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OZET

Tasar Kapakh G. E., immiinglobulin A nefropatili hastalarda C4d, ADAM10 ve WT1
ekspresyonunun arastirilmasi ve prognoz iizerine etkisi, Hacettepe Universitesi,
Patoloji Tezi, Ankara, 2020. immiinglobulin A (IgA) nefropatisi diinyada en sik gériilen
primer glomeriler hastalik olup ¢ok degisken klinik, morfoloji ve prognoz
gosterebilmektedir. Yeni parametrelerin tanimlanmasi hem patogenezin daha iyi
anlasilmasi, hem erken donemde prognozu 6ngormede katki saglamasi, hem de
tedavi yoniinde yeni acihimlar saglamasi adina 6énemlidir. Biz bu calismada IgA
nefropatili hastalarin  bdbrek biyopsilerinde C4d, ADAM10 ve WTZl'in
immunhistokimyasal olarak ekspresyonunu ve klinik, laboratuvar ve histopatolojik
bulgular araciligl ile bu belirteclerin prognostik dneme sahip olup olmadiklarini
arastirmayi hedefledik.

Bu calismada Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’'nda 2001-
2018 yillari arasinda tani almis 128 IgA nefropatili hastanin parafine gomili bdbrek
igne biyopsi dokularindan elde edilen kesitlere immuinhistokimyasal olarak C4d ve ikili
boyama seklinde WT1 / ADAMI10 calismalarini uyguladik. C4d pozitifligi
perimesangial/mesangial alandaki boyanma olarak kabul edildi. Biyopsiler Oxford
klasifikasyonunda yer alan parametrelere gére yeniden degerlendirildi. Hastalar yas,
cinsiyet gibi epidemiyolojik 6zellikleri; biyopsi anindaki glinlik proteiniri, serum
kreatinin ve tahmini glomeriler filtrasyon hizlari gibi laboratuvar sonuclari ve
kullandiklari tedavi, strecte bobrek fonksiyon testlerinin durumu gibi klinik takip
parametreleri ile yeniden degerlendirildi. Hastalarin takip siireleri ve son dénem
bobrek yetmezligine ilerleyip ilerlemedikleri kaydedilerek renal sagkalim analizi
yapildi.

C4d pozitif hastalarin negatif hastalara gore istatistiksel anlamli olarak daha yash ve
tani aninda daha yiksek proteiniiri degerine sahip oldugu, daha fazla son dénem
bobrek yetmezligine ilerledigi saptandi. istatistiksel anlamli olarak C4d pozitif
hastalarin renal sagkalim sliresi negatif olanlara gore daha kisa olarak gozlemlendi.

C4d pozitif hastalarin biyopsilerinde negatiflere gore istatistiksel anlamli olarak daha



fazla %25’in (zerinde segmental skleroz ve daha fazla %25’'in Uzerinde
selller/fibroselller kresent mevcuttur. Literatiir ile uyumlu olarak mannoz baglayici
lektin yolaginin aktivasyonuna isaret eden glomeriler perimesangial/mesangial C4d
pozitifligi 1gA nefropatili hastalarda kotl prognoz ile iliskili bulundu. ADAM10
sonuclariile klinik ya da patolojik parametreler arasinda prognostik acidan anlamli bir
iliski elde edilemedi. Transkripsiyon dlzeyinde iliskili oldugu proteinlerin
ekspresyonunu diizenleyen ve niikleer ifadelenmesi oldugu bilinen WT1 proteininin
aslinda sitoplazmik kompartmanda da yer aldigI ve burada aktive proteozomlarla
iliskili olarak ilgili oldugu proteinlerin ekspresyonunu posttranskripsiyonel olarak da
yonettigi anlasiimistir. Bizim serimizde de bir kisim biyopside podositlerde WT1 ile
sitoplazmik ekspresyon gorildi. Sitoplazmik WT1 ekspresyonu olan hastalarin
proteinliri ve segmental skleroz gibi klinik ve morfolojik parametrelerden bagimsiz
olarak son dénem boébrek yetmezligine daha fazla ilerledigi kaydedildi; ancak bu

sonug istatistiksel olarak anlamlilik sinirinda kaldi.

Anahtar Kelimeler: IgA nefropatisi, C4d, ADAM10, WT1, prognoz
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ABSTRACT

Tasar Kapakli G. E., Analysis of C4d, ADAM10 and WT1 expression in
immunoglobulin A nephropathy patients and impact on prognosis, Hacettepe
University, Pathology Thesis, Ankara, 2020. Immunoglobulin A (IgA) nephropathy is
the most common chronic glomerular disease in the world. It has variable clinical,
morphologic and prognostic features. It is important to define new parameters to
better understand the pathogenesis of the disease, predict prognosis at earlier stages
and to pave the path for new treatment modalities. We thus aimed to investigate the
immunhistochemical expression of C4d, ADAM10 and WT-1 in kidney biopsies of IgA
nephropathy patients and correlate the findings with clinical, laboratory and
histopathologic features.

In this study we compiled paraffine embedded kidney core biopsy samples of patients
who had recieved a diagnosis of IgA nephropathy between the years of 2001 and
2018 at the Pathology Department of Hacettepe University Faculty of Medicine. The
sections were immunhistochemically treated with C4d and ADAM10 / WT-1 dual
stain. Perimesangial/mesangial localization was accepted as positive staning. Biopsies
were evaluated according to parameters of the Oxford classification, epidemiologic
features (age, gender), laboratory findings at presentation(daily proteinuria, serum
creatinine and estimated glomerular filtration rate) and clinical follow up (type of
treatment and kidney function tests’ status). Renal survival analyses was carried out
by recording the follow up times and whether or not the patients progressed to end
stage renal disease.

We detected that C4d positive patients were statistical significanty older, had higher
proteinuria values at presentation and had a higher rate of progression to end stage
renal disease. The renal survival time of C4d positive patients were statistical
significantly shorter than negative ones. In the biopsies of C4d positive patients there
were statistically significantly more >25% segmental sclerosis and more >25%
cellular/fibrocellular cresents. In accordance with the literature

mesangial/perimesangial C4d positivity, which is the indicator of activation of the
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mannose binding lectine pathway, was related to bad prognosis. There wasn’t any
statistical significant correlation between ADAM10 staning results and clinical or
pathologic parameters. It is known that WT-1 protein regulates protein expression at
the transcriptional level and there is nuclear expression of this protein. It was later
found out that WT-1 regulates protein expression not only at the transcriptional level
but also at the posttranscriptional level, due to its relationship with active
proteosomes, disclosing a possible explanation for the cytoplasmic expression of this
protein. In our series, podocytes in some biopsies showed cytoplasmic expression
with WT-1. The patients with cytoplasmic WT-1 expression had statistically
marginally higher positivity rates of progression to end stage renal disease. It was
not related to any clinical and morphologic parameters like proteinuria or segmental
sclerosis.

Key Words: IgA nephropathy, C4d, ADAM10, WT-1, prognosis



viii

ICINDEKILER

TESEKKUR iii
OZET iv
ABSTRACT vi
ICINDEKILER viii
SIMGELER ve KISALTMALAR X
SEKILLER Xii
TABLOLAR xiii
1. GIRIS 1
2. GENEL BILGILER 3
2.1. IgA Nefropatisi Genel Bilgiler 3
2.1.1. Epidemiyoloji 3

2.1.2. Patofizyoloji 4

2.1.3. Klinik Ozellikler 11

2.1.4. Laboratuvar Bulgulari 11

2.1.5. Patoloji 12

2.1.6. Prognoz 13

2.1.7 Tedavi 16
2.2.C4d 17
2.3. ADAM10 (ADAM Metallopeptidase Domain 10) 21
2.4. WT1 (Wilm’s Tumor 1) 24
2.5. AMAC 27

3. GEREC ve YONTEM 28
3.1. Calisilan Populasyon 28
3.2. Tani Anindaki ve Takip Siirecindeki Klinik Degiskenler 28
3.3. Klinik Tanimlamalar 28
3.4. Histopatolojik, immiinfloresan ve immiinhistokimyasal ¢alismalar 29
3.5. istatistik Analiz 31

4. BULGULAR 32



0 N o U

4.1. Tani Anindaki ve Takip Siirecindeki Bulgular

4.2. CAd pozitif ve Negatif Hastalarin Karsilastiriimasi
4.3. ADAM10 pozitif ve negatif hastalarin karsilagtiriimasi
4.4. WT1 Analiz Sonuglarinin Klinik Korelasyonu

4.5. Renal Sagkalim Analizi

4.6. Erken Donem Hastalarda C4d ekspresyonu

. TARTISMA
. SONUCLAR ve ONERILER
. KAYNAKLAR

. EKLER

Ek1. Etik Kurul Onay Belgesi

Ek2. incelenen Hastalarin Biyopsi Numaralari

32
33
37
38
40
43
44
53
54
57
57
58



IgA

IgG
IgM
ADAM10
CXCL16
GFR
eGFR
ITAM
Cosmc
IL-6
ASGP-R
plgR
CD89
CD71
TNF
TGFB
AGTR

K

A

ACE
ACEI

n—|mm§

RAS
KDIGO

SIMGELER ve KISALTMALAR

: immiinglobulin A

: immiinglobulin G

: immiinglobulin M

: ADAM Metallopeptidase Domain 10

: CXC Kemokin ligand 16

: Glomeriiler filtrasyon hizi

: Tahmini glomerdler filtrasyon hizi

: Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif
: core 1 81,3galactosyltransferasespecific chaperone 1
: interldkin 6

: Asialoglikoprotein reseptor

: Polimerik immiinglobulin reseptori

: Cluster of differantiation 89

: Cluster of differantiation 71 (Transferrin reseptori)
: Tumour necrosis factor

: Transforming growth factor6

: Anjiotensin reseptor

: Kappa

: Lambda

: Angiotensin-converting enzyme

: Angiotensin-converting enzyme inhibitor

: Mesangial hiperselilarite

: Endokapiller proliferasyon

: Segmental skleroz

: Tibuler atrofi / interstisyel fibrozis

: Cresent

: Renin-Anjiotensin Sistemi

: Kidney Disease Improving Global Outcomes



ARB
MASP
MAK
MBL
RAAS
LDL
CXCR6
CKD-EPI
H&E
PAS
PAMS
JMS
MTC
EDTA
WT1
DAB
AEC
BFT
mRNA
miRNA
IGF-I
PDGF-A
HR

Poli IgA

Xi

: Anjiotensin reseptor blokoru

: Mannoz baglayici lektin iliskili serin proteaz
: Membran atak kompleksi

: Mannoz baglayici lektin

: Renin anjiotensin aldesteron sistemi

: Low density lipoprotein

: CXC kemokin reseptor 6

: The Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
: Hematoksilen-eozin

: Periodic acid Schiff

: Periodic acid methenamine silver

: Jones methenamine silver

: Masson trikrom

: Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid

: Wilm’s tumor 1

: 3,3’- Diaminobenzidine

: 3-Amino-9-ethylcarbazole

: Bobrek fonksiyon testi

: mesajci ribonikleik asit

: mikro ribonukleik ait

:insulin like growth factor

: platelet derived growth factor A-chain
: Hinge region

: Polimerik immiinglobulin A



Sekil 1.

Sekil 2.

Sekil 3.

Sekil 4.

Sekil 5.

Sekil 6.

Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Xii

SEKILLER
Sayfa
IgAl, 1IgA2 ve dimerik IgA1 molekillerinin yapilarini gosteren
diagram (1) no’lu referanstan aynen alinmistir. 5

Normal galaktozile IgA1 molekiili ile eksik galaktozile IgA1 molekdilleri
(1) no’lu referanstan aynen alinmistir. 6
Dolasan immin kompleksler mezangial hiicrelerin ylizeyinde bulunan
transferrin reseptori (CD71) ile etkileserek mezangial hiicre
aktivasyonuna neden olurlar. Mezangial hiicreler ¢ogalir ve mezangial
matriks Uretimini artirirlar. (1) no’lu referanstan aynen alinmistir. 9
MEST-C; A) Segmental skleroz (MTC), B) Mesangial hiperselilarite (H&E),
C) Seliler kresent ve endokapiller proliferasyon (PAS), D) Tlbdler atrofi
ve interstisyel fibrozis (MTC). 16
C4d klasik ve lektin yolaklarinin aktivasyonu ile olusabilir. Clq
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aynen alinmistir. 19
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ADAM1O ile distal tubul epitel hiicrelerinde membran6z boyanma 38
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C4d durumuna gore Kaplan-Meier renal sagkalim egrisi; C4d pozitif
hastalarda C4d negatif olanlara gore renal sagkalim siiresinin daha kisa
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bobrek yetmezligine ilerlemeyen hastalari ifade etmektedir. 42



Xiii

TABLOLAR
Sayfa
Tablo1l. Mesangial/Perimesangial C4d Birikimine Gore Hastalarin Biyopsi
Anindaki Patolojik Ozellikleri 35

Tablo 2. Mesangial/Perimesangial C4d Birikimine Gore Hastalarin Biyopsi Ani

ve Takip Siirecindeki Klinik Ozellikleri 36
Tablo3. WT1 Boyamasina Gére Hastalarin Takip Siirecindeki Klinik Ozellikleri 39
Tablo4. C4d ve WT1 Boyamasinin Karsilastirmasi 40
Tablo5. Son Donem Bobrek Yetmezligine Gidisi Etkileyen Faktorler 41

Tablo 6. Coklu Lojistik Regresyon Analizi 43



1. GIRiS

immiinglobulin A (IgA) nefropatisi diinyada en sik gériilen primer glomeriiler
hastalik olup IgA nefropatili bireylerin 1/3’G son doénem bobrek hastaligina
ilerlemektedir. Klinik prezantasyon sekli ve histomorfolojik gorinimi c¢ok cesitli
olmakla birlikte en sik klinik prezentasyon sekli mikroskopik ve tekrarlayici
makroskopik hematdiri ile birlikte disiik dereceli proteiniri, en sik 15tk mikrokopi
bulgusu diffiiz ve global mesangial hiperseliilaritedir. immiinfloresan bulgusu
mesangial IgA immiin komplekslerinin birikimidir (1, 2). Son yillarda IgA nefropatisinin
patogenezini anlamak icin belirgin ilerlemeler yasanmis olsa da molekiler temeli hala
tam anlamiyla aydinlatilamamistir. Bu nedenle simdiye kadar tanisal anlamda ve
hastaligin siddetini tahmin etmede bircok molekidl tanimlanmis olsa da IgA
nefropatisinin prognozunu belirleme anlaminda yeterince basarili bir belirteg elde
edilememistir. Ayni sebeple su anda kullanilan tedavi secenekleri de yeterince etkili
ve hedefe yonelik degildir. “Proteomik” yaklasimi ile IgA nefropatisinde ve diger
glomeriler hastaliklarin patogenezinde yer alan biyokimyasal molekiiler degisimler
tanimlanmaya calisilmaktadir ve daha ileri hastalik spesifik ¢alismalar igin agilim
aranmaktadir. Bu calismalarda glindeme gelen molekillerden biri “ADAM
Metallopeptidase Domain 10” (ADAM 10)'dur (3-5). ADAM10, podositlerde ve
mezangial hicrelerde ifadelenen kemokin olan CXCL16'nin ¢6zilebilir formunu
artirarak inflamatuar hicre migrasyonundan sorumludur. Ayrica bu molekillin
mesengioproliferatif hastaliklarda, patogenezinde podositopatilerin tanimlandig
glomeriler hastaliklarda ve glomerulosklerozda sorumlu oldugu da gosterilmistir. (6-
8). Yanisira, prognozu dngérmede, kompleman yolaklarindan mannoz baglayici lektin
(MBL) yolaginin aktivasyonuna isaret eden C4d molekili tGzerinde c¢alisilmis olup bu
molekiliin hem eriskin hem de pediatrik yas grubunda mesangial alanlardaki
varhginin klinik ve histomorfolojik olarak ileri evreye isaret eden bir takim
parametrelerle korele oldugu izlenmistir (9-11). Buradan yola ¢ikarak bir disintegrin
ve metalloproteinaz olan ADAM10 molekiiliiniin, kompleman yolaklarindan mannoz

baglayici lektin yolaginin aktivasyonuna isaret eden C4d molekilinin ve matir



podositlerde niikleer ifadelenmesi oldugu bilinen WT1 proteininin IgA nefropatili
hastalarin bébrek biyopsilerinde ekspresyonunun arastiriimasi ve bu belirteglerin

hastaligin patogenezi ile prognozu Uzerindeki etkilerinin gosterilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. IgA Nefropatisi Genel Bilgiler

2.1.1. Epidemiyoloji

IgA nefropatisinin sikligi kitadan kitaya, Glkeden llkeye ve hatta bir Ulke
icerisindeki cesitli bolgelerde farkhiliklar gostermektedir. Bunun nedenleri arasinda
birinci basamak saglk hizmetine ulasimin degisken olmasi ve her bolgede bdbrek
biyopsisi uygulama endikasyonlarinin farkli olmasi da yer almaktadir. IgA nefropatisi,
primer glomeriler hastaliklarin, gelismis Asya (ilkelerinde %40-50'si, Avrupa
lUlkelerinde %20-30’u ve Amerika’da %10-20’sini olusturmaktadir. Afrika Glkelerinde
yaygin olmayan bir hastaliktir. Gelismekte olan Ulkelerde birinci basamak saghk
hizmetlerine ulasimin glic olmasi nedeniyle IgA nefropati sikligi az iken; aksine
gelismis Ulkelerde birinci basamak saglik hizmetlerine ulasimin kolay olmasi, erken
tani ve takip yonetiminin gelismis olmasi nedeniyle IgA nefropatisi sikhigl daha
ylksektir. Gelismis tlkelerde sikliginin fazla olma nedenleri; giderek gelisim gdsteren
biyopsi tekniklerine bagli komplikasyonlarin azalmasi, kreatinin ylksekligi ya da
glomerdler filtrasyon hizinda (GFR) azalma olmadan persistan mikroskopik hematiri
varliginda biyopsi yapma ve immiinfloresan yontemi ile IgA iceren komplekslerin
tespit edilmesidir. IgA nefropati sikligindaki farkliliklara neden olan diger degiskenler
ise sosyoekonomik diizey, yas, genetik alt yapi ve cinsiyettir. Sosyoekonomik diizey
insanlarin saglik problemlerine olan ilgisinin dizeyi ile koreledir. Buna gore daha
gelismis sosyoekonomik diizeye sahip bolgelerde siklik artmaktadir. IgA nefropati riski
ile iliskili aday genler ve koruyucu genler insan genom calismalarinda ortaya
konmustur. Buna gore Dogu Asya Ulkelerinde daha sik izlenirken, Afrika tlkelerinde
en az oranda rastlanmaktadir. Siklikla cocuklarda ve geng eriskinlerde izlenen bir

hastaliktir. Hafif bir erkek baskinligi mevcuttur (2).



2.1.2. Patofizyoloji

IgA nefropatisi etiyolojik olarak multifaktoriyel bir hastaligi temsil etmektedir.
Makroskopik hematiri ataklarinin mukozal enfeksiyonlarla es zamanlilik gésteriyor
olmasi mikrobiyal ajanlarin hastaligin gelisiminde tetikleyici rol aldigini
gostermektedir. Yani sira tanimlanan genlerdeki degisikliklere bagh %6-8 oraninda
risk artisi tespit edilmistir. Bu genler ailesel IgA nefropatili hastalardan faydalanilarak
tanimlanmis olup; dogal immiin sistem ve kompleman sistemi, antijen isleme, sunma
ve mukozal IgA Uretiminin dlzenlenmesi ile ilisikili ¢ok sayida protein
kodlanmasindan sorumludur (12).

IgA nefropatisi patogenezine bir cerceve yaratmak ve yapilacak calismalara
yon vermek amaciyla ¢oklu vurus modeli gelistirilmistir. Tek basina ele alindiginda
coklu vurus modeli, olduk¢a kompleks nitelikte olan IgA nefropatisi patogenezini
oldukca basite indirgemektedir. Modele gbére Oncelikle glakatozilasyon defekti
gosteren IgAl molekillerinde artis meydana gelir (vurus 1) ve bunlara karsi IgA ve
imminglobulin G (lIgG) gibi otoantikorlar geliserek (vurus 2) dolasan immin
kompleksler ortaya gikar (vurus 3). Dolasan immiin kompleksler mesangial hiicrelerin
ylzeyinde bulunan reseptorler araciligiyla mesangial hicre ve kompleman
yolaklarinin aktivasyonuna ve mesangial-podositik-tiibiler iletisim araciligiyla
glomeriillerde ve interstisyel mesafede hasara yol acar (vurus 4) (2, 12).

Modeli ayrintilandirarak inceleyecek olursak; IgA molekdllerini kodlayan
genler iki adet olup 14. kromozom uzerinde yer almaktadir. Mukozal ylizey
sekresyonlarinda yer alan bu antikor; epitelyal barriyer butinlGginin devamini
saglar, mikrobiyal ve diger cevresel antijenlerin viicuda girisini sinirlar ve kommensal
mikrobiyal bilesenlerin diizenlemesini yapar.

IgA molekult iki agir, iki hafif zincirden meydana gelmektedir. Herbir agir
zincirde bir degisken, (g sabit bolge var iken; her bir hafif zincirde bir degisken bir
sabit bolge bulunmaktadir. IgA molekilind diger immiinglobulinlerden farkh kilan
ozelliklerden biri, agir zincirdeki birinci ve ikinci sabit bolgeler arasindaki mentese
bolgesi (hinge region)’ dir. Bir digeri ise IgA molekilinin hem monomerik hem de

dimerik formda bulunabilmesidir (sekil 1).
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Sekil 1. IgA1, IgA2 ve dimerik IgA1 molekdillerinin yapilarini gésteren diagram (1)

no’lu referanstan aynen alinmistir.

Monomerik  formu  ¢ogunlukla  dolasimda  bulunurken;  mukozal
sekresyonlarda neredeyse tumdiyle dimerik/polimerik formda bulunur. Dimerik
formdaki IgA molekiilleri baglayici bir zincir ile birbirlerine baglanip sekretuar parga
ile de stabilize edilirler. Sekretuar parca protelitik enzimlere karsi koruma gorevi
gorir. Bu komplekse sekretuvar IgA denmekte olup tiim mukozal ylizeylerde yer alan
endojen bakteriler bu molekil ile kaplidir. Bu sayede endojen bakterilerin mukozal
ylzeylere sinirli kalmasi saglanir. Mukozal yiizeylerde sekrete edilenden ¢ok daha az
oranda (2-3 mg/ml) sistemik dolasimda da kemik iligindeki plazma hcreleri
tarafindan sekrete edilen IgA molekdilleri bulunur (1). Dolasimdaki IgA moleklleri tipi
ve yapisina bagh olarak immiin inhibisyondan sorumlu olabilirken, inflamatuar
hastaliklarin patogenezinde de yer almaktadir. Serumda yer alan monomerik IgA
molekilinin baglandigi reseptor olan Fca receptor tip | (FcaRl ya da CD89) tirozine
dayali aktivasyon motifi (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif: ITAM)
iceren bir reseptordiir. Monomerik IgA molekill lizerinde antijen olup olmamasina
bagl olarak farkl aviditede FcaRl’e baglanir. Eger antijen tasimayan bir IgA molekili
ise FcaRl’e dlsuk aviditede baglanarak ITAM’In eksik fosforilasyonuna bagh olarak

hiicreye inaktive edici sinyaller gonderilir ve otoimminite engellenir. Eger IgAl



molekillt immin kompleks formunda ise yiksek avidite ile baglanarak ITAM’In tam
fosforilasyonuna neden olur ve hiicreye aktive edici sinyaller gonderilerek
inflamatuar yanita neden olur (13).

Monomerik IgA molekiillerinin IgAl ve IgA2 olmak lzere iki formu mevcuttur.
IgA2 molekdlleri ¢ogunlukla mukozal yizeylere sinirli iken IgA1 molekilleri hem
serumda hem de mukozal ylzeylerde bulunur. Serum IgA molekdllerinin neredeyse
%901 IgA1 molekilleridir. Bu IgA molekiilleri arasindaki temel fark HR bdlgelerini
olusturan aminoasitlerdir. IgA1 molekilinde 8 aminoasitten olusan dizinin iki defa
tekrarini iceren 16 aminoasitlik bir dizi ve bu diziye O baglh N-asetilgalaktozamin,
galaktoz ve sialik asitten olusan 3 ya da 6 karbonhidrat birimi mevcuttur. IgA2
molekilinde ise HR bolgesi 5 aminoasitten olusmus olup O bagl karbonhidrat
birimleri mevcut degildir. Her iki IgA molekiliine N bagli oligosakkaridler mevcuttur.

IgA nefropatisinin patogenezinde temelde yatan degisiklik IgA1 molekdillerinin

eksik galaktozilasyonudur (sekil 2).
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Sekil 2. Normal galaktozile IgA1 molekili ile eksik galaktozile IgA1 molekilleri (1)

no’lu referanstan aynen alinmistir.



Galaktozilasyonu eksik olan IgA1 molekilleri polimerize olma egilimindedir
(13). Galaktozilasyonun eksik olmasinin kdkeninde ilgili enzimleri kodlayan genlerin
aktivitesinde azalma gozlenmistir. IgA nefropatili hastalarin kanindan IgA sentezleyen
B hiicre kokenli 6lumstzlestirilmis hiicreler ve saglikh kontrollerden elde edilen
hicreler karsilastinldiginda  “core 1 61,3galactosyltransferase 1” adli enzim
ekspresyonunda ve “core 1 61,3galactosyltransferasespecific chaperone 1: Cosmc”
adl enzim (yeni olusmakta olan enzimin stabilizasyonunda gorevli) ekspresyonunda
azalma yani sira “aNacetylgalactosaminide a2,6sialyltransferase 2” adli enzim
ekspresyonunda artis dikkati c¢ekmistir (2). Enzim aktivitelerindeki degisimin
epigenetik olduguna dair stipheler mevcuttur. Cosmc genine ait promoter boélgesinin
metilasyonundaki azalmanin ifadelenmesinde azalmaya neden oldugu goézlenmistir
(13). Yani sira bu enzimleri ekspresyonundaki degisimde bazi sitokinlerin 6rnegin IL-
6’nin da etkisi vardir (2).

Her ne kadar eksik galaktozile IgA1 molekiillerinin IgA nefropatisinde spesifik
oldugu duslinilse de aslindaileri derecede sirotik hastalar Gzerinde yapilan ¢alismalar
gostermis ki mukozal mikrobiyal floranin degismesi ya da bakteriyel translokasyon
surecine bagl olarak IgA galaktozilasyonu degisebilmektedir (13).

Farkedilen bir diger nokta ise mukozal IgA yani polimerik IgA (poli IgA)
molekillerini sentezleyen plazma hicrelerinin hedefi sasirmis olmasidir. Normalde
mukozaya salinan IgA molekilleri polmerik olup bunlar epitel araciligiyla dolasima
gecmeden direkt olarak mukozaya salinirlar. Poli IgA’lari  sentezleyen
lenfoplazmositer hiicreler bolgesel lenf nodlarindan mukoza iliskili lenfoid dokuya
geri donerler. Dolasima gecenler ise yine kemokinler ve hem plazmablastlarin
ylzeyinde hem de vaskiiler endotel lizerinde eksprese edilen spesifik reseptoérler
araciligiyla mukoza iliskili lenfoid dokuya geri donlis yaparlar. Fakat IgA nefropatili
hastalarda bunlardan herhangi birindeki defekt araciligi ile mukozaya d6éniis yapmasi
gereken, poli IgA sentezleyecek olan plazmablastlarin kemik iliginde akiimile oldugu
anlasilmistir. Bu sekilde normalde dolasimda gérmeyi bekledigimiz monomerik IgA

molekdlleri yerine poli IgA molekillerinde artis meydana gelmektedir (1, 13).



N asetilgalaktozamin bagli, sialik asit icerebilen ya da igermeyen eksik
galaktozile IgA1 molekdilleri dolasimda dogal olarak bulunan IgG ve IgA1l antikorlari
tarafindan baglanirlar ve nefritojenik immiin kompleksler olusur (1). Bazi bakteri ve
virlslerin  ylizeyinde tanimlanan galatozile olmayan N-asetilgalaktozamin
molekillerine karsi gelisen otoantikorlarla eksik galaktozile IgA1 molekillerinin
capraz reaksiyon verdigi duslintilmektedir (12). IgA nefropatili hastalardan elde edilen
hicre dizileri araciligiyla eksik galaktozile IgA1 molekillerini baglayan IgG antikorlari
Uzerine c¢alisilmis ve agir zincir Uzerindeki tamamlayici-tanimlayici bolge 3'te
bulunmasi gereken alanin aminoasidi yerine serin aminoasidi oldugu fark edilmistir.
Bu IgG otoantikorlarinin serum diizeylerinin hastalik aktivitesi ve prognozu ile iliskili
oldugu bulunmustur. IgAl otoantikorlariile ilgili olarak kesin ve anlamli bir fark hentiz
elde edilememistir (2).

Olusan poligAl molekdlleri ve 1gA1/1gG immin komplekslerinin mesangial
bolgeye affiniteleri mevcuttur. Mesangial hiicrelerin ylizeyinde bulunan reseptorlere
baglanarak mesangial hiicre aktivasyonuna ve proliferasyonuna neden olurlar (sekil
3). Bu reseptorlerin timi tam anlamiyla anlasilmis olmamakla birlikte bunlardan biri
transferrin reseptori (CD71)'dir (1). Eksik galaktozile 1IgA1 immiin kompleksleri icin
mesangial hiicreler ylizeyinde bulunan ana reseptér adayr CD71'dir. Transgenik fare
model galismalari gostermistir ki; eksik galaktozile ve immiin kompleks formunda
olmayan IgA1l molekdilleri CD71'e dustk affinite ile baglanmaktadir. Yani sira CD71
polimerik IgA1 molekillerini baglamakta iken, 1gA2 molekiillerini baglamamaktadir.
IgA nefropatili hastalarin mesangial bélgelerinde CD71 ifadelenmesinin arttigi dikkati
cekmistir (13). Tanimlanan diger reseptorler ASGP-R, plgR, FcaRl (CD89) ve Fc-a/m
reseptoridir (1). Cozulebilir CD89, monositlerin yiizeyinde bulunan g-less CD89
molekilinin dolasima karisan kisimdir. Progresif nitelik gosteren IgA nefropatili
hastalarda fark edilmis ki dolasimda yer alan immiin komplekslerde ¢6zilebilir CD89
sabit ve dlslik dizeylerde bulunmakta iken; stabil IgA nefropatili hastalarda
dolasimdaki immiin komplekslerde ¢oziilebilir CD89 daha yiksek miktardadir. Bu da
progresif hastaliga sahip hastalarda CD89'un mesangial boélgeye hapsolmasi ile

aciklanmistir. IgA1 immin komplekslerinde yer alan CD89'un mesangial hiicre



yuzeyindeki CD71'e baglanarak islev gordigu anlasiimistir. Sonug olarak CD89'un IgA
nefropatisinin patogenezinde ve progresyonunda yer aldigi sonucuna variimistir.

CD71'in IgA1 immun kompleksleri ya da CD89 ile etkilesimi sonucu mesangial
hiicrelerde transglutaminaz 2 ekspresyonunda artis meydana gelir. Transglutaminaz
2, renal fibrozisin gelisiminde iyi bilinen bir molekiil olmakla birlikte CD89 ve IgAl
immin komplekslerinin CD71 ile etklesiminin devamlili§inda ve stabilizasyonunda da
yer almaktadir. Transgenik fare modelleri ile yapilan galismalarda anlasilmistir ki;
transglutaminaz 2 yoklugunda mesangial IgA depozitleri olusmamakta, CD71
ekspresyonu olduk¢a dusik kalmakta ve farede hematiiri ve proteiniri
olusmamaktadir (13).

Gliadin antijenlerinin  de CD89'a baglanarak IgAl-¢ozilebilir CD89
komplekslerinin katlanmasina ve sonug olarak reseptorler Uzerindeki etkinligin
artmasina neden oldugu dikkati ¢ekmistir. Gluten fakir diyetin bir tiir tedavi yaklasimi

olabilecegi sonucuna varilmigtir (13).

). Transferrin Receptor
(f( (CD71)
Circulating
Immune Complexes
Mesangial cell plasma
membrane

UJ N

Activation signal

U
Increased mesangial cellularity
and matrix

Sekil 3: Dolasan immiin kompleksler mezangial hiicrelerin yizeyinde bulunan
transferrin reseptori (CD71) ile etkileserek mezangial hiicre aktivasyonuna
neden olurlar. Mezangial hiicreler cogalir ve mezangial matriks Gretimini

artirirlar. (1) no’lu referanstan aynen alinmistir.
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Mesangial hiicrelerin ylizeyindeki reseptérlerin uyarilmasina bagli olarak
mesangial hiicreler tarafindan ekstraselliler matriks sentezinde artis, kemokin ve
sitokin Uretimi meydana gelir. Kemokinlerin ve sitokinlerin etkisi altinda podositlerde
nekroz, apoptoz ya da defektif otofaji yolu ile azalma yani sira podosit
komponentlerinde (podoklasin, dendrin vb.) degisim meydana gelir. Podosit
hasarlanmasi ise glomeruloskleroz ve proteindiri ile dogrudan iliskilidir. Mesangial
hicrelerden agirlikh olarak “tumour necrosis factor” (TNF), “transforming growth
factor8” (TGFB) ve anjiotensin Il salinir. Salinan bu himoral faktorler glomeriler
filtrasyon ya da post-glomeriler kapillerler aracihg ile podositlere ulasir ve
podositlerden de TNF sentezinde artisa neden olur. Es zamanli olarak podositlerin
ylzeyindeki TNF1 ve TNF2 reseptorlerinin ekspresyonunda artis meydana gelir. TNF1
reseptord araciligl ile podositlerdeki IL-6 Uretiminde ve apoptoziste artis meydana
gelir. IL-6 tlbdl epitelinde anjiotensin Il Gretiminde artisa neden olur iken anjiotensin
Il reseptor ifadelenmesinde de dizenleyici rol alir. Anjiotensin Il ve reseptoriniin
etkilesmesi sonucunda tibdul epitelinde protein kinaz C ve mitojen-aktive protein
kinaz yolaginda aktivasyon meydana gelir. Bu da tlbilointerstisyel alanda
inflamatuar yanita neden olur. Mesangial hiicrelerden salinan TNF, TGFB ve IL-6
Uretimi tlbil epiteli tarafindan da sentezlenerek proinflamatur ve fibrotik yaniti
glclendirir. Mesangial hicrelerden salinan anjiotensin Il tiibll epiteli Gzerinde
bulunan anjiotensin reseptor | (AGTR1)’e baglanarak etkisini gosterir. Eksik
galaktozile IgA immun kompleksleri ile karsilasmanin akut doneminde bu reseptoriin
ifadelenmesinde azalma olsa da kronik donemde bu ifadelenme azalmasi ortadan
kalkar ve ayni zamanda anjiotensin reseptér 2 (AGTR2) ekspresyonunda artis
meydana gelir. Bu da tlbdll epitelinde apoptozisin tetiklenmesi ve tlbil atrofisi ile
sonuclanir. Mesangial hiicrelerden mineralokortikoidler de salinir ve anjiotensin Il ile
sinerjistik etki gosterir. Immiin komplekslerin mesangial hiicrelerden hiiméral
faktorlerin salinmasi araciligl ile mesangial-podositik-tiibiler iletisime neden olmasi
yani sira alternatif kompleman yolagi ve mannoz baglayic lektin yolaginda da

aktivasyona neden oldugu bilinmektedir (2).
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2.1.3. Klinik Ozellikler

IgA nefropatisinin prezentasyonu oldukga cesitlilik gostermekle birlikte ¢cogu
hastada kronik sessiz bir seyir izler. En hafif ugta asemptomatik mikroskopik hematiri
yer alirken diger ucta hizhi ilerleyen glomerulonefritler bulunmaktadir. Nadir
olmayarak ilk prezentasyonda, geri donilsli akut bobrek yetmezligi ile iliskili
makroskobik hematiri ve es zamanli mukozal enfeksiyon olabilir. Hematiriye
nefrotik diizeylere ulasmayan ve dar araliklarda degisim gosteren proteindri eslik
edebilir. %30’dan az hastada 1g/gln ve daha fazla proteindiri izlenebilir. Makroskopik
hematiri ile es zamanli mukozal enfeksiyon donemlerinde proteiniiride gegici artislar
izlenebilir ki bu hastalarin buyldk kisminin zaman iginde ilerleme gosterdigi
kaydedilmistir. Siddetli proteiniri ve hipertansiyon ile birlikte 20 yil ve daha fazla bir

surede son evre bobrek yetmezligi gelisebilir (2).

2.1.4. Laboratuvar Bulgulari

IgA nefropatisinin tanisini koymak igin tek ya da kombine bir laboratuvar testi
bulunmamaktadir. Nihai tani bébrek biyopsisinin histopatolojik incelemesi ile
konulabilir. Yapilan 6n testler bobrek biyopsi endikasyonu olup olmadigini belirlemek
icindir. Bu on testler idrar analizi, bobrek fonksiyon testler ve serum IgA diizeyinden
olusmaktadir.

Sabahin ilk idrarinin faz-kontrast ya da i1sik mikroskobik degerlendirmesinde
eritrosit silendirlerinin gorilmesi ya da dismorfik eritrositlerin izlenmesi (hematdrinin
glomeril kaynakli oldugunun kaniti) IgA nefropatisinin ilk ipucudur. Proteiniri
degerlendirmesi zamanli toplanan idrar 6rneklerinde olabilecegi gibi spot idrarda
protein/kreatinin oranina gore de yapilabilir. Degisen derecelerde proteiniri olabilir.

Bobrek fonksiyonlari GFR ya da kreatinin klerensi ile degerlendirilir. Bobrek
biyopsisi anindaki bobrek fonksiyonlari baz alinarak prognoz hakkinda yorum
yapilabilir. Buradan yola ¢ikarak histopatolojik degerlendirmede prognostik 6neme
sahip bulgular mevcuttur.

Serum IgA dizeylerinin %33-50 hastada arttigi izlenmistir, fakat bu durum IgA

nefropatisi tanisi icin yeterli dizeyde sensitif ya da spesifik degildir. IgA nefropatisinin
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patogenezinde yer alan galaktozilasyon eksikligi olan IgA1 molekdillerinin tespitinin
tanisal sensitivitesi ve spesifitesi ylksek olmasina ragmen tek basina hastalig

olusturmak icin yeterli olmayisi bu belirtecin de tek basina anlamini kisitlamaktadir

(2).

2.1.5. Patoloji

Bobrek biyopsilerinde IgA nefropatisinin 151k mikroskobik goriintlsu
normalden, sadece degisken derecelerde mesangial hiperselilarite ve matriks
artisina, florid kresentik glomerulonefritten, ileri diizeyde sklerozan gértiniime kadar
degiskenlik gosterir. Sklerozan lezyonlar agresif proliferasyona sekonder olabilecegi
gibi kronik hasarlanmaya sekonder de gelisebilmektedir (2). En sik goérilen 1sik
mikroskobik bulgu mesangial matriks artisi ve mesangial hiperselilaritedir (3-um
kalinliktaki kesitte her mesangial alanda 4 veya daha fazla hiicre olmasi) (1). Isik
miksrokobideki cesitlilige ragmen immiinfloresan incelemede, mesangial bélgede A
hafif zincir agirhkli, k hafif zincirlerini de iceren IgA1 molekilleri saptanir (2). IgA
molekiilleri glomeriilleri diffiiz olarak tutmal ve en az 1+ yogunlukta olmalidir (12).
1/3 hastada immiin depozitler mesangial bolgeye ek olarak kapiller duvarlarda da
saptanmistir. IgA %30 hastada biriken tek immunglobulin olabilecegi gibi %25 hastada
IgM ve IgG ile birliktelik gosterebilir. %90 hastada IgA’ya goére daha az yogunlukta ve
graniler boyanma gosteren C3 eslik eder. C1qg nadir olarak izlenir; eger baskin ise IgA
nefropatisinden uzaklastirir. 1/3-1/2 hastada glomeriler C4d eslik etmektedir. C3 ve
C4d’nin IgA’ya eslik ediyor olmasi alternatif kompleman yolagi ve mannoz baglayici
lektin yolaginin hastalik patogenezinde rol aldigini gbsteren ipucudur (1, 12). Elektron
mikroskobide agirlikli olarak mesangial yerlesimli, proliferatif lezyonlarda
subendotelyal bolgede de izlenebilen elektron dense depozitler izlenir. Depozitlerin
subepitelyal bolge yerlesimi oldukca nadirdir. Hematdirinin varligini aciklayan bazal
membranda incelme, yirtilma ya da yeniden sekillenme izlenebilir (12).Diger immiin
kompleks glomerilonefritlerinden ayrimda depozitlerin yerlesim yeri, baskin olarak
IgA immin komplekslerinin birikimi, biriken kompleman yolagina ait Grinlerin tipi,

1stk mikroskobik ve ekstra-renal bulgular yardimci olmaktadir (2).
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2.1.6. Prognoz

IgA nefropatisi klinigi ve histopatolojisi oldukga gesitlilik gdsteren bir hastalik
olmasi nedeniyle hem klinik hem de histopatolojik olarak tani aninda prognozu
ongormek amaciyla bircok calisma yapilmis ve bir takim parametreler ortaya
konmustur. Tani aninda renal fonksiyonlari korunmus hastalarda kot prognostik
parametreler klinik olarak erkek cinsiyet, obezite, 60 yasin Uzerinde olmak,
makroskobik hematri hikayesi olmamasi iken; laboratuvar bulgulari anlaminda kalici
mikroskobik hematdiri, kalici hipertansiyon, tani aninda kreatinin degerlerinin yiiksek
olmasi, glinde 1 gr Gzerinde kalici proteindiri, hipertrigliseridemi, hipertrisemi ve ACE
(Angiotensin-converting enzyme) delesyon/delesyon genotipi olmasidir (2).

Prognozu histopatolojik olarak belirlemek amaciyla sirasiyla 1982 ve 1997
yillarinda Lee ve Haas klasifikasyonlari oncelikle literatlire sunulmustur. Bu
klasifikasyon bicimlerinde derecelendirme 5’li kategorizasyon temelinde kurulmus
olup her derecede olmasi gereken lezyonlar tanimlanmis ve degerlendiren kisiye
oldukca bagh sonuglar elde edildigi gorilmustir. 2009 yilinda Uluslararasi IgA
Nefropatisi Calisma Grubu ve Renal Patoloji Toplulugu, ortak yaptig bir calisma
sayesinde kanita dayali histolojik siniflandirma yaklasimina éncilik eden Oxford
Klasifikasyonu’nu literatlire sunmustur (1,6). Calisma 8 (ilkeden elde edilen 206
eriskin, 59 pediatrik hasta lizerinde yapilmis olup, 3 patolog tarafindan glomeriiler,
tlibulointerstisyel ve vaskiiler lezyonlar tarafsiz olarak degerlendirilmis; her hasta en
az 3 yil takip edilmistir. Bu galismaya glinliik protein kaybi 0,5 g olan hastalar, eGFR
(tahmini glomerdiler filtrasyon hizi) diizeyi 30 ml/dk altinda olan hastalar, takip stresi
1 yilin altinda olanlar ve bu siirecte son dénem bobrek yetmezligine ulasan hastalar
dahil edilmemistir. 4 yillik bir calisma sonrasinda tekrarlanabilir ve klinik olarak
anlaml histolojik tanimlamalar ve skorlarlamalar elde edilmistir; mesangial
hiperselilarite (M0, <50% glomeriil; M1, >50% glomeriil), endokapiller proliferasyon
(EO, yok; E1 var), segmental glomeruloskleroz (SO, yok; S1, var) ve tubuler atrofi /
interstisyel fibrozis (TO, yok ya da < korteksin %25’i ; T1, korteksin %26-50’si; T2,
korteksin >%50’si). Bu parametreler MEST skorlamasini olusturmaktadir. M, S ve T

skorlari renal fonksiyon kaybinin yizdesini ve renal sagkalimi 6ngdérmede
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birbirlerinden bagimsiz olarak anlamli bulunmuslardir. Kullanilan klinik parametreler
baslangic proteiniri ve eGFR degeri ile takipteki ortalama arterial basing ve proteintri
degerleri olmustur. E skoru ise steroid/immunsupresif tedavi almayan hastalarda
bagimsiz olarak anlaml bulunmustur (14, 15). MEST skorunun prognostik 6nemi
7000’den fazla Asya, Kuzey Amerika ve Avrupali hastalar (izerinde yapilan 20’den
fazla calisma ile dogrulanmis ve sonug olarak T skorunun klinik gidisati 6ngérmede en
glctl deger oldugu sonucuna varilmistir. 13 Avrupa Ulkesinden 1147 hasta lzerinde
yapilan Oxford Klasifikasyon’unu Dogrulama Calismasi’nda, orjinal calismada dislanan
hastalarin, ¢ikarsanan sonuglar dogrultusunda test edilmesi ile anlasiimis ki disik
proteinlrili hastalarin daha az siklikta MEST lezyonlari olmakta ve 5 yillik renal
sagkalimlari %90’a ulasmaktadir. Duslik eGFR’ye sahip hastalarin ise yiksek baslangic
proteinuriye sahip yash hastalar oldugu ve daha sik M, S ve T1/T2 lezyonlarina sahip
hastalar olmalarinin yani sira 5 yillik renal sagkalimlarinin %50’lerde oldugu sonucuna
varilmistir. Oxford calismasinin elestirilebilecek bir ozelligi hastalarin tedavisiz
izlenmis olmamasi; elbette ki proliferatif lezyonlari olan hastalarin immunsupresif
tedavi almis olmasidir. Endokapiller proliferasyonu ve kresentleri olan hastalarda
klinik gidisin koti olmamasinin nedeni bu lezyonlarin imminsupresif tedaviye iyi
yanit veriyor olmalaridir. Ayni sekilde VALIGA calismasinda goriilmis ki mesangial
hiperseliilariteye sahip baslangicta distk proteindrili hastalar ve pediatrik yas
grubundaki hastalar tzerindeki ¢alismalarda M1’in disiik renal sagkalim ve yikselen
proteinri ile iliski oldugu bulunmus; ayrica M1’in en glgli GFR inisi ile iligkili
parametre oldugu sonucuna varilmistir. Endokapiller hipersiillarite ve kresent
lezyonlarinda oldugu gibi mesangial hiperselilaritenin de renal sagkalimi 6ngérme
ozelligi steroid tedavisi tarafindan baskilanmistir (15, 16).

Oxford konferansinin 2014 yilinda diizenlenmesinden sonra lizerinde daha
¢ok calisilmasi gereken alanlar lzerine ¢alisma gruplari olusturulmustur. Bunlardan
bir tanesi olan kresent c¢alisma grubunun yaptigi ¢calismalar sonucu 2016 yilinda
Oxford klasifikasyonunda yenilige gidilerek krensent varliginin da kriterler arasina
konmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Tedavi almayan hatalarda gorilmis ki

herhangi bir kresent varligi koti renal sagkalim ile iliskili iken %25’in (izerinde kresent
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varhgl tedaviden bagimsiz olarak kotli gidis ile iliskilidir. Boylelikle CO:
fibroselller/seliler kresent yok; C1: en az bir tane %25’ten az fibroselller/seliiler
kresent mevcut; C2: %25 ya da %25’ten fazla fibroselller/selller kresent mevcut
olarak tanimlanarak Oxford klasifikasifikasyonuna eklenmis ve MEST-C seklinde
revize edilmistir (Resim 1). Segmental skleroz galisma grubu ise tim segmental
sklerozlari 6zelliklerine gore yeniden degerlendirerek gormus ki; tip lezyonlar ve
podosit hipertrofisi; primer podositopati 0©zellikleri olan hastalarda baslangic
proteinlrisi daha fazla olmakta ve renal sagkalim daha kotlu olmaktadir. Biyopsi
raporlarinda S1 demenin yanisira sklerozun 6zellikleri hakkinda bilgi vermek steroide
yanit veren bu 6zellikler icin tedavide yonlendirici olabilmektedir (15, 17).

Sonug olarak Oxford klasifikasyon calismalari IgA nefropatisi tanili biyopsi
raporlarinda ifade edilmesi gereken parametreleri ve lezyonlarin tanimlamalarini

ortaya koymus; yani sira tedavi edilmediginde hastaliga progresif 6zellik katan

lezyonlari ve immiinsupresif tedaviye yanit veren lezyonlari tanimlamistir (15).
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Sekil 4. MEST-C; A) Segmental skleroz (MTC), B) Mesangial hiperseliilarite ve
endokapiller proliferasyon (H&E), C) Seliiler kresent ve endokapiller

proliferasyon (PAS), D) Tubdller atrofi ve interstisyel fibrozis (MTC).

2.1.7 Tedavi

IgA nefropatisi tanili hastalarda tedavi, bobrek fonksiyonlarina (GFR),
proteiniriile hipertansiyon varligina ve proliferatif lezyonlarin olup olmamasina bagh
degiskenlik gosterir. Minor idrar bulgusu olan, normal kan basincina ve GFR’a sahip
hastalarda 2 yillik araliklarla klinik izlem yeterli olmaktadir. Bunun disinda kalan
hastalar icin tedavi secenekleri sinirli olmasinin yani sira spesifik nitelikte degildir.
Bobrek fonksiyonlarini korumak igin ana hedef proteiniiriyi azaltmaktir. Tedavi
secenekleri Renin-Anjiotensin Sistemi (RAS) blokaji ile kan basincini disiirmek ve
proteinlriyi azaltmak ve gerekli durumlarda immiinsupresyondur. Bunu yanin sira
diyetten tuzun kisitlanmasi, kan lipit dizeylerinin dislrilmesi, sigara kullaniminin
kesilmesi ve non-steroid antiinflamatuar ilaglar ile birlikte diger nefrotoksik
ajanlardan kaginmak gibi genel yaklasimlar da uygulanmaktadir (2).

2012 KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes) klinik uygulama
kilavuzu, glomerulonefritlerde kanita dayali tedavi o6nerilerini belirlemeyi ve eksik
olan alanlarin ortaya ¢ikarilmasini amaglamistir. Kilavuzda yer alan tedavi 6nerileri iki
seviyeye ayrilmistir. Seviye 1 olan tedaviler tavsiye edilmekte iken, seviye 2 olan
tedaviler 6nerilmektedir. Yani sira kanita dayali olma duizeyleri de kalitesine goére
yiksek (A), orta (B), disuk (C) ve cok disik (D) olmak Gzere derecelendirilmistir.
Kilavuza gore glinde 1 gr'dan az protein(risi olan hastalarda kan basinci hedefi 130/80
mm-Hg’dan dislik iken; glinde 1gr'dan fazla proteiniirisi olan hastalarda kan basinci
hedefi 125/75 mm-Hg’dan dusuktir. Kan basinci regllasyonunda tercih edilen ilaglar
RAS blokaji yapan anjiotensin-donistliriici enzim inhibitorleri (ACEI) ve anjiotensin
reseptor blokaji (ARB) yapan ilaglardir. Bunun nedeni yapilan randomize klinik
calismalarda proteiniriyi azalttiklarinin gérilmis olmasidir.  Proteinirisi 1 gr'in

Gzerinde olan hastalarda uzun streli ACEl ve ARB’lerin kullanilmasi dnerilmektedir.
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Gerekirse tedavi, kan basinci kontrol edilerek proteiniriyi giinde 1 gr'in altinda
tutacak sekilde kuvvetlendirilmelidir (Derece 1B).

Randomize klinik ¢ahsmalar sonucunda 2012 KDIGO, kortikosteroid
tedavisinin GFR 50ml/dk/1,73 m2 olan ve gerekli destekleyici tedaviyi 3-6 ay boyunca
almalarina ragmen glinlik proteiniri seviyesi 1gr’in altina dlismeyen hastalarda 6 ay
boyunca verilmesini 6nermistir (Derece 2C). Diger imminsupresif ajanlardan
siklofosfamidin ancak %50’den fazla glomeriilde kresent goriilmesi durumunda
kortikosteroid tedavisi ile birlikte verilmesi 6nerilmistir (Derece 2D). Mikofenolat
mofetil icin veriler yetersiz olmakla birlikte azatioplrin tedavisinden ek fayda
saglanamamistir.

IgA nefropatisi nedeniyle ileri donem kronik bobrek yetmezliginde ve
kresentik olmayan glomerulonefrit formlarinda kombine immiinsupresif tedavinin
faydasi gorilmemistir.

Balik yagi 3-6 aylik optimize destekleyici tedaviye ragmen 1 gr'in lzerinde
protenrisi olan hastalarda potansiyel fayda saglayabilmektedir. Kullanimi hastaya
kalmis olan balik yaglari higbir zaman steroid tedavisinin yerini alamaz.

Tonsillektomi 6nerilmemektedir; ancak tekrarlayan tonsillit ataklarina denk

gelen makroskopik hematuri ataklari varsa distnulebilir (12).

2.2.Cad

IgA nefropatisinde alternatif kompleman ve mannoz baglayicl lektin
yolaklarinin aktivasyonuna bagl doku hasarinin olustugu bilinmektedir. Kompleman
sistemi mikrobiyal patojenlere karsi hem dogal hem de adaptif immuin sistemde gérev
alan plazma proteinlerini icermektedir. Bu proteinler plazma igerisinde inkatif formda
bulunurken aktive olduklari zaman proteolitik enzimlere dontiserek diger kompleman
proteinlerini yikar ve enzimatik bir kaskadin olusumuna yol acar. Bu kaskaddaki kritik
basamak C3’ln yikimi ile olusan C3 konvertaz enziminin olusumudur ki; bu Uc¢ yolak
ile meydana gelebilir; klasik, alternatif ve mannoz baglayici lektin yolagi. Klasik yolak
Clg’nun immin kompleks lzerine fikse olmasi ile aktive olur iken; alternatif yolak

direk mikrobiyal ylizey proteinleri araciligi ile C3’teki tioester baglarinin hidrolizi ve
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faktor B, faktdér D ve properdin’nin katilimi sonucu C3’Un aktivasyonu ile baslar.
Mannoz baglayici lektin yolag,, mannoz baglayict lektin ve fikolinin,
mikroorganizmalar (izerindeki karbonhidrat gruplarina baglanmasi ile mannoz
baglayici lektin iliskili serin proteazlarin (MASP) aktivasyonu ve sonug olarak C4 ve
C2'nin parcalamasi ile C3’lin olusumuyla baslar. Her (¢ yolak sonucununda da olusan
nihai molekiil membran atak kompleksi (MAK) olarak adlandirilan C5b-9’dur (18).
MAK cekirdeksiz hiicrelerde o6lime yol acarken; cekirdekli hiicrelerde hiicre
aktivasyonu ve doku hasarina neden olur. Bu molekiil araciligi ile kompleman yolagini
aktive eden yabanci patojen ya da konakgl tizerinde sitotoksik etki meydana gelir (18,
19).

C4d klasik ve mannoz baglayici lektin yolaklarinda C4 yikimi sonucu ortaya
¢ikan bir Grin (sekil 4) olup, biyolojik olarak aktif degildir. Tioester baglari araciligi ile
immun komplekslerin biriktigi bolgeye komsu hiicre ylizeylerine kovalent baglarla
baglanir ve kompleman aktivasyonuna isaret eder (18, 20). Renal transplant
hastalarinda doku hasari ve donor spesifik antikorlar esliginde peritiibiler
kapillerlerde C4d pozitifligi antikor aracili akut rejeksiyonda tanisaldir. Burada C4d
molekili klasik kompleman yolaginin aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikar. C4d boyamasi
2 yol ile uygulanabilir; donmus dokularda monoklonal antikorlar kullanilarak indirekt
immiunfloresan ile tespit edilirken, parafine gomuli dokularda polikovalen Cad
antikorlari araciligiyla immiinohistokimyasal olarak tespit edilir (9). immiinfloresan
incelemenin immiinhistokimyasal incelemeden daha sensitif oldugu bilinmektedir
(11). Ancak Espinosa ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada her iki yontemin

de uygulanmasi sonucu dokuda C4d varligi ile ilgili %87 uyum saptanmistir (21).
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Sekil 5. C4d klasik ve lektin yolaklarinin aktivasyonu ile olusabilir. C1q saptanmayan
hastalarda klasik kompleman yolak aktivasyonu dislanabilir. MBL, Mannose-

binding lectin. (21) no’lu referanstan aynen alinmistir.

IgA nefropatisinde, imminfloresan incelemelerde %75 hastada gozlenen
IgA’ya eslik eden C3 ve properdin, hastaligin patogenezinde major yolak olan
alternatif kompleman yolaginin aktivasyonuna isaret ederken; %25-30 hastada
izlenen, IgA ve C3 ile birlikte MBL, fikolin, MASP ve C4d birikimi ise hastaliginda
patogenezinde mindr yolak olan mannoz baglayici lektin yolaginin aktivasyonuna
isaret etmektedir (22, 23). Lektin molekilli poligAl molekilleri ile etkilesime
girmektedir (24). Bu molekil O bagl oligosakkaridler ile etkilesime girmemektedir. Bu
bilgiye bagl olarak aslinda eksik galaktozile IgA1 molekillerinin mannoz baglayici
lektin yolagini nasil aktive ettigi ve neden sadece bazi IgA nefropatili hastalarda bu
yolagin uyarildigi bilinmemekle birlikte galaktozilasyonu normal olan IgAl
molekillerinin bu yolagi uyarmadigi; ancak eksik galaktozile IgA1 molekillerinin bu
yolagi uyardigi bilinmektedir (19, 22). Roos ve arkadaslari tarafindan yapilan, mannoz
baglayici lektin yolak aktivasyonunun IgA nefropatili hastalarda daha siddetli renal
hasarla iliskili oldugunu gosteren calismada, aberan O bagh glikozilasyonu olan IgAl
molekillerinin lektin tarafindan taninir hale geliyor olabileceginden s6z
edilmektedir(24). Segarra ve arkadaslar tarafindan yapilan, erken dénem IgA
nefropatili hastalarda mesangial C4d birikimini arastiran bir calismada IgA nefropatili

hastalara uygulanan tekrarlayan biyopsilerde varolan C4d molekillerinin zaman
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icerisinde yok olmadigi ancak negatif iken pozitif olabildigi izlenmistir. Bu da aslinda
mannoz baglayici lektin yolaginin uyarilmasinin duragan bir siireg yerine dinamik bir
sUreci temsil ettigini gostermektedir (22).

IgA nefropatisi, kinigi cok cesitlilik gosteren bir glomerilonefrit olmasi
nedeniyle glomeriler filtrasyon hizinda azalma, giinde 1 gr'in (izerinde devamhlik
gosteren proteiniri ve glomeriler skleroz ya da interstisyel fibrozis gibi son dénem
bobrek yetmezligine ilerlemeyi ileri donemde 6ngéren bagimsiz faktorler disinda bu
klinik ve histolojik senaryolar gelismeden erken dénemde prognozu 6ngodren
parametreler gelistiriimeye acik bir glomeriler hastaliktir. Bu parametrelerden biri
son dénemlerde aciga cikarilan glomerdiler (cogunlukla mesangial ya da perikapiller;
bazi calismalarda perittbuler kapillerler ve tiibillerde de gosterilmis) C4d birikimidir
(11, 18, 22). Mannoz baglayici lektin yolaginin IgA nefropatili hastalarin prognozuna
olumsuz etkisi ilk olarak Roos ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada
gosterilmistir ve bu calismada mannoz baglayici lektin ve fikolin molekdiline ek olarak
C4d’nin de mesangial alanda biriktigi gézlenmistir (24). ilk olarak ispanyol Glomeriiler
Hastaliklar Calisma Grubu tarafindan yapilan bir calismada C4d’nin son donem
bobrek yetmezligi gelisiminde bagimsiz bir risk faktérii oldugu ortaya cikartilmistir
(21). Yapilan diger calismalarda da C4d’nin, renal fonksiyonlar bozulmadan erken
donemde mesangial birikiminin gosterilmesinin, renal fonksiyonlarin kétliye gitmesi
anlaminda bagimsiz bir risk faktori oldugu gosterilmistir. C4d mesangial birikimi,
calismalarda degiskenlik gostermekle birlikte, histolojik olarak daha siddetli hasar
(mesangial hiperselilarite, endokapiller proliferasyon, segmental sklerozis ve
interstisyel fibrozis/tubuler atrofi), klinik olarak da biyopsi aninda diistik GFR, daha
ylksek kreatinin ve daha yiksek proteiniri ile iliskilidir. Takiplerde ise GFR’da daha
fazla diislis, daha uzun siire yiiksek proteiniiri varhgi, kan kreatinin dizeyinde daha
fazla artis ile karakterize daha siddetli bobrek hasarina ve daha cok tekrarlayici

biyopsiler ile daha siddetli immuinsupresif tedaviye isaret etmektedir (11, 18, 22).
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2.3. ADAM10 (ADAM Metallopeptidase Domain 10)

IgA nefropatisi, patogenezi baglaminda cevaplanmayi bekleyen bir¢ok soru
icermektedir. Yani sira erken donemde prognozu 6ngérmek adina tanimlanmis C4d
molekilu disinda baska bir biyobelirte¢ bulunmamaktadir (3, 22). Son dénemde IgA
nefropatili hastalarin idrarlarinin proteomik analizi ile incelenmesi sonucunda
hastaligin diger glomeriler hastaliklardan ayriminda, patogenizini aydinlatmada,
prognozunu ongdérmede ve hedefe yonelik tedavide kullanimda aday olabilecek
proteinler tanimlanmistir. Proteomik analizi, herhangi bir biyolojik sistemde (hiicre,
doku, organ, biyolojik sivi vs.) yer alan proteinlerin (proteom) belli bir zamanda
tanimlanmasi ve niceliksel ol¢imuadir. Bu baglamda yapilan bir ¢alismada IgA
nefropatili hastalarin idrarlarininin proteomik analizi ile incelenmesi ve bu
proteinlerin  biyolojik yolaklardaki vyerlerinin tanimlanmasi sonucu dokuda
immunohistokimyasal olarak test edilmeye aday proteinler bulunmustur. Bu
proteinlerden biri disintegrin ve metalloproteinaz bdlgesi iceren protein 10’dur. Bu
proteini kodlayan gen “ADAM10”dir (3). Proteaz fonksiyonu olan bu protein; adezyon
molekdlleri, biylme faktorleri, hiicre ylizey reseptorleri ve ligandlarinin yikimindan
sorumludur. Notch sinyal yolaginda hiicre ylizey reseptéri olan Notch ve Notch
ligandlarinin (Jagged ve Delta) yikiminda rol oynamaktadir (7). “ADAM10”
podositlerde ifadelenmekte olup Notch sinyal yolagl vasitasiyla glomeriler
hastaliklarin patogenezinde yer almaktadir (3). Notch sinyal yolagl bobregin
embriyolojik gelisiminde rol oynayan ve saglkli matir bobrekte glomeriler
aktivasyonu beklenmeyen hiicre-hiicre iletisim yolagidir. Notch (Notchl-4) ve
ligandlarinin (Jagged 1 ve 2, Delta 1,3 ve 4) baglanmasi Notch molekilinin bir seri
proteolitik yikimi (“ADAM10”’in de icinde bulundugu) ile aktif intraseliiler bolge
olusmakta ve bu bolge nikleusa sinyal gotirmektedir. Nikleusta transkripsyonel
diizenleyici bolgelere baglanarak hedef genlerin (Hes ve Hey genleri)
tanskripsiyonunu saglamaktadir. Yakin zamanda yapilan calismalarda podositlerde
aktive olan Notch sinyal yolaginin proteiniiri ve glomeriloskleroz gelisiminde etkisi
oldugu bulunmustur (25). Normal kontroller ile kronik glomeriler hastaliga sahip

hastalar lizerinde Gutwein ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada Western Blot ve
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imminfloresan  yontemlerinin ~ kullanilmasi  ile  podositlerde  “ADAM10”
ekspresyonunun bulundugu ve kronik glomeriler hastaliga sahip hastalarin idrarinda
“ADAM10” dizeyinin arttigi farkedilmistir. L1 adezyon molekili “ADAM10”in
substrati olup bobregin dallanma morfogenezinde rol oynamaktadir. Bu molekil
transmebran formda bulunmakta ve “ADAM10”in enzimatik aktivitesi sonucu
200kDa’luk ¢ozilebilir forma donlismektedir. Farkli enzimatik yikimlar sonrasinda L1
adezyon molekiliinden farkli formlar meydana gelmektedir. L1 adezyon molekili ve
“ADAM10” bobregin gelisimsel slreclerinde rol almakta olup L1 adezyon molekilii
olmayan fare modellerinde ciddi renal malformasyonlar ve norolojik defektler oldugu
gorilmastir. “ADAM10” olmayan fare modellerinde embriyonik gelisimin 10.
ginilnde epitelyal dokulardaki major defekte sekonder farenin 6ldigi gozlenmistir.
L1 adezyon molekili distal tibiller ve toplayici kanallarin gelisiminde yon gosterici
rol oynamaktadir. Bu c¢alismadan onceki c¢alismalarda L1’'in sadece tiibiil
membraninda eksprese edildigi gosterilmis olup bu calisma ile podositlerde eksprese
edildigi ve 200kDa’luk c¢ozilebilir formun akut tiibliler nekroza sahip hastalarda
bulundugu ve sonug olarak distal nefron hasarina isaret ettigi bulunmustur. IgA
nefropatili, Lupus nefritli ve granilomatozisli polianjit tanili hastalarin idrar
incelemelerinde saglikh kontrollere gore “ADAM10” molekilinin arttigi dikkati
¢cekmis olup L1 adezyon molekiliinde bir degisiklik farkedilmemistir (7). Ayrica
Waters ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calismada gelisen podositlerde ektopik
Notch aktivasyonunun glomeruloskleroza yol agtigi bulunmustur (26). “ADAM10”in
enzimatik aktivasyonu CXC kemokin ligandi 16 (CXCL16) Uzerinde de mevcuttur.
CXCL16 podosit membraninda yer alan ve “ADAM10” tarafindan enzimatik yikimina
bagl ¢ozilebilir formda da yer alan bir proteindir. CXCL16 okside-LDL’nin hiicre icine
alinmasini  saglayan bir “scavenger” (cOpcll) reseptdor gorevi gormektedir.
Hiperlipidemili hastalarda okside-LDL mesangial hiicreler, endotel hicreleri ve
podositler lizerinde hasar yapici etkisi mevcuttur. Okside-LDL’'nin hiicre icine alimina
sekonder endotel hasari, mesangial hiicre ve ekstraseliiler matriks artisi, podosit
hasari ve podosit hasari sonucunda da glomeruloskleroz meydana gelmektedir. Wang

ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada podositlerin membraninda bulunan
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CXCL16’nin okside-LDL diizeyi ve maruz kalma siresine bagh olarak okside-LDL'yi
hicre icine aldig1 gosterilmistir. Bu duruma interferon-gamma artirici etki gosterirken
ADAM10’nin CXCL16'nin ¢ozilebilir formunu artirarak azaltici etki gosterdigi
anlasiimistir. CXCL16’nin ¢ozilebilir formu CXCR6 (CXC kemokin reseptor 6) pozitif T
hicrelerinin bu bolgeye gocline neden olmaktadir (8). Schramme ve arkadaslarinin
yaptig bir calismada CXCL16'nin mesangial hicrelerin ylizeyinde de oldugu
gosterilmistir. Olusturduklari bir varsayima gére CXCL16 mesangial hiicre apoptozu
sirasinda hlicreden disari salinmakta ve mesangial hiicre ylzeyinde bulunan CXCR6
reseptoriine baglanarak mesangial hiicre gocl ve proliferasyonu lzerinde etkili
olmaktadir. inflamatuar sitokinlerin etkisi altinda CXCL16 ADAM10 tarafindan
parcalanarak CXCL16'nin ¢ozilebilir formu ortaya cikmakta ve CXCR6 pozitif T
hicreleri bu bolgeye go¢ etmektedir. Bu bilgiler 1siginda inflamasyonun eslik ettigi
mesangial hicre ve matriks artisi ile giden glomeriler hastalikarda ADAM10 ve

CXCL16 6nemli rol oynamaktadir (6).
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2.4. WT1 (Wilm’s Tumor 1)

WT1 geni 11. kromozomun kisa kolunda yer almakta olup N terminalinde
DNA’ya baglanmaktan sorumlu 4 tane “zinc finger” motifi iceren bir proteini
kodlamaktadir. Kodlanan bu protein {irogenital sistem yani sira mezoderm kokenli
bircok dokunun (dalak, gonadlar, adrenal bezler, kardiak damarlanma sistemi,
mezotelyal ylizeyler) embriyonik gelisiminde gorev almaktadir (27-31). Su ana kadar
36 tane izoformu tanimlanmistir. Bu izoformlar sayesinde farkli hicrelerde ve farkli
deneysel modellerde birbirine zit olan gorevleri mevcuttur; bulundugu dokuya goére
timor baskilayici ya da protoonkogen niteliginde fonksiyonlari olabilmektedir.
DNA’'ya baglanarak ilgili oldugu proteinlerin transkripsiyon reglilasyonunu
yonetmektedir. Farkh izoformlarin DNA baglama kapasitesinde ve bolgesindeki
degiskenlikler fonksiyon cesitliligi olusmaktadir. Ornegin nefrin, nestin, podokalsin
gibi genlerin transkripsiyonunda artisa neden olmakta iken; insilin benzeri bluylime
faktor (IGF-I) reseptori, PDGF-A (platelet derived growth factor A-chain) ve TGF-f gibi
proteinlere ait genlerin transkripsiyonel diizeyde baskilanmasindan sorumludur.
WT1’in DNA’ya baglanarak yonettigi transkripsiyonel diizenleyici gorevi, protein kinaz
A ve protein kinaz C gibi fosforilleyici enzimler tarafindan yodnetilmektedir. Bu
enzimler tarafindan spesifik bolgelerinin fosforilasyonu WT1’in DNA’ya baglanmasini
engellemektedir. Ayni zamanda RNA metabolizmasinda da gérev almaktadir (29, 32,
33). ifadelenmesi 6ncelikle bébrek gelisiminin bircok asamasinda diizenleniyor olsa
da eriskin yasam boyunca da bobreklerde podositlere sinirli olarak nikleer
ekspresyonunu korumaktadir. Embriyolojik gelisim basamaklarinda da nikleer
ekspresyonu disinda hicrede farkh bir kompartmanda ekspresyonuna
rastlanmamistir (34). Bir miktar endojen WT1 proteininin sitoplazmada olabildigi
izlenmis olmasina ragmen bunun gecmiste genellikle boyanma artefakti oldugu
dislinilmustir. Simdilerde sican modellerinde ve diferansiye embriyonik kok
hiicrelerde WT1 proteininin %10-25 oraninda sitoplazmik oldugu ve aktif olarak
sitoplazma ve nukleus arasinda gidip geldigini destekleyen bulgular mevcuttur. Ying
Ye ve arkadaslarinin yaptigl bir calismada WTL1'i nukleusa yonlendiren nikleer

lokalizasyon sinyal bolgesine denk gelen fosforilasyonun WT1’in nukleusa gitmesini
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engelledigi ve buna bagli sitoplazmada kaldigi sonucuna ulasiimistir. Yani WT1'in
transkripsiyonel dizenleyici fonksiyonu hem fosforilasyonuna sekonder DNA’ya
baglanmasi engellenerek hem de nukleer kompartmana gegisi engellenerek
yonetilmektedir. Sitoplazmik komponentinin tanimlanmasinda bagh olarak WT1’in
translasyonda da gorev alabilecegi distnulmustir (29, 33). Sitoplazmik WT1'in
fonksiyonunu tanimlamaya yonelik bir ¢alisma Martina Niksic ve arkadaslari
tarafindan yapilmistir. Bu calismada bahsedildigi lizere WT1’in nukleus ve sitoplazma
arasinda gidip geldigi anlasiimistir. WT1 ribonukeoproteinlerle iliski icinde olup hem
RNA metabolizmasinda islev gormekte hem de islevsel kompleks polizomlarda yer
alip translasyonda fonksiyon goérmektedir. Bu calismada WT1’in sitoplazmaya
gecisinin ribonukleoprotein kompleksleri icinde mRNA’lara baglanarak oldugundan
sozedilmistir.  Buraya kadar anlasildigi tGzere WT1, ilgili oldugu proteinlerin
regulasyonunu hem transkripsiyonel diizeyde, hem de RNA metabolizmasinda ve
translasyonel kontrolde yer alarak saglamaktadir (30). WT1 bunlarla beraber
mezenkimal-epitelyal, epitelyal-mezankimal donlsiimden ve hiicre donglisiiniin
reglilasyonundan da sorumludur. WT1, nefron gelisiminin baslangicinda mezenkimal-
epitelyal dontsimden sorumlu iken diger organlarin gelisiminde epitelyal-
mezenkimal donlsiimden sorumlu oldugu bilinmektedir. Bdbrek gelisiminde
hiicreleri hiicre dongisinden ¢ikartmaya zorlayarak diferansiasyona yonlendirirken,
diger organlarin gelisiminde hiicre proliferasyonunun korunmasinda yer almaktadir.
Hiicre donglisiiniin ana kontrol yolaginda yer alan p53 proteininin WT1 tarafindan
stabilize edildigini Maheswaran ve arkadaslari  yaptiklari bir calismada 6ne
sirmustiir; fakat bununla ilgili mekanizmalar halen daha agiklanmayi beklemektedir
(35). Burdan yola ¢ikarak baktigimizda WT1 ekspresyonu izlenen eriskin timorlerinin
genellikle epitelyal oldugunu, bunlarin epitelyal-mezenkimal doénlisime
ugrayabildigini ve bunun da kéti prognozla iliskili oldugunu bilmekteyiz. Bunun tam
tersi olarak Wilm’s timord mezenkimal hiicrelerden kéken almakta ve normalde
WT1’in bu mezenkimal hicreleri epitelyal diferansiasyona yonlendirmesi gerekirken
bu hicrelerin mezenkimal neoplastik formda kaldigi izlenmektedir (29). Literatiirden

anlasildigi Gizere WT1'in fonksiyonel gesitliliginden ve belli noktalarda belli bolgelere



26

yonlendirilmesinden “alternative splicing” ile ¢ok sayida izoform varligl, post-
transkripsiyonel diizeyde spesifik miRNA’lar ve posttranslasyonel modifikasyonlar
(foforilasyon) ve bu degisikliklere bagh yonlendirilen hicre igindeki lokalizasyonu
sorumludur. Bu mekanizmalar ve gen dlzeyinde mutasyonlarin sayesinde WT1
fonksiyonunda degisime / kayba bagh cesitli hastaliklarin ve tumér olusumlarinin
patogenezi de agiklanabilmektedir.

WT1’in bébrek hastaliklari patogenezindeki roli ile ilgili olarka birkag ¢alisma
mevcuttur. Gebeshuber ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada fokal
segmental glomerulosklerozlu hastalarda WT1'i posttranskripsiyonel olarak
azalmasinin glomeruloskleroz gelisimine oncilik ettigi ifade edilmistir (36). WT1'deki
mutasyonlara sekonder steroide direngli Denys-Drash ve Frasier sendromlari
meydana gelmektedir. Bu sendromlarda ortak olarak glomeruloskleroz erken
donemlerden itibaren olusmaktadir (28, 29, 33). WT1’in ekspresyonunun azalmasina
sekonder mesangial skleroz ve glomerulonefrit gelistigi de bilinmektedir (32). WT1
ekspresyonunun azalmasi ayni zamanda steroide direngli nefrotik sendromlarin
olusumuna oncilik etmektedir; bazi calisma gruplari tarafindan bu durum WT1’deki
nokta mutasyonlari ile iliskilendirilmistir (28). Kato ve arkadaslari 2010 yilinda
sepsiste izlenen proteinirinin patogenezini aydinlatmak amach yapiklari bir
calismada, WT1’in nikleer lokalizasyondan sitoplazmik kompartmana gegisinin bu
dénemde bakilan nefrin mRNA dizeylerindeki azalma ile korelasyon gosterdigini
bulmustur. Sepsis esnasinda olusan sitokin rizgari araciigiyla WT1’in sitoplazmaya
gectigi gorilmustir. Sitoplazmaya gecen WT1 goérevini yerine getirememekte ve buna
bagl transkripsiyonel diizeyde nefrin gen Grliniindeki azalma albumintiri olusumuna
neden olmaktadir. WT1’in sitoplazmaya yonlendirilerek fonksiyonunun yonetilmesi,
steroide direncli nefrotik sendromlu hastalarda direncli olmayanlara gore WT1’in
sitoplazmik kompartmanda daha ¢ok bulundugunu ifade eden Zapata-Benavides ve

arkadaslarinin calismasinda da vurgulanmistir (28, 37).
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2.5. AMAC

Biz bu calismada IgA nefropatili hastalarin bodbrek biyopsilerinde C4d,
ADAM10 ve WT1’in ekspresyonunu ve klinik, laboratuvar ve histopatolojik bulgular
aracihg ile bu belirteglerin prognostik éneme sahip olup olmadiklarini arastirmayi
hedefledik. Cok degisken klinik, morfoloji ve gidisat gosterebilen IgA nefropatili
hastalarda yeni parametrelerin tanimlanmasi hem patogenezin daha iyi anlagiimasi,
hem erken donemde prognozu 6ngérmede katki saglamasi, hem de tedavi yoniinde

yeni acilimlar saglamasi adina 6nemlidir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisilan Populasyon

Hacettepe Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dal’nda 2001-2018 yillari
arasinda tani almis eriskin IgA nefropatili hastalar retrospektif olarak
degerlendirilmistir. Calismaya en az 6 ay klinik takibi olan, tani aninda son dénem
bobrek yetmezligi olmayan ve boébrek nakli olmayan hastalar ile C4d
immunhistokimyasal boyamasinda en az 5 glomeriil iceren olgular dahil edilmistir.
Bobrek biyopsilerinde IgA nefropati tanisi immiinfloresan incelemede mesangial
alanda dominant ya da kodominant IgA boyanmasi ile konulmustur.

TUm hastalardan aydinlatilmis onam alinmistir. Calisma protokoli Hacettepe
Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir. Calisma Helsinki Bildirisindeki etik

standartlara uygun olarak yurGtilmustr.

3.2. Tani Anindaki ve Takip Siirecindeki Klinik Degiskenler

Biyopsi/tani aninda hastalarin yas, cinsiyet, kan kreatinin(mg/dl), eGFR
(ml/dk/1,73 m?) ve 24 saatlik idrar proteiniiri (mg/giin) ya da 24 saatlik idrar
toplanamayan hastalarda spot idrar proteiniri (mg/g kreatinin) dizeyleri
kaydedilmistir. Takip sliresi biyopsi ani ile son klinik kontrol arasinda gecen zaman
olarak hesaplanmistir. Bébrek fonksiyon testlerine (BFT) gore (proteiniri, kreatinin ve
eGFR takiplerine gore) hastalar klinisyenimiz tarafindan stabil, iyilesmis ve kotlilesmis
olarak gruplandiriimis ve son dénem bobrek yetmezligine ilerleyen hastalar
belirlenmistir. Son donem bobrek yetmezligine ilerleyen hastalarin takibi son doneme
girdikleri zamanda noktalanmistir. Aldiklari tedaviye gére RAAS (Renin-anjiotensin-
aldesteron sistem) inhibitorleri kullananlar, RAAS ve steroid tedavisi alanlar ve steroid

dist immunsupresif tedavi alanlar olarak gruplandiriimistir.

3.3. Klinik Tanimlamalar

Serum kreatinin dlizeyleri Jaffe metodu ile saptanmistir. eGFR, CKD-EPI (The

Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) formuliine dayanarak
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hesaplanmistir. Proteinlri dizeyleri, 24 saatlik idrar toplanmis hastalarda glinliik
protein kaybi ile degerlendirilirken, biyopsi aninda ya da kontrole geldiklerinde 24
saatlik idrar toplanamayan hastalarda spot idrar mg protein/gr kreatinin dizeyi ile
degerlendirilmistir. Son dénem bdbrek yetmezligi tani aninda ya da takip sirecinde
eGFR’In 15 ml/dk/1,73m? ve altina diismesi olarak tanimlanmistir. Renal sagkalim
suresi tani anindan son dénem bobrek yetmezligine kadar gecen sire olarak
hesaplanmistir. Siddetli protinuri 1 gr/glin Uzerindeki proteinuriyi ifade etmektedir.
Erken dénem hastalardaki C4d ve ADAM10 durumunun belirlenebilmesi i¢cin eGFR’I

>60 olan hastalar lGzerinde ¢alisilmistir.

3.4. Histopatolojik, immiinfloresan ve immiinhistokimyasal ¢alismalar

Tum biyopsiler tani aninda rutin hematoksilen-eozin (H&E), PAS (periodic acid
Schiff), PAMS (periodic acid methenamine silver), JMS (Jones methenamine silver),
MTC (Masson trikrom) ve kongo kirmizisi ile degerlendirilmistir.

immiinfloresan calismalarda donmus dokulardan elde edilen kesitlere IgG,
IgA, 1gM, C3, Clq, kappa hafif zincir ve lambda hafif zincir ile direkt boyama
yapilmistir.

Hastaligin histopatolojik siddeti Oxford klasifikasyonunda ifade edilen
mesangial hiperseliilarite, endokapillar proliferasyon, segmental sklerozis, tibdler
atrofi/interstisyel fibrozis ve selller/fibroseliiler kresent lezyonlar ile
degerlendirilmigtir. Oxford klasifikasyonunun 2016 revizyonunda %50’den fazla
glomeriilde mesangial hiperselilarite (mesangial alanda >3 mesangial hiicre) varhgi
M1, %50’den az glomerilde mesangial hiperselilarite varligi ya da hi¢ olmamasi MO;
endokapiller proliferasyon varligi E1, yoklugu EQ; segmental skleroz varhigi S1, yoklugu
SO; tubuler atrofi/interstisyel fibrozis korteksin %25’i ve altinda ise TO, %26-50
arasinda ise T1, >%50’den ise T2; seliler/fibroseliler kresent yoklugu CO, en az bir
glomerilde, glomerdlllerin %25 ya da daha azinda kresent varhigi Cl1 ve >%25
glomeriilse kresen varligi C2 olarak ifade edilmistir. Mesangial hiperselilarite
siddetine gore hafif, orta ve siddetli olarak kategorize edilmistir. Hafif ise bir

segmentte 3-6 mesangial hiicre, orta-siddetli ise 6’dan fazla mesangial hiicre varhgi



30

anlasilmaktadir. Biyopsiler bu klasifikasyona gore degerlendirilmistir. Segmental
skleroz ylizdesi non-obsolesan glomeriillere oranla hesaplanmis olup %25 ve daha az,
%25-50 arasi ve %50’den fazla olarak gruplandirilmistir. Ayrica aktivite bulgusu olan
glomerillerde fibrinoid nekroz varligi da kaydedilmistir.

Biyopsilere C4d ve ADAM10/WT1 immiinohistokimyasal c¢alismalari
uygulanmistir. Hastalarin klinik ve laboratuvar verileri hakkinda bilgisi olmayan bir
uzman ve bir arastirma gorevlisi patolog tarafindan degerlendirilmistir. C4d ve
ADAM10/WT1 boyamasi Leica autostainer cihazi ile formalin fikse parafine gomula
dokularin 2 um’lik kesitlerine uygulanmistir. EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acetic
Acid) ile 30 dakika antijen agiga ¢cikartma islemi ardindan 1/25 diliie anti-C4d tavsan
monoklonal primer antikoru (Klon A24-T; Biocare) uygulanmistir. C4d boyama
sonuclari yerlesimlerine gore glomeriillerde perimesangial, periferal ve segmental
skleroz bolgeleri olarak kaydedilmistir. Boyanma glomeriillerin %50’sinden fazlasinda
ise diffliz, azinda ise fokal; boyanan glomerilin %50 ve fazlasinda ise global, azinda
ise segmental olarak tanimlanmistir.

ADAM10 boyamasi WT1 ile ikili boyama seklinde yapilmistir. Sitrat ile 10 dk
antijen agiga cikartma isleminden sonra 1/500 dillie anti-ADAM10 fare monoklonal
antikoru (Klon 11G2; Abcam) uygulanmistir. WT1 boyamasi icin EDTA ile 20 dakika
antijen aciga cikartma isleminden sonra 1/50 diliie edilmis WT1 fare monoklonal
antikoru (Klon WT49; Leica) kullanilarak yapilmistir. ADAM10 icin DAB (3,3’-
Diaminobenzidine) kullaniirken WT1 icin AEC (3-Amino-9-ethylcarbazole)
kullanilmistir. WT1 antikorunun podositlerle pozitif nikleer reaksiyon verdigi
bilinmektedir. Bu sayede membran6z ifadelenmesi oldugu bilinen ADAMI10
antikorunun podositlerde eksprese edilip edilmediginin anlasiimasi amaglanmistir.
Sonuclar yerlesimine gore tiibiler (kortekste ya da medullada olmasi kaydedilmistir)
ve glomerdler olarak kaydedilmis; boyadigl hiicre grubunun %50 ve fazlasinda ise
diffiiz, azinda ise fokal olarak degerlendirilmistir. WT1’in podositleri niikleer boyama
siddeti semikantitatif 1+, 2+ ve 3+ olarak degerlendirilmistir. Yani sira niikleer

boyanmaya ek olarak sitoplazmik siddetli boyanmasi olanlar da kayit altina alinmustir.
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3.5. istatistik Analiz

128 hastaya ait ptolojik veriler ve 89 hastaya ait klinik veriler Hacettepe
Universitesi Biyoistatistik Anabilim Dali’nda “IBM-SSPS statistics 22”medikal istatistik
paket programina aktariimistir. Tanimlayici istatistiklerden, kategorik degiskenler igin
sayl ve yuzde degerleri kullanilir iken sayisal degiskenler icin ortanca, ortalama,
standart sapma, minimum ve maksimum degerleri kullaniimistir. Nitel degiskenler
arasindaki iliskinin incelenmesinde Yates diizeltmeli Pearsen ki-kare testi, Fisher’in
kesin testi ve Pearson ki-kare testi kullanilmistir. Normal dagilim gostermeyen
bagimsiz nicel degiskenler arasindaki iliskinin incelenmesinde Mann-Whitney U testi
kullanilmistir. Son dénem bobrek yetmezligine ilerleyisi dngérmek icin olusturulan
model, coklu lojistik regresyon analizi ile incelenmistir. Sag kalim sirelerinin
hesaplanmasinda Kaplan Meier analizi kullanilarak sag kalim egrileri gizilmis, log-rank
testiile sag kalimlar ve gesitli diger degiskenler arasindakiiliskiler tek degiskenli olarak
incelenmistir. Bltlin kullanilan istatistiksel testler icin, yanilma dizeyi (a) 0,05 olarak

secilmis ve 0,05’'den kiiclik P degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Tani Anindaki ve Takip Siirecindeki Bulgular

IgA nefropatisi tanili 128 hasta analiz edilmistir. 128 hastanin 83’G (%64,8)
erkek, 45’i (%35,2) kadindir. TUm hastalarin tani anindaki ortanca yasi 37 (16-76) dir.
128 hastadan 104’lne ait eGFR degeri mevcut olup bunlarin ortanca degeri 58,68
(6,77-139)’dir. 50 hastanin eGFR degeri 60’in lizerindedir. 128 hastadan 119’una ait
tani anindaki glinlik (mg/gln) ya da spot idrar (mg protein/g kreatinin) proteindri
degerleri mevcut olup bunlarin ortanca degeri 2080,00 (97,11-22121)'dir. Protein(ri
degerleri bulunan hastalarin 95’i (%79,83) tani aninda siddetli protelniriye sahiptir.

128 hastadan 89’unun klinik takibi mevcuttur. 89 hastanin ortanca takip suresi
44 (6-203) aydir. Bu hastalarin 88’i (%98,87) RAAS inhibitorleri kullanmistir. 89
hastadan 3’lUne ait steroid kullanimi ve ek immiuinsupresif tedavi durumu
bilinmemektedir. Geri kalan 86 hastadan 62’si (%72,1) RAAS inhibitorlerine ek olarak
steroid tedavisi de almistir. Steroid kullananlarin 35’i (%40,7) ek immunsupresif
tedaviye (azatiyopdirin, siklofosfamid, siklosporin A, kalsinérin inhibitort, mikofenolat
mofetil) ihtiyag duymustur. 24 (%26,96) hastada BFT’de kotlilersme izlenmistir. 91
hastanin 19’unda (%20,9) eGFR’da %50 ve fazlasi diisis gerceklesmistir.

128  hastanin  timd tani aninda Oxford klasifikasyonuna gore
degerlendirilmistir. 67 (%52,34) hastada mesangial hiperselllarite ve matriks artisi
mevcut olup 41’inde (%61,19) orta-siddetlidir. 54 hastada (%42,18) endokapiller
proliferasyon mevcut iken, 119 (%92,96) hastada segmental skleroz mevcut olmasi
ise en ¢ok rastlanan patolojik bulgu olarak tespit edilmistir. Segmental skleroz 47
(%39,49) hastada %50’nin Uzerindedir. Tubdller atrofi ve interstisyel fibrozis 80
(%62,50) hastada %25 veya daha az, 36 (%28,12) hastada %26-50 ve 12 (%9,37)
hastada %50’nin Uzerindedir. 41 (%32,03) hastada en az bir tane %25 ve altinda
seluler/fibroselller kresent mevcut iken, 13 (%10,15) hastada %25’in Uzerinde
seluler/fibroselller kresent mevcuttur. 20 (%15,62) hastada fibrinoid nekroz
izlenmistir. Bobrek fonksiyon testlerinde kotilesme ile korelasyon gosteren

histopatolojik parametreler segmental skleroz orani (Pearson ki-kare testi p=0.007)
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ve tubuler atrofi/interstistel fibrozis (Pearson ki-kare testi p=0.012) orani iken
mesangial hiperselilarite (Yates diizeltmeli Pearson ki-kare testi p=0.070),
endokapiller proliferasyon (Yates diizeltmeli Pearson ki-kare testi p=0.903) ve
selller/fibroselller kresent yizdesi (Pearson ki-kare testi p=0.882) ile iliskili

bulunmamistir.

4.2. CAd pozitif ve Negatif Hastalarin Karsilagtiriimasi

Hastalarin timiine Cd4 imminhistokimyasal calismasi uygulanmis 63
(%49,21) biyopside boyanma izlenmistir. C4d boyamasi 26 (%41,26) biyopside diffiiz
niteliktedir. 32 (%50,79) biyopside sadece perimesangial/mesangial, 9 (%14,28)
biyopside sadece periferal, 11 (%17,46) hastada periferal ve perimesangial bolgede
boyanma saptanirken, 11 (%17,46) biyopside segmental sklerozlara ¢okmis
goriinimdedir (Resim 2). istatistik  calismalar  sayesinde  yalnizca
perimesangial/mesangial boélgedeki C4d boyamasi pozitif olarak kabul edilmistir.

Buna gore C4d pozitif hasta sayisi 32 (%25) iken negatif hasta sayisi 96 (%75)tir.
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Sekil 6. C4d boyanma lokalizasyonlari; A) perimesangial/mesangial, B) periferal, C)

segmental skleroza ¢cokmus, D) perifeal ve mesangial/perimesangial

Oxford klasifikasyonunda yer alan degiskenlerden %25’in lizerinde segmental
skleroz ve kresent/fibroselller kresent varligi ile C4d pozitifligi arasinda istatistiksel
olarak anlamli iliski bulunmustur. Tek basina segmental skleroz var ya da yok olarak
incelendiginde anlamli iliski bulunmaz iken (Fisher’in kesin testi p=0.449) segmental
skleroz varlig1 <%25, %26-50 ve >%50 olarak gruplandirildiginda Cd4 pozitif hastalarda
giderek artan oranda (%25, %31.25 ve %40.62) segmental skleroz izlenmis ve 6zellikle
%25’ten fazla segmental skleroz varligi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Pearson ki-kare testi p=0.028). Mesangial hiperselilarite, endokapiller
proliferasyon, tubller atrofi / interstisyel fibrozis ve fibrinoid nekroz ile
mesangial/perimesangial C4d varligi arasinda anlaml iliski bizim serimizde mevcut
degildir. C4d pozitif ve negatif hastalarin biyopsi anindaki patolojik 6zellikleri Tablo

1’de 6zetlenmistir.
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Tablo 1. Mesangial/Perimesangial C4d Birikimine Gore Hastalarin Biyopsi Anindaki

Patolojik Ozellikleri

Degiskenler Tim Cad+ C4d- hastalar p degeri
hastalar hastalar icerisindeki
icerisindeki | icerisindeki n (%)
n (%) n (%)

Oxford
Klasifikasyonu
M1 67 (52.34) 18 (56,25) 49 (51.04) 0.759*
El 54 (42.18) 13 (40.62) 41(42.7) 1.000?
S1 119(92.96) | 31(96.8) 88(75) 0.4492
<%25 56 (43.75) | 8(25) 48 (50) 0.0283*
%26-%50 30(23.43) 10(31.25) 20(20.83)
>%50 33(25.78) 13 (40.62) 20(20.83)
TA/IF 0.0743
<%25 80 (62,50) 16 (50) 64 (66.6)
%26-%50 36(28,12) 14 (43,75) 22 (22.91)
>%50 12 (9,37) 2 (6,25) 10(10.41)
C 0.0373*
Cc1 41(32,03) 8 (25) 33(34.75)
c2 13(10,15) | 7(21.87) 6 (6.25)
Fibrinoid 20(15.62) 7 (21.87) 13 (13.54) 0.3991
nekroz

*|statistiksel olarak anlamli

C4d + hastalar: immiinhistokimyasal olarak perimesangial/mesangial C4d pozitif boyanmasi
olan hastalar

Cd4 - hastalar: immiinhistokimyasal olarak perimesangial/mesangial C4d pozitif boyanmasi
olmayan hastalar

M: Mesangial Hiperselilarite, E: Endokapiller proliferasyon, S: Segmental Skleroz, TA/IF:
Tibller atrofi ve interstisyel fibrozis, C: Kresent

Tim degiskenler nitel olup sayi (n) ve ylizde olarak ifade edilmistir

! Yates diizeltmeli Pearson ki-kare testi, 2 Fisher’in kesin testi, 3 Pearson ki-kare testi

C4d pozitif hastalar negatif hastalara gére daha yaslidir (Mann Whitney U
testi p=0.032). C4d pozitif hastalarin tani anindaki proteiniri degerleri C4d negatif
hastalara gore daha yilksektir ve bu sonug istatistiksel olarak anlamlidir (Mann
Whitney U testi p=0.017). Hastalarin tani anindaki kreatinin, eGFR degeri ve aldig
tedavi bicimi ile C4d arasinda anlamliiliski bulunmamustir. Takip slrecinde C4d pozitif

hastlarda C4d negatif hastalara gore bobrek fonksiyon testlerinde kotilesme (Yates
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diizeltmeli Pearson ki-kare testi p=0.072) ve eGFR degerlerinde %50 ve fazlasi diisme
(Fisher'in kesin testi p=0.237) daha ¢ok izlenmesine ragmen istatistiksel olarak
anlamh fark bulunamamistir. Bunlarin aksine C4d pozitif hastalarda negatif olanlara
gore daha fazla son donem bobrek yetmezligine ilerleme kaydedilmis ve bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Fisher’in kesin testi p=0.030). C4d pozitif ve

negatif hastalarin klinik olarak biyopsi ani ve takip sirecindeki 6zellikleri Tablo 2’de

Ozetlenmistir.

Tablo 2. Mesanglal/Perimesangial C4d Birikimine Gore Hastalarin Biyopsi Ani ve

Takip Suirecindeki Klinik Ozellikleri

Degiskenler Tim hastalar C4d+ hastalar C4d- hastalar p
degeri
Yas 37 32 38 0.032%*
(16-76) (16-56) (18-76)
Erkek/Kadin 1.8:1 1.4:1 2:1 0.5931
Proteindiri (tani 2080 3041 1841 0.017%*
ani g/giin veya (97,11-22121) | (457.01-6802.58) | (97.11-2121)
mg/g kreatinin)
eGFR (tani ani 58.68 56(8.15-131) 61 0.3942
ml/dk/1.73 m?) | (6.77-139) (6.77-139)
Takip siiresi (ay) | 44(6-203) 44(4-137) 415 0.9552
(6-203)

*[statistiksel olarak anlamli
Tim degiskenler nicel olup median deger ile Ust ve alt degerler verilmistir

C4d + hastalar: immiinhistokimyasal olarak perimesangial/mesangial C4d pozitif boyanmasi

olan hastalar

Cd4 - hastalar: immiinhistokimyasal olarak perimesangial/mesangial C4d pozitif boyanmasi

olmayan hastalar

eGFR: Tahmini glomeriiler filtrasyon hiz
! vates diizeltmeli Pearson ki-kare testi, 2Mann-Whitney U testi
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Tablo 2 (Devam). Mesangial/Perimesangial C4d Birikimine Gore Hastalarin Biyopsi

Ani ve Takip Siirecindeki Klinik Ozellikleri

Degiskenler Tiim hastalar C4d+ hastalar C4d- hastalar p degeri
n (%) icerisindeki icerisindeki
n (%) n (%)
siddetli proteiniiri® 95 (79.83) 27 (90) 68 (76.4) 0.1801
RAAS tedavisi 88(98,87) 23 (100) 65 (98.48) 1.0002
Steroid tedavisi 62(72,1) 16 (72.72) 46 (71.8) 1.0001
Ek immiinsupresif tedavi? 35 (40,7) 9 (40.9) 26 (40.6) 1.000?
BFT’de bozulma 24 (26.96) 10 (43.47) 14 (21.21) 0.0721
Son dénem boébrek yetmezligic | 11 (12.35) 6 (26.08) 5(7.57) 0.030%*
eGFR’da %50 ve fazlasi diigus 19(20.9) 7 (30.43) 12 (17.64) 0.2373

*[statistiksel olarak anlamli

C4d + hastalar: immiinhistokimyasal olarak perimesangial/mesangial C4d pozitif boyanmasi
olan hastalar

Cd4 - hastalar: immiinhistokimyasal olarak perimesangial/mesangial C4d pozitif boyanmasi
olmayan hastalar

RAAS: Renin-Anjioyensin-Aldesteron sistemi, BFT: Bobrek Fonksiyon Testi

2Siddetli Proteintri’ Tani aninda 1gr/glin’den fazla proteindrisi olan hastalar

b Ek immiinsupresif tedaviler: azatiyopiirin, siklofosfamid, siklosporin A, kalsinérin inhibitérd,
mikofenolat mofetil

¢ Son dénem bdbrek yetmezligi: eGFR degerinin 15ml/dk/1.73m? ve altina diismesi ya da
kronik dializ ihtiyaci olmasi

! Yates diizeltmeli Pearson ki-kare testi, 2 Fisher’in kesin testi, 3 Pearson ki-kare testi

4.3. ADAMI10 pozitif ve negatif hastalarin karsilagtiriimasi

ADAM10 / WT1 boyamasi 128 hastaya da yapilmis olup 125 hastadan saglikli
sonuc alinmistir. ADAM10 calismasinda glomerillerde boyanma saptanmamis olup
yalnizca distal tibil epitel hiicrelerinde boyanma izlenmistir (Resim 3). Boyanan
tibdller kortikal ve mediller olarak ayrilmistir ancak; tiim igne biyopsi 6rneklerinde
korteks mevcut olup medulla érnekleri bulunmadigi icin standardizasyonu saglamak
adina kortekste pozitif sonu¢ alinanlar ve alinmayanlar olarak gruplandiriimistir.
Kortikal bolgede pozitif sonug alinan biyopsi sayisi 15 (%11,90)’tir. Bunlarin 7’sinde
(%46,66) diffiz boyanma saptanirken 8’inde (%53,33) fokal boyanma mevcuttur.

ADAM10 pozitif boyanan ve negatif boyanan biyopsiler arasinda patolojik ve
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laboratuvar kriterler agisindan ya da hastalarin klinik gidisi ile ilgili anlamh fark

bulunamamistir.

Sekil 7. ADAM10 ile distal tlibdl epitel hiicrelerinde membranéz boyanma

4.4. WT1 Analiz Sonuglarinin Klinik Korelasyonu

Podositlerde WT1 boyamasi 125 hastanin 24’linde (%19,02) 3+, 33’lnde
(%26,14) 2+, 54’inde (%42,2) 1+'tir. Ayrica nikleer boyanmaya ek olarak siddetli (3+)
sitoplazmik boyanma izlenen 14 (%11,2) biyopsi 6rnegi kaydedilmistir (Resim 4). Bu
14 vakada WT1 ile yogun sitoplazmik boyanma nedeniyle nikleer boyanmanin
siddetini yorumlamak mimkin olmamistir. Bu hastalarin 9’unun takibi mevcuttur.
WT1 ile sitoplazmik boyanma olmayan hastalara goére bu hastalarda son dénem
bobrek yetmezligine gidis, bobrek fonksiyon testlerinde kotiilesme ve GFR'da %50 ve
fazlasi diislis daha ¢ok izlenmistir. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlaml olmamakla
birlikte daha fazla gozlem sayisi ile korele cikabilecegi disliniilen sonuglar elde
edilmistir. Buna ait sonuclar Tablo 3’te 6zetlenmistir. WT1'in sitoplazmik boyanmasi
ile hicbir patolojik ya da laboratuvar parametre arasinda istatistiksel anlaml iliski

saptanmamistir.
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Sekil 8. WT1 boyanma lokalizasyonlari; A) Sitoplazmik, B) Nukleer
Tablo 3. WT1 Boyamasina Gére Hastalarin Takip Siirecindeki Klinik Ozellikleri
Degiskenler Tum WT1 ile sitoplazmik WT1 ilesitoplazmik | p degeri
hastalar boyanan biyopsiler boyanmayan
n (%) icerisindeki biyopsiler icerisindeki
n (%) n (%)
BFT’de kétiilesme 24(26.96) | 5(55.55) 18(23.07) 0.0511!
eGFR’da %50 ve 19(20.9) | 4 (44.44) 14(17.5) 0.0781
fazlasi dugiig®
Son donem bdbrek 11(12.35) 3(33.3) 7 (8.97) 0.064*
yetmezligi®

eGFR: Tahmini glomeriiler filtrasyon hizi, BFT: Bobrek Fonksiyon Testi
Tim degiskenler nitel olup degerler sayi (n) ve % olarak verilmistir

ml/dk/1.73 m?

® Son dénem bébrek yetmezligi: eGFR degerinin 15ml/dk/1.73m? ve altina diismesi ya da
kronik dializ ihtiyaci olmasi

LFisher’in kesin testi

C4d pozitif boyanan hastalarda negatiflere gore WT1 ile daha fazla

sitoplazmik boyanma izlenmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (Fisher’in kesin

testi p=0.040). iki boyamaya ait sonuclar Tablo 4’te 6zetlenmistir.
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Tablo 4. C4d ve WT1 Boyamasinin Karsilastirmasi

WT1 ile sitoplazmik WT1 sitoplazmik
boyanan biyopsiler boyanmayan biyopsiler
n (%) n (%)
C4d+ biyopsiler | 7 (23.3) 23(76.7)
C4d - biyopsiler | 7 (7.4) 88(92.6)

C4d + hastalar: immiinhistokimyasal olarak perimesangial/mesangial C4d pozitif boyanmasi
olan hastalar

Cd4 - hastalar: imminhistokimyasal olarak perimesangial/mesangial C4d pozitif boyanmasi
olmayan hastalar

Tim degiskenler nitel olup sayi (n) ve ylizde olarak ifade edilmistir

4.5. Renal Sagkalim Analizi

11 (%12,35) hasta son donem bobrek yetmezligine ilerlemistir. Bu 11
hastadan 4’Gne bobrek nakli yapilmistir. Bu hastalardaki ortalama renal sagkalim
suresi 94,45 +43.33 aydir. 5, 10 ve 15 yillik renal sagkalim oranlari sirasiyla %86.5,
%80.8 ve %78.6’dir. Son dénem boébrek yetmezligine gidisi etkileyen degiskenler
arastirilmistir. Buna gore tani anindaki kreatinin ve eGFR degerleri ile son donem
bobrek yetmezligine ilerleyis arasinda istatistiksel anlamli iliski saptanmistir. Son
dénem bobrek yetmezligine ilerleyenlerde biyopsi aninda proteiniri median degeri
ilerlemeyenlere gore ylksek olmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildir. Yani sira ek immiuinsupresif tedavi alanlarda istatistiksel anlamli olarak daha
¢ok son dénem bobrek yetmezligine ilerleyis kaydedilmistir. Patolojik 6zelliklerden
mesangial hiperselilarite, segmental sklerozun %50’nin Uzerinde olmasi ve C4d
pozitifligi ile son donem bdbrek yetmezligine ilerleyis arasinda istatistiksel olarak
anlaml korelasyon mevcuttur. Son donem bdbrek yetmezligine ilerleyen hastalarda
ilerlemeyenlere gore daha fazla sayida WT1 ile sitoplazmik boyanma kaydedilmistir;
fakat gozlem sayisinin yetersizligi nedeniyle istatistiksel anlamli sonuc¢ elde

edilememistir. Bu bulgular Tablo 5’'te 6zetlenmistir.
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Degiskenler Son donem bdbrek Son déonem bdbrek p degeri
yetmezligine? yetmezligine
ilerleyenler ilerlemeyenler
Proteiniiri 2200 1868.94 0.8572
(300-5266.56) (97.11-16802.58)
eGFR 38(24-83) 72 (15.51-139) 0.0032*
Mesangial hiperseliilarite 10 (%90.9) 41 (%52.56) 0.0211*
Segmental skleroz (>%50) | 6 (%54.54) 13 (%16.66) 0.010*
Ek immiinsupresif tedavi® | 8 (%88.9) 27 (%35.06) 0.003*
cad pozitifligic 6 (%54.54) 17 (%21.79) 0.030*
WT1 ile sitoplazmik 3 (%30) 6 (%7.79) 0.0641
boyanma izlenen
biyopsiler

*|statistiksel olarak anlamli

Nicel degiskenler icin median deger ile Ust ve alt degerler verilmistir

Nitel degiskenler icin degerler sayi (n) ve % olarak verilmistir

2 Son dénem bobrek yetmezligi: eGFR degerinin 15ml/dk/1.73m? ve altina diismesi ya da
kronik dializ ihtiyaci olmasi

® Ek imminsupresif tedaviler: azatiyopiirin, siklofosfamid, siklosporin A, kalsinérin inhibitérd,
mikofenolat mofetil

¢ C4d + hastalar: imminhistokimyasal olarak perimesangial/mesangial C4d pozitif boyanmasi
olan hastalar

! Fisher’in kesin testi, 2 Mann-Whitney U testi

Son dénem bobrek yetmezligine ilerlemis 11 hastadan C4d pozitif olanlarda

ortalama renal sagkalim siresi 91.83+40.35 iken C4d negatif olanlarda

97.6+£51.33’tlr. C4d pozitif hastalarda 5., 10. ve 15. yillardaki renal sagkalim orani
siraslyla %78.2, %73.9 ve %69.5 iken C4d negatif hastalarda bu oranlar sirasiyla
%90.9, %84.8, %83.3"tlir. Bu durum sekil 5'te izlenen Kaplan-Meier sagkalim egrisi ile

gosterilmistir.
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Sekil 9. C4d durumuna gore Kaplan-Meier renal sagkalim egrisi; C4d pozitif
hastalarda C4d negatif olanlara goére renal sagkalim stresinin daha kisa
oldugunu gostermektedir (Log Rank p=0.005). “Sansiir” son donem bobrek

yetmezligine ilerlemeyen hastalari ifade etmektedir.

Son donem bdébrek yetmezligine ilerleyis ile iliskili olan patolojik degiskenler
coklu lojistik regresyon analizi ile degerlendirilmis olup bu degiskenlerle olusturulan
model son doénem bobrek yetmezligine ilerleyisi %93.1 basari orani ile
ongormektedir. Coklu lojistik regresyon analizinde son donem bobrek yetmezligine
ilerleyisi ongdérmede istatistiksel olarak anlami patolojik degiskenler mesangial
hiperselilarite, segmental sklerozun %50 Uzerinde olmasi ve sitoplazmik WT1
pozitifligi iken C4d model icinde anlaml bulunmamistir. Analiz sonuclari tablo 6'da

Ozetlenmistir.
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Tablo 6. Coklu Lojistik Regresyon Analizi

B SE: Wald df Sig. | Exp(B)
a

Aepd (M 2574 1,165 4,887 1 ,027% 13,124
Cad 793 893 788 1 375 2,209

Segmental
Vit 2654 973 7432 1 006* 14,209
Wi 2,753 1,135 5,882 1 015% 15691
CORSEHE 5,662 1,362 17,293 1 000 003

*[statistiksel olarak anlamli

M: Mesangial hiperseliilarite: %50’den fazla glomeriilde mesangial alanda 3’ten fazla
mesangial hiicre olmasi

C4d: Mesangial/perimesangial C4d pozitifligi

Segmental skleroz: %50 lizerinde segmental skleroz olmasi

WT1: Sitoplazmik WT1 boyamasi

4.6. Erken D6nem Hastalarda C4d ekspresyonu

Tani anindaki eGFR degeri 60 ml/dk/1.73m?den fazla olan hastalarda C4d
imminhistokimyasal boyamasinin son dénem bobrek yetmezligine ilerleyisi ve klinik
kotu gidisi ongérmedeki yeri incelenmis; fakat tarif edilen kriteri karsilayan toplam 50
hasta bulunmus olup gozlem sayisinin vyetersizligi nedeniyle ileri inceleme

yapilamamistir.
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5. TARTISMA

IgA nefropatili hastalarda klinik gidis ve uzun dénem renal sagkalim, hastalar
arasinda oldukca degiskenlik gostermektedir. Prognozu belirleyen parametrelerden
biri aktive olan kompleman yolak cesididir. ilk olarak Roos ve arkadaslari tarafindan
alternatif kompleman vyolagina ek olarak mannoz baglayici lektin yolak
aktivasyonunun daha siddetli renal hasar ile iliskili oldugu bulunmustur (24).

Biz bu calismada klasik ve mannoz baglayici lektin kompleman yolak
aktivasyonuna isaret eden C4d immunhistokimyasal belirtecinin (18, 20, 22, 23) bizim
IgA nefropatili hasta serimizdeki durumunu arastirmayi ve renal sagkalim ile
potansiyel iliskisi olabilecek diger belirteclerden ADAM10 ve WT1 molekilinin
imminohistokimyasal olarak incelenmesini amacladik. immiinfloresan calismalarda
Clqg pozitifligi olmadigindan C4d pozitifligi mannoz baglayici lektin yolaginin
yansimasi olarak kabul edilmistir.

IgA nefropatili hastalarin buyik bir kisminda alternatif kompleman yolagi
aktive olur iken %25-30’unda mannoz baglayici lektin yolagi aktive olur ve bu yolagin
aktivasyonuna isaret eden molekiiller mannoz baglayici lektin, fikolin, MASP ve Clq
yoklugundaki C4d’dir (22, 23). Bizim serimizde de bu yolagin aktivasyonunu gosteren
C4d pozitifligi literatiir ile uyumlu olarak %25 oraninda izlenmistir. inceledigimiz
seride C4d pozitif hastalarin olmayanlara gore istatistiksel anlamli olarak daha yasl,
tani aninda daha ylksek proteiniiri degerine sahip, daha fazla oranda
seltler/fibroseliler kresente ve %25’in lizerinde segmental skleroza sahip olduklarini
gordik. Nihai olarak ise C4d pozitif hastlarin olmayanlara oranla daha fazla son
dénem bobrek yetmeligine ilerledigini ve C4d pozitif hastalarin renal sagkalim
suresinin olmayanlara kiyasla daha kisa oldugunu goérdik.

Bizim serimizde de Oxford klasifikasyonunda oldugu gibi bobrek fonksiyon
testlerindeki kotilesme ile birbirinden bagimsiz olarak korele olan parametreler
segmental sklerozun %25’in Gzerinde olmasi ve tibuler atrofi/interstisyel fibrozis
orani iken son dénem bobrek yetmezligine ilerleyisi dngérmede korele olan

parametreler ise mesangial hiperselllarite ve segmental sklerozun %50’nin {izerinde
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olmasidir (14, 17). M1 lezyonlari boébrek fonksiyon testlerinde kotlilesme olan
hastalarda daha fazla olmasina ragmen isitatsitiksel olarak anlamli bulunamamistir;
anlamlilik sinirinda kalmistir.

Literatlirdeki c¢alismalarda C4d imminhistokimyasal pozitifligi icin farkl
tanimlamalar bulunmaktadir. Bu durum c¢alismalar arasi kiyas yapilmasini
glclestirmektedir, sonucglarda degiskenlige neden olmaktadir. Cogu calismada
glomeriillerde mesangial alana sinirli boyanma pozitif kabul edilirken (9-11, 22, 38-
40); Baek ve arkadaslarinin yaptigi calismada mesangial alana ek olarak periferal ve
hem periferal hem de mesangial boyanmalar pozitif kabul edilmistir (23). Maeng ve
arkadaslari ile Faria ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismalarda glomeriillere ek
olarak tubiler boyanmalar da dahil edilmistir (20, 41). Nasri ve arkadaslarnin yaptig
calismada ise glomeriillerdeki eser boyanma bile lokalizasyon bagimsiz olarak pozitif
kabul edilmistir (21). Glomerilerde mesangial alanlara sinirli boyamayi pozitif kabul
eden c¢alismalarin bir kisminda C4d tarafindan boyanan glomerillerin tim
glomerillere oranina goére pozitiflik tanimlanmistir (9, 10, 20, 38-41). Biz
calismamizda, son dénem bobrek yetmezligine ilerleyis ile anlamh korelasyon
gostermesi nedeniyle, 2017 yilinda WagroWska-DanileWicz ve arkadaslari ile 2018
yilinda Segarra ve arkadaslarinin yaptigi calismada oldugu gibi (11, 22) fokal ve
segmental pozitiflik de dahil olmak {izere non-obsolesan glomerillerdeki
mesangial/perimesangial alana sinirll boyanmay pozitif olarak kabul ettik. Diger
paternde (periferal kapiller boyanma, hem periferal hem de mesangial/perimesangial
ya da segmental sklerozlara ¢oken) boyanmalarin son donem bdobrek yetmezligine
ilerleyis ile anlamh korelasyon gostermedigini gordik. C4d imminhistokimyasal
boyamasi degerledirilirken yalnizca boyanip boyanmamanin degerlendiriimesinden
ziyade boyanan glomeriler kompartmanin dikkatlice incelenmesi gerektigi sonucuna
vardik. Fakat bu konuda literatlirdeki calismalarda farklilik olmasi rutin kullanim
amach C4d pozitiflik kriterlerini tanimlayacak ve standardize edecek daha ileri
arastirmalari gerekli kilmaktadir.

C4d immiinhistokimyasal boyanma sonuclari Oxford klasifikasyonunda yer

alan paremetrelerle karsilastirildiginda yapilan calismalarda farkli sonuclar elde
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edilmistir. Segarra ve arkadaslari tarafindan yapilan calisma ile Fabiano ve arkadaslari
tarafindan pediatrik bir populasyon lzerinde yapilan ¢alismada bu parametreler ile
C4d pozitifligi arasinda iliski bulunmamistir (9, 22). Kronisite bulgularindan olan
glomeruloskleroz varligi ile C4d pozitifligi arasinda korelasyon Nasri ve arkadaslari
taraifndan yapilan calismada global glomeriiloskleroz ile gésterilmis iken Espinosa ve
arkadaslari ile Sahin ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada segmental skleroz
varligi ile gosterilmistir (10, 21, 38, 39). Bizim calismamizda yalnizca segmental
skleroz var/yok seklinde bakildiginda istatistiksel olarak anlamh sonug elde edilmez
iken  segmental skleroz, non-obsolesan  glomerillere  oranina  gore
degerlendirildiginde C4d pozitif hastalarda negatiflere gore daha fazla sayida %25’in
Uzerinde segmental skleroz saptanmistir ve bu sonug istatistiksel olarak anlamhdir.
Bu durum %25 altindaki segmental sklerozun non-spesifik olarak birgok nedene bagh
gelismis olabilme olasiligini, daha ileri diizeyde hasarin ise hastalik ile iliskili olma
olasiliginin bir yansimasi olarak yorumlanabilir. Bir diger kronisite bulgusu olan
tibuller atrofi/interstisyel fibrozis ile C4d pozitifligi arasinda korelasyon Oxford
parametreleri ile C4d sonuglar arasinda karsilastirma yapan dokuz ¢alismadan
altisinda saptanirken tgiinde anlamli iliski bulunmamistir (9-11, 21-23, 38-40). Bizim
calismamizda da tubiler atrofi/interstisye fibrozis agisindan C4d pozitif ve negatif
hastalar arasinda anlamli iliski bulunmamistir. Yalnizca Baeka ve arkadaslari
tarafindan pediatrik populasyon lizerinde yapilan ¢alismada mesangial hiperselilarite
varligi C4d pozitifligi ile anlamh korelasyon gostermistir (23). Aktivite bulgularindan
endokapiller proliferasyon, Heybeli ve arkadaslari ile WagroWska-DanileWicz ve
arkadaslari tarafindan yapilan calismalarda C4d pozitifligi ile anlaml korelasyon
gostermistir (11, 40). Kresent varligi literatirde izlenen calismalardan Segarra ve
arkadaslari tarafindan erken donem IgA nefropatili hastalar (izerinde yapilan ¢alisma
ile Heybeli ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada kayit altina alinmistir. C4d
pozitifligi ve selliler/fibroseliler kresent varligi arasinda iki calismada da anlamli iliski
bulunmamistir (22, 40). Bizim calismamizda, C4d pozitif hastalarda, glomerillerin
%25’inden fazlasinda kresent varligi negatiflere gére daha fazladir ve bu sonug

istatistiksel olarak anlamhdir.
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Literatlirden izlendigi kadariyla C4d durumu ile histopatolojik olarak IgA
nefropatisinin prognozunu éngérmek amaciyla kullanilan Oxford klasifikasyonuna ait
parametreler arasindaki iliskiye yonelik tutarl sonuclar mevcut olmamakla birlikte
kronisite bulgulari olan tibuler atrofi/interstisyel fibrozis ve segmental skleroz C4d
ile en cok korelasyon gosteren parametrelerdir.

Espinosa ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptigl calismada oldugu gibi bizim
calismamizda da C4d pozitif hastalarