faydali. Ayrica renal ven trombozunun dislanmasinda kullanilir (boyut farki ve

Doppler ultrason muayenesi)(125) .

Bobrek Biyopsisi: Cocukluk c¢adi nefrotik sendromlu hastalarin
¢ogunlugunda yas, klinik ve laboratuar bulgular MLH’yi disunduariyorsa bu
hastalara biyopsi yapmadan steroid tedavisi verilebilir. Cinkd bu ¢ocuklarin
%80’den fazlasi steroid tedavisine ¢ok iyi yanit vererek tam remisyona girer.
Bu hastalarin takiplerinde relaps olsa bile biyopsi yapilmadan da steroid ile
tedavi edilebilirler (126). Cocuklarda bdbrek biyopsisi i¢in endikasyonlar su
sekildedir;

e Yas: Hasta bir yas alti ve on yas Ustu ise biyopsi yapilmahdir
(125).

e Kompleman Dusuklugu: Akut poststreptokoksik
glomerulonefrit (APSGN), MPGN, SLE genellikle kompleman
dusuklugu ile seyrettigi icin bu hastalarin renal patolojileri

biyopsi ile gosterilmelidir (16).

o Steroide Cevapsizlik: Hastalara 60 mg/m?/gun prednizolon
4-8 hafta verildikten sonra bakilan idrarda protein atilimi

devam ediyorsa steroide cevapsiz kabul edilir (16).

e Sistemik Tutulum: Nefrotik Sendrom klinigi ile beraber

sistemik organ tutulum bulgulari (ras, atralji) olmasi, sekonder
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NS nedeni olabileceginden bdbrek biyopsisi ile tani

dogrulanmahdir (24) .

e Makroskopik Hematiri: NS'de makroskopik hematiri ve
glomertler filtrasyon hizi (GFR) dusukliga cok beklenen
bulgular degildir. Bu yluzden hastada GFR dusuklugu veya

makroskobik hematuri varsa biyopsi yapilmalidir (125) .

e Diger Nedenler: Anormal seroloji sonucunda, ciddi persistan
bobrek yetersizligi gelismisse ve nefrotoksik olan siklosporin
ve takrolimus gibi kalsindrin inhibitorleri baslanmadan once

renal biyopsi yapiimahdir (127).

|.K. Nefrotik Sendromda Tedavi

Hastalara hastalik tanisi ilk konuldugunda, sodyum ve sivi
kisittamasina ek olarak Kkortikosteroidler, albiumin ve diuretikler ile
alevlenmeler agresif bir sekilde tedavi edilir. Steroide direngli hastalik
durumunda veya kortikosteroidlere yan etki gelisen hastalarda, steroidden
koruyucu tedaviler kullanabilir ve konservatif olarak tedavi edilmeleri
gerekebilir (128).

|.K.a. Steroid-Sensitif Nefrotik Sendromda Tedavi

Nefrotik sendrom igin ilk temel tedavi steroidlerdir. NS'li ¢ocuklarin ¢ogu
(%80-%90) steroid tedavisine yanit verecektir (64,98). Cocuklar, iki ay veya
daha fazla slirede remisyona ulasan yetiskinlere kiyasla, steroidlerle siklikla
4 hafta icinde remisyona ulasirlar (25). Cocuklarda ve yetigkinlerde nulks
insidansi yuksektir. Coklu etki mekanizmalarinin bu ilaglarin etkinligine
katkida bulundugu dusunulmektedir. Kortikosteroidler, glukokortikoid
reseptdrinde gen ekspresyonunu module ederek, anti-inflamatuar sitokinleri
arttirir ve proinflamatuar sitokinleri azaltir. Ayrica T hlicre fonksiyonunu da
baskilayabilirler (97). Bununla birlikte, kortikosteroidlerin en uygun etkisi,

podositler Uzerindeki etkileridir. Kortikosteroidler, idrar yoluyla protein kaybini
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azaltan podosit seklindeki ve hicre iskeletinin yeniden duzenlenmesindeki
degisiklikleri stabilize edebilir veya tersine c¢evirebilir. KDIGO (bdbrek
hastaligi kiresel sonuglarinin iyilestiriimesi) yonergeleri, Tablo 4’te listelenen
kortikosteroidler icin 6zel dozlama onerilerini tanimlar (99). Dozlama igin
kullanilan birimlere 6zel dikkat gosterilmelidir. Prednizon veya prednizolonun
sabahlari gunde bir kez uygulanmasi tercih edilir, ¢inkli bu adrenal

kortikosteroidlerin gunluk endojen salinim modellerini taklit eder.

Baslangi¢ prednizon tedavisi 4-6 hafta boyunca gunluk 60 mg/m2
(veya 2 mg/kg) (maksimum doz, 60 mg/gin) veya 40 mg/m2(veya 1,5 mg/kg)
seklindedir (ilk 2-5 aylik dozu). Dozu sonraki doért hafta boyunca her hafta 5
mg/m2 ila 10 mg/m2 olacak sekilde azaltiimali, ardindan minimum 12 haftada
kesilmelidir (100). (Tablo-4).

Tablo-4: KDIGO yoénergelerinde kortikosteroid dozu (99).

Tablo Oneri

Steroide duyarli nefrotik | -Oral prednizon veya prednizolon 60 mg/m 2/gin veya 2
sendromun baslangi¢ | mg/kg/gun tek doz olarak (maksimum: 60 mg/giin) 4-6 hafta
tedavisi -Ardindan, 4-6 hafta boyunca gunasiri oral prednizon veya

prednizolon 40 mg/m2/giin veya 1,5 mg/kg tek doz olarak
(glin asir maksimum: 40 mg/gun)
-Sonra, 2-5 ay boyunca azaltilir

-Toplam stire: en az 12 hafta

Steroide  duyarli  nefrotik | -Oral prednizon veya prednizolon 60 mg/m2 /gin veya 2
sendromun seyrek nuksleri mg/kg/gin tek doz olarak (maksimum: 60 mg/gin) ¢cocuk 3
glin boyunca tam remisyona girene kadar

-Ardindan, en az 4 hafta boyunca gunasir oral prednizon
veya prednizolon 40 mg/m2/glin veya 1,5 mg/kg tek doz
olarak (en fazla: guin asiri 40 mg/glin)

-Sonra, azaltilir

Sik relapslar veya steroide | -Cocuk en az 3 gin remisyonda olana kadar gunlik
bagiml veya steroide duyarli | prednizon

nefrotik sendrom -Daha sonra, majoér yan etkiler olmaksizin remisyonu
surdurmek icin en disik doz kullanilarak en az 3 ay boyunca

gln asiri prednizon
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-Alternatif gun tedavisi etkili degilse gunlik prednizon
kullanilabilir
Azaltmadan ©o6nce 3-6 ay boyunca tedavi devami

gerektirebilir

Albumin: Albumin ve dilretikler 6dem tedavisi icin birlikte
verilir. Albumin, vaskuller yataktaki onkotik basinci arttirmak igin verilir, bu
nedenle ozmotik gradyani arttirir. Periferik dokulardan ve interstisyumdan

intravaskuler kompartmana su gegisi olur (128).

Diuretikler: Loop dilretikleri, etkilerini sodyumun yaklasik %15-
25'inin emiliminden sorumlu olan Henle Kulbunun ¢ikan koluna etki ederek
gOsterir (128). Loop diuretikleri, sodyum ve klortrin kan dolagimina yeniden
emilimini engelleyen Na * /K * /2Cl - kotransporterini bloke ederek etkilerini
gOsterirler (128). Daha sonra bu sodyumu su izler ve net etki idrarda su ve
elektrolit atihmini artinr (13). Amilorid, toplama kanalindaki sodyum-
potasyum iyon degisimini engelleyerek galisan potasyum tutucu bir ditretiktir
(128). Bu, sodyum rezorpsiyonunun azalmasina ve dolayisiyla sodyum ve su
atiliminin artmasina neden olur (128). Amilorid ayrica epitelyal sodyum

kanalinin aktivasyonunu da bloke eder (24).

|.K.b. Steroid-Direncgli Nefrotik Sendromda Tedavi

KDIGO kilavuzlari, sik relaps gorulen ve steroide bagimh hastaligi
olan hastalar i¢in steroidden koruyucu tedaviler olarak alkilleyici ajanlar
siklofosfamid ve klorambusilin kullaniimasini 6zellikle tavsiye eder (129). Bu
ajanlarin kullanimi kortikosteroidler olmadan niks riskini azaltabilir ve
remisyon > bir yil uzatabilir (103). Bu ilaglar, alkilasyon yoluyla DNA sentezini
inhibe ederek ve DNA ipliklerini capraz baglayarak, glomeriler membran
gegirgenligine katkida bulunan immunolojik hucrelerin apoptozisine yol

acarak caligirlar (103).

Siklofosfamid, karacigerde aktif forma dénustiralen bir 6n ilagtir ve
daha yaygin olarak kullanilan alkilleyici ajandir (130). Siklofosfamidin faydasi,
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tedavinin uzunlugu ile iligkilidir ve optimal tedavi 8-12 haftadir. Bu fayda,
Ozellikle hemorajik sistit gibi bazi potansiyel olarak ciddi yan etkilerle

dengelenmelidir. (128).

Klorambusil, daha fazla yan etki ile iliskili oldugundan daha az

kullanilir, ancak siklofosfamide alternatif olarak kullanilabilir.

Pediatrik NS'de koruyucu tedaviler olarak kullanilabilecek bagka bir
ila¢ sinifi, kalsindrin inhibitorleri siklosporin ve takrolimustur. Siklosporin renal
arter vazokonstriksiyonuna neden olur ve glomeruler gecirgenligi azaltir,
podosit hucre iskeletini stabilize eder ve idrara daha az protein gegmesine
neden olur (103) (tablo-5). Takrolimus, MCD'li hastalarda goérilen masif
proteinuriye katkida bulunan vaskuler gegirgenlik faktoruni azalttig

dusundlen bagka bir kalsindrin inhibitérudar (128).

Mikofenolat, NS icin steroidden koruyucu bir tedavi olarak
kullanilabilecek baska bir ajandir (131). Mikofenolat bir plrin sentetaz
inhibitoradur ve NS'de yararhdir, ¢inkd glomeruldeki bir hicre tipi olan ve
renal korpuskulin bazal membranindan proteinin ¢ikarilmasinda rol oynayan

mesangiyal hlcrelerin proliferasyonunu inhibe eder (128).

Rituximab, B hicreleri Gzerindeki CD20 ylzey antijenine karsi
aktiviteye sahip olan, B hucresini tuketen kimerik bir antikordur (131).
Tedavideki rolu halen tanimlanmakla birlikte, rituksimab hem steroide duyarli

hem de steroide direncli hastalikta kullanilabilir (24).

Tablo-5: Farmakoterapi dozlamasi ve yan etkileri (97).

llag tedavisi | Doz Yan etki
Prednizon Tablo-4 Hipotalamik-hipofiz aksin
Prednizolon baskilanmasi, kilo alimi, kalsiyum

kaybi, kemik mineral
yogunlugunda azalma,

hiperglisemi, diyabetes mellitus,
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blyume bozuklugu/gecikmesi

Alblimin 0,5-1 g/kg Anafilaksi, asiri duyarhlik
reaksiyonlari, ates,
dehidratasyonun alevlenmesi,
intraventrikiler kanama (yeni
doganlar)

Furosemid IV:6-12 saatte bir 0,5-2 | Fazla miktarda verilirse asiri

mg/kg doz diurez ve elektrolit imbalansi
Amilorid 0.625 mg/kg/gun her Hiperkalemi
12-24 saatte bir

Siklofosfamid | 8-12 hafta boyunca 2 Kemik iligi baskilanmasi, alopesi,
mg/kg/gun (maksimum | hemorajik sistit, enfeksiyon,
kimulatif doz: 168 gonadal disfonksiyon/infertilite,
mg/kg) hiponatremi, SIAD, hipokalsemi

Klorambusil 8 hafta boyunca 0,1- Kemik iligi baskilanmasi ve

0,2 mg/kg/gln kanserojen/teratojenite/infertilite

(maksimum kamdalatif

doz: 11,2 mg/kg)

Siklosporin 4-5 mg/kg/gun ikiye Ciddi enfeksiyon, neoplazm,

boélinmus dozlarda hipertansiyon ve nefrotoksisite
Digeti hiperplazisi, hirsutizm,
diabetes mellitus, hiperkalemi,
hipomagnezemi, norotoksisite

Takrolimus 2 bolunmus dozda 0,1 | Ciddi enfeksiyon ve neoplazm,

mg/kg/guin Hipertansiyon, renal disfonksiyon,
diabetes mellitus, hiperkalemi,
hipomagnezemi, nefrotoksisite,
norotoksisite

Mikofenolat 1200 mg/m 2 /giin 2 Ciddi enfeksiyon, malignite,

Mofetil bdlinmus dozda 12 ay | embriyo-fetal toksisite, Lokopeni,
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sureyle verilir karin agrisi, ishal

Rituksimab 4 haftalik doza kadar

Inflizyon reaksiyonlart,
doz basina 375 mg/m2

mukokutanoz reaksiyonlar, hepatit
B reaktivasyonu ve progresif
multifokal I6koensefalopati,
Pulmoner toksisite, kemik iligi
baskilanmasi

1SIAD: Uygunsuz antidilirez sendromu.

I.L. Deneysel Nefrotik Sendrom

Kemirgen modelleri, NS'yi in vivo olarak simulle etmek ve tedaviye
yanitl incelemek igin gerekli aracglardir. Nefrotik sendromun deneysel modeli,

adriamisin(doksorubisin) (132,136) ve/veya puromisin aminonukleozit (133)

tarafindan indiklenebilir.

NS calismasi icin birka¢ hayvan modeli olmasina ragmen, Adriamisin
uygulamasinin neden oldugu hastalik birgok ¢alismada ¢ok sik kullaniimistir
(134). Siganlarda ve farelerde adriamisin, enjeksiyondan sonra plazmadan
hizla dokulara gecer ve dokularda birikir. lla¢ esas olarak safrayla ve idrarla
atilir (134). Adriamisin bobrek, karaciger, kalp ve bagirsakta yogun bir sekilde
birikir. Bes ila yirmi mg/kg intraven6z dozlarda verilir, 10 saatlik bir sure

icinde yaklasik %34'U safrayla ve %6-8'i idrarla atilir (134).

Anti neoplastik ajan olan adriamisin, fokal segmental glomerulonefritli
hastalarda tarif edilenlere benzer sekilde kemirgenlerde renal hasara neden
olur (135). Adriamisin progresif glomeruler hastaliga neden olarak 4 - 6 hafta
icinde hafif derecede renal yetmezlikle seyreden nefrotik sendrom tablosu
olusturmaktadir (132). Uzun sureli proteinuri tablosunun devam etmesi ile 12
- 16. haftalarda FSGS tablosu olusumuna yol agar (136). NS ve tedauvisi igin
kullanilan ajanlarin bobrek Uzerindeki uzun vadeli etkilerini ortaya koymak
icin ideal bir model olusturur (137). Bertani (132) ve ark. 7,5 mg/kg tek doz

intraven6z adriamisin vererek siganlarda nefrotik sendrom olusturmus deney
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bitiminde hem biyokimyasal parametreleri, hem de bdbrekten alinan
parcalarin histopatolojisini incelemislerdir. Bu ¢alismalarda adriamisin
verdikten 4- 5 gln sonra proteindrinin bagladigini, tam NS’nin 15. gunde,
patolojik bulgularin ise 28. ginde MDH ile uyumlu olarak ortaya ¢iktigini
gOstermiglerdir. Okuda (138) ve arkadaglari kronik progresif glomeruler
hastalik olusturmak igin adriamisini kullanmislar ve benzer sonuglar elde
etmiglerdir. Nefrotik sendrom modelinin sadece adriamisinin intravendz
verilmesiyle degil ayni zamanda 5 mg/kg tek doz intraperitoneal adriamisin
enjeksiyonundan sonra da nefrotik sendrom olugturulabildigi gosterilmistir
(139). Daha oOnce yapilan farkh calismalarda 10 mg/kg intraperitoneal
adriamisin tek doz, verilen tum sicanlarda deneysel nefrotik sendrom
olusturdugu gosterilmistir (132,139). Adriamisin ile heparan silfatin
elektriksel yogunlugunda ve glomertler kapiller duvarda epitelyal membran
sialik asitte meydana gelen azalma ile glomeruler elektriksel secicilikte
bozulma sonrasi proteiniri meydana gelir (140-141). Bu modeldeki
proteinurinin hacim bariyerindeki kayba baglh oldugu cogunluk tarafindan
kabul edilmekle beraber morfolojik incelemelerde heparan siilfatta azalma
olmaksizin epitelyal ayrismanin olmasi dikkat cekmektedir (141). Ayrica
oksijen radikallerinin de proteinuriden sorumlu oldugu ileri surdlmastur (140).
Jeansson ve arkadaslari yapmis olduklari bir ¢galismada (142), adriamisinin
proteoglikan sentezini azaltarak glomertuler glikokaliksi incelttigi, glomertler
bazal membrani etkilemedigi ancak endotelyal yuzey kalinligini azaltarak

glomeruler yuku ve buyukluge bagli selektiviteyi degistirdigini gostermiglerdi.

I.M. Nefrotik Sendromda Prognoz

Minimal degisiklik patolojisi olan hastalar igin prognoz c¢ok iyidir ve
¢cogu hasta kortikosteroid tedavisini takiben remisyona girer. Hastalarin %85
ila 90" steroide duyarlidir ve nuks ederek onlari steroid toksisitesi, sistemik

enfeksiyonlar ve diger komplikasyonlar acisindan risk altina sokabilir (14).

Fokal segmental glomerulosklerozlu hastalar i¢in  prognoz
ciddidir. Genellikle diyaliz ve bdbrek nakli gerektiren son doénem bdbrek

hastaligina ilerleyecektir.
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II.LApoptozis ve Anti-Apoptotik Proteinler

Il.A.a. Apoptozis (Programlanmis Hiicre Oliimii)

Apoptoz kelimesi ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972'de
yayinlanan bir makalede morfolojik olarak farkh bir hicre olumu tipini
tanimlamak igin kullaniimigtir (143). Apoptoz, inflamatuar bir yanit ortaya
clkarmadan hicresel pargalanmaya yol agan programlanmig hiucre 6lumunun
aktif bir seklidir (144-146). Bir dizi enzime bagl biyokimyasal surecle birlikte
hicre yapisinda bir dizi karakteristik morfolojik degigiklik ile karakterize
edilir. Sonug, c¢evredeki dokulara minimum hasar ile hicrelerin vucuttan

temizlenmesidir (147).

Fizyolojik hucre olumu ¢odu durumda nekrozun aksine apoptozla
gerceklesir (148). Apoptozis normal olarak gelisim, yaslanma ve dokulardaki
hidcrelerin  devamini saglamak icin bir homeostatik mekanizma olarak
olusmasinin yani sira, hastalik durumunda ya da zararli ajanlar tarafindan
hicreler zarar goérdiginde bir savunma mekanizmasi olarak da olusabilir
(149). Kanser tedavisinde kullanilan radyoterapi veya kemoterapide
kullanilan ilaglar, bazi hucrelerde DNA hasarina neden olur ve bu da p53'e
bagli bir yolla apoptotik 6lime yol acabilir. Kortikosteroidler gibi bazi
hormonlar, bazi hicrelerde (6rn. Timositler) apoptotik 6lime yol agabilirken
diger hucreler etkilenmezler (149). Son olarak, apoptoz, "kaspazlar" adi
verilen bir grup sistein proteazin aktivasyonu ile hucrenin nihai 6lumune yol
acan karmasgik olaylar dizisini iceren koordineli ve genellikle enerjiye bagimli
bir suregctir (149).

Bozulmus apoptoz, otoimmun hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar,
bakteriyel ve viral hastaliklar, kalp hastaliklari ve kanser dahil olmak Uzere
bircok hastalik turt ile iligkilidir (150). Birgcok otoimmun hastalik, sistemik
lupus eritematozus (SLE), bag dokusu hastaligi ve romatoid artrit (RA) gibi

apoptotik hucrelerin  bozulmus klirensinin  sonuglardir (150). Bagisiklik
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hdcrelerinin - kusurlu apoptozu ayrica multipl skleroz ve otoimmuin
lenfoproliferatif sendromlar gibi otoimmun hastaliklara da neden olabilir
(151). Tipik olarak, hatali c¢alisan Fas/FasL apoptotik yolu, lenfositlerin
normal apoptozisine miudahale ederek lenfosit fazlaligina yol agar ve bu da

otoimmuniteye yol agar (150).

II.LA.a.a. Apoptozun Gergceklesme Asamalari ve Molekiiler

Mekanizmasi

Apoptozun biyolojik mekanizmasi son derece karmasiktir. Apoptozun
eksiksiz uygulamasi, ¢ok cesitli proteinlerin ve sinyal donusturuculerinin
etkilesiminin yani sira sinyal yollarinin kademeli olarak etkilesimini igerir. iki
ana apoptoz yolu vardir. Bunlar sekil-2 de goéruldagu gibi extrensek veya
dlim reseptér yolu ve intrensek veya mitokondriyal yoldur (145). ikisi de
kaspazlari, sistein aspartil proteazlari aktifler ve mitokondri membran
gegirgenlik artisi, kromatin yogunlasmasi ve DNA fragmantasyonu ve

sonugta hticre yikimina neden olur (8).

Apoptoz, sekil-2 de goérulduga gibi belirli uyarilarla baslatilan
molekuler olaylarin enerjiye bagiml dongusunun son noktasidir ve dort

ardisik basamagi vardir (152). Bunlar:
1. Ekstra ve intraselller sinyallerle apoptozun baslatiima fazi.

2. Kontrol ve diizenlenme fazi: Intraseliiler pozitif ve negatif
dizenleyici molekullerle apoptozun stimulasyonu veya inhibisyonu s6z

konusudur.

3. infaz fazi: Genel final fazi ve fiili 6liim programindan olusur ve bu

faz cogunlukla proteazlarin kaspaz ailesi tarafindan gergeklestirilir.

4. Fagositoz fazi: Fagositoz ile 61U hicrelerin temizlenmesidir.
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APOPTOTIK SUREC

[ - Jifes— B e
Indiikleyici Modiilator Efektor Substrat Oliim
a_lan
. Biiylime faktérii. . FADD . Kaspazlar - Birgok hiicre proteini
cksnkhgl . TRADD - DNA
.Adezyonun kayb:1 . FLIP
. Oliim reseptérleri- . Bel-2 ailesi
nin uyarilmasi . Sitokrom ¢ Komsu hiicreler veya
. Radyadyon . p53 makrofajlar tarafindan
. Kemoterapi . Mdm2 fagosite edilen apoptotik
.Seramid cisimeikler

Sekil-2: Apoptotik surecin gosterimi (8).

TRADD: TNF reseptoru ile iligkili olum alani, FADD: Fas ile iligkili dlum alani

proteini, Bcl-2: B hdcreli lenfoma-2.

II.LA.a.b. Apoptoz Morfolojisi

Apoptoz sirasinda hicrede meydana gelen degisiklikler 1sik ve
elektron mikroskobu ile tanimlanmistir (153). Erken apoptoz slrecinde, hicre
kUgulur, sitoplazma yogunlagir, organeller daha siki paketlenir ve piknoz isik
mikroskobu ile gorulebilir (143,154). Apoptozun en karakteristik 0zelligi
kromatin yogunlagsmasi olan piknozdur(155). Apoptotik hdcre, koyu renkli
eozinofilik sitoplazmali ve yodun mor nuklear kromatin parcacikl yuvarlak

veya oval bir kitle olarak gértnur (154).

lI.LA.a.c. Apoptoz Mekanizmasi

Yapilan arastirmalar i1siginda ekstrinsik veya 6lum reseptor yolu ve
intrinsik veya mitokondriyal yol olmak Uzere iki ana apoptotik yol oldugu

bilinmektedir. Her iki yol birbiri ile baglantihdir ve bir yoldaki molekuller diger
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yoldaki molekulleri etkileyebilir (156). T-hucre aracili sitotoksisiteyi ve
hdcrenin perforin-granzime bagh oldurtlmesini iceren ek bir yol vardir.
Ekstrinsik, intrinsik ve perforin-granzim yollari ayni terminalde veya yuratme

yolunda birlesir.

Apoptoz, hicre igi bir dizi sensor araciligiyla hasari tespit ettiginde;
intrensek yol olarak bilinen bir mekanizma ile hicrenin kendisi tarafindan
baglatilabilir. Alternatif olarak, bagisiklik sisteminin bir hicresi ile apoptozun
intrensek yolu olarak bilinen hasarl bir hicre arasindaki etkilesimden
kaynaklanabilir (145,157). insan viicudunda giinde yaklasik 1 x 109 hiicrenin
apoptoza ugradigi tahmin edilmektedir (158). Apoptozun hem intrensek hem
de extrensek yollari, gok hticreli organizmalarin saglikh kalmasini ve kusurlu
hdcrelerin vicuttan atilmasini saglamak igin sinerjik olarak ¢alisir. Apoptozun
dizenlenememesi bircok hastalikta sergilenen patolojilere neden
olabilir. Ornegin, néronal 6limin kaspazlarin aktivasyonu ile baslatildig
gorulen Alzheimer gibi dejeneratif hastaliklarda, apoptozda énemli bir enzim
grubu yer alir (159). Ancak apoptozun basarisiz olmasi ve bunun sonucunda

vucutta hasarli htcrelerin birikmesi, ¢esitli kanser turlerine neden olabilir.
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Ekstrinsik Yolak .

v Oliim sinyalleri '
INF FasL
R A
:’CS DISC
reeReeee e e eanee QQO... ov seeaseenes
T e A AR R AR AR AR R
WANaad | auadanon  goaagaduaaniog }' \l' laaaaaniaaa
resenene LCLL LT 00000‘04“00.0.0“0 0400000000.
Intrinsik
TRADD FADD Mitokondrival Yolak
l Genetik hasar
Oksidatif stres
Hipoksi
Yiiksek sitozolik [Ca™?)

Kaspaz 8 . {:: } Pro-kaspaz 8

Mitokondri
. ® .. @ : Sitokrom-c
" Pro-kaspaz 3 (7 ) Smac
Kaspaz 3 U0 O o © W DIABLO
. . l &) OmiHtrA2 l

Sitokrom ¢

Apoptozom
— Kf"“, - . shaeven
Pro-caspase 3 e 14P

Kaspaz 3 veva Smac, DIABLO veya Omi/HtrA2'nin
Kaspaz 9 — A Plere baihnmasl. kaspaz 3 vey
aktivasyonu " e 9'un IAP'lere baglanmasim engeller

Sekil-3: Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yollari (160).

APAF-1: apoptotik proteaz aktive edici faktor 1, IAP: inhibitér apoptoz
protein, TNF-a, timor nekroz faktéri alfa; TNFR1, tUmoér nekroz faktoru
reseptori 1, TRADD: TNF reseptoru ile iligkili 6lum alani, FADD: Fas ile
iligkili 6lum alani proteini, DISC: 6lume neden olan sinyal kompleksi.
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Ekstrinsik Apoptotik Yolak

Extrinsik yol, apoptozun reseptdr aracili baslatiimasina karsilik
gelir. Extrinsik yoldaki 6lum reseptdrlerinin tUmu, transmembran bolgeleriyle
hicre zarina sabitlenir. Hicre digi bir ligand ile etkilesim Uzerine, zar
reseptorleri, dlum sinyallerini sitoplazmik 6lum alanlari aracihgiyla hicre igi
bosluga iletir (150). Apoptozda yer alan membran reseptorleri, aktivasyonu iki
ana liganda bagh olan timoér nekroz faktori (TNF) reseptdr super ailesine
aittir. Sekil-3 de goruldugu gibi TNF ve Fas reseptorleri, yani TNFR-1, TNFR-
2 ve Fas buyuk bir apoptoz yolu olan TNF yolunu baglatmaktan sorumludur.
TNF ve reseptorleri arasindaki etkilesimin, iki adaptor proteinin alinmasi
yoluyla olum sinyalini ilettigi gosterilmigtir. TNF reseptoru ile iligkili dlum alani
(TRADD) ve Fas ile iligkili 6lum alani proteini (FADD) ve eylem yoluyla
programlanmigs hucre olumu kaspazlarin etkisi ile aktiflenir. TNF ligandlari,
zar Uzerindeki TNF reseptorlerine baglanan homotrimerleri
olusturur. Baglanma Uzerine, adaptoér proteinler (TRADD, FADD ve RIP),
adaptor proteinlerdeki 6lum alanlarinin reseptorler Uzerindeki benzerleriyle
etkilesime girdigi sitoplazmik taraftaki TNF reseptorlerine alinir. FADD, bu
durumda, olum efektor alanlarinin (DED) homotipik etkilesimi yoluyla
procaspaz-8'i toplar. Procaspase-8 daha sonra hdcre olumandn yurutme
asamasini baslatan aktif kaspaz-8'i vermek Uzere otomatik boélinmeye
ugrar. Kaspaz-8, cesitli hicre igi proteinlerin proteolitik bozulmasinin nihai
uygulamasindan sorumlu aktif kaspaz-3'U Uretmek igin proteolitik bolinme
yoluyla prokaspaz-3'U pargalar. Fas aracili yol, ¢ok benzer bir sinyallesme
surecinden gecer. FasL (Fas ligandi), Fas reseptoérlerine (CD95 olarak da
bilinir) baglanarak yolu tetikler. FADD, Fas reseptoérleri ile birlesir ve kaspaz-
8'l toplar. Fas reseptorleri, FADD ve procaspaz-8 ile birlikte 6lime neden
olan sinyal kompleksini (DISC) olusturur (150)($ekil-3). Baglatici bir kaspaz
olan ve prokaspaz-8’in aktif formu olan Kaspaz-8 diger kaspazlar ile etkilesim
kurarak apoptozu baglatir.

intrinsik Mitokondriyal Yolak
Apoptozun igsel yolu, reseptor aracili olmayan baslatma ve
mitokondriyal diizenleme ile karakterize edilir (150). icsel yolda, uyaranlar
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dogrudan hucre iginde biyokimyasal degisikliklere yol agan hicre igi sinyaller
uretir. Bir uyaran mevcut oldugunda, zar potansiyelini dagitan ve onu daha
gecirgen hale getiren mitokondriyal transmembranin bozulmasina neden
olur. Uyaran ayrica, proapoptotik faktorleri sitozole kanalize eden dis zar
uzerinde mitokondriyal gecirgenlik gegis gozeneklerinin (MPT) olusumu ile
sonuglanir (161). Apoptozom prokaspaz-9'u bolerek aktif kaspaz-9'u verir ve
bu da efektdr kaspazini (yani kaspaz-3) aktive eder. SMAC'ler (kaspazlarin
klguk mitokondri tlrevli aktivatord) olarak bilinen bagka bir protein grubu,
sitozole salinmalarinin ardindan |AP'ye (apoptoz proteinlerinin inhibitdru)
baglanir (162). SMAC'ler I1AP'yi devre disi birakarak apoptozun ilerlemesine
izin verir. DIABLO ve Omi gibi diger IAP inhibitorleri bildirilmistir (163). Bu
proteinler, apoptozun kaspaz bagimli yoluna girer. Apoptozu indukleyen
faktorler (AlF'ler) olarak bilinen ikinci bir grup protein, apoptozun kaspazdan
bagimsiz yolunda iglev gorur (164). AlF'ler mitokondrinin i¢c zarina
sabitlenir. Kalsiyuma bagimh bir proteaz olan kalpain tarafindan bdélinme
uzerine, AlF'ler, DNA fragmantasyonunu ve kromatin yogunlasmasini
indUklemek icin nukleer lokalizasyon sinyali (NLS) ile ¢ekirdege vyer
degistirebilir (165).

Adindan da anlagilacagi gibi, intrinsik yolak hucre i¢inde basglatilir.
Onarilamaz genetik hasar, hipoksi, sitozolik Ca+2 konsantrasyonlarinin asiri
yukselmesi ve siddetli oksidatif stres gibi i¢ uyaricilar, intrinsik mitokondriyal
yolun baslamasini tetiklemektedir (149). Bu yolak uyaricilardan bagimsiz
olarak mitokondri gecirgenliginin artmasi ve sitokrom-c gibi proapoptotik
molekullerin sitoplazmaya salinmasi sonucunda aktiflesir (166). Bu yolak,
BCL-2 ailesine ait bir grup protein tarafindan duzenlenmektedir (167). BCL-2
proteinlerinin pro-apoptotik Uyeleri (6rn. BAX, BAK, BAD, BCL-XS, BID, BIK,
BIM ve HRK) ve anti-apoptotik tyeleri (6rn. BCL-2, BCL-XL, BCL-W, BFL-1
ve MCL-1) olmak Uzere iki ana grubu vardir. Anti-apoptotik Gyeler, sitokrom-
c'nin mitokondriyal salinimini bloke etmek suretiyle apoptozu dizenlerken,
pro-apoptotik Uyeler sitokrom-c'nin mitokondriyal salinimini aktive ederek
apoptoza etki eder. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasindaki
denge apoptozun baglatip baglatiimayacagini belirler (168). Mitokondriden
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sitoplazmaya salinan diger apoptotik faktorler apoptoz indukleyici faktor
(AIF), mitokondri kaynakh ikinci kaspaz aktivatoru (Smac), DIABLO ve
Omi/HtrA2’dir. (165). Sitoplazmik sitokrom-c salinimi, sitokrom-c, Apaf-1 ve
Kaspaz-9'dan olusan apoptozom kompleksinin olugsumu ile Kaspaz-3'U
aktiflestirir (169). Diger yandan, Smac/DIABLO veya Omi/HtrA2, apoptoz
proteinleri inhibitorine (IAP'ler) baglanarak kaspaz aktivasyonunu destekler.
Daha sonra Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2 IAP'lerin Kaspaz-3 veya -9 ile
etkilesiminin bozulmasina yol acar (169-170). Ekstrinsik ve intrinsik yolaklarin
her ikisi de Kaspaz-3'e ¢ikar. Kaspaz-3, nuklear apoptozda gorevli kaspaz ile
aktiflesen deoksiribonukleaz inhibitorinl parcalar. Hlcre dongusu, hucre
iskeleti ve sinyal yolaklari Uzerinde de etkileri olan kaspazlar, hiucre iskelet
proteinlerinin,  protein  kinazlarin, DNA tamir  proteinlerinin  ve
endonukleazlarin inhibe edici alt birimlerinin aktivasyonuna neden olur.
Bdylece apoptozdaki tipik morfolojik degisiklikler meydana gelir (171).

Apoptotik
sinyaller

{
V.

/ De- fosforilasyon
/ Bad salinmm

Apaf-1
Kaspaz 9
.20
D
Sitokrom ¢ Apoptozom olusumu

\

Kaspaz yolag

Sekil-4. Apoptoz sirasinda hicre ici sinyallerle aktiflesen
mitokondriyal yol (172). APAF-1: apoptotik proteaz aktive edici faktor 1

[I.LA.a.d. Apoptozun Saptanmasinda Kullanilan Yontemler
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1972 yilinda, apoptoz terimi ilk kullanildiginda hucrenin morfolojik
gorunumune gore karar verilmigtir. Gunumuzde morfolojik degerlendirmenin
yani sira apoptoza 6zgu oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rn. aktif kaspaz
3 tayini) molekiler dizeyde  belirlenebilmesiyle de  apoptoz
saptanabilmektedir. 1lk kez morfolojik kriterlere gére belirlenen apoptoz,
seksenli yillarin sonlarina dogru DNA kiriklarinin saptanmasina yonelik
yontemlerle saptanmaya baglamistir. Doksanlarin ortasinda ise apoptotik
hicrelerde kaspazlarin  aktiflestigi  bulunmustur. Bodylece, kaspaz
aktivasyonlarinin belirlenmesine yoOnelik metotlarla apoptoz saptanmaya
baslandi (89).

II.LA.a.d.a. Kaspazlar

Kaspazlar, programlanmis hicre 6lumu ve iltihaplanmasinda énemli
roller oynayan 15 Uyeli bir sistein proteaz ailesidir (173-174). Kaspazlar,
sitoplazmada normalde inaktif proenzimler olarak bulunur. Fakat proteolitik
parcalanmadan sonra aktif hale gecerler ve bdylece kaspaz aktivasyon zinciri
baglar. Kaspazlar, (cysteine-dependent aspartate-spesific proteases)
kalsiyum bagimsiz hidcre i¢i sistein proteaz sinifinin en énemli bélumunu
olugtururlar ve latent intrasellller proenzimler olarak sentezlenmektedirler
(175). Kaspazlar aktif merkezlerinde sistein aminoasidi tasirlar ve
hedefledikleri proteinleri ASP (aspartat, aspartik asit) bolgesinden keserler.
Kaspazlar hicre igerisinde inaktif zimojenler olarak sentezlenirler ve
prokaspaz adini alirlar. Sitokrom c’ler prokaspaz zimogenlerini aktive
etmektedir. Kaspazlar apoptotik yolun cellatlaridir ve apoptozdaki
karakteristik degisikliklerin en 6nemli sebebidir (176). Kaspaz aktivasyonunun
inhibitorleri, sitokrom c’nin mitokondriden salinimini bloke etmez ancak
ardisik kaspaz aktivasyonunu bloke ederek, hicre 6lumuani onler. Sitokrom ¢
gibi apoptozu indukleyen AIF’in de mitokondriden salinimi kaspazlarin
aktivasyonuna sebep olur (177). Baslangigta, kaspazlar mitokondride
membran hasari olusturur ve bu olaylarin sonucunda; zar degdisimleri, hicre
iskeleti ve c¢ekirdek degisimine yol acan hasarlar ortaya cikar (176). 26
GunUmuze kadar 14 memeli kaspaz tespit edilmis olup hayvanlarda bulunan
kaspaz 11 ve 12'nin insandaki karsiligi hala gosterilememistir. Kaspaz 9, bcl-
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2 ailesi tarafindan stimule veya inhibe edilir. Kaspaz 2 ve kaspaz 8, TNF-a
gibi sitokinler tarafindan aktive edilir. Kaspazlar apoptozu aktive eden
sinyaller tarafindan tetiklenip, apoptoz yolaklarinda aktif olarak goérev alirlar
(a77).

lI.LA.a.d.b. Kaspazlarin Yapisi ve Kaspaz Turleri

Kaspazlar 3 subunit iceren prokaspazlar olarak sentezlenir. Bunlar
NH2 terminal subunit, bayUk subunit, ve kig¢lk bir subunittir. Blyuk ve kiguk
alt birimler birbirleriyle etkilesime girerek enzimin aktif merkezini olustururlar.
Her prokaspaz cesitli uzunluklarda bir 6n bolge veya NH2-terminal peptid
bolgesi icermektedir ve bu on bolgeler duzenleyici olarak gorev yaparlar.
Kaspazlarin 6n bodlgeleri cesitlilik gosterir. CARD (Caspase Recruitmend
Domain) ve DED kaspazlarin 6n bdlgelerinin 6zel motifleridir ve protein-
protein etkilesiminde gorev alirlar. Bu bdlgeler prokaspazlar ve adaptorleri
arasinda homofilik etkilesime aracilik ederek prokaspaz aktivasyonunda
onemli rol oynarlar. DED-DED etkilesiminde hidrofobik bir baglanti kurulur,
CARD-CARD baglantisinda yuk etkilesimi gozlenir. Baglatici kaspazlarin
kimelenmesi ve aktivasyonu ic¢in 6lum reseptorleri ile baglanti kuran adaptor
molekuller bulunur. Bunlardan DED kaspaz 8 ve 10 etkilesiminde, CARD ise
kaspaz 9 ve Apaf-1 etkilesimde gorev alir (177)(2). Her bir kaspaz enziminin
optimum kesme bodlgesi vardir ve bu bdlge aspartik kesim noktasinin N-
terminalinde bulunan dort aminoasitlik bir motiftir. Bu motifin gérevi, kaspazin
hedef proteininin secimini belirlemektir. Ayrica bu motif ilgili kaspazin peptid
inhibitorlerle inaktive olmasina aracilik etmektir (178). Aktif kaspazlarin 3
boyutlu yapisi tespit edilmis olup 2 heterodimer, 2 genis subunit tarafindan
gevrelenmis 2 komsu kuglk subunitle karsi yonde bir tetramer olusturur. Her
bir heterodimer substratin baglanmasi ve katalizi i¢cin gerekli ki¢uk ve genis
subunitler icerir (177). Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu), ya hicre ylizey
olum reseptorlerinin aktivasyonu, ya da kaspaz 9 baglayici protein olan Apaf-
1'in oligomerize olmak Uzere indUklenmesi ile gergeklesir. Baslangic
kaspazlari bir kez aktive oldugunda diger prokaspazlari aktive eder.
Proteolitik olarak birbirlerini aktiflestiren kaspazlar bir kaskad seklinde iglerler
(179).
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Apoptozun baslamasi, kaspazlar olarak bilinen bir dizi sistein-
aspartik proteazin aktivasyonuna baglidir. Kaspazlar baslatici kaspazlar
(kaspaz 2, 8 ve 9), cellat kaspazlar (kaspaz 3, 6 ve 7) ve inflamatuar
kaspazlar (kaspaz 1, 4, 5, 11 ve 12) olmak Uzere u¢ kategoriye ayrilir
(145,154). Bir kaspaz bir proteolitik zincirde diger kaspazlar aktive ederek
hizli hicre 6liumune neden olur (145). Hucre hasari tespit edildiginde,
baslatici kaspazlar (kaspaz 2, 8 ve 9) aktif olmayan prokaspazlardan aktive
edilir ve cellat kaspazlarini (kaspaz 3, 6 ve 7) aktive etmeye devam
eder. Cellat kaspazlarinin aktivasyonu, endonukleazlarin aktivasyonundan
DNA pargalanmasi, nukleer proteinlerin ve hucre iskeletinin yok edilmesi,
proteinlerin g¢apraz baglanmasi, fagositik hlcreler igin ligandlarin
ekspresyonu ve apoptotik cisimlerin olusumu ile sonuglanan bir olaylar dizisi
baglatir (3).

Tablo-6: Kaspaz tirleri.

e Kaspaz 1 (ICE) e Kaspaz 8 (FLICE, MACH,
e Kaspaz 2 (ICH-1) Mch 5)
e Kaspaz 3 (CPP32, Yama, e Kaspaz 9 (ICE-LAP 6, Mch 6)
Apopain) e Kaspaz 10 (Mch 4, FLICE 2)
e Kaspaz 4 (ICErel-ll, TX, ICH e Kaspaz 11 (ICH-3)
2) e Kaspaz 12
e Kaspaz 5 (ICErel-Ill, TY) e Kaspaz 13 (ERICE)
e Kaspaz 6 (Mch 2) e Kaspaz 14 (MICE)
e Kaspaz 7 (Mch 3, ICE-LAP 3,
CMH-1)

Kaspazlar  biyolojik fonksiyonlarina gére 3 ana grupta

incelenmektedir (2).

[I.LA.a.d.c. Sitokin Aktivasyonu Yapan (inflamatuar) Kaspazlar
Sitokin sekresyonu ve inflamasyondan sorumludurlar (5). Bunlar

lenfokin Uretiminden de sorumludur. Lenfokin; 6zel bir akyuvar tipi olan
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lenfositlerin Urettigi bir maddedir. Immiin sistemdeki diger hiicreler Gizerinde
etkisi vardir. Bu gruba dahil olan kaspaz turleri; kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve
14 tur. Ayrica kaspaz 1, 4, 5 tetrapeptid olup kendi kendilerine aktive
olabilmektedirler (2).

II.LA.a.d.d. Baglatici Kaspazlar

Baslatici kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan olum sinyallerini
efektdor kaspazlara yani ikincil kaspazlara ileten kaspaz turleridir (180).
Kaspaz 2, 8, 9 ve 10 baslatici kaspazlar grubunda yer almaktadir. Baslatici
kaspazlarin U¢ 6nemli 6zelligi vardir; farkh sekillerde gelen uyarilari, genel
bitirici faza tasirlar, yeterli miktarda bitirici kaspazin aktiflesmesini saglayarak
apoptotik sinyalin ¢ogalmasini saglarlar, olumin en son basamaginda bir
kontrol noktasi olarak bulunurlar (180). Apoptotik 6lum iglem sirasina gore
kaspazlardan ilk gorev alanlar baslatici ya da 6ncu kaspazlardir ve bunlarin

uzun oncul bolgeleri bulunur.

II.LA.a.d.e. Apoptozu Yuriiten (Efektor) Kaspazlar

Efektor kaspazlar, ilgili proteinleri pargalayarak apoptotik hulcre
morfolojisinin  meydana gelmesine neden olurlar (181). Apoptozda
sonlandirici kaspazlar olarak gorev almaktadirlar. Kaspaz 3, 6 ve 7 bu gruba
dahil olan kaspaz turleridir (181). Kaspaz 3, 6 ve 7 baslatici kaspazlardan
farkli olarak kisa bir N-terminal peptid (23-28 aminoasitlik) bulundururlar.
Substrat ve inhibitér 6zgulligunde kaspaz 3 ve 7 genellikle benzerdir.
Kaspaz 6 ve 7, kaspaz 3 tarafindan aktiflestirildigi igin bitirici kaspazlar olarak

siniflandinlirlar.

II.A.a.d.f. Kaspazlarin Aktivasyonu

Kaspazlarin en az 3 yolla aktive edilebildigi goOsterilmistir:
Otoaktivasyon, transaktivasyon ve non-kaspaz proteazlari ile proteoliz (182).
Prokaspazlar dusuk fakat saptanabilir bir proteolitik aktiviteye ve belli kogullar
altinda otoaktivasyon potansiyeline sahiptir. Wild tip kaspazlarin agiri salinimi
ile prokaspaz 8 veya prokaspaz 9 uzun subunitleri arasindaki protein
etkilesimi  araciligiyla oligomerler olusturulur. Prokaspazlarin  oligo-

merizasyonu otoaktivasyon icin gereklidir. Baglangic kaspazlari bir kez aktive
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oldugunda diger prokaspazlari transaktive eder. Kaspaz aktivasyonu icin
diger bir mekanizmada non-kaspaz proteazlari ile direk proteolizdir. Ornek
olarak sitotoksik T hicre proteinazi, granzim-B, bir aspartat-spesifik serin
proteinazi prokaspaz 3 ve 7'nin etkin bir aktivatoridir. Granzim-B ayrica
prokaspaz 8, 9 ve 10’un aktivasyonunda da goérev alir (183). Basglatic
kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan 6lum sinyallerini efektor kaspazlara
naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hicre iskeleti
proteinleri aktin veya 29 fodrin, nikleer membran proteini lamin A, DNA
tamirinde rol alan poli ADP-riboz polimeraz) parcalayarak apoptotik hicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Inaktif (zimojen) formdaki
kaspazlar kirilarak aktiflesirler ve dimerize olurlar. Kaspaz aktivasyonu
(dimerizasyonu), ya hlcre yuzey 6lim reseptorlerinin aktivasyonu, ya da
kaspaz 9 baglayici protein olan Apaf-1'in oligomerize olmak Uzere
indUklenmesi ile gerceklesir. Kaspaz ailesinin ve kaspaz inhibitorlerinin kegfi
apoptotik hastaliklara terapotik yaklasimda bizleri cesaretlendirmektedir. Zira
farkl kaspazlara spesifik farkl sentetik inhibitorlerin yani sira kaspaz
aktivasyonunu ya da kaspaz aktivitesini dnleyen dogal kaspaz inhibitorleri de
bulunmustur (184). Kaspaz ailesi CED-3'un, Bcl-2 ailesi ise CED-9'un
homologudur. Kaspazlar proteolitik kaskadi aktive ederek apoptozu
indUklerler. Gerek solucanlarda gerekse de memelilerde temel apoptoz
mekanizmalari birbirine benzer. Memelilerde apoptozun farkli formlarindaki
ana kontrol noktasi mitokondridir (149). Bu yuzden mitokondrinin aktivasyonu
(Sitokrom c'nin mitokondriden sitoplazmaya saliveriimesi) apoptotik suregte
irreversbl noktayi gosterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol agan en onemli
faktor bcl-2 ailesidir (185). Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik Gyeleri
olan bu ailenin Gyelerinin mitokondri Gzerindeki etkileriyle, ya sitokrom c'nin
sitoplazmaya saliverilmesi gerceklesir (apoptozun baglamasi) ya da sitokrom
c'nin sitoplazmaya saliveriimesi baskilanir (apoptozun inhibisyonu). Kaspaz
aktivasyonunun baslamasi igin mitokondrinin devreye girmesi gereklidir.
Apaf-1 latent sitozolik bir protein olup mitokondri tarafindan salinan sitokrom
c ile baglanarak kompleks olusturur. Bu da inaktif preklrsor haldeki kaspaz
9'u aktive eder (184,186).
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I.A.a.d.g. Apoptozda Kaspaz 3‘lin Onemi

Diger kaspazlar gibi kaspaz 3 de prokaspaz olarak sentez edilir.
Kaspaz 3; kaspaz 9, kaspaz 8 ve kaspaz 10 ile birlikte aktive edilirler
(187)(6). Daha sonra kaspaz 3, kaspaz 6 ve 7’yi aktive etmektedir. Kaspaz 3
apoptozun efektdér fazindaki en oOnemli kaspaz rolind Ustlenir. DNA
fragmantasyonunda, DNAase aktivasyonuna sebep olan kaspaz 3’Un direk
roli oldugu disitnilmektedir. insanlarda kaspaz-3'0 kodlayan gen,
kromozom 4 Uzerindedir (933-g35.1) eslenir ve 2.635 baz cifti iceren yedi
ekzon igerir. Bu gen embriyonun 4. gunden itibaren gelisimden sorumludur.

Kaspaz-3'teki eksiklik 3 haftalik embriyoda 6lime neden olabilmektedir (188).

Kaspaz-3 (CASP3) sitotoksik ilaglara, radyoterapiye veya
immunoterapiye hlcresel maruziyet sirasinda aktive olan apoptozun ana
aracisidir (187). Genellikle kanser tedavisinin etkinligi igin bir belirte¢ olarak
kullanilir. Kaspazlarin veya oOzellikle kaspaz-3'Un inhibisyonu, apoptozu

hafifletir ve birgok akciger hasarina karsi koruma saglayabilir (189).

II.LA.b. Apoptozis ve Nefrotik Sendrom

Dokulardaki hucre sayisli, hicre dogumu ve hicre 6luma arasindaki
denge araciligiyla dikkatle duzenlenir. Bu surecler arasindaki bir dengesizlik,
asirn veya yetersiz hucre sayisi ile karakterize edilen hucre sayisi
bozukluklarina neden olabilir (190). Hucre sayilari bébrek hastaliklarinda
siklikla anormaldir. Renal parankimal hicre sayisindaki degisiklikler, hucre
dogumu (mitoz) ve programlanmis hicre olumu (apoptoz) arasindaki
dengeden kaynaklanir (190). Apoptoz, hiicre digi mikro g¢evre ve terapdtik
mudahaleye uygun olabilen hicre ici faktorler tarafindan dogrudan
dizenlenen hicre 6lumunun aktif bir seklidir (191). Bu nedenle, renal hicre
Olumunu duzenleyen faktorleri anlamak, IOkositlerin ve fibroblastlarin
temizlenmesi, parankimal renal hicre kaybi ve bobrek hasarindan sonra
yeniden sekillenme gibi apoptozun rol oynadigi suregleri kontrol etmeye
yonelik stratejilerin tasarlanmasina yardimci olabilir (192). Birgok bobrek
hastalidi, esas olarak monositler/makrofajlar ve T hucrelerinden olusan bir

mononiikleer hiicre infiltrati ile karakterize edilir. inflamatuar hiicreler,
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parankimal  hldcre apoptozisine neden olan faktorleri  sadlar.
Monositler/makrofajlar; timor nekroz faktori (TNF), FasL, oksijen radikal
tirleri ve nitrik oksit (193) salgilar. inflamatuar hiicrelerin apoptoz ile
temizlenmesi, renal inflamasyonun c¢o6zilmesine katkida bulunur ve bu
klirensin basarisizhgi, inflamatuar surecin devam etmesine katkida
bulunabilir. Apoptotik |0kositlerin  membran butunligini kaybetmeden
uzaklastirlamamasi, lokal doku hasarini alevlendirme ve kemotaktik
fragmanlari serbest birakmak icin hlcre disi matris proteinlerinin bélinmesi
yoluyla I6kosit akisini surdurme potansiyeli kanitlanmig, zararl igeriklerinin
kontrolsiiz saliverilmesine yol agacaktir (85). Siganlardaki nefrotoksik nefritte
noétrofillerin apoptozisi belirgindir ve insanlarda akut enfeksiyon sonrasi
glomertlonefritte gézlenen ylksek apoptoz oranindan sorumlu olabilir (194).
Apoptotik I6kositler, mezanijiyal hiicreler gibi lokal hicreler tarafindan yutulur.
Bu, Bcl-2, Fas ve FasL gibi apoptozla iligkili proteinlerin ekspresyonunu
degistirerek bobrek hasarina neden olabilir (190). Apoptoz, kendi antijenlerini
sunmanin bir sonucu olarak kendi basina otoimmunite olusturabilir (195).
Apoptotik hucreler yeterince temizlenmezse, igerikleri salinabilir ve bu
otoimmudn yaniti daha da uyarabilir. Cocukluktaki nefrotik sendrom, 6rnegin
lenfositlerin mitojenlere anormal tepki vermesi (196) ve baskilayici T-lenfosit
disfonksiyonu (197) dahil olmak tzere T lenfositlerin c¢esitli in vivo ve in vitro
anormallikleri ile iligkilendirilmistir. Ayrica, NS'li hastalarda dolasimdaki
sitokinlerin dengesizligi ve ¢esitli lenfosit alt kimelerinin dagiliminda
anormallikler gézlenmigtir (198)(199). T lenfositlerdeki anormallikler yaygin
olarak bildirilse de bunlarin NS patogenezindeki roll bir sorun olmaya devam
etmektedir. Lenfositlerin artan apoptozunun, NS'li hastalarda zaten
tanimlanmis olan anormal sayilarina ve iglevlerine katkida bulunmasi olasidir
(190).

PNS(primer nefrotik sendrom) ile iligkili ana patolojik mekanizmalar
podosit ve glomeriler hasardir (103,200). Podosit hasarinin en tipik 6zelligi,
glomeruler bazal membranin dig ylzeyinden podosit dokulmesi veya
apoptozdur (103,201). Hucre iskeletinin yeniden dizenlenmesi fenotipik

donusume yol acar, bu da podositlerin epitel 6zelliklerini kaybetmesine ve
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hareket ve go¢ yetenedi kazanmasina neden olur (202). Glomeruler skleroz
olusumu ve gelisimi podosit hasarina neden olabilir. Proteinuri, PNS'nin
onemli bir klinik ozelligidir ve podosit hasari da proteinirinin bir nedenidir
(203).

Hucreler oksidatif stres tarafindan boguldugunda, hdcre olUmu
sinyallemesinde yer alan genler, apoptozu veya nekrozu induklemek ve geri
doénlsi olmayan hasarli hulcreleri ¢ikarmak igin aktive edilir (204). Bu
nedenle, apoptoz seviyesindeki bir artis, bdbrek hasarinin patogenezinin
altini cgizebilir. Ayrica, siklikla iligkili olan oksidatif stres ve inflamasyon,
bdbrek hastaliginin karakteristik 6zellikleridir (205). Hlcre buyumesi, hlicre
dongusu, apoptoz ve farklilagsma slreclerinin dizenlenmesinde yaygin olarak
yer alan mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ailesinin bir Gyesi olarak
hicre digi duzenlenmis protein kinaz (ERK), hicre ici sinyal iletiminin 6nemli
bir sinyalidir (206). iki ana ERK alt tipi olan ERK1 ve ERK2, amino asit
seviyesinde %84 6zdes olan ayni genin (207) iki ekleme varyanti tarafindan
kodlanan proteinlerdir (208). Diyabetik nefropatili farelerin renal biyopsi
dokularinda ERK1/2 protein ekspresyonunun artimli oldugunu bulmustur
(209). Bununla birlikte, PNS bobrek dokusunda ERK1 / 2 ekspresyonu
nadiren bildirilmistir (203).

Podosit olarak da adlandirilan glomeruler visseral epitel hicresi,
sinirh bir mitotik kapasiteye sahip, son derece 6zellesmis ve terminal olarak
farkhlasmis bir hicredir. Bu nedenle, Podositlerin kaybolmasi durumunda
degistirilme yetenegi sinirlidir. DUsuk podosit sayisinin, diyabetik ve diyabetik
olmayan bobrek hastaliginda ilerleyici bobrek yetmezligine yol agan
glomertloskleroz gelisiminin altinda yatan kritik bir belirleyici oldugunu
gOsteren giderek artan bir literatir vardir (210). Azalan podosit sayisl,
hicrelerin glomertler bazal membrandan ayrilmasindan ve/veya apoptozdan
(programlanmis hacre 6lumu) kaynaklanir (211). Renal ve renal olmayan
hidcre apoptozunun altinda yatan mekanizmalar arasinda tumor baskilayici
protein p53 (212), Bcl-2 ile iligkili aile proteinleri (213) ve kaspazlar
(214). P53, proliferasyonun yani sira g¢esitli apoptoz  bigimlerinin
dizenlenmesinde onemli bir rol oynar (215). Artan p53, hedef genlerin
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transkripsiyonel aktivasyonu yoluyla apoptozu veya hicre dongusu
durmasini indukler (216). Hem proapoptotik (6rnegin, Bad, Bax) hem de
antiapoptotik  (0rnegin, Bcl-2, Bcl-xL) Uuyeler iceren Bcl-2 ailesi
proteinleri, kaspazlarin ve mitokondriyal disfonksiyonun yukarisinda kontrol
noktalari olarak iglev gorur. Kaspazlar, birgok apoptoz formunun yuritme
surecinin altinda yatan sistein proteazlaridir. Bununla birlikte, podosit
apoptozunun molekller mekanizmalari hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir
(210).

[I.LA.c. Pro-Apoptotik ve Anti-Apoptotik Protein Dengesinin

Bozulmasi

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasindaki denge hucre
Olumunudn duzenlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, bazi
genlerin asiri veya yetersiz ekspresyonunun, kanser hucrelerinde apoptozu

azaltarak karsinogeneze katkida bulundugu bilinmektedir (160).

BCL-2 protein ailesi

BCL-2 protein ailesi, apoptozun duzenlenmesinde intrinsik yolakta
onemli bir rol oynayan pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerden olusur.
BCL-2 proteinlerinin tumu mitokondri dis membraninda konumlanir (217).
islevlerine ve BCL-2 homoloji (BH) alanlarina gére BCL-2 protein ailesinin
Uyeleri U¢ gruba ayrilir. ilk grup, dért BH alaninin timini iceren anti-
apoptotik proteinlerdir ve hucreyi apoptotik uyaranlardan korurlar. BCL-2, Bcl-
XL, MCL-1, BCL-W, Al1/BFI-1 ve BCL-B/BCL2L10 proteinleri bu grupta yer
alir. ikinci grup, yalnizca BH-3 proteinlerinden olusur. Bu gruptaki proteinler
BIiD, BiM, PUMA, NOXA, BAD, BMF, HRK ve BiK’dir. DNA hasari, blylime
faktori eksikligi ve endoplazmik retikulum stresi gibi hicresel streste
apoptozun baslaticilari olarak aktive edildikleri icin pro-apoptotiktirler. Ugtincii
grubun uyeleri, dort BH alanini da igerir ve bunlar pro-apoptotiktir. BAX, BAK
ve BOK/MTD bu gruptadir. Pro-apoptotik BCL-2 Uyeleri apoptozu
indUklerken, anti-apoptotik BCL-2 Uyeleri apoptozu engeller (218). BCL-2

protein ailesinin anti-apoptotik ve pro-apoptotik Uyelerinin dengesindeki
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bozulma, apoptoz mekanizmasinda duzensizliklere yol agabilir. Bu duruma,
bir veya daha fazla anti-apoptotik proteinin asiri ifadesi, bir veya daha fazla
pro-apoptotik proteinin yetersiz ifadesi ya da her iki durumun birlikteligi neden
olabilir (160).

P53

P53 proteini, 17. kromozomun kisa kolunda (17p13.1) yer alan TP53
tumor baskilayici gen tarafindan kodlanan ve en iyi bilinen timaér baskilayici
proteinlerden birisidir. Ismini molekil agirhigindan (53 kDa) almaktadir (219).
Apoptozun uyariimasinda, hucre dongusunun duzenlemesinde, hucresel
yaslanmada, DNA rekombinasyonunda ve gen amplifikasyonunda (220) rol
oynamaktadir ve "genomun gardiyani" olarak adlandirilir (221). insan

kanserlerinin %50'den fazlasi p53 genindeki mutasyonlar ile iligkilidir.

Apoptoz sureci, ¢cok hucreli organizmalarda yuksek oranda korunur
ve genetik olarak kontrol edilir (222). DNA hasari, hipoksi ve belirli
onkoproteinlerin (6rnegin Myc, Ras) ekspresyonu gibi uyaranlar, p53'e bagh
apoptotik yolu aktive eder. Bir kez uyarildiginda; p53, antiapoptotik faktorleri
(6rnegin, Bcl-2) baskilarken proapoptotik faktorleri (6rnegin Bax) aktive
ederek apoptoza giden yolu acar. lyi bilinen bir tiimér baskilayici olan p53,
hicre déongustinde apoptozu baslatmak igin kritik islevi ve geri kazanilabilir
hicrelerde hucre olumunud ve DNA onarimini indukleme yetenegdi ile
taninir. P53 disinda apoptozu etkileyebilen (6rnedin, pRb, p21) bircok hicre

dongusu dizenleyicisi vardir (150).

I1.B. Anti-Apoptotik Proteinler

Apoptoz, apoptoz inhibitori protein (IAP) ailesi ve Bcl-2 ailesinin
dyeleri gibi farkh pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler tarafindan

dizenlenen hicresel bir surectir (223-224).

Canli hucrelerde, kaspazlar, anti-apoptotik - Apoptoz Proteinlerinin
inhibitérleri (IAP) tarafindan kontrol edilir (225).

Apoptotik yayilmanin bir bagka temeli, mitokondriyal dig zarin (MOM)

stabilitesini ve butinligunu duzenleyen Bcl-2 ailesi proteinleridir. Bu, 6zellikle
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Cyto c'nin salinmasi ve mitokondrinin asagisindaki kaspazlarin aktivasyonu
icin kritiktir (225).

Aragtirmalar, otoimmun hastaliklari olan bireylere otoantijenlerin
tekrar tekrar uygulanmasinin, apoptozu indukleyerek ve dolayisiyla bu
otoantijenlere spesifik olarak saldiran lenfositlerin temizlenmesini saglayarak
onlari iyilestirebilecegini gostermistir. Bcl-2 protein ailesinin Gyeleri, anormal
ekspresyonlari birgok hastaliga neden oldugu icin dnemli ilagc hedefleri haline
gelmistir (218). Protein ailesinin ilk Uyesi ve apoptoz inhibitoru olan Bcl-2,
kardiyovaskuler hastaliklarin ortaya c¢ikmasi ve ilerlemesi ic¢in ¢ok
onemlidir. Tipik bir ornek, Bcl-2 ekspresyonunun eksikliginden ve dolayisiyla
kardiyomiyositlerin asiri oliminden kaynaklanan kardiyak
enfarktustir. Kardiyomiyositlerde Bcl-2'nin asiri ekspresyonuna izin vermek
apoptozu Onler ve kalp enfarktisu icin erken asama terapdtik bir onlem
haline gelmistir (226). Apoptozu dengeli bir duruma ayarlamak, hastaliklari

tedavi etmeye hizmet edebilir (227).

Yenidogan ve yaslilarda serebral iskeminin neden oldugu apoptozun
yani sira Alzheimer hastaligi, retinal dejenerasyon, transplant reddi ve
nérodejeneratif hastaliklarin timuU asiri apoptozdan kaynaklanir. Bu nedenle

kaspazlari inhibe etmek etkili bir terapotik plandir (7).

I.B.a. Apoptoz, Kanser ve ilag Direncinde Bcl-2 Ailesi

Proteinlerinin Rolii

Bcl-2 ailesi, hem (Bcl-2, Bcl-xI ve Mcl-1) gibi anti-apoptotik Gyeleri
hem de (Bax, Bak ve Bid) gibi pro-apoptotik proteinleri icerir (228-230).
Bircok Bcl-2 ailesi  proteini, C-terminallerinde  mitokondrinin dig
zarina yerlesmelerine izin veren bir hidrofobik transmembran (TM) sabitleme
alani igerir (231). Apoptotik uyaranlar Uzerine, Bax ve Bak gibi pro-apoptotik
Bcl-2 proteinleri mitokondriyal dig zarda oligomerize olabilir ve Mitokondriyal
Dis Membran Gegirgenligini (MOMP) indikleyerek apoptozu tesvik edebilir
(232-233). Bax, agirlikli olarak canli hucrelerin sitozolunde bulunur, ancak
mitokondri ylzeyi ile sitozol arasinda yer degistirirken, Bak c¢ogunlukla

mitokondrinin dis zarinda bulunur (234). Ozellikle, Bcl-2, Bcl-xl ve Mcl-1,
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MOMP'yi destekleyen Bax kanali olusturma aktivitesini bloke ederek

apoptozu inhibe eder (225).

Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin upregllasyonu, karsinogenez
ile iliskili yaygin bir fenomendir. Ornegin, Bcl-2'yi asir  eksprese
eden transgenik fareler , nispeten dtsuk bir olusum oraninda da olsa spontan
timorler gelistirir  (235). YUksek Bcl-2 seviyeleri ayrica kanser
hlcrelerinin dengesini hayatta kalmaya dogru kaydirir ve kemorezistansa
katkida bulunabilir (225).

I.B.b. Apoptoz, Kanser ve ilag Direncinde IAP Proteinlerinin

Rolu

Apoptoz proteinleri inhibitért (IAP’ler), apoptozisi, sitokinezi ve sinyal
iletimini duzenleyen yapisal ve islevsel olarak birbirine benzer protein
grubudur. Apoptoz inhibitdrleri (IAP) protein ailesi, iltihaplanma, bagdisiklik,
hicre gogu ve hidcre olumu icin 6nemli olan genlerin ekspresyonunu
dizenleyen ubikuitine (Ub) bagimh sinyal olaylarini kontrol eder (225).
Bugline kadar, NAIP (BIRC1), c-IAP1 (BIRC2), c-IAP2 (BIRC2), c-IAP2
(BIRC3), X'e bagh IAP (XIAP, BIRC4), Survivin (BIRC5), Apollon (BRUCE,
BIRCG), Livin/MLIAP (BIRC7) ve IAP benzeri protein 2 (BIRC8) olmak tzere
sekiz IAP tanimlanmistir (236-237). Kaspazlarin endojen inhibitorleri olan
IAP'ler, korunmus BIR alanlarini kaspazlarin aktif bolgelerine 27 baglayarak,
aktif kaspazlarin bozunumuna yol agarak veya kaspazlarin substratlarina
baglanmasini engelleyerek kaspaz aktivitesini inhibe edebilirler (238). Bir¢ok

kanserde duzensiz IAP ekspresyonu bildirilmistir (160).

Cesitli kanser turlerinde yuksek IAP protein seviyeleri bildirilmigtir
(239). Ozellikle, XIAP lésemide ve ayrica su karsinomda asiri eksprese edilir:
akciger, kolon, melanom , yumurtalik, mesane , bobrek, meme, prostat ve
tiroid (240). Kolon ve mesane kanserinde ve servikal B hucreli kronik

lenfositik I1dsemide artan clAP1 seviyeleri bulunmustur (240).

II.B.c. XIAP
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XIAP, endojen kaspaz inhibitorleri ailesini temsil eden apoptoz
inhibitoru proteinlerine (IAP) aittir (241). Diger insan IAP'leri gibi, XIAP de
esas olarak apoptozu bloke ederek hilcre dlimund engeller. 1996 yilinda
kesfedilen ve apoptoz proteininin X'e bagh inhibitéri olan XIAP, kaspazlari
baglayarak ve inhibe ederek hucre olumu sinyal yollarini duzenler
(242). XIAP, en 6nemli U¢ apoptoz efektor kaspazinin, kaspaz-3, kaspaz-7 ve
kaspaz-9'un aktivitesini dogrudan engelleyebilen tek IAP'dir (243).

Ek olarak, XIAP, kaspazlarin ubikuitin-proteazom aracili bozunmasini
destekler (244). XIAP'nin yoklugu veya inhibisyonu, apoptozu indikleyen
sinyal kompleksinin olusumunu ve aktivasyonunu arttirir ve hucrelerin
cogunlugunun, TNF-alfa ile oldugu gibi apoptozis reseptoriinin neden oldugu

apoptoza duyarli hale gelmesini saglar (245-246).

Genetik

XIAP, 6 kodlama ekzonundan olusan XIAP/BIRC4 geni tarafindan
kodlanir (247). Bugune kadar 90'dan fazla hastalida neden olan mutasyon
tanimlanmistir. Mutasyonlar genin uzunlugu boyunca dagilir ve anlamsiz ve
yanlis anlamli mutasyonlari, buyuk tam ekzon silmelerini, kiiguk eklemeler ve
silmeleri icerir, genellikle ¢gerceve kaymasi mutasyonuna yol agar ve intronik
mutasyonlari igerir. Anlamsiz mutasyonlar ve delesyonlar genellikle XIAP
proteininin yokluguna yol agarken, yanlis anlamli ve ek yeri mutasyonlari,
tam uzunlukta veya kesilmig, ancak iglevsiz veya islevsiz proteinin kalinti

ifadesine yol agabilir (247).

Bir XIAP/BIRC4 mutasyonunun disi tasiyicilari  genellikle
asemptomatiktir. Bununla birlikte, HLH benzeri hastalik, kolit ve cilt belirtileri
dahil olmak Uzere cesitli semptomlari ifade eden semptomatik kadin

tasiyicilar tanimlanmistir (248).

XIAP Protein Yapisi ve iglevi

XIAP, apoptoz inhibitért (IAP) protein ailesine ait ylUksek oranda
korunmus, her yerde eksprese edilen bir proteindir (247). CIAP-1 ve clAP-2
ile ortak 6nemli yapisal ve fonksiyonel 6zelliklere sahiptir. Protein 497 amino

asit uzunlugundadir ve U¢ ¢inko baglayici bakuloviris IAP tekrar (BIR)
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alanindan (lAP'lerin ayirt edici ozellikleri), bir ubikuitin ile iligkili (UBA)
alandan ve RING (really interesting new gene) parmak alanindan olusur
(Sekil-5 ) (249). BIR alanlan kaspaz-3, -7 ve -9'u dogrudan inhibe ederek
XIAP'ye anti-apoptotik aktivitesini verir (248,250). XIAP'nin iyi bilinen anti-
apoptotik ozelliklerinin yani sira, daha yakin tarihli galismalar, XIAP'nin
bagisiklikta temel iglevlere sahip oldugunu gostermigstir. XIAP'in BIR alanlari,
spesifik bir peptit dizisine, IAP-baglama motifine (IBM) baglanarak kaspaz
olmayan protein etkilesimlerinde yer alir (247). Bu etkilesimler, XIAP'nin
cesitli sinyal yollarindaki roline aracilik eder. UBA alani, dogrudan
poliubikuitin (polyUb) zincirlerine baglanabilir, boylece XIAP'nin Ub'ye bagli
sinyal yollarina katilmasini saglar (251). Son olarak, RING alani E3 ubiquitin
ligaz aktivitesine sahiptir, bu da XIAP'nin proteazomal bozunma igin
proteinleri hedeflemesini veya modifiye edilmis proteinlerin aktivitesini

degistirmesini saglar (247).

XIAP'In BIR2 ve 3 alanlarinin kaspaz 3, 7 ve 9'u dogrudan
engelledigi iyi bilinmektedir (sekil-5) (250,252). BIR1, XIAP iginde BCL10
bagdlayici bolge olarak izole edilmigtir. Bu etkilesim Dectin-1 sinyal yolunda rol
oynar (253). Ayrica BIR1, NF-kB ve MAPK vyollarinin aktivasyonu icin gerekli
olan TABL/TAK1l kompleksini taniyabilir (254). BIR2, NF-kB ve MAPK
aktivasyonuna yol acan NOD1/2 (Nukleotid baglayici oligomerizasyon alani
iceren protein 1/2) sinyal yollarinda gerekli bir adimi olusturan RIPK2 ile
etkilesime girer (255). UBA alani, poliubikuitin zincirlerini dogrudan
baglayabilir ve muhtemelen politbikitinlenmis NEMO'ya baglanmasi yoluyla
NF-KB'nin aktivasyonu igin gereklidir (256). XIAP'nin C-terminal RING
parmak alani, E3 ubiquitin ligaz islevine sahiptir, bu da XIAP'nin proteazomal
bozunma icin proteinleri hedeflemesini veya protein islevini degistirmesini
saglar (247). Ornegin, XIAP'nin ubikuitin ligaz aktivitesi, RIKP2'nin ¢oklu-
ortaklastinimasi yoluyla NF-KB'nin NOD2 aracili aktivasyonu igin Kkritiktir
(249).

53



NF-kB NF-kB

NFkB  MAPK MAPK NF-«B
@ ] T T

polyUb  E3 ubiquitin ligase

C BR1 ) ~ BR2 )—{ BR3 " usA —{RING

| |

Caspase-7

Sekil-5: XIAP'nin protein alanlari (247).

UBA: Ubikuitin iligkili alan, BIR: Bakuloviris IAP tekrar, polyUb: poliubikuitin,
NF-kB: Nuclear Factor kappa B, RIPK2: Reseptdrle etkilesen serin / treonin-
protein kinaz 2, TAK1: donusturicu buylime faktora-B ile aktive olan kinaz 1,
BCL10: B-hucreli lenfoma/lésemi 10.

Anti-apoptotik iglevleri sayesinde XIAP, adaptif immun yanitta yer alir
(247). Bu nedenle, enfeksiyon Uzerine, virise o6zgli T hicrelerinin
geniglemesinin, XIAP eksikligi olan hastalarda optimalin altinda oldugu
dusunulmektedir (247).

XIAP eksikliginde hem adaptif badisiklik tepkisi hem de dogustan
gelen bagisiklik tepkisi tehlikeye girer (247). Ek olarak, hicre ici patojenler,
XIAP'nin yoklugunda ksenofaj yoluyla daha az etkili bir sekilde temizlenir.
Sonug¢ olarak proinflamatuar sitokinler asiri Uretilir ve hicre olumu
gerceklesir. Bu da HLH (hemofsgositik lenfohistiyositoz), IBD (inflamatuar
barsak hastaligi), HLH benzeri hastalik, artrit ve diger inflamatuar fenomenler

olarak ortaya ¢ikabilen kronik bir hiperinflamasyon durumuna yol agar (247).

Ek olarak, Dectin-1 sinyallemesi igin XIAP gereklidir (253). Dectin-1,
mantar hicre duvarlarinda bulunan ana karbonhidrat yapisi olan B-glukan'in
taninmasi yoluyla antifungal bagisiklikta rol oynayan bir transmembran
PRR'dir (257). Dectin-1 aktivasyonu Uzerine XIAP, NF-kB ve MAPK
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aktivasyonu, sitokin Uretimi ve fagositoz i¢in dnemli bir adim olan BCL10'u

bagdlar ve ¢ogaltir (253).

Ayrica XIAP, NLRP3 (NLR ailesi purin alani 3) inflamatuarinin
aktivasyonunun duzenlenmesinde onemlidir (247). XIAP kaybi, klasik
kaspaz-1/NLRP3 inflamatuar aktivasyonunun duzensizligi, proinflamatuar
sitokinlerin asiri Uretimi ve hiicre 8limi ile sonuclanir (258-259). ilk
acgiklanan, XIAP'nin hem TNFR1 (tUmor nekrozis faktdr reseptor 1) hem de
TLR (Toll benzeri reseptor) sinyalini takiben RIKP1, FADD ve kaspaz-8'den
olusan 6lume neden olan bir kompleks olan ripoptozom Uzerindeki inhibitor
etkisiydi. Bu inhibitdr etkiye, RIPK1 ubiquitination'in XIAP tarafindan RIPK3'e
badli bir sekilde dizenlenmesi aracilik ediyor gibi gérinmektedir (258). Daha
yakin zamanlarda, XIAP'nin TNFR2 sinyallesmesinde de rol oynadigi
gOsterilmigtir. Bu baglamda, XIAP, TLR-MyD88 ile induklenen TNFR2
sinyalini takip eden clAP1'in proteazomal bozulmasini inhibe eder. XIAP
kaybi durumunda, clAP1'in bozulmasi inflamatuar aktivasyona yol agar (260).
XIAP ayrica TNFR2 aktivasyonu Uzerine meydana gelen RIPK1 kinaz
aktivitesine ve ROS duretimine aracilik eder, boylece kanonik inflamatuarin
aktivasyonunu ve up regulasyonunu inhibe eder (259). XIAP'nin inflamatuar
regulasyondaki roliiniin 6nemli, ancak karmasik olmakla beraber heniz tam
olarak anlasilamamistir (247). Sasirtict bir sekilde, NLRP3'teki fonksiyon
kazanci mutasyonlarinin neden oldugu Cryopyrin ile iligkili periyodik
sendromu (CAPS) olan hastalar, XIAP eksikligi olan hastalara benzer sekilde
tekrarlayan ates, uveit ve artrit geligtirir, ancak HLH, splenomegali veya IBD

gelistirmez (261).

Son olarak, son calismalar, XIAP'nin hicre i¢i bakterilerin otofajik
eliminasyonunda rol oynadigini ve lizozomlarin otofagozomlarla verimli
fuzyonu igin gerekli oldugunu gdstermistir (262-263). Genel olarak, XIAP'nin
hem patojenlerin temizlenmesi hem de inflamatuar yanitin dizenlenmesi igin

onemli oldugu agiktir (247).

XIAP eksikliginde, miyeloid hucreler tarafindan sitokin dretiminin

azalmasi ve ardindan nétrofillerin ve fagositlerin atraksiyonunun bozulmasi
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ile karakterize edilen, etkisiz bagisiklik tepkisine bagh olarak patojenlerin
anormal kaliciligi oldugu teoridir (247). Ek olarak, proinflamatuar sitokinlerin
asiri Uretimi ve lenfositlerin ve miyeloid hicrelerin élumuyle birlikte kontrolsiz
inflamatuar aktivasyon vardir (Sekil 6)(247). Genel olarak bu surecler, HLH,
IBD, HLH benzeri hastalik, artrit ve diger inflamatuar fenomenlere yol

agabilen kronik bir hiperinflamasyon durumuyla sonuglanir (247).
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Sekil-6: XIAP eksikliginde gozlenen inflamatuar fenomenin altinda yatan
hastalik patofizyolojisinin basitlestiriimis modeli (247).

TLR: Tall benzeri hicre, TNFR: TUmor nekrozis faktor reseptor 1/2, NOD1/2:
Nukleotid baglayici oligomerizasyon alani iceren protein 1/2, XIAP: apoptoz
proteininin X'e bagli inhibitora.

Apoptoz disinda, XIAP ayrica bir hiucresel kendi kendini yok etme
programi olan nekroptozun duzenlenmesine de katilir (242,246). Buglne
kadar, XIAP'nin var olan en guglu anti-apoptotik ve olumu onleyen protein
olduguna inaniliyor (242,264). |IAP ailesi uyeleri gesitli hucresel fizyolojik

surecleri duzenlediginden ve bu molekullerin duzensizliklerinin (¢ogunlukla
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up-regulasyonunun) insanlarda tumoér olusumunu, tUmor metastazini ve
kansere karsi tedavi direncini arttirdidi bilinmektedir (223,225,266). Yuksek
XIAP seviyeleri, AML (akut miyeloid 16semi), renal hucreli karsinom (RCC),
mide kanseri ve bas ve boyun kanserinde kot prognoz igin bir belirtectir
(267,268). XIAP ekspresyonu ile tumor agresifligi arasinda 6nemli bir ters
korelasyon oldugu gosterildi (269). XIAP, hidcre 6lumunu engelleyerek ve
hayatta kalma yolundaki vyollari kolaylastirarak, tumorin baslamasini,
ilerlemesini ve ilerlemesini destekler. XIAP'nin zararli dodasi ve XIAP'yi cesitli
kanser turlerine baglayan artan veriler gz onune alindiginda, odak noktasi

anti-XIAP ilaclarinin gelistirimesine yonlendirilmigtir (242).

[1.B.d Survivin

1997 yilinda kesfedilen survivin, IAP (apoptoz proteinlerinin
inhibitord) ailesinin bir Gyesidir (270). Survivin nukleus, sitozol ve mitokondri
gibi farkli hiicresel kompartimanlarda bulunur. Onceki galismalar, survivin'in
hicre boélinmesinin dizenlenmesinin yani sira apoptozun baskilanmasinda

da rol aldigini gostermistir (271).

Apoptozun survivin tarafindan inhibisyonunun kesin mekanizmasi
hala bir tartisma konusu ve gorus iki ana teori arasinda bolunmustur. Bir
teori, survivin'in aktif kaspaz-3, -7 ve -9'a dogrudan baglanmasi ve apoptozu
inhibe etmesidir (272). ikinci teori, survivin'in apoptotik yoldaki diger

faktorlerle etkilesime girerek apoptozu inhibe etmesidir (273-274).

II.B.d.a. Genetik

Survivin geni, 17925 kromozumda lokalize antiapoptotik proteinlerin
en kugugu olan survivini kodlar (174). Survivin geni (BIRC5: Baculoviral IAP
repeat containing 5) 14.5 kb blyutkliginde olup 17925.3'de yer almaktadir
(275). 4 ekzon ve 3 introndan olusmaktadir. Proteini 16.3 kDa
bayukligundedir ve 142 aminoasitten olusmaktadir. IAP (apoptoz protein
inhibitdru) ailesinin en kiguk uyesidir, diger IAP proteinlerinden farkl olarak
tek bir BIR (baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat) bdlgesi
icermektedir (276). Bu bolge kaspazlari inhibe etme fonksiyonu igin
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gereklidir. Ayni zamanda karboksil ucunda alfa helikal sariimis sarmal (coiled
coil) bolgesi icermektedir. Ancak diger IAP proteinlerinde bulunan RING

(really interesting new gene) finger bolgesi bulunmamaktadir (277).

[I.B.d.b. Survivinin Fonksiyonlari

Survivin, |AP ailesinin bir Uyesidir. Apoptozda rol oynayan bir protein
olarak bilinmesinin yani sira mitotik eksen ve mikrotubul dinamiklerini
duzenleyerek hilcre bolinmesinde merkezi bir rol oynamaktadir. Otofaji ve

DNA tamirinde gorev aldigini gosteren galismalar da bulunmaktadir (278).

[I.B.d.b.a. Survivinin Apoptozdaki Rolli

Hucre olumdnun programh bir sekilde kontrol edildigi, doku
homeostasisi igin dnemli bir sure¢ olan apoptoz ekstrinsik (6lUm reseptorleri)
ve intrinsik (mitokondriyal) olmak Uzere iki farkh yolak ile gerceklesmektedir
(279). Kaspaz aktivasyonu her iki yolak icin de esansiyeldir. intrinsik yolakta
bulunan anahtar duzenleyicilerin bircogu Bcl-2 (B cell lymphoma 2) ve IAP
ailesine aittir. Bcl-2 ailesi tyeleri BH (Bcl-2 homology) bodlgelerinden en az
birini icermeleri ile karakterize edilmekte ve birbirine zit etkili proapoptotik ve

antiapoptotik proteinlerden meydana gelmektedir (280).

IAP, instrinsik yolakta duzenleyici rol oynayan diger bir protein
ailesidir. IAP ailesi uUyeleri, sayilari 1-3 arasinda degisen ve antiapoptotik
fonksiyon icin gerekli olan BIR bdlgesini icerirler. Birgok IAP’nin karboksil
ucunda RING bdlgesi bulunurken, bazilarinda CARD (caspase recruitment
domain) bdlgesi bulunmaktadir (281). Bu ailenin iyi tanimlanmig tyeleri XIAP
(X chromosome linked IAP), clAP1 (cellular 1AP1), clAP2 (cellular 1AP2),
BIRC6 (baculoviral inhibitor of apoptosis repeat containing 6)
(Bruce/Apollon), ML-IAP 35 (melanoma IAP), ILP2 (IAP like protein 2), NAIP
(neuronal apoptosis inhibitory protein) ve survivindir (282).

Daha 6nce yapilan galismalar survivinin diger |IAP ailesi Uyeleri gibi
aktif kaspaz 3, kaspaz 7 ve kaspaz 9'a dogrudan baglanarak fonksiyonlarini
engelledigini gostermistir (283). Fakat bu durum survivinin kaspazlara
baglanmay! saglayan yapisal bdlgelerden yoksun olmasi nedeni ile yeteri

kadar aciklayici olmamaktadir (280). Son ¢alismalar survivinin XIAP (X linked
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IAP) ile etkilesime girdigini ve XIAP’nin kaspaz 9'u inhibe etmek icin stabil
kalmasini saglayarak apoptozu oOnledigini gostermistir. Ayrica survivinin
apoptozom olusumunu engelleyerek kaspaz 9 aktivasyonunu baskilamak igin
HBXIP (hepatitis B virus X interacting protein) ile etkilesimde bulundugu
gOsterilmigtir (284). Butun bu bilgiler 1s1ginda survivinin apoptozu inhibe
etmesinde, kaspazlara direkt baglanmasi yerine diger 36 molekdl ile is birligi

icerisinde oldugu hipotezi daha fazla kabul gérmektedir (285) (Sekil 7).

RCC (renal hucreli karsinom) 'de kaspaz aktivasyonu ve EGFR-ERK
yolu inhibisyonu ile birlikte survivinin down- regulasyonu ile hicre biyumesini

inhibe ettigi ve apoptozu indukledigi gésterilen yayinlar mevcuttur (286).

g =

Bax Bcel-2

Bak Bel-XL

Bad Bel-w

Bid Mdi-1

SMAC-DIABLO

_\\
Crm-

SSurvivin! > L
P o - . ~
A5\ /
aspaz
aracili
apoploz

Sekil — 7: Survivinin apoptoz inhibitor fonksiyonu (285).

XIAP: apoptoz proteininin X'e bagli inhibitori, APAF-1, apoptotik proteaz
aktive edici faktor 1, FADD: Fas ile iliskili 6lim alani proteini, FasL: Fas
ligandi, TRAIL: TNF iligkili apoptoz indukleyici ligand.

[I.B.d.c. Survivinin Hiicre Boliinmesindeki Rolu
Survivin, mitozun duzenlenmesinde anahtar bir yapi olan CPC
(chromosomal passenger complex)’nin bir bilesenidir. i§ iplikgiklerinin

olusumu ve sitokinezin tamamlanmasi igin survivinin INCENP (inner
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centromere protein), Aurora B (287) ve Borealin/Dasra B (288) proteinleri ile
fiziksel iletisimi gereklidir. Survivin, hucre doéngusunin G2/M fazinda
fosforillenmis histon H3’e baglanmakta ve mitotik kinaz Aurora B’yi aktif hale
getirmektedir (289). CPC ve Auroranin, survivinin BIR bdlgesi vasitasiyla
etkilesimi mitozun tamamlanmasi igin kritik bir surectir. Genomun korunmasi
ve mikrotubul dinamiklerinin kontroli gibi fonksiyonlari, survivinin mitoz
boyunca hucre dongust bagimli  bir sekilde transkripsiyonunu,
posttranslasyonel dizenlemeler olarak da p34cdc2 (290) ve Aurora B
kinazlar ile fosforilasyonu ve ubikitinasyonunu gerektirmektedir (291). Ayrica,
survivinin mikrotubdller ile etkilesiminin mitozun basinda bozulmasi onun
antiapoptotik fonksiyonlarinin kaybi ve kaspaz 3 aktivitesinin artmasi ile
sonucglanmaktadir (292). Bu sonuglar survivinin kanser hlcrelerinde yanlizca
apoptozu inhibe etmedigini ayni zamanda proliferatif aktiviteyi arttirdigini
gostermektedir (293).

[1.B.d.d. Survivinin Otofajideki Rolu

Yapilan c¢alismalar survivinin otofaji ile de iliskili oldugunu
gOstermigtir. Apoptoz indUkleyici TRAIL’a cevap olarak insan glioma
hicrelerinde otofaji dizenleyicisi Beclin 1 ve survivin arasinda etkilesim
oldugu gosterilmistir (294). Daha sonra CCL2’nin (chemokine (C-C motif)
ligand 2) PC3 prostat kanser hicrelerini otofajik hicre dlimunden PI3K-AKT
survivin yolag! ile korumakta oldugu gosterilmistir (295). Birlikte ele
alindiginda bu galismalar survivin ekspresyon artiginin otofajiyi inhibe ettigini
bunun yaninda survivin ekspresyonunun azalmasinin ise otofajiyi ilerlettigini
goOstermigstir (278).

II.B.d.e. Survivinin DNA Tamir Mekanizmasindaki Rolii

Survivinin  mitoz, apoptoz ve otofajinin yaninda DNA tamir
mekanizmasinda da yer aldigini gosteren galismalar bulunmaktadir. Sahip
oldugu NES (nUkleer export sinyali) sayesinde c¢ekirdek ve sitoplazma
arasinda mekik dokumakta ve sitoplazmaya CRM1 (Chromosome 38 region
maintenance 1) yapisi vasitasiyla gegmektedir. Cekirdege gecmesi ile DNA
tamir mekanizmasinin NHEJ (Nonhomologous end joining) yolaginda gérev

yapan Ku70 (ATP dependent DNA helicase Il 70 kDa subunit) ekspresyonu
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artmakta ve kanser hucrelerinin DNA ¢ift zincir kiriklarini tamir yetenekleri
artmaktadir (296). Capalbo ve arkadaslari yaptiklari bir c¢alismada
radyasyona maruz kalmayi takiben survivinin DNA-PKcs (DNA dependent
protein kinase catalytic subunit), MDC1 (mediator of DNA damage
checkpoint protein 1), Ku70 ve H2AX (H2A histone family member X) ile
kompleks olusturdugunu gostermiglerdir (297). Ayrica iyonize radyasyona
maruz kalan glioblastoma hucrelerinde survivinin, DNA-PKcs, MDC1, Ku70

ve H2AX ile birlikte lokalizasyonu gosterilmigtir (298).

[I.B.d.f. Survivinin Normal Dokular ve Tiumoér Dokularinda
Ekspresyonu

Survivin  ekspresyonu normal dokularda gelisimsel olarak
duzenlenmektedir. Farklilasan bircok dokuda ya hi¢ bulunmamakta ya da ¢ok
diguk seviyelerde mevcut olmaktadir (299). Ancak CD34+ kemik iligi
hicrelerinden koken alan kok hucreleri, bazal epitel hucreleri, timositler ve
serviksin bazal epitel hucreleri gibi hizli bolunen normal hicrelerde az
duzeyde eksprese edilmektedir (275). Yapilan son c¢alismalar survivinin
embriyonik gelisim, hematopoetik hicre proliferasyonu, T hucre gelisimi,
vaskuler endotelyal hiicre homeostasisi gibi bircok slrecte fizyolojik bir rolu
oldugunu gdstermistir (300). ilging olarak, survivin yiiksek derecede
farkllagsmig dokularin bazilarinda da rapor edilmigtir (301). Survivinin
siganlarda travmatik beyin hasari sonrasi noral hicre sagkalimini arttirdigi
gOsterilmistir (302). Buna ek olarak, survivin ekspresyonu dusuk olan
farelerde yapilan calismada survivinin bdbregin apoptozdan korunmasi igin
gerekli oldugu gosterilmistir (9). Normal dokularda eksprese olmasina karsin,
survivinin ekspresyon duzeyi transforme hucrelerde oldugundan daha az
olmaktadir. Birgok c¢alisma survivinin kolon, akciger, beyin gibi bircok solid
tumor tipinde ve hemotolojik malignensilerde yuksek duzeyde eksprese
oldugunu gostermistir. Ekspresyonu cesitli benign ve neoplastik lezyonda
tespit edilmigtir (283). Kanser hucrelerinde yuksek diuzeydeki ekspresyonu
tumor agresifligi ile iliskilendiriimektedir. Solid tumér ve hematolojik
malignensilerin farkl tiplerinde yapilan galismalar ylksek dizeydeki survivin
proteininin timor ilerlemesinde prediktif olabilecegini gdstermistir (303).
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Survivin ekspresyonunu duzenleyen birgok mekanizma agiklanmigtir. Normal
overlerde survivin geni metilasyon ile susturulmaktadir. Ancak over
kanserinde demetile hale gelmekte ve transkripsiyonel olarak aktif olmaktadir
(304). P53 gibi transkripsiyonel faktorlerin cesitli insan kanseri hucre

dizilerinde survivin ekspresyonunu duzenledigi gosterilmigtir (305).

[ll.Resveratrol

Resveratrol (RSV) (3,5,4'-trihidroksi-trans-stillben), iki karbonlu bir
metilen kdprusu ile birbirine baglanan iki fenil parcasinin ortak ortak yapisina
dayanan stilben ailesine ait bir polifenoldiur (306-307). RSV, Uzum suyunda
(0,19-0,96 mg/L) ve kirmizi sarapta (1.9 = 1.7 mg/L) olduk¢a yuksek
seviyelerde olmak Uzere UzUm, cilek ve yer fistiginin kabugunda bulunur
(307-308). Son vyillarda resveratrolun bdbrek hasarina kargi koruma, anti-
inflamatuar etki, anti-oksidatif etki, kardiyovaskuler etki, néroprotektif etki,
akciger koruyucu etki, karaciger koruyucu etki, anti-timor etki, anti-mikrobiyal
etki, trombus olusumunun inhibisyonu, anti-osteoporotik etki, kemik iligi
stromal hucre gogu uyarilmasi ve immun duzenleyici etkileri ile ilgili birgok

calisma yapilimistir (309-315).

Uchida ve ark., glomerller mezanjiyal hicrelerin RSV (50-75 uM)
tedavisinin potansiyel proinflamatuar etkilerini gostermistir (316). Aktive B
hdcrelerinin nukleer faktor kappa hafif zincir guglendiricisi (NF-kB), bir kez
aktive edildiginde enflamatuar ve immun dizenleyici genlerin transkripsiyonel
aktivasyonu ile sonuclanan bir transkripsiyon faktorleri ailesidir. Bu hicreler
glomertlonefritli bireylerde aktive olur (317). Proinflamatuar sitokin interlokin-
1 (IL-1) veya tumor nekroz faktor alfa (TNF-a) ile birlikte uyarilan glomeruler
mezangial hucreler ve RSV tedavisi, NF-KB aktivitesinde artigla sonuglandi
(316). Bu artan proinflamatuar etki, bdbrek proksimal tubul LLCPK1
hicrelerinde de gosterilmistir. Bununla birlikte, glomeruler mezanijiyal
hicreler ve LLCPK1 hucreleri tek basina RSV ile tedavi edildiginde, NF-

KB'de onemli bir degisiklik meydana gelmemistir, bu da RSV'nin yalnizca
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onceden var olan pro-inflamatuar sitokinlerin varliginda proinflamatuar etkiler

gosterdigini dusundurmektedir (316).

Bagka bir galismada, CRL-2573 (rat bdbrek hlcresi) mesanjiyal
hdcrelerinin RSV'ye maruz kalmasi, yuksek glikozun neden oldugu hucre
proliferasyonunun zayiflamasi ile sonuglanmistir (318)(tablo-7). Ek olarak,
RSV, p38 fosforilasyonunda, transforme edici buylime faktora-p1'de (TGF-
B1) ve fibronektin ekspresyonunda yuksek glukoz kaynaklh artigi hafifletmistir
(318)(tablo-7).

SV40 MES 13 (fare mezengial hlcresi) hicrelerinin RSV ile tedavisi,
artan mitokondriyal membran potansiyeli ve ATP dretimi ile TGF-B1 ile
induklenen mitokondriyal fonksiyonu zayiflatti ve ROS (reaktif oksijen turleri)
uretimini azalttt (319). EK olarak, RSV, mitokondriyal kompleks I/l
aktivitelerini ve fizyon/fizyon (NDUFB8 ve nikleer olarak kodlanmis ATP )
protein seviyelerini artirdi (319), bu da RSV'nin elektron tasima zinciri
uzerinde koruyucu bir etkisi oldugunu gosterir. RSV tedavisi ayrica sirtuin 1
(SIRT1) protein seviyelerini arttirirken, peroksizom proliferatoru ile aktive
olan reseptdr gama koaktivatori (PGC)-1a ve asetillenmis-PGC-1a protein
seviyelerini azaltti, bu da RSV'nin mitokondriyal koruyucu etkilerinin SIRT1

aktivasyonu ile iligkili olabileceg@ini dusundurmusgtur (319) (tablo-7).

Bir arastirmada TCMK-1(fare tubulus hicresi) renal epitel
hicrelerinin RSV ile tedavisi, kadmiyum kaynakli apoptozun azalmasina ve
hidcre canlihdinin artmasina neden oldu (320) (tablo-7). Mitokondriyal
biyogenezin énemli duzenleyicileri olan mitokondriyal PGC-1a ve superoksit
dismutaz 2 (SOD2) mRNA ekspresyonu, RSV ile tedavi edilen kadmiyum
kaynakli TCMK-1 (dénusturilmus fare bobrek hicresi) hlcrelerinde artmis
olarak goruldl. RSV tedavisi ile mitokondriyal ROS (mROS) uretimi azaltiimis
ve mitokondriyal SIRT3 protein seviyesi ve aktivitesi artiriimistir (320) (tablo-
7).

HK-2 hdcrelerinin RSV (5-20 pM) tedavisi, TGF-B ile induklenen
EMT'yi (epitelden mezenkimal gegis) doza bagl olarak azaltti (321) (tablo-

7). SIRT1 ve epitel hicre belirteci E-cadherin protein seviyeleri artarken,
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fibrotik belirtegler, a-duz kas aktin (a-SMA) ve fibronektin seviyeleri RSV
tedauvisi ile azaldi. Bu sonuglar, SIRT1 inhibitori EX527'nin birlikte kullanimi
ile ortadan kaldiriimistir ve bu, RSV'nin etkilerine Sirt1 sinyallemesinin
aracilik ettigini duastndurmektedir (321). RSV tedavisi ayrica Smad3'Un
fosforilasyonunu azalttt ve bobrek fibrozunun ilerlemesinde rol oynayan
onemli bir etkilesim olan SIRT1'in Smad3 ve Smad4'e baglanmasini azaltti
(321). Bununla birlikte, yiksek dozlu RSV tedavisi (40 uM), mitokondriyal
oksidatif ROS duretimini, fibronektin, a-SMA ve pro-apoptotik Bax protein
seviyelerini arttirirken, anti-apoptotik Bcl-2 protein seviyeleri azaltilarak
sitotoksisite ve fibrotik genetigin arttigini gosterir. Ek olarak, mitokondri
uzunlugu ve yogunlugu, ATP Uuretimi ve mitokondriyal biyogenez proteini
[PGC-1a ve mitokondriyal transkripsiyon faktéri A (TFAM)] seviyeleri yuksek
doz RSV tedavisi ile azalmigtir, bu da mitokondriyal disfonksiyonu gosterir
(321). Bu nedenle, dusuk RSV konsantrasyonlari hafifletirken, yiuksek RSV
konsantrasyonlari HK-2 hicrelerinde oksidatif strese ve fibrotik etkilere
aracilik eder (321) (Tablo-7).

Bobrek podositleri, Bowman kapsulindeki glomerulusun Kkilcal
damarlarinin etrafini saran hucrelerdir. Fonksiyonel olarak podositler, renal
endotelyal hucrelerle birlikte filtrasyon bariyerini olusturur ve glomertl
fonksiyonunu duzenlemek icin mezanjiyal hucrelerle etkilesime girer (322).
Yang ve ark. (323), transdiferansiasyonu induklemek icin fare podositlerini
TGF-B1 ile tedavi edip, ardindan RSV tedavisi verilmesi, podosit tek tabakasi
boyunca onemli 6lgude azalmis albumin gegcirgenligi ile sonuglanmistir, bu da
podosit olumunun azalttigini ve E-kadherin eksprese eden hucrelerin
yuzdesinin artirdigini gostermektedir (323). EK olarak, RSV tedavisi ile
podositler korunarak adezyon molekilleri P-cadherin, zonula occludens-1
(ZO-1) ve IRRE benzeri protein 1 (NEPH1) seviyeleri 6nemli di¢iide artarken,
a-SMA protein seviyeleri azaldi (323) (Tablo-7).

Podositlerin RSV ile tedavisi, timU diyabetik nefropati gelisiminde rol
oynayan yuksek glikozun neden oldugu mitokondriyal stresin zayiflamasi,
mROS dretiminin  azalmasi ve membran potansiyelinin artmasi ile

sonuglanmigtir (324). Ek olarak, RSV tedavisi, solunum zinciri kompleksi | ve
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Il aktivitelerini arttirirken, proapoptotik proteinlerin (sitokrom C ve diablo)
mitokondriden salinimini azaltti, bu da mitokondriyal igleyisin iyilestigini ve
podosit hasarinin azaldigini distindurdi. Ek olarak, SIRT1, PGC-1a, nukleer
solunum faktért 1 (NRF-1) ve mitokondriyal transkripsiyon faktori a (TFAM)
MRNA ve protein seviyeleri RSV tedavisi ile artti (324)(Tablo-7).

insan bobrek kanseri hiicrelerinin (786-0) RSV ile tedavisi, azalmis
VEGF mRNA ve protein seviyeleri ile iligkili olan hicre buylimesinin
azalmasiyla sonuglandi (325)(Tablo7). Sinyal donuasturtculer  ve
transkripsiyon (STAT) proteinlerinin aktivatorlerinin, bobrek kanseri de dahil
olmak Uzere cesitli malignitelerde up-regilasyonu gérulur. Caki-1 ve 786-0
bdbrek kanseri hicrelerinin RSV ile tedavisi, hiicre apoptozunu destekledigi
ve azalan koloni olugsumu ile goéruldigu gibi hiucre sagkalimini azalttig
goruldu (325). RSV, fosfo-STATS3 (tirozin 705 ve serin 727), fosfo-STATS
(tirozin 684 ve tirozin 699) ve nukleer STAT3 ve STATS protein seviyelerini
inhibe ederken, protein tirozin fosfataz (protein tirozin fosfataz (PTP)e ve Src
homoloji-2 alani fosfataz (SHP-2) iceren mRNA ve protein seviyelerini
arttirdigi goruldu (325). Ek olarak, fosforile edilmis kinazlarin [Janus kinaz
(JAK)1, JAK2 ve Src] protein seviyeleri, RSV tarafindan énemli élgtide inhibe
edildi. Bcl-2, bcl-xL, survivin, apoptoz inhibitéria (IAP)-1 ve IAP-2 protein
seviyeleri azalirken, kaspaz-3 protein seviyesi ve poli (ADP-riboz) polimeraz
(PARP) bolunmesi RSV ile her iki bobrek kanseri hucre hattinda arttinidi
(325)(Tablo-7).

Kadmiyum ile induklenen Kumming farelerinin 1 hafta sureyle RSV
(10 mg/kg/gun) ile tedavisi, BUN ve serum kreatinin duzeylerinde azalma ile
sonuglandi (320). Ek olarak, RSV tedavisi kaspaz-3 aktivitesini ve Bax
protein seviyelerini azaltarak bobrek hlcre apoptozunun azaldigini
gOsterir. RSV tedavisi, kadmiyum ile tedavi edilen bobreklerde fosforile ERK1

/ 2 protein seviyesini nemli dlgude azaltti (320) (Tablo-7).

Kronik bobrek hastaligi sigan modeli olan 5/6 nefrektomize Sprague-
Dawley siganlarinin 4 hafta sureyle RSV (20 mg/kg/gun) ile tedavisi, azalmig

mezangial hucre proliferasyonu ve glomerul matriks genislemesi ile birlikte
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atenle glomeruler hasarla sonuglandi (319). Bobrek TGF-B protein
seviyeleri, RSV tedavisi ile 6nemli 6l¢clide azaldi. Renal korteks mitokondriyal
elektron tasima zinciri proteinleri, ATP sentaz B ve sitokrom c¢ oksidaz alt
birim |1 (COX 1), RSV tedauvisi ile protein seviyeleri artarken, ROS Uretimi
azaldi (319). Ek olarak, RSV tedavisi bobrek korteks ATP uretimini ve
mitokondriyal kompleks | ve lll enzimatik aktivitesini arttirdi. Optik atrofi 1
(Opa1) ve mitofusin 2 (Mfn2) protein dizeylerinin artmasi ve fizyon dinaminle
iligkili protein 1 (Dnp1) protein dizeylerinin azalmasi nedeniyle RSV tedavisi
ile birlikte mitokondriyal fuzyon tercih edildi (319) (Tablo-7).

Liu ve ark. boébrek hasarli (UUO) C57BL/6 farelerinin 2 hafta boyunca
RSV (25 mg/kg/gun) ile tedavisi serum kreatinin dizeylerinin ve bobrek a-
SMA, snail proteini ve fibronektin protein dizeylerinin azalmasina neden oldu
(321) (Tablo-7). RSV ile tedavi edilen hayvanlarin bdbreklerinde tubuler
lezyon skoru ve interstisyel kollajen birikimi dnemli dlglide azaldi. Bu, disuk
(25 mg/kg/gin) RSV tedauvisi ile renal fibrozun kismen azaldigini gdsteren
SIRT1 up-regulasyonu ve azalmis fosforile Smad3 ile iligkilendirilmistir. Buna
karsilik, yuksek dozda bir RSV (100 mg/kg/gun), artmis bdbrek a-SMA ve
mitokondriyal transkripsiyon faktori (TFAM) ekspresyonu ile iligkili
agirlastinlmis renal fibrozis ile sonuclanmistir (321). Bu veriler, ylksek
dozlarda RSV'nin pro-fibrotik etkiler gosterebilecegini ve nefroprotektif etkiler
uygulayan potansiyel RSV konsantrasyonlarini ve potansiyel nefrotoksisiteye
sahip olabilecekleri arastirmak icin daha fazla calismaya ihtiyac oldugunu

gOstermektedir.

Benzer bir randomize, kontrolli ¢alismada, T2DM hastalarinda 4 ay
boyunca RSV (250 mg/glin) uygulamasi (3 yillik T2DM suresi ve minimum 6
ay oral hipoglisemik tedavi) total kolesterol ve trigliserit seviyelerinde
dusmeyle beraber lipid profilinde onemli dlglde iyilesme ile sonuglanmistir
(326). Serum kreatinin, Ure nitrojen seviyeleri ve total protein atilimi, RSV
tedavisi ile azalmigti, bu da bobrek fonksiyonunun iyilestigini
dusundurmektedir (326). Bu calismalar (326-327) T2DM ve bozulmus bobrek

fonksiyonu olan bireylerin RSV ile tedavisinin daha iyi glukoz, insulin ve lipid
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homeostaziyla

gOstermektedir.

ve

daha iyi bobrek fonksiyonuyla

sonuglandigini

Tablo-7: Resveratrol’in bobrek Uzerine etkileri (321-324, 326, 328, 329)

Hucre

Etki

Fare podositi

LAlIbUmin gecirgenligi

|Podosit 6lumu

1E-kadherin ekspresyonu
tP-kadherin, ZO-1 ve NEPH1proteini
la-SMA proteini

immortal podosit

1YUksek glikoz kaynakl

» Mitokondriyal stres

* mROS uretimi

» Cyto C ve diablo salinimi

tKompleks | ve IlI aktiviteleri

tMitokondriyal membran potansiyeli

1SIRT1, PGC-1a, NRF1, TFAM mRNA ve protein

CRL-2573 hiicreleri

1 YUksek glikoz kaynakh
e P38 MAPK aktivasyonu
o TGF-B1 ifadesi
e Fibronektin

SV40 MES 13
hicreleri

| TGF-B1 ile indUklenen ROS dretimi
1TGF-B1 ile induklenen
e Mitokondriyal membran potansiyeli
ATP
Kompleks I/lll aktivitesi
NDUFB8 ve ATP B proteini
SIRT1
PGC-1a deasetilasyonu

TCMK-1 hticreleri

|Kadmiyum kaynakli apoptoz
ImROS dretimi

tmSIRT3 proteini ve aktivitesi
1PGC-1a ve SOD2 mRNA

HK-2 hlcreleri

5-20 yM RSV:

| TGF-B ile indiklenen EMT

| Sitotoksisite

1SIRT1 ve E-kadherin proteini
la-SMA ve fibronektin proteini
|Ph-Smad3
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|SIRT1-Smad3/4

40 yM RSV:

1 Sitotoksisite

tmtROS salinimi

1Bax, fibronektin ve a-SMA proteini
|Bcl-2 proteini

JATP Uretimi

|PGC-1a ve TFAM proteini

5/6 Nefrektomize Mesangial hiicre proliferasyonu
Sprague-Dawley | Glomeril matriks genislemesi
sicanlari ITGF-B

TATP Uretimi

JROS Uretimi

tKarmasik | ve llI'Gn aktiviteleri
1ATP sentaz B

1COX 1, Opa1, Mfn2

1Drp1

C57BL/6 fareler 25 mg/kg RSV:
|Renal fibrozis

| TUbdler lezyon skoru
lInterstisyel kollajen birikimi
la-SMA proteini
1Snail proteini
|Fibronektin proteini
1SIRT1
|Phospho-Smad3
100 mg/kg RSV:
tRenal fibrozis
10-SMA ve TFAM

Kunming fareleri |Apoptoz
|Kaspaz-3 aktivitesi
|Bax proteini
JERK1/2 proteini
IBUN seviyeleri

| Kreatinin seviyeleri

T2DM hastalari 1Bobrek fonksiyonu

| Kolesterol seviyeleri

L Trigliserit seviyeleri
lSerum kreatinin

| Toplam protein atilimi
1 Ure nitrojen seviyeleri

Caki-1 ve 786-0 tApoptoz
hacreleri |Hayatta kalma
1Gog

ISTAT3 ve STATS aktivasyonu

TPTPe ve SHP-2 proteini

JJAK1, JAK2 ve c-Src proteini

1Bcl-2, bel-xL, survivin, IAP-1 ve |IAP-2 proteini
tKaspaz -3 protein

EMT: epitelyalden mezenkimal gecis; TFAM: mitokondriyal transkripsiyon faktéru A; Bcl-xL:
B hdcreli lenfoma-cok buyuk; Bax: Bcl-2 ile iligkili X;Bak proteini: BCL2-
antagonisti/éldaricu protein; a-SMA: a-duz kas aktin T2DM: tip 2 diabetes mellitus. ERK1/2:
hicre disi sinyalle dizenlenen kinazlar 1/2; c-Src: proto-onkogen tirozin-protein kinaz Src;
ROS: reaktif oksijen tdrleri; SIRT1: sirtuin 1; INK: c-Jun N-terminal kinazi; PAI-1:
plazminojen aktivatér inhibitéri 1; MAPK: mitojenle aktive olan protein kinaz; TGF-21:
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dondstirtcl bliyime faktort-21; ATP: adenosin trifosfat; PGC-1a: peroksizom proliferatort
ile aktive edilen reseptdér gama koaktivatorl; AMPKa: AMP ile aktive olan protein kinaz alfa;
MCP-1: monosit kemoatraktan protein 1; mROS: mitokondriyal ROS; ZO-1: zonula
okludens-1; NEPH1: IRRE benzeri protein 1; IL: interldkin; MKP-1: MAP kinaz fosfataz-1.

IV.Metformin

Metformin, glvenligi ve dustk maliyeti nedeniyle yaygin olarak
kullanilan  bir biguanid ilacidir. Plazma glikoz seviyelerini dusurme
konusundaki olaganustu yetenegi nedeniyle, tip 2 diyabetin erken evrelerinde

tedavi edilmesi icin 60 yili askin bir suredir kullaniimaktadir (328).

Calismalar, metforminin kanser (329-330), kardiyovaskuler hastalik
(331), karaciger hastaliklari (332), obezite (11), nérodejeneratif hastaliklar
(333) ve bobrek hastaliklari (334) Uzerinde guglu bir etkisi oldugunu
goOstermigstir. Tek basina ilag veya diger ilaglarla kombinasyon tedavisinin

farkh hastaliklar tedavi etmede etkili oldugu gdsterilmistir (328).

Metforminin renal koruyucu etkileri, gentamisin tarafindan induklenen
akut bdbrek hasari (AKI) (335) ve 5/6 nefrektomi kullanan CKD (336), tek

tarafli Ureteral gibi coklu hastalik modellerinde gosterilmigtir.

Antidiyabetik ila¢g metformin , endotel hicrelerinde oksidatif
stresin neden oldugu apoptozu azaltabilir ve diyabetik olmayan hastalarda

bile vaskuler disfonksiyonu 6nleyebilir (335).

Ortaya ¢ikan kanitlar, metforminin bobrekteki birgok faktorin neden
oldugu endoplazmik retikulum (ER) stresine karsi koruyucu rollnu
gOstermektedir (337-339). Lee ve arkadaslan (338) tarafindan yapilan bir
calismada, insan proksimal tubuler hlcrelerinde albimin kaynakli ER
stresinin, reaktif oksijen turleri-Src Kinaz-mTOR yolu araciligiyla aracilik ettigi
gOsterilmistir. Calisma ayrica metforminin albimin tarafindan indiklenen ER
stresini ve kaspaz 3-bagimli apoptozu azalttigini ve bdylece proksimal

tubdler hicrelerde tlbulointerstisyel hasari azalttigini gostermistir (338).
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GEREG VE YONTEM

Bu calisma deneysel olarak adriamisin ile NS olusturulmus siganlar
kullanilarak gergeklestirildi. Projemiz igin Bursa Uludag Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulundan onay alindi (30.11.2021 tarih / karar no: 2021-
15/18) Tum hayvan deneyleri, Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri
Komitesi tarafindan onaylanan ve Laboratuvar Hayvanlarinin Bakimi ve
Kullanimina lligkin  NIH Kilavuzuna uygun olarak yapildi. Siganlarda
adriamisin ile NS olusturulma modeli daha 6nce literatirde tanimlanmis ve
sik¢a kullanilan bir arastirma modelidir (135,340). Adriamisin enjeksiyonu ile
birlikte iki gruba (Grup 2 ve 3) sirasi ile 4 haftalik resveratrol ve metformin
tedavileri uygulandi. Bodylelikle deney suresi toplam alti hafta olarak
tamamlandi. Caligma sirasinda kullanilan resveratrol (Donotage firmasindan
temin edildi) ve metformin (ilko ila¢ firmasindan temin edildi) bilimsel
arastirma amaci ile Uretilmis saf etken maddeler olarak temin edildi. Calisma
gruplari; agirliklari 250-350 gram, yaslari 12-16 hafta arasinda degisen disi,
wistar albino tlrG siganlardan olusturuldu. Bunlardan rastgele segilen 12’u
kontrol grubu (Grup 4) olarak izlendi, 36’sinda ise adriamisin hidroklortr
distile su ile sulandirilarak intraperitoneal 10 mg/kg tek doz uygulanarak
nefrotik sendrom olusturuldu (134). Adriamisin uygulamasindan 15 gin sonra
36 sigan rasgele 3 gruba ayrildi. Grup 1 (Adriamisin grubu): Nefrotik sendrom
olusturulan bu gruptaki siganlar standart sican yemi ve musluk suyu ile
beslendi ve bu gruptaki siganlara baskaca bir islem veya tedavi yapilmadi.
Bir sican deney sirasinda o6ldu. Bu gruptaki toplam 11 sican 2,4 ve 6.
haftalarda literatirde daha dnce uygulandidi sekilde 5 saat sure ile metabolik
kafeslere alinarak, idrar protein dlgimlerinde kullaniimak (izere, spot Idrar
ornekleri  toplandi.  Literatur bilgilerine  uygun olarak adriamisin
uygulamasindan 6 hafta sonra deney sonlandirildi (sevofloran %4-8 inhaler
ile) (341). intrakadiyak 5 mm kan 6érnegi ve bébrek dokusu alindi. Deneyin
toplam suresi 6 hafta olarak belirlendi. Siganlar 12 saat aydinlik/12 saat

karanlik dongusune sahip, sicaklik kontrolli bir odada gozlemlendi. Bobrek
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doku lizati (homogenat), idrar ve kan ornekleri ¢alisilincaya kadar -20 °C’de
saklandi. Grup 2 (Adriamisin + Resveratrol grubu): Adriamisin
uygulanmasindan 15 gun sonra standart sican yemi ile beslenen siganlarin
suyuna resveratrol 40 mg/kg/gun (%0,3 carboxymetil celluloz ile dilue
edilmig) olarak katildi (306) ve bu tedaviye 4 hafta boyunca devam edildi. Bu
gruptaki siganlardan 4’G deney sirasinda 6ldu. Bu gruptaki toplam 8 sigan 2,4
ve 6. haftalarda literatirde daha énce uygulandigi sekilde 5 saat sure ile
metabolik kafeslere alinarak, idrar protein ve kreatinin Olgimlerinde
kullaniimak Uzere, spot idrar drnekleri toplandi. Literatlr bilgilerine uygun
olarak adriamisin uygulamasindan 6 hafta sonra deney sonlandirilarak
(sevofloran %4-8 inhaler ile) intrakadiyak 5 mm kan 6rnegi ve bobrek dokusu
alindi (342). Deneyin toplam suresi 6 hafta alarak belirlendi. Siganlar 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik dongustine sahip, sicaklik kontrolli bir odada
gozlemlendi. Bobrek doku lizati (homogenat), idrar ve kan ornekleri
calisiincaya kadar -20 °C’de saklandi. Grup 3 (Adriamisin + metformin
grubu): Adriamisin uygulanmasindan 15 gun sonra standart sican yemi ile
beslenen siganlarin suyuna metformin 100 mg/kg/gun olarak katilacak ve bu
tedavi 4 hafta surdiraldt (335). Bu gruptaki siganlardan 5’i deney sirasinda
olda. Bu gruptaki toplam 7 sigan 2,4 ve 6. haftalarda literatirde daha 6nce
uygulandidi sekilde 5 saat sure ile metabolik kafeslere alinarak, idrar protein
ve kreatinin élgiimlerinde kullaniimak Uzere, spot idrar érnekleri toplandi.
Literatur bilgilerine uygun olarak adriamisin uygulamasindan 4 hafta sonra (6.
haftada) deney sonlandirilarak (sevofloran %4-8 inhaler ile) intrakadiyak 5
mm kan o6rnegi ve bobrek dokusu alindi. Deneyin toplam siresi 6 hafta
olarak belirlendi. Siganlar 12 saat aydinlik/12 saat karanlik donglsune sahip,
sicaklik kontrolli bir odada goézlemlendi. Bobrek doku lizati (homogenat),
idrar ve kan Ornekleri c¢alisilincaya kadar -20 °C’de saklandi. Tum
si¢canlardan intrakardiak 5 ml kan 6rnegi alinarak 4000 devirde 4 dakika
santrifij edilerek serum 6rnekleri ayrildi ve érnekler g¢alisilincaya kadar -80
°C’de saklandi. Grup 4 (Kontrol grubu) n= 10: Siganlar 12 saat aydinlik/12
saat karanlik dongusine sahip, sicaklik kontrolli bir odada gézlemlendi ve

standart sican yemi ve musluk suyu ile beslendi. Bu grupta yer alan sicanlara
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calisma suresince herhangi bir islem veya tedavi yapiimadi. Bu gruptaki
siganlar 2,4 ve 6. haftalarda literatirde daha dnce uygulandigi sekilde 5 saat
sure ile metabolik kafeslere alinarak, idrar protein dlgimlerinde kullaniimak
lizere, spot Iidrar ornekleri toplandi. Deney basladiktan 6 hafta sonra
sevofloran %4-8 inhaler anestezi ile deney sonlandirildi. Bu gruptaki
sicanlardan da intrakardiyak 5 ml kan ve bdbrek dokusu alindi. Bobrek
dokular, idrar ve kan ornekleri Olgimler yapilincaya kadar -20 °C’de
saklandi. Kan drneklerinde otoanalizér kullanilarak kreatinin, BUN, albimin,
total kolesterol, trigliserid; spot idrar orneklerinde ise protein ve kreatinin
degerleri Olguldu. Biyokimyasal analizler biyokimya laboratuvarinda Roche
Modular cihazinda (serum ve idrar kreatinin Jaffe; kreatinin, BUN, trigliserid
ve total kolesterol enzimatik kalorimetrik; total protein ve albimin BCG end
point kalorimetrik; idrar proteini ise turbidimetrik yontemlerle dl¢tldu. Bobrek
doku drneklerinden ultrasonik pargalayici ile doku lizati elde edildi. Bu lizattan
ureticinin  talimatlarina gére Kaspaz-3, XIAP, Survivin ELISA kitleri
kullanilarak 8lgiildii (Farmasina, Istanbul, Turkiye). ELISA icin bdbrek
dokusunun hazirlanmasi: Bobrek dokulari ylzey kanini ve i¢ kalintilar
gidermek icin 6nceden +4 C’ye sogutulmus ticari PBS solusyonu (fosfat
tamponlu salin) ile yikandi. Tartilan bobrek dokulari buz Uzerinde ince
parcalara kesildi, tlplere aktarilarak Uzerine proteaz inhibitéri iceren PBS
sollsyonu eklendi. PBS sollisyonu 9 cc/1 gr bébrek dokusu olarak; proteaz
kokteyli de 10 uL/1 cc PBS sollUsyonu olacak sekilde bobrek dokulari Gzerine
eklenerek higcbir doku pargasi kalmayana kadar yuksek hizda birkag dakika
homojenizasyonlari saglandi. Ornekler homojenizasyondan sonra 30 dakika
buz Uzerinde inklibe edildi. Ardindan, hicrelerin tamamen erimesini
saglamak ve orneklerin viskozitesini azaltmak igin ornekler buz Uzerinde
tutularak 2 dakika sonikasyon islemi yapildi (her dongu icin 10 saniyelik
sonikasyon/10 saniye dinlenme periyotlarinda). Ardindan 6rnekler 5000
rpm'de 10 dk +4°C'de santrif(ij edilip supernatantlar elde edildi. Pelet kismi
atildi. Calismadaki dlgumler yapilincaya kadar lizatlar -20°C'de saklandi
(343). Anti apoptotik proteinlerin 6lgimu ticari olarak elde edilen standart

direkt sandwich ELISA yontemi ile yapildi [Mikrotitre plaka kuyulari kaplama
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tamponu iginde 1-10 yg/ml arasinda bir konsantrasyonda, uygun kaplama
antikorunun 100 ul'si ile kaplandi. Plaka inkube edildi ve yikama tamponunda
3 kez yikandi. Her kuyucuga 150 ul blokaj solisyonu eklendi ve 37°C'de 60
dakika inklbe edildi, ylkama tamponunda 4 kez yikandi. Numuneler ve
standartlari yikama tamponunda seyreltildi ve ilgili kuyulara 100 pl uygun
sekilde seyreltiimis numuneler ve standartlar eklendi, 37°C'de 90 dakika
inkiibe edildi ve yikandi. Her bir kuyucuga 100 pl uygun sekilde seyreltilmis
enzim konjuge tespit antikoru eklendi, 37°C'de 1 saat inkube edildi ve
yikandi. Her kuyucuga 100 pl uygun substrat solisyonu eklendi, oda
sicakliginda 30 dakika veya istenen renk degisimi elde edilene kadar inkuibe
edildi. 450 nanometrede absorbans degerleri okundu. Boébrek doku
orneklerinden yapilacak patolojik incelemeler ile gruplar arasindaki farklar
saptandi ve uygulanan resveratrol ve metformin tedavilerinin patolojik
degisimlere yansimalari belirlendi. Bu amacla her bir deney grubundaki
siganlara ait bdbrek dokulari formaldehit i¢cinde laboratuvara ulastirildi ve bu
dokulardan 1sik mikroskopik inceleme igin kortikal ve meduller bolgeyi
icerecek sekilde, deney sicani basina bdbregin bir kesit yuzeyi érneklendi.
Orneklenen parga doku takip cihazinda cesitli asamalardan gectikten sonra
rutin laboratuarda 2 mikron kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitlere
Hematoksilen&Eozin boyamasindan sonra lam lamel arasi preparatlar elde
edildi. Hematoksilen&Eozin ve PAS boyamalarinin yapilmasi ile patolojik
incelemede 4 komponentin degerlendirildi: Glomeruler yapi (glomerillerde
bazal membran kalinlagsmasi, mezangimal genisleme, global ya da
segmental skleroz ve hucresel artig), Tubuler yapi (tibullerde atrofi varlii,
tubudl hcrelerinde dejeneratif degisikliklerin varhgi, ttbdl lamenlerinde
proteindz birikim), interstisyel yapi (fibrozis varligi ve inflamasyon varligi) ve
Damarlar (hiyalinizasyon varligi ve intimal fibrozis varhgi). Bobrek doku
orneklerinde incelenen parametrelerin her birinin varligi, degisim yok (sifir
puan) %0-25 (1 puan), %25-50 (2 puan), %50-75 (3 puan) ve >%75 Ustu (4
puan) olarak skorlandi. Elde edilen skorlarla deney gruplari karsilastirildi.
Kantitatif baskaca bir degerlendirme yapilmadi. Deney gruplarindan elde

edilen verilerin istatistiksel analizi Biyoistatistik Ana Bilim Dal’'nda SPSS
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programi (versiyon 23) kullanilarak yapildi. Dagilimlari normal olmayan
gruplarin kargilastiriimasi igin non parametrik Kruskal-Wallis testi, dagilimlari
normal olan ¢oklu gruplarin analizinde ise ANOVA testi kullanildi. Korelasyon
analizleri igin nonparametrik Spearman testi uygulandi. Belirli bir veriye etkili
degiskeni saptamak amaci ile ANOVA testi anlamli olmak Uzere linneer
regresyon (Forward Stepwise modeli) analizi yapildi. Bir gruba ait zmanasal
degisimi belirlemek icin Wilcoxon testi yapildi. P<0.05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Bu calismaya Bursa Uludag Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Bilimler
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde yaslari 12-14 hafta arasinda,
agirliklari 200-250 gram arasinda degisen, disi Wistar-Albino turi 36 sigan
dahil edildi. Bunlardan rastgele secilen 10’u kontrol grubu (Grup 4) olarak
izlendi, 26’sinda ise adriamisin hidroklortr distile su ile sulandirilarak
intraperitoneal 10 mg/kg tek doz uygulanarak nefrotik sendrom olusturuldu.
Nefrotik sendrom olusturulan siganlar standart sigcan yemi ile beslendikten 2
hafta sonra rastgele 3 gruba (Grup 1/Adriamisin Grubu, Grup 2/Resveratrol

Grubu ve Grup 3/Metformin grubu) ayrildi.

Nefrotik sendromlu gruptaki siganlarin serum albimin degerleri
kontrol grubuna goére anlamli distk bulundu (sirasiyla; 19,8 [14,1-22,1] g/dl,
17,9 [16,5-21,6] g/dl, 19,9 [18,5-24,2] g/dI, 26,7 [25,5-28,2] g/dl, p=0,0001).
Serum kreatinin duzeyleri (sirasiyla; 0,37 [0,29-0,43] mg/dl, 0,35 [0,3-0,41]
mg/dl, 0,4 [0,31-0,43] mg/dl, 0,35 [0,33-0,38] mg/dl, p>0,05), serum total
protein dlzeyleri (sirasiyla; 54,3 [38-63,1] g/L, 55,75 [50,2-66,5] g/L, 61,5
[55,7-67,5] g/L, 63,4 [55,5-67,7] g/L, p>0,05) ve serum kan ire azotu (BUN)
duzeyleri (sirasiyla; 20 [17-42,5] g/L, 25 [19-46,5] g/L, 21 [15,5-27] g/L, 20,5
[17,5-27,5] g/L, p>0,05) agisindan ¢alisma gruplari arasinda fark saptanmadi
(p>0,05) (Tablo 8).

Nefrotik sendromlu gruptaki siganlarin serum HDL degerleri kontrol
grubuna goére anlamli yiksek bulundu (sirasiyla; 170,6 [91,7-242,5] mg/dl,
236,3 [177,5-287,3] mg/dl, 179,6 [75,1-256,5] mg/dl, 42,2 [21,5-73] mg/dl,
p=0,0001. Resveratrol grubu serum HDL duzeyi adriamisin grubuna gore
belirgin yuksek bulundu (sirasiyla; 170,6 [91,7-242,5] mg/dl, 236,3 [177,5-
287,3] mg/dl, p=0,018). Serum total kolesterol duzeyleri (sirasiyla; 280 [145-
433] mg/dL, 417,5 [262-452] mg/dL, 377 [150-410] mg/dL, 53,5 [36-92]
mg/dL, p>0,05) ve serum trigliserid dizeyleri (sirasiyla; 387 [150-798] mg/dL,
584,5 [158-883] mg/dL, 587 [200-2671] mg/dL, 95,5 [52-226] mg/dL, p>0,05)

agisindan g¢alisma gruplar arasinda fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo 8).
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Tablo-8. Calisma gruplarinin biyokimya sonuglari.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 P
(Adriamisin) (Resveratrol) (Metformin) (Kontrol)
(n=11) (n=8) (n=7) (n=10)
Kreatinin 0,37 0,35 0,4 0,35 NS
(0,29-0,43) (0,3-0,41) (0,31-0,43) (0,33-0,38)
Kan lre 20 25 21 20,5 NS
azotu (17-42,5) (19-46,5) (15,5-27) (17,5-27,5)
Albumin 19,8 17,95 19,9 26,7 P1=,006
(14,1-22,1) (16,5-21,6) (18,5-24,2) (25,5-28,2) | P2=,0001
P3=,0001
P4=NS
P5=NS
P6=0,001
Total 54,3 55,75 61,5 63,4 P1=NS
Protein (38-63,1) (50,2-66,5) (55,7-67,5) (55,5-67,7) | P2=0,003
P3=0,032
P4=0,009
P5=NS
P6=NS
Total 280 417,5 377 53,5 P1=0,001
Kolesterol (145-433) (262-452) (150-410) (36-92) P2=0,002
P3=0,0001
P4=NS
P5=NS
P6=NS
Trigliserid 387 584,5 587 95,5 P1=0,001
(150-798) (158-883) (200-2671) (52-226) P2=0,002
P3=0,0001
P4=NS
P5=NS
P6=0,001
HDL 170,6 236,3 179,6 42,2 P1=0,001
(91,7-242,5) | (177,5-287,3) | (75,1-256,5) | (21,5-73) P2=0,001
P3=0,0001
P4=NS
P5=NS
P6=NS

Sonuglar ortanca olarak ifade edildi. P1: Metformin ve kontrol grubu arasinda, P2: Adriamisin
ve kontrol grubu arasinda, P3: Resveratrol ve kontrol grubu arasinda, P4: Metformin ve
adriamisin grubu arasinda, P5: Metformin ve resveratrol grubu arasinda, P6: Adriamisin ve
resveratrol grubu arasinda. P degerinin 0,05'ten klg¢lk olmasi istatistiksel anlamhlik olarak
kabul edildi.

Adriamisin uygulanmasini takip eden ikinci haftada ¢alisma
gruplarindaki idrar protein dizeyleri kontrol grubuna gore yuksek bulundu
(Tablo 9, Sekil 9). ikinci haftada, Grup 2'deki sicanlarin idrar protein diizeyleri

Grup 1’deki siganlara gore daha fazla artis gosterdi (Tablo 9, p=0.001).
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Sekil-8: Grup 1,2 ve 3’te serum albimin, total kolesterol ve trigliserid

degerleri benzer, kontrol grubuna gore yuksekti (p<0.05)
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Adriamisin uygulanmasini takip eden dordincu haftada da galisma
gruplarindaki idrar protein duzeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
daha yuksekti (Tablo 9, Sekil 9). Dordlncu haftada Grup 2’'deki (resveratrol)
siganlarin idrar protein dizeyleri Grup 1’deki (adriamisin) siganlarin idrar

protein duzeylerinden daha yuksek bulundu (Tablo 9, p=0.001).

Tablo 9. Calisma gruplarinin spot idrar protein dizeyleri (mg/dL).

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 P
(Adriamisin) | (Resveratrol) | (Metformin) | (Kontrol)
(n=11) (n=8) (n=7) (n=10)

ikinci hafta 52,4 395,4 2822 P1=0,0001
idrar protein P2=0,021
(mg/dL) P3=0,0001

P4=NS

P5=NS
P6=0,001
Doérdinci hafta 376 874,6 708,4 P1=0,0001
idrar protein 7,7 P2=0,019
(mg/dL) P3=0,0001

P4=NS

P5=NS
P6=0,001

Altinci hafta 449,3 663,4 577,9 P1=NS
idrar protein P2=0,0001
(mg/dL) P3=0,0001

P4=NS
P5=0,001
P6=0,052

Sonuglar ortanca olarak ifade edildi. P1: Metformin ve kontrol grubu arasinda, P2: Adriamisin
ve kontrol grubu arasinda, P3: Resveratrol ve kontrol grubu arasinda, P4: Metformin ve
adriamisin grubu arasinda, P5: Metformin ve resveratrol grubu arasinda, P6: Adriamisin ve
resveratrol grubu arasinda. P degerinin 0,05'ten kiclk olmasi istatistiksel anlamlilik olarak
kabul edildi.

Adriamisin uygulanmasini takip eden altinci haftada ise Grup 2 ve
3’teki sigcanlarin idrar protein duzeyleri kontrol grubundaki siganlara goére
yuksek bulundu. Ancak Grup 3’teki siganlar (metformin) ile Grup 1
(adriamisin) ve Grup 4 (kontrol grubu) siganlari arasinda idrar protein atimi
bakimindan istatistiksel anlamli bir fark saptanmadi (sirasi ile p=0.070 ve
p=0.093, Tablo 9). Grup 3’te (metformin) bulunan siganlarin idrar protein

atimlari Grup 2’deki siganlara gére daha disukti (p=0.047, Tablo 9)
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Sekil-9: Deney gruplarindaki [Grup 1 (Adriamisin), Grup 2 (resveratrol), ve
Grup 3 (metformin)] idrar protein duzeylerinin 2. 4. ve 6. haftadaki
degisimleri. Grup 2 ve 3’te, sicanlarda altinci haftadaki idrar protein dizeyleri
doérdlincu haftadaki idrar protein dizeylerine gore anlamli olarak azaldi.

idar protein diizeyi

Grup 2 ve Grup 3’te altinci hafta gbézlenen idrar protein dizeyindeki
azalma, dordunclu haftadaki idrar protein duzeylerine gore gore istatistiksel
olarak anlamli bulundu (Sekil 8, Wilcoxon test). Grup 2’deki (Resveratrol)
sicanlarin 6. haftadaki idrar protein dizeyleri (ortanca: 663,4 mg/dL)
doérdlincu haftaya gore (ortanca: 874,6 mg/dL) anlamh olarak azalmisti (Z
skor: -2,828 ve p=0.005). Benzer sekilde Grup 3’teki siganlarda 6. haftada
saptanan idrar protein miktarindaki azalma (ortanca: 577,9 mg/dL) 4.
haftadaki Olcimlere goére istatistiksel olarak anlamliydi (ortanca: 708,4
mg/dL) anlamli olarak azalmisti (Z skor: -2,646 ve p=0.008). Grup 1’deki
(adriamisin) sigcanlarda ise, deney suresince Olgulen idrar protein
duzeylerinde herhangi bir azlama saptanmadi. Bu grupta, 6. haftada idrar
protein atimi (449,3 mg/dL), dérdincu haftadaki (376 mg/dL) élgimlere gore
daha ylksekti ve artis egilimi devam etekteydi (Sekil 8, Z skor: -3,317 ve
p=0.001).

Bdbrek dokusunda olcllen anti apoptotik protein (Survivin ve XIAP)

ve proapoptotik kaspaz-3 dizeyleri Tablo 10 ve Sekil 10-12’de gdsterilmistir.
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Herhangi bir tedavinin uygulanmadigi Grup 1’deki siganlarda doku survivin

duzeyi kontrol grubu ile benzerlik gosteriyordu (Tablo 10, p>0.05).

Tablo 10. Bobrek dokusu anti apoptotik proteinler (Survivin ve XIAP) ve
kaspaz-3 duzeyleri (Median, minimum, maksimum).

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
(Adriamisin) | (Resveratrol) | (Metformin) | (Kontrol)
(n=11) (n=8) (n=7) (n=10)
Sdrvivin 1210 886 850,3 1107,1 p1=0.0001
(ng/ml) 734,9 579 275,6 275,6 p2= NS
1369,2 1149,5 1220,3 1401,1 p3=0.002
p4=0.038
p5= NS
p6= NS
XIAP 17,5+3,2 18,93 2117 20,3+2,8 | NS
(MeanzSD)
(ng/ml)
Kaspaz-3 48 47,8 47,3 47,9 NS
(ng/ml) 43,7 455 44,1 43,7
48,4 48,1 48,1 48,3

P1: Metformin ve kontrol grubu arasinda, P2: Adriamisin ve kontrol grubu arasinda, P3:
Resveratrol ve kontrol grubu arasinda, P4: Metformin ve adriamisin grubu arasinda, P5:
Metformin ve resveratrol grubu arasinda, P6: Adriamisin ve resveratrol grubu arasinda. P
degderinin 0,05’ten kiiglk olmasi istatistiksel anlamlilik olarak kabul edildi. NS=p>0.05.

Grup 2 (resveratrol) ve Grup 3 (metformin) grublarindaki sicanlarin
bobrek dokusu survivin degerleri kontrol grubundaki siganlara goére anlaml
dusuk bulundu (sirasiyla; 886 [579-1149,5] ng/ml, 850,3 [275,6-1220,3]
ng/ml, 1107,2 [275,6-1401,2] ng/ml, p<0,05). Grup 3 (metformin) siganlarin
bobrek dokusu survivin degerleri Grup 1’deki (adriamisin) grubundaki
siganlara gbre daha dusuktlu (sirasiyla; 850 [275,6-1220,3] ng/ml, 1210
[734,9-1369,2] ng/ml, p=0,038) (Tablo 10) (Sekil 10).
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Sekil-10: Resveratrol ve Metformin tedavileri ile bobrek doku survivin
dizeyelerinde azalma saptandi. *Resveratrol vs Kontrol: p=0.002; *Metformin

vs Kontrol: p=0.001; **Metformin vs Adriamisin: p=0.038.

Calisma gruplarindaki (2,3 ve 4) siganlarin bdbrek dokusu XIAP
dizeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Grup 1: 17,5+3,2 ng/ml; Grup
2: 18,943 ng/ml; Grup 3: 21+1,7 ng/ml; Grup 4: 20,3 +1,7 ng/ml, p>0,05).
Metformin grubundaki sicanlarda bdbrek dokusu XIAP degerleri (21%1,7
ng/ml), resveratrol grubundaki sicanlarda bdbrek dokusu XIAP degerlerine
(18,9+£3 ng/ml) gore istatistiksel olarak sinirda anlamli olmak uzere (p=0.076)
yuksek bulundu (Tablo 10) (Sekil 11).

Calisma gruplarindaki sicanlarin bobrek dokusu kaspaz-3 degerleri
arasinda anlamh bir fark saptanmadi (sirasiyla; 48 [43,7-48,4] ng/ml, 47,8
[45,52-48,1] ng/ml, 47,3 [44,1-48,1] ng/ml, 47,8 [43,71-48,4] ng/ml, p>0,05)
(Tablo 10) (Sekil 12).
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Sekil-11: Deney gruplarindaki XIAP renal doku dizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05).
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Sekil-12: Deney gruplarina ait Kaspaz-3'Uin renal doku dizeyleri benzer
bulundu (p>0.05).
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Deney gruplarinda dlgilen serum serum anti apoptotik proteinlerin

(Survivin ve XIAP) ve proapoptotik serum kazpaz-3 dizeyleri Tablo 11 ve

Sekil 12-14’te sunulmustur.

Tablo 11. Serum anti apoptotik protein (Sdrvivin

duzeyleri (Median, minimum, maksimum).

ve XIAP) ve kaspaz-3

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

(Adriamisin | (Resveratro | (Metformin | (Kontrol) P
) ) ) (n=10)
(n=11) (n=8) (n=7)
Sdrvivin | 25,6 31,2 26,2 17,8 p1=0.021
(20,6-54,8) | (17,4-49,2) | (21-33,6) (16,1-39) | p2=0.007
p3=0.003
p4-6= NS
XIAP 9,8 11,3 5,8 2,7 p1=0.018
(6,4-23,1) (4,4-20,5) (3,8-11,5) | (2-4) p2=0.0001
p3=0.0001
p4-6= NS
Kaspaz-3 | 0,9 1,4 1,6 1,6 p1=NS
(0,7-3,2) (0.9-2,4) (1,3-1,9) (1,2-7,9) | p2=0.001
p3=NS
p4=0.012
p5=NS
p6=0.04

P1: Metformin ve kontrol grubu arasinda, P2: Adriamisin ve kontrol grubu arasinda, P3:

Resveratrol ve kontrol grubu arasinda, P4: Metformin ve adriamisin grubu arasinda, P5:

Metformin ve resveratrol grubu arasinda, P6: Adriamisin ve resveratrol grubu arasinda. P

degerinin 0,05’ten kiiclk olmasi istatistiksel anlamlilik olarak kabul edildi. NS=p>0.05.

Calisma gruplarindaki (Grup 1,2 ve 3) siganlarin serum survivin
(sirasiyla; 25,6 [20,6-54,8], 31,2 [17,4-49,2] ve 26,2 [21-33,6] ng/ml) ve XIAP
((sirasiyla; 9,8 [6,4-23,1], 11,3 [4,4-20,5] ve 5,8 [3,8-11,5] ng/ml) degerleri,
kontrol grubuna (sirasi ile 17,8 [16,1-39] ve 2,7 [2-4] ng/ml) gore istatistiksel
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olarak anlamli ylksek olguldl (p<0.05; Tablo 11, Sekil 12 ve 13). Ancak
galisma gruplari arasinda serum survivin ve XIAP duzeyleri agisindan
anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05; Tablo 11, Sekil 13 ve 14).
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Sekil-13: Deney gruplarinda 6lgulen survivin duzeyleri kontrol grubuna gore
daha yuksek bulundu (*Adriamisin vs kontrol: p=0.007; Resveratrol vs
kontrol: p=0.003; Metformin vs kontrol: p=0.021.).

Grup 1 (adriamisin) serum kazpaz-3 duzeyleri kontrol grubuna gore
daha dusuk saptandi [(0,9 (0,7-3,2) / 1,6 (1,2-7,9); p=0.001]. Resveratrol ve
metformin tedavileri ile serum kazpaz-3 duzeyleri Grup 1’e (adriamisin)
kiyasla artis gosterdi (sirasi ile 1,6 [1,24-7,9]; 11,3 [4,35-20,6] ve [(0,9 (0,7-
3,2) ng/ml; p<0.05; Tablo 11, Sekil 14).
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Sekil-14: Calisma gruplarinin serum XIAP duzeyleri kontrol grubuna gore
daha ylksek olarak saptandi. *Adriamisin vs kontrol: p=0.0001; Resveratrol
vs kontrol: p=0.0001; Metformin vs kontrol: p=0.018.
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Sekil-15: Deney gruplarinda serum Kaspaz-3 dizeylerinin Karsilagtiriimasi.
*Adriamisin vs konrol: 0.001; **Resveratrol vs adriamisin: 0.040; **Metformin
adriamisin; 0.012.
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Nefrotik sendrom gelistirilen siganlarda yapilan lineer regresyon
analiz (Forward Stepwise) sonuglari Tablo-12’de 6zetlenmigtir. Deneyimizde
yapilan Olgumlere gore serum albumin duzeyini etkileyen en 6nemli etken
serum XIAP duzeyleri iken, serum total kolesterol duzeylerini etkileyen en
onemli faktor surviving renal doku duzeyleri olmustur (Sekil 16). Altinci hafta
idrar protein duzeyini belirleyen en onemli faktor ise renal intersitisyel hasar
diUzeyidir (Tablo 12, Sekil 16).

Tablo 12. Serum albumin, total kolesterol ve 6. hafta idrar protein
dizeylerine en fazla etkili olan faktorler.

Etkilenen Etkileyen Faktorler R? t p
Faktor
Serum XIAP 0,828 -3,496 0,003
Albiimin Tubuler hasar skoru 2,851 0,012
Serum kaspaz-3 -2,202 ,043
Total Survivin doku duzeyleri 0,752 -3,771 ,002
Kolesterol
Glomerular hasar skoru -2,431 ,027
6.hafta idrar intersitisyum hasar 0.675 3,695 ,002
protein skoru
duzeyi
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Serum albiimin diizeylerine etkili faktorler

Serum XIAP

Tubuler hasar
skoru

Serum Kaspaz-3

Serum total kolesterol diizeylerine etkiki faktorler

Survivin doku

Glomerular hasar
skoru

00 02 04 06 08 1

6.hafta idrar protein diizeylerine etkili faktorler

intersitisyum
hasar skoru

08 1

Sekil-16: Serum albumin, total kolesterol ve 6. hafta idrar protein duzeylerini etkileyen
faktorler (Lineer regresyon analizi, Forward Stepwise metod, p<0.05).

87



KORELASYON ANALIZLERI

Adriamisin ile deneysel nefrotik sendrom olusturulan siganlarda
Olcllen ve skorlanan parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli olan
korelasyonlar Tablo 13’te gdsterilmistir. Deney gruplari arasinda serum
kreatinin dizeyleri bakimindan anlamli bir fark olmamasina ragmen, nefrotik
sendrom olusturulan siganlarda serum kreatinin dizeyleri ile survivin ve

kaspaz-3 renal doku dlzeyleri arasinda negatif bir korelasyon vardi.
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Sekil-17. Nefrotik sendrom olusturulan siganlarda renal doku kaspaz-3 ve

survivin duzeylerindeki azalma serum kreatin dizeylerinde artis ile iligkilidir.
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Tablo 13. Deneysel nefrotik sendrom olusturulan siganlarda dlgllen / skorlanan parametreler arasindaki korelasyonlar.

SURVIVIN | SURVIVINE XIAP XIAP KASPAZ-3 | KASPAZ-3 | 6.HAFTA | S-Cr SERUM TP TK TG GHS iHS
E DOKU SERUM DOKU SERUM DOKU SERUM iDRAR ALBUMIN
PROTEI
(r/p) (r/p) (r/p) (r/p) (r/p) (r/p) (l/\l) (r/p) (r/p) (r/p) | (rip) | (/p) | (r1p) | (r/p)
r/'p
SURVIVINE -,440 ,589 -,625 -678 | -554
DOKU 0,025 0,002 0,001 0,001 | 0,003
SURVIVINE ,556 -,621 -,451 ,390
SERUM 0,003 0,001 0,021 | 0,049
XIAP 416
DOKU 0,035
XIAP ,556 -,590 -,533
SERUM 0,003 0,001 0,005
KASPAZ-3 ,589 -,519
DOKU 0,002 0,007
KASPAZ-3 -,435
SERUM 0,026
6.HAFTA ,644
iDRAR 0,0001
PROTEIN
SERUM -,625 -519
KREATININ 0,001 0,007
SERUM -,621 -,590 -,397 -,545
ALBUMIN 0,001 0,001 0,045 0,004
TP -,451 416 -,533
0,021 0,035 0,005
TK -,678 ,390 -,545
0,000 0,049 0,004
TG -,554
0,003
GHS ,396 -,435 -,398
0,045 0,026 0,044
iHS ,644
0,0001
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Adriamisin ile deneysel nefrotik sendrom olusturulan sicanlarda
(Grup 1,2 ve 3) 6.hafta idrar protein duzeyleri ile intersitisyel hasar skoru

arasinda pozitif bir korelasyon bulundu (Tablo 13, Sekil 18).
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Sekil 18. Nefrotik sendromlu siganlarda, intersitisyum hasar skorunda artis

olmasi ile 6.haftadaki idrar protein atimi da artmaktadir.

Deneysel nefrotik sendrom olusturulan siganlarda serum albimin
dizeyleri ile serum survivin ve XIAP dilzeyleri arasinda negatif yonde bir iligki
saptandi (Tablo 13, Sekil 19). Bezer sekilde serum total protein dizeyleri ile
serum survivin ve XIAP duzeyleri arasinda negatif yonde korelasyonlar
bulundu (Tablo 13). Ancak serum albimin dizeylerinden farkli olarak total
protein duzeyleri ile renal doku XIAP dlzeyleri arasinda pozitif yonde;
glomerular hasar skoru ile negatif ydonde bir korelasyon vardi (Tablo 13, Sekil
20).
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Sekil-19. Deneysel nefrotik sendrom olusturulan ratlarda serum

albimin duzeylerindeki azalma, serum survivin ve XIAP artisi ile birliktedir.
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Sekil-20. Nefrotik sendrom olusturulan siganlarda serum total protein
duzeyleri glomeruler hasar skorundaki artis ile azalirken, renal doku XIAP

diuzeylerindeki artis ile pozitif bir korelasyon gosterdi.
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Nefrotik sendrom olusturulan siganlarda serum total kolesterol
dizeyleri ile renal doku survivini arasinda negatif yonde bir korelasyon
varken, serum survivini ile pozitif ydonde bir korelasyon saptandi (Tablo 13,
Sekil 21).
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Sekil-21. Nefrotik sendromlu siganlarda serum total protein diizeyleri, renal
doku survivin dizeyleri ile negatif ydonde glglu bir korelasyon goésterirken,

serum survivin duzeyleri ile zayif pozitif bir iliski gosterdi.
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Adriamisin ile deneysel nefrotik sendrom olusturulan siganlardaki
serum trigliserid duzeyleri ile renal survivin doku duzeyleri arasinda negatif
bir korelasyon bulundu (Tablo 13, Sekil 22)
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Sekil 22. Nefrotik sendromlu sicanlarda serum trigliserid
duzeylerinde gorulen artisin renal doku survivini duzeylerindeki azalma ile

birlikte oldugu saptandi.

Nefrotik sendromlu siganlarda intersitisyel ve tubuler hasar skorlari
ile anti apoptotik ve proapoptotik proteinler arasinda herhangi bir korelasyon
saptanmazken, glomeruler hasar skoru ile serum kaspaz-3 duzeyleri
arasinda negatif yonde (r=-0,435 ve p=0,026) zayif bir korelasyon saptandi
(Sekil 23).
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Sekil 23. Nefrotik sendromlu siganlarda glomertler hasar skorlarinin

serum kazpaz-3 duzeylerindeki artis ile azaldigi bulundu.

Deneysel nefrotik sendrom olusturulan ve higbir tedavi
uygulanmayan siganlara ait korelasyon analizi yapildiginda; renal survivin
doku dizeylerinin serum kreatinini ile negatif (r=- 0,673, p=0,023); serum
survivin ile serum albimin ve total protein dizeylerinin negatif (sirasi ile r=-
0,715, p=0,013 /r =- 0,661, p=0,027) ve serum XIAP duzeyleri ile serum
albumin duzeyleri arasinda negatif (r=- 0,879 ve p=0,0001) korelasyonlarin
oldugu saptandi. Bu gruptaki korelasyonlar, Grup1, 2 ve 3’e (nefrotik
sendrom olusturulan tim siganlar) ait korelasyonlar ile benzerlik gosterdi.
Farkli olarak, Grup 1’deki siganlarin glomerular, tibuler ve intersitisyel hasar
skorlari ile 6lgumu yapilan anti-apoptotik proteinler survivin ve XIAP ve pro-
apoptotik kaspaz-3 arasinda ve ayrica doku survivin ve serum trigliserid ve

total kolesterol duzeyleri arasinda herhangi bir korelasyon saptanmadi.
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PATOLOJIK DEGERLENDIRMELER

Adriamisin ile deneysel nefrotik sendrom olusturulan tim siganlardan
elde edilen renal doku o6rnekleri glomeriler, tibller ve intersitisyel hasar

skorlari ile puanlanarak patolojik olarak kargilagtirildi.

Grup 2’deki (resveratrol) siganlarin glomeruler hasar skoru (median
0, minimum 0, maksimum 0) adriamisin grubundaki siganlarin glomertler
hasar skoruna (median 1,72; minimum 1, maksimum 3) gére anlaml disuk
bulundu (p=0,0001; Sekil 24). Benzer sekilde Grup 3’teki (metformin)
siganlarin glomeruler hasar skoru (median 0,28 minimum 0, maksimum 1)
adriamisin grubundaki sicanlarin glomertler hasar skoruna (median 1,72;
minimum 1, maksimum 3) gore istatistiksel olarak anlaml disik bulundu
(P=0,002; Sekil 24).
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Sekil-24: Resveratrol ve metformin ile tedavi edilen siganlarin
glomerul hasar skorlari, tedavisiz gruba gore anlamh olarak daha duguk
bulundu (sirasi ile p=0.0001 ve p=0.002).
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Deney gruplarindaki siganlarin tubulus hasar skorlari arasinda
anlamli bir fark saptanmadi (Grup 1: 2,9, minimum 2, maksimum 3 / Grup 2:
2,6, minimum 2, maksimum 3 / Grup 3: 3, minimum 3, maksimum 3 ve
p=0,109) (Sekil 25).
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Sekil-25: Resveratrol ve metformin ile tedavi edilen siganlarin

tubulus hasar skorlarinda belirgin bir dizelme saptanmadi (p=0,109).

Grup 2’de resveratrol ile tedavi edilen siganlarin interstisyum hasar
skoru (2,1; minimum 1, maksimum 3) ile tedavisiz gruptaki (Grup 1)
siganlarin glomeruler hasar skoru (1,6; minimum 1, maksimum 3) arasinda
anlamli bir fark saptanmadi (p=0,133; Sekil 26). Buna karsin Metformin ile
tedavi edilen Grup 3’teki siganlarin interstisyum hasar skoru (1; minimum 1,
maksimum 1) Grup 1'deki tedavisiz birakilan siganlarin glomeriler hasar
skoruna (1,6; minimum 1, maksimum 3) gobre istatistiksel olarak anlaml
disuk bulundu (p=0,04; Sekil 26). Metformin ile tedavi edilen siganlarin (1;

minimum 1, maksimum 1) interstisyum hasar skoru ise resveratrol ile tedavi
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edilen siganlara gore (2,1; minimum 1, maksimum 3) daha fazla diuzelme
gosterdi (p=0.001; Sekil 26).

3,001 T

2,507

INTERSTISYUM HASAR SKORU
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Grup 1 Grup 2 Grup 3
(Adriamisin) (Resveratrol) (Metformin)

Sekil-26: Metformin tedavisi ile interstisyum hasar skorlarinin,
tedavisiz gruba gore (Grup 1) daha diusuk oldugu saptandi. *Grup 3 vs Grup
1 (p=0.04) ve ** Grup 3 vs Grup 2 (p=0.001).

Kontrol grubunun bobrek kesitlerinde normal renal histomorfoloji
mevcuttu (Sekil 27).

Grup 1'deki (adriamisin) siganlarda mezengial genigsleme, iskemik
kollaps, tubulaslarda hidropik dejenerasyon, bazal membran kalinlagsmasi ve

interstisyumda inflamasyon goézlendi (Sekil 28).

Resveratrol ve metformin gruplarinda tubulaslarda hidropik
dejenerasyon, interstisyumda 6dem ve inflamasyon goraldi (Sekil 29-30).
Resveratrol ve metformin tedavileri alan gruplarda yalnizca adriamisin verilen

grupta gorulen glomeruler iskemik kollapsin dizelmis oldugu saptandi.

Deney ve kontrol grubundaki patolojik kesitlerde vaskuler bir

patolojiye rastlanmadi.
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Sekil-28: Grup 1 (adriamisin) patolojik degerlendirme: Adriamisin grubuna ait
preparatta mezengial genisleme, iskemik kollaps, tubuluslarda hidropik
dejenerasyon, bazal membran kalinlagsmasi ve interstisyumda inflamasyon
g6zlenmektedir. Ok ile isaretli alanlarda glomeruler iskemik kollaps
gOzlenmektedir.
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Sekil-29: Grup 2 (resveratrol Grubu) patolojik degerlendirme: Resveratrol
grubuna ait preparatta tubuluslarda hidropik dejenerasyon ve interstisyumda
inflamasyon goézlenmektedir.

Sekil-30: Grup 3 (metformin Grubu) patolojik degerlendirme: Metformin
grubuna ait preparatta tubuluslarda hidropik dejenerasyon, interstisyumda
o0dem ve inflamasyon gozlenmektedir.
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TARTISMA VE SONUG

Nefrotik sendrom, proteinlerin kandan idrara hasarli glomeruller
yoluyla sizmasi ile karakterize ¢cocukluk ¢aginda en sik gorilen glomeruler
hastaligidir. Nefrotik sendromlu hastalarin blyik bir kismini sistemik bir
hastaligin ve eslik eden inflamasyonun olmadigi idyopatik nefrotik sendrom
olusturur. idyopatik nefrotik sendrom 1-10 yas arasindaki vakalarin yizde
90'Indan fazlasini ve 10 yasindan sonra yuzde 50'sini temsil eden ¢ocukluk
cagdl nefrotik sendromunun en yaygin seklidir. idyopatik nefrotik sendrom,
elektron minimal degisiklik hastalidi, fokal segmental glomeriloskleroz ve 1sik
mikroskobunda mezangial proliferasyon gosteren Ug¢ farkh formda izlenebilir
(28). Fokal segmental glomeruloskleroz steroid direngli nefrotik sendrom
vakalarinin temel patolojisini olusturmaktadir ve etyo-patogenezi tam olarak
aydinlatilamamistir  (130). Nefrotik sendrom gelismesinde podosit ve
glomeruler filtrasyon bariyer kusurlari, T ve B hucrelerinde immun
disregulasyonlar, dolasimda permeabilite faktorlerinin ve glomeruler filtrasyon
bariyerini olusturan proteinlerdeki mutasyonlar varliyi suclanmaktadir. Ote
yandan apoptozis birgcok calismada onemli bir podosit hasar mekanizmasi
olarak arastirma konusu yapilmigtir (344-347). Apoptoz ¢ok sayida bobrek
hicresi kaybinin ve/veya bobrek iltihabinin, skarlasmanin, bdbrek
fonksiyonunun kaybinin bir kaynadi olmasi nedeni olabilir. Ayrica tlbuler
hlcrelerde albuminin geri emilmesi nedeni ile ortaya ¢ikan apoptoz ve buna
bagh tubuler hasar da gosterilmistir (348). Calismamizda adriamisin ile
deneysel nefrotik sendrom olusturarak rat bobrek doku ve serumunda 6nemli
bir apoptotik gosterge olarak kabul edilen kaspaz-3 duzeylerini inceledik.
Deneysel olarak nefrotik sendrom olusturulan ratlardaki (Grup 1), doku
kaspaz-3 duzeyleri kontrol grubu ile benzerken (p>0.05), serum kazpaz-3
dizeyleri ise kontrol grubundan daha dusik bulundu (p=0.01, Tablo 11). Anti
apoptotoik bir protein olan Yes-associated-protein’in fokal segmental
glomerulosklerozdaki rolini inceleyen ve adriamisin ile ratlarda nefrotik
sendrom olusturulan bir galismada immun boyama odlguimlerinde doku kaspaz

3'Un protein ekspresyonunun yukari regule edildigini gdstermigstir (349).
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Geleneksel Cin tibbinda kullanilan Citral (3,7-dimethyl-2,6-octadienal), yesil
cayda bulunan katekinlerin bioaktif formu olan Epigallocatechin-3-gallate ve
bir kumarin bilesigi Osthole’lin, anti apoptotik etkilerinin incelendigdi adriamisin
ile nefrotik sendrom olusturulan ratlarda yapilan G¢ calismada da doku
kaspaz 3 duzeyleri kontrol grubuna gore yuksek bulunmustur (350-352).
Steroid duyarlh ve direngli pediatrik nefrotik sendrom olgularinin
karsgilastirildigi bir galisgmada doku kaspaz-3 duzeylerinin steroid direncli
olgularda, steroid duyarlilara gore daha yuksek oldugu ve steroid rezistansini
belirlemeye aday bir biobelirte¢ oldugu ileri stralmustar (353). Literaturdeki
bu galismalarin aksine bobrek doku kaspaz-3 diuzeylerinde kontrollere gore
bir degisme bulamamis olmamizin nedenleri sunlar olabilir: (i) apoptozis
adriamisin ile nefrotoksisite ve dolayisi ile proteintri olugsmasinda kritik bir
Oneme sahip olmayabilir. Podosit apoptozis ile ilgili bilgiler, deneysel
calismalardaki kaspaz-3 olgimlerinden ve TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase—mediated dUTP nick end-labeling) ile elde edilen verilere
dayandiriimaktadir. Apoptozun en guvenilir kaniti elektron mikroskobu ile
apoptotik cisimlerin saptanmasidir (deneyimizde bu tur bir c¢alisma
yapllmamistir) (354). Ancak yayinlanmis higbir ¢alisma in vivo olarak
podositlerde apoptotik cisimlerin varhgini bildirmemistir (355). Glomerul bazal
membranindan ayrilan podositlerin genellikle yasadigi ve kulttrlenebildigi
gOsterilmistir (356). Bu bulgular apoptozun podosit dekolmaninin énemli bir
nedeni olmadigini gostermektedir. Anoikis, otofaji, nekroptozis veya mitotik
katasrofi gibi diger hucre 6lumu turleri, in vivo podosit 6liumundn hala olasi
nedenleri olabilirler (357). Benzer sekilde adriamisin, apoptozis disindaki
diger hicre olum modu olan piroptozu Ozellikle kaspaz-1 aracihgl ile
uyarabilir. (i) Adriamisin ile olusturulan nefrotik sendromda (ve olasilikla
bunun bir yansimasi olarak klinik nefrotik sendromlu hastalarda) renal
dokuda apoptozis olmayabilir. Calismamizda nefrotik sendromlu siganlarda
renal dokuda kaspaz-3, serum survivin ve XIAP duzeylerinin kontrol grubuna
gére degismemis olmasi bu olasiliyi desteklemektedir. (iil) Adriamisin ile
ortaya c¢lkan nefrotoksisite patogenezinden oksidatif stres ve demir

antrasiklin serbest radikallerinin olusumunun sorumlu olabilecegi ileri
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surulmastur (358-359). Gergekten de renal GSH dizeylerinde azalma ve ile
birlikte olan renal MDA duzeylerinde artigin tubuler nekroz gibi histopatolojik
degisimlerle paralel seyrettigi gosterilmistir (360). Ote yandan adriamisin
renal COX-2 duzeylerinde artisa neden olur ve bu artis glomeruler mezanjiyal
hiicreleri apoptoza karsi koruyabilir (360). (IV) Kaspaz-3, apoptozun oldukga
spesifik bir belirteci olmakla birlikte, apoptozun kaspaz-3'in katilimi
olmaksizin kazpaz-6 ve 7 yolu ile de gergeklesebilir (361). Deney
gruplarimizdaki siganlarda doku/serum kazpaz-6 ve 7 Olgimu yapilmamis
olmasl, apoptozisin gdsterilememis olmasinin bir nedeni olabilir (V) Ote
yandan Grup 1deki siganlarda kaspaz-3 duzeylerinin renal dokuda
degismemis ve serumda azalmis olmasi, dusuk ve/veya hafif aktive kaspaz-
3’Un koruyucu etkilerinden kaynaklanabilir (362). Kaspaz-3'Un katalitik
potansiyelinin fazlaca aktivasyonu, apoptoz ile hicre 6lumundn ortak bir
baslaticisidir. Bununla birlikte, hafif stresli hiicrelerde dusuk kaspaz aktivitesi
seviyeleri, hicre 6lumune karsi koruma saglayabilir. Hafif stresli hiicrelerde,
dusuk kaspaz-3 aktivitesi seviyeleri, anti-apoptotik Akt kinazin aktivasyonu
yoluyla, daha sonra da mTOR veya NF-KB uyarisi ile hucrelerin hayatta
kalmasini tesvik edebilir. Aktive edilmis Akt, Bad gibi proapoptotik molekulleri
inaktive ederek kaspaz aktivitesinin daha fazla amplifikasyonunu da onler
(362). (VI) Serum kaspaz-3 duzeylerinin tedavi edilmemis nefrotik siganlarda
kontrol grubuna gore dusuk olmasi, hematopoetik hucrelerde adriamisin ile
ortaya ¢lkan apotozise yanit olarak anti-apoptotik proteinler olan survivin ve
XIAPIn kazpaz-3 aktivitesini azaltmasi ile agiklanabilir (¢alismamaizda
nefrotik sicanlarda serum survivin ve XIAP dizeyleri kontrol grubuna gore
yuksek bulundu, Tablo 11, Sekil 13-14). Benzer bir gdzlem Lee ve
arkadaslan (363) tarafindan kultire H9c2 kardiyak miyozit hicrelerinde
rekombinant survivin uygulanmasi sonrasinda kazpaz-3 aktivitesinin dismesi

ile gosterilmistir.

Nefrotik sendromlu hastalarda kullanilan steroid ve diger immun
supresif ilaglar ciddi yan etkilere sahiptirler. Bununla birlikte, bu hasta
kohortunda apoptozu ve apoptoza bagli bozukluklari dizenleyen toksik

olmayan spesifik ilaglar bulunmamaktadir. Bu amacgla resveratrol ve
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metformin ile tedavi ettigimiz (Grup 2 ve 3) siganlarda renal doku kaspaz-3
diuzeylerinin, tedavi edilmeyen sigcanlar (Grup 1) ve kontrol grubu ile benzer
oldugunu saptadik (Tablo 10, Sekil 12). Bu bulgumuz resveratrol ve
metforminin nefrotik sendromda renal doku kaspaz-3’Unin duzeylerini
dusurmek yolu ile apoptozisi azaltamadidini, renal dokuda apoptozisi
engellemek sureti ile renoprotektif bir etki gosteremeyebilecegine isaret
etmektedir. Resveratrolin apoptozis digindaki etkiler yolu ile renoprotektif
etkileri oldugunu go6steren sinirh sayida c¢alismalar bu verilerimizi
desteklemektedir. Sisplatin ve kadmiyum ile olusturulan nefrotik olmayan
deney modellerinde resveratrolin renal tubuler hicrelerde kaspaz-3'lUn
protein ekspresyonu azalttigi gosterilmis ise de, sigan ve O6lumsuz podosit
hicre deneylerinde, resveratroliin podositlerdeki koruyucu etkisinin oksidatif
stresi bloke etmek ve adhezyon molekullerini (P-caderin, zonula okludens-1
vb) artirip, a-SMA protein seviyelerini azaltmak yolu ile olustugu gdsterilmistir
(324,364). Liu ve arkadaslari adriamisin ile olusturduklari nefrotik sendrom
modelinde resveratrolin renoprotektif etkisinin C3aR/C5aR- Sphingozin
Kinaze 1 yolagl ile olusan anti-inflamasyon ve anti-fibrozis sonucunda

meydana geldigini gdstermislerdir (365).

Bilgilerimize gbére metforminin adriamisinle olusturulan nefrotik
sendrom modellerindeki etkisi ile ilgili yayinlanmis bir makale
bulunmamaktadir. Metforminin anti-apoptotik renoprotektif etkileri genellikle
diyabet ile iligkili olamak Uzere, anormal otofajiyi, endoplasmik retikulum stres
ve lipotoksisite dizetmesine baglanmistir (366). Ratlarda olusturulan bir
diabetik nefropati modelinde hipergliseminin kaspaz-3'U artirdigi bulunmugtur
(367). Allouch ve Munusamy tarafindan albimin ile olusturulmus renal
tibuler hasar modelinde, metforminin tabdler hlcrelerde kaspaz-3’U azalttigi
saptanmistir (368). Calismamiz da ise renal doku kaspaz-3 duzeyleri
metformin tedavisi ile herhangi bir degisim gdstermemistir. Bu durumun
nedenleri adriamisin ile olusturulan nefrotik sendrom patogenezinde yukarida
anlatildigi gibi apoptozisin ana faktor olmamasi; metformininin anti-apoptotik
etkilerden ¢ok, santral podosit proteinlerinin ekspresyonunu iyilestirmesi,
aktin hicre iskeletinin dinamiklerini dizenlemesi, otofajiyi aktive etmesi, TGF-
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B'nin renal ekspresyonunun azaltmasi ile fibrozisin ve makrofaj migrasyon

inhibitor faktor aracili podosit inflamasyonunu azaltmasi olabilir (369).

Ote yandan serum kaspaz-3 diizeyleri, resveratrol ve metformin ile
tedavi edilen siganlarda, tedavisiz birakilan nefrotik siganlara goére artmis ve
kontrol grubu ile benzer hale gelmistir (Tablo 11, Sekil 15). Yaptigimiz
literatlr incelemesinde resveratroliin deneysel veya klinik nefrotik sendromda
serum kaspaz-3 Uzerine olan etkilerini gdsteren bir g¢alisma bulamadik.
Literatur bilgilerimize gore, calismamiz resveratrolin deneysel nefrotik
sendromda serumda kaspaz-3 duzeylerini artirdigina iligkin ilk verilerdir.
Verilerimiz resveratrolin nefrotik serumda kaspaz-3’l0 azaltarak apoptozisi
engellemedigi aksine wuyardigini gostermektedir. Benzer gozlemlerde
resveratrolin aktive T hucrelerinde; normal ve I6kemik hematopoetik
hicrelerde apotozisi uyardigi saptanmistir (370-371). Serumda goérulen bu
apoptotik aktivite artisi yararli sonuglar dogurabilir: Calismamizda, serum
kaspaz-3 duzeylerinin resveratrol / metformin tedavileri ile glomertler hasarin
ve serum kreatinin duzeylerinin azaldigini saptadik (Tablo-13, Sekil 23).
Resveratrol ve metformin tedavileri serumdaki hematopoetik hucrelerde
kaspaz-3 yolu ile apoptozisi uyararak, muhtemelen periferik T veya diger
hicre kaynakli podosit ve/veya tubuler hicre hasarini dnlemeye katkida
bulunuyor olabilir. Bu bulgular nefrotik sendromda resveratol ve metformin
kullaniminin olumlu klinik sonuglari olabilecegini gostermekle birlikte, doku ve
serum kaspaz-3 duzeyleri ile serum albimin, trigliserid ve total kolesterol
arasindaki korelasyonlarin olmamasi, daha ileri galigmalara ihtiya¢ olduguna

vurgu yapmaktadir.

Survivin apoptozis inhibitor ailesinin en kiguk Uyesidir olup normalde
sadece prolifere / rejeneratif hicrelerde ekprese edilir (kemik iligi, eritrosit ve
I0kosit diferansiyasyonu vb). Hucre c¢ekirdegindeki survivin Aurora-B,
INCENP ve Borealin ile baglanir ve mitozu dizenler. Mitokondriyal survivinin
Cyt-C veya SMAC/DIABLO ile baglanmasi ve sitoplazmadaki survivinin HSP-
90 veya XIAP ile baglanmasi, pro-kaspaz-9'a baglanma yoluyla intrensek
apoptozu engeller. Mitokondriyal survivin AlF'e baglanirsa DNA hasarini

inhibe edebilir. Sitoplazma SVN, kaspaz-3'e (ekstrensek apoptozis)
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baglanarak apoptozu inhibe eder. Sitoplazmik survivin eksozomal gecis ile
hicre digi matrise salinabilir (372). Bilgilerimize go6re adriamisin ile
olusturdugumuz deneysel nefrotik sendrom modelimizle, ilk kez nefrotik renal
doku ve plazma survivin duzeylerini ve bunlarin serum kreatinin, albimin,
trigliserid, total protein ve kolesterol ile korelasyonlarini Dbelirledik.
Calismamizda Grup 1'deki (adriamisin) nefrotik sigcanlarin doku sdrvivin
duzeylerinin kontrol grubu ile benzer oldugunu, renal doku survivin
dizeylerinin resveratrol ve metformin tedavileri ile azalarak kontrol
degerlerinin altina indigini bulduk (Tablo-10, Sekil-10). Resveratrolden farkh
olarak metformin tedavisi ile doku survivin duzeyleri tedavisiz gruba goére de
azaldi (Tablo-10, Sekil-10). Doku survivin dlzeylerinin azalmasi kanser
hlcrelerinin bayumesini 6nlemek bakimindan yararl olabilirken, kanser disi
dokularda apoptozisin artigsina yol acgabilir. Resveratroliun renal hicre
karsinomlarinda doza bagh olarak survivin ekpresyonunu suprese etttigi
gosterilmistir  (373). Buna karsin sicanlarda Thy-1N ile olusturulan
mebranoproliferatif glomerulonefrit modelinde mMiR-3546-SOX4-survivin
aksinin inhibe edilmesinin glomerular mezangiyal hulcrelerde apoptozise
sebep olmustur (374). Benzer sekilde metforminin glomerular hastaliklarda
survivin Uzerine olan etkileri de bilenmemektedir. Akciger kanseri ile ilgili
yapilan deneysel bir calismada, metformin esas olarak A549 ve H460 hicre
dizilerinde apoptotik hidcre oOlumunu induklemis, survivin ekspresyonunu
onemli Olcude suprese etmis, bu proteinin stabilitesini azaltmis ve ardindan
proteazomal bozulmasina yol acmistir (375). Calismamizda da nefrotik
sendromlu si¢can renal dokusunda metformin ile survivin dizeylerinde azalma
meydana gelmistir. Nefrotik bobrek dokularindaki bu azalma muhtemelen
metforminin adenosin 5'-monofosfatla aktive olan protein kinaz aktivasyonu
ve protein kinaz A ve glikojen sentaz kinaz 38 GSK-3B) aktivasyonunu
suprese etmesi ile ilgili olabilir (375-376). Ancak nefrotik sendromdaki
survivin azalmasi ile ilgili olasi baska yolaklarin arastirmalarina ihtiya¢ vardir.
Bununla birlikte, calismamizda resveratrol ve metformin tedavileri ile
proapoptotik doku kaspaz-3 duzeylerinde artis ve anti apoptotik XIAP

duzeylerinde azalma olmamasi, bu tedavilerin deneysel modelimizde doku
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survivinini azaltmak sureti ile apoptozise yol agmadigini gostermektedir.
Ustelik, doku survivin dizeyinde azalma ayni zamanda doku kaspaz-3
dizeyini de azaltmaktaydi (renal doku survivin diizeyi, renal doku kazpaz-3

ile pozitif korelasyon gdsteriyordu, r= 0,589; p=0.002).

Deneyimizde resveratrol ve metformin tedavileri ile serum survivin
duzeyleri azalmis ancak galisma gruplari arasinda serum trigiliserid ve total
kolsterol dizeyleri bakimindan herhangi bir fark ortaya ¢ikmamis ve lipid
degerleri normale donmemigtir. Renal doku survivin dlzeyinde
saglanabilecek artiglarin nefrotik sendromdaki dislipidemiyi duzeltebilecegine
isaret eden nefrotik siganlardaki (Grup 1,2 ve 3) doku survivini ile serum
trigliserid ve total kolesterol arasindaki negatif korelasyonlar higbir tedavinin
uygulanmadigi (Grup 1) sicanlarda bu korelasyonlar yoktu. Genel olarak
dislipidemi, diyabetes mellitus, metabolik sendromda yapilan g¢alismalar ile
metforminin trigliserid sentezini ve silomikronlarin temizlenmesini artirarak
serum kolesterolinli dusirdagu (377); resveratrolin ise doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu ve serum kolesterol ve trigliserid duzeylerini azaltici
etkileri olabilecegi bildirilmistir (378-379). Akbari ve arkadaslar ise
resveratrolin metabolik sendromlu hastalarda serum trigliserid duzeylerini
disurmedigini bulmustur (380). Bilgilerimize gore literatirde resveratroliin
nefrotik sendromdaki hiperlipidemiye olan etkileri ile ilgili bir galisma varken,
metforminin  etkileri ile ilgili yayinlanmig herhangi bir c¢calisma
bulunmamaktadir. Anti-sican bobrek glomeriler bazal membran tavsan anti-
serumu ile nefrit olusturulan bir deney modelinde resveratrolin
hipotrigliseridemik etkisinin, hipokolesterolemik olandan daha belirgin oldugu
bulunmustur (381). Onceki caligmalar ve calismamiz arasindaki celigkiler,
kullanilan  hiperlipidemik  modellerdeki ve dolayisiyla hiperlipidemi
indiiksiyonu yapan mekanizmalardaki farklliklarla agiklanabilir. Ornegin son
zamanlarda diger bozukluklarin hiperkolesterolemi patogenezinden farkl
olarak kortikal kollektdor duktuslarda artmis proprotein konvertaz subtilisin
keksin tip-9 ekspresyonunun, primer nefrotik sendromda serum kolesterol
artisinin baslamasinda rol oynayabilecegini gdsterilmistir (382). Sonug

olarak, deney verilerimiz resveratrol ve metformin tedavilerinin, nefrotik
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sendromda hiperlipidemiyi duzeltici etkilere sahip olamayabileceklerini

gOstermektedir.

Resveratrol ve metformin tedavilerinin renal doku survivin duzeyini
azaltmasi glomerular hasarin nedenlerinden veya artmasina neden olan
faktorlerden biri olabilir. Survivin duzyindeki artiglarin  Adrb3/cAMP
sinyallemesi yolaginin inhibe ederek adiposit lipolizini inhibe ettigi
gOsterilmistir (383). Resveratrol ve metformin boébrek dokusunda survivin
dizeylerini azaltir, bu etki lipolizin ve dolayisi ile serbest yag asitlerinin
artisina, serbest yag asitlerinin bobrek korteksinde birikmesi ise nefrotik
bobreklerde glomeruler hasarin gelismesine katkida bulunmus olabilir. Kim
ve arkadaslarn farelerdeki deneysel Alport modellerinde bu etkiyi
g6zlemlemislerdir (384). Batln bu etkilerin yaninda, resveratrol ve metformin
tedavileri ile renal doku survivin duzeylerinde saptadigimiz azalma bdbrek
hlcrelerinde apoptozisin artmasi gibi olumsuz bir tabloya neden olabilirken,
survivin dizeyindeki bu azalma ayni zamanda anti-mitogenik bir etki
yaratarak nefrotik bobreklerde sikga gorilen mezangiyal hicre
hiperselllaritesinin azalmasina katkida bulunarak glomerulus butinlagunin
devaminda rol oynuyor olabilir. Buna kanit olarak ¢aligmamizda resveratrol
ve metformin tedavileri ile renal dokuda buldugumuz glomerular ve
interstisyel hasarin tedavisiz gruba goére anlamli dizeyde azalmasini
gosterebiliriz (Sekil 24 ve 26).

Deneyimizde nefrotik sendromlu sigcanlarda (Grup 1,2 ve 3) serum
survivin duzeylerini benzer ancak kontrol grubundan yluksek bulduk. (Tablo-
11, Sekil 13). Calisama (Grup 1 ve 2) gruplarina verilen resveratrol ve
metformin tedavileri renal dokudaki survivin dizeylerinde azalmaya yol
acmasina benzer bir sekilde durumda herhangi bir degisiklige yol agmamigtir
(Tablo 10, Sekil 10). Serumda gorllen survivin artiglari adriamisinin kan
hicrelerinde olusturdugu apoptozise sekonder / kompansatuar olarak ortaya
cikmis gibi gérinmektedir. Gergekten de adriamisin uygulamasini takiben 24
saat icinde normal periferik I6kositlerin tim alt gruplarinda apopotozis
gelistigi bulunmustur (385). Ancak serum survivin artigi ile albumin ve total

proten duzeyleri arasinda negatif bir korelasyonlar saptadik (sirasi ile r=-
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0,621 ve p=0,001 / r=- 0,451 ve p=0,021; Tablo 13). Bu olumsuz etki
adriamisin ile ortaya ¢ikan kan hucrelerindeki (periferik 16lkositler) apoptozisin
agirhgini yansitiyor olabilir. Olgllen parametrelerin (survivin, kaspaz-3 ve
XIAP) tedavisiz nefrotik sican bdbrek dokusunda kontrol grubu ile benzer
olmasi, proteinlri dolayisi ile ortaya ¢ikan albumin dusuklagunin esas
kaynaginin  apoptotik  I0kositler  (ve alt  gruplar) olabilecegini
dusundirmektedir. Bu I6kositlerden (6zellikle lenfositlerden) apoptozis nedeni
ile salgilanabilecek vaskuler permeabilite artirici faktorler siganlarda nefrotik
sendroma (proteinuri ve hipo-albuminemiye) neden olmus olabilir. Gergekten
de klinik ve deneysel kanitlar, dolasimdaki gecirgenlik faktorlerinin

patogenezinde rol oynadigini géstermektedir (386).

XIAP, apoptoz inhibitéra protein ailesine ait her yerde eksprese
edilen bir proteindir. Tasidigi ¢inko baglayici bakulovirls alanlari kaspaz-3, -7
ve -9'u dogrudan inhibe ederek XIAP'ye anti-apoptotik aktivitesini kazandirir.
XIAP, NF-kB ve MAPK vyollaklarini aktive edebilir. E3 ubiquitin ligaz
fonksiyonu hedef proteinlerin proteozomal yikimini veya protein fonksiyonunu
degistirmesini saglar (247). Bu ozellikleri ile XIAP eksikliginin sonucu
proinflamatuar sitokinlerin asiri dretimi (kronik bir hiperinflamasyon) ve hicre
olumuduar. Yaptigimiz literatir arastirmasina gore, adriamisin ile
olusturdugumuz deneysel nefrotik sendrom modelimizle, ilk kez nefrotik renal
doku ve plazma XIAP duzeylerini ve bunlarin serum survivin, albimin ve total
protein ile korelasyonlarini belirledik. Deneyimiz sonucunda galisma gruplari
arasinda renal doku XIAP dlzeylerinin benzer oldugunu (Tablo 10), serum
XIAP duzeylerinin nefrotik siganlarda kontrol grubuna gére daha yuksek
oldugunu saptadik ve (Tablo 11). Buna gobre resveratrol ve metformin
tedavileri nefrotik sicanlarda renal doku ve serum dizeylerinde herhangi bir
degisiklige sebep olmamaktadir. Buna karsilik glomerulopati digi, kanser
arastirmalarinda metforminin XIAP duzeylerini baskiladigr gosterilmistir.
insan (gli (dstrojen reseptérii, progesteron reseptdrii ve HER2)-negatif
meme kanseri hlcrelerinin metformin ile tedavisi, XIAP mRNA azalmasi
olmaksizin, mTORCL1'in inhibisyonu yoluyla XIAP protein seviyelerinde

azalma post-translasyon sureci ve mekanizmasi ile sonuglanmistir (387).
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Prostat kanser hucreleri ve metformin ile yapilan bir bagka calismada da
metforminin XIAP dizeylerini suprese ettigi rapor edilmistir (388). Metformine
benzer sekilde resveratrol de kanser hicre calismalarinda (insan c¢oklu
miyelom hicre hatlari, prostat kanseri LNCaP hucreleri vb.) XIAP dizeylerini
azaltmaktadir (389-390). Nefrotik ratlarda XIAP renal doku duzeylerinin
degismemesi, doku kaspaz-3 ve survivin duzeylerinin de ¢alisma gruplarinda
benzer olmasi ile birlikte ele alindiginda, adriamisinin tetikledigi nefrotik
sendrom bobreklerinde apoptozis olmadigi seklinde yorumlanabilir. Oysa
serum XIAP duzeyleri calisma gruplarinda (Grup 1, 2 ve 3) arasinda
istatistiksel bir fark yokken, bu gruplarin serum XIAP duzeyleri kontrol
grubuna gore daha ylksekti. Calisma gruplarindaki nefrotik sicanlardaki
serum XIAP ylksekligi, kanda 6zellikle periferik |6kositlerde adriamisin ile
gelisen apoptozise sekonder olarak ortaya ¢ikmis gibi gozukmektedir (385).
Adriamisin ile hasarli apoptotik I6kositler ve bunlarin alt gruplarindan
salgilanabilecek olasi vaskuller permeabilite artirici faktoérler nefrotik sendrom
gelismesine katkida bulunmus olabilirler. Nitekim serum XIAP ile albimin ve
total protein arasindaki negatif korelasyonlarin varligi bu goérusu
desteklemektedir. Yani adriamisinin kanda (olasilikla periferik I6kositlerde)
yol actiyi apoptozisi baskilamak Uzere sekonder olarak XIAP duzeyleri
arttikga (aslinda apoptozis derinlestikge) serum albimin ve total protein
dizeyleri dismektedir. Lineer regresyon analizi de serum albimine, negatif
yonde etkili olmak Uzere, en onemli faktorun artan serum XIAP duzeyleri

oldugunu gdstermektedir.

Adriamisin ile olusturulan nefrotik sendrom modelinde 6. hafta
sonunda deney gruplarindaki siganlarin bobrek dokulari glomeruler,
interstisyel, tibller ve damarsal patolojiler agisindan karsilastiriidi. Nefrotik
sicanlarin  bobreklerinde damarsal patolojilerin  olamadigi  saptandi.
Go6zlemlerimiz, resveratrol ve metformin tedavileri ile bdbrek dokularinda
izlenen iskemik kollapsin ve glomeruler hasarin iyilesmesinin, metforminin ek
olarak interstisyel hasarin da dizeltmesinin bu ilaglarin sahip olduklari anti-
apoptotik etkilerinden badimsiz olarak gelistigini gdstermektedir. Cunku
tedavi edilmeyen Grup 1’deki nefrotik sicanlarda renal doku survivin, XIAP ve
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kaspaz-3 duzeyleri kontrol grubu ile benzerdi ve renal dokuda apoptozis
varligini  desteklemiyordu. Patolojik preparatlardaki degismelerle de
kanitladigimiz iyilesmelerler metforminin [otofajiyi indliklemesi (391), oksidatif
stresi azaltmasi (12), endoplazmik retikulum stresini azaltmasi (339), anti-
inflamatuar etkiler gostermesi (392), lipotoksiteyi Onlemesi (393) ve
antifibrotik etkinliklerinin (TGFB1'in reseptorine baglanmasini bloke etmesi,
Epiyelyal-mezenkimal gegisin dnlenmesi, yag asidi oksidasyonunu uyarmasi,
tubuler HIF1a stabilizasyonu (366); ve resveratrolin [TGF-B1 ile indiklenen
mezangiyal hucre proliferasyonunu inhibe etmesi, renal epitelyal ve
mezangiyal hucrelerde oksidatif stres inflamasyon, mitokondriyal superoksit
ve ROS Uretimini, mitokondriyal disfonksiyon ve metabolik stresi azaltmasi;
podositlerde zar butinligu ve metabolik akisi korumasi ve oksidatif stresi
iyilestirmesi (306) nefrotik bobrekler Gzerine olan yararh etkilerinin bir butinu

ile aciklanabilir.

Resveratrol ve metformin tedavilerindeki patolojik dizelmenin bir
yansimasi olarak nefrotik sigcanlarda proteinuri miktarinda da azalma
saptadik. Altinci haftada nefrotik sicanlarda (Grup 2 ve 3’te) idrar protein
dizeyleri dordinci haftaya goére hem metformin hemde resveratrol ile
istatistiksel anlamli olarak azaldi (Tablo 9, Sekil 9). 6. Haftada metformin ve
resveratrol kiyaslandiginda, metformin tedavisi ile idrar protein atimi
resveratrole gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde daha azdi. Altinci
haftadaki proteinlri dizeyine en fazla etki eden faktér bobrek dokusundaki
intersitisyel hasardi (Sekil 16). Anti-sican bdbrek glomerller bazal membran
tavsan anti-serumu ile nefrit olusturulan bir deney modelinde resveratrolin
proteinuriyi baskilayabilen gugli bir anti-glomerulonefritik faktor oldugu ileri
surtlmastir (381). Deneysel bir murin membrandz nefropati modelinde,
resveratrol verilen murinlerde proteintrinin - énemli o6lglide azaldigi
saptanmistir (394). Diyabetik nefropatili hastalara resveratrol ve anjiyotensin
reseptor blokerinin birlikte verildigi klinik bir galismada idrar albimin atilimini
azaltmak igin anjiyotensin reseptor blokerlerine etkili bir yardimci olabilecedi
sonucuna ulasiimigtir (395). Ote yandan yapilan ¢alismalarda metformin ile
diyabetik olmayan kronik glomeriler fare modelinde proteiniri, glomertler
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skleroz ve kronik bobrek hastaligi fenotipini iyilestirdigi (396) ve hipertansif
siganlarda HIF-2a-VEGF-A yolunu aktive ederek proteinlriyi azalttig
gosterilmistir (397). Anilan galismalarda metforminin anti-proteinlrik etkisi
inflamasyonu baskilamasina, matriks ve metabolik riigulasyonu saglamasina,
p-AMPK, p-p53, NRF2 gibi bobrek koruyucu faktorleri aktive etmesine ve
apoptozisi azaltmasina baglanmigtir (398). Resveratrol ve metformin ile
proteinuride saptadigimiz duzelme literatur bilgileri ile uyumludur. Yukaridaki
calismalarda resveratrol ve metformin ile ortaya c¢ikan olumlu etki
multifaktoriyel oldugu (immunomodulator, anti-oksidan, anti-inflamatuar) ve
apoptozisin de katkisi oldugu ifade edilmigse de c¢alismamiz bu gorusu
desteklememektedir. Calismamiz sonuglarinda renal dokuda apoptozis

varligini destekleyen herhangi bir bulgu saptanmamistir.

Sonu¢ olarak deney olgumlerimiz ve bdbrek dokusunda patolojik
olarak kanitladigimiz iyilesmeler bir butin olarak ele alindiginda, resveratrol
ve metforminin immun supresif (steroidler, MMF, siklosporin, rituximab vb)
tedavilerinin  yaninda destek tedavileri olarak  kullanilabilecegini
gOstermektedir. Metformin tedavisinin total protein miktarini artirmasi, idrar
protein atihmini resveratrole gore daha iyi kontrol etmesi, hem glomertler
hem de interstisyel hasari iyilestirmesi g6z 6nline alindiginda, metforminin
destek tedavisi icin daha Onemli oldugu soOylenebilir. Resveratrol ve
metforminin  nefrotik sendromdaki etkinligini ve hucresel sinyal
mekanizmalarini ortaya ¢ikaracak klinik ve laboratuvar arastirmalarina ihtiyag

vardir.
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SONUGLAR

Nefrotik sendrom (NS) masif proteinlri, hipoalbiminemi ve
hiperkolesterolemi ile karakterize bir hastaliktir ve ¢ocukluk ¢aginda bobrek
yetmezliginin  6nemli bir nedenidir. NS patogenezi tam olarak
aydinlatilamamis olmakla birlikte, bobrek dokusundaki apoptozis onemli bir
hasar mekanizmasi olabilir. Ancak NS’de ortaya c¢ikan apotozis ile iligkili anti-
apoptotik proteinlerin  bdbrek doku duzeylerindeki degismeler ve bu
proteinlere etkili olabilecek tedavi yontemleri ile ilgili yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu calismada adriamisin ile olusturulan nefrotik sendromlu
sicanlarda anti-apoptotik survivin ve XIAP proteinleri ile pro-apoptotik
kaspaz-3'Un bobrek ve serum dizeyleri ve bu dizeylerin resveratrol ve
metformin tedavileri ile degisimleri arastirimigtir. Deneyimiz ile asagidaki

sonuglara ulagiimigtir:

1- Survivin, XIAP ve kazpaz-3’Un renal doku duzeyleri tedavi
edilmeyen siganlarda kontrol grubu ile benzerdi. Bu sonuglar
adriamisin ile olusturulan nefrotik sendromda renal dokuda
apoptozisin olmayabilecegini gostermektedir.

2- Resveratrol ve metformin ile tedavi edilen sicanlarin renal doku
survivin degerleri, tedavisiz gruba gore, istatistiksel olarak anlamli
azalma gostermigtir. Survivinin anti-apoptotik ve anti mitotik

etkileri gz 6nune alindiginda, resveratrol ve metforminin nefrotik
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sendrom bobrek dokusunda pro-apoptotik ve/veya renal
proliferasyon gosteren hucreler igin anti-mitotik bir etkinlik
gOsterebilecegi dusunulebilir.

Nefrotik sendromlu sigcanlarin serum survivin ve XIAP dlzeyleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yliksek bulundu.
Serum kaspaz-3 duzeyleri ise kontrol grubuna gore dusukti
istatistiksel olarak anlamli derecede dusukti. Bu bulgular
adriamisin  ile olusturulan  nefrotik sendromda kanda,
hematopoetik hucrelerde (olasilikla I6kositleri etkileyen) apoptozis
oldugunu desteklemektedir.

Resveratrol ve metformin tedavileri, esit derecede olmak Uzere,
tedavisiz siganlara gore serum kaspaz-3 duzeylerini artirarak
kontrol grubu ile benzer hale getirdi. Sonuglarimiz resveratrol ve
metforminin nefrotik sendromlu sigan hematopoetik hicrelerinde
pro-apoptotik etkiler gosterdigine isaret etmektedir.

Resveratrol ve metformin tedavilerinin nefrotik sendromda olusan
hiperlipidemiyi duzeltici etkilerinin olmadigi belirlendi.

Resveratrol ve metformin tedavileri ile tedavisiz sigan bobrek
dokusunda izlenen iskemik kollapsin higbir nefrotik sicanda
gorulmedigi ve glomeruler hasarin istatistiksel olarak anlamli
derecede azaldi§i saptandi. Metformin tedavisi ile ayrica
interstisyel hasarlanma da istatistiksel olarak anlamli dizeyde
azaldi.

Resveratrol ve metforminin tedavileri iskemik kollaps gelismesini
onledi.

Resveratrol ve metformin tedavilerinin tubuler hasari azaltmadigi
gorulda.

Resveratrol ve metformin tedavileri ile deney sonucunda olgllen
proteinlri diizeylerinde 4.haftaya gore istatistiksel olarak anlamli
dizeyde azalma oldugu saptandi. Tedavi edilmeyen si¢anlarda

ise proteinurinin artmaya devam ettigi belirlendi.
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10-Resveratrol iskemik kollapsi 6nlemesi, glomeruler hasari ve
proteinuriyi azaltmasi nedeni ile nefrotik sendromlu hastalarda
immunsupresif ilaglarla birlikte kullaniminin klinikte yararli etkilere
yol acabilecegi sonucuna ulasildi. Metforminin resveratrolin
olusturdugu batun bu etkileri olugturmasi ve interstisyel hasari da
iyilestirmesi, metforminin destek tedavisi i¢in alternatif daha etkili

bir ila¢ olabilecegini dusundurmektedir.
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EKLER

EK-1: KISALTMALAR

NS Nefrotik sendrom

APSGN Akut poststreptokoksik glomerulonefrit
FSGS Fokal segmental glomeriloskleroz
HDL Yuksek dansiteli lipoprotein

A\ Intravendz

MezPGN Mezengioproliferatif glomerulonefrit
MGN Membrandz glomerilonefrit

MLH Minimal lezyon hastaligi

MPGN Membranoproliferatif glomerilonefrit
SLE Sistemik lupus eritematozus

TG Trigliserid

VLDL Cok duslk dansiteli lipoprotein

TK Total kolesterol

AMPK 5" Adenozin monofosfatla aktive olan protein kinaz
SDBY Son dénem bdbrek yetmezIigi

MDH Minimal degisiklik hastaligi

ANCA Antintkleer antikor notrofili

NSAID Non-steroid anti inflamatuar ilag

HIV Insan immun yetmezlik virusu

C Kompleman

SMGN Sekonder membrandz glomerilonefrit
PMGN Primer membrandz glomerulonefrit
KBH Kronik bébrek hasari

GC Glukokortikoid

SDNS Steroid direngli nefrotik sendrom
SYNS Steroid yanitl nefrotik sendrom
SBNS Steroid bagimh nefrotik sendrom
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LDL
WES
Th

DUS
BT

MRI

PE
TNF
HMG-CoA
AKI
KDIGO
RALI
SIAD
RSV
TNFR
TRADD
FADD
DED
FasL
DISC
RA
APAF-1
Bcl-2
TNF-a
CASP 3
IAP
MOM
™
MOMP
Ub
XIAP
AML

Dusuk dansiteli lipoprotein

Tam ekzom analizi

T Helper

Doppler ultrasonografi

Bigisayarli tomografi

Manyetik Rezonans Goruntuleme
Pulmoner emboli

TUmor nekrozis faktor

3-Hidroksi-3 Metilglutaril-Koenzim A
Akut bobrek hasari

Bobrek hastaligi kuresel sonuglarinin iyilestiriimesi
Rituksimab iligkili akciger hasari
Uygunsuz antidilrez sendromu
Resveratrol

TUmor nekrozis faktor reseptori
TUmor nekrozis faktor reseptdrd iligkili 61im orani
Fas ile iligkili lim alani proteini
Olim efektoér alani

Fas ligandi

Olime neden olan sinyal hiicreleri
Romatoid artrit

Apopototik protez aktive edici faktor-1
B hicreli lenfoma-2

TUmor nekrozis faktor alfa

Kaspaz 3

Apoptoz inhibitdr protein
Mitokondriyal dig zar
Transmembran

Mitokondriyal dig zar gegirgenligi
Ubikuitin

X’e bagli apoptoz inhibitor protein

Akut miyeloid I6semi
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Ig Immunglobulin
RCC Renal hicreli karsinom

ERK1/2 Hucre disi sinyalle duzenlenen kinazlar 1 ve 2
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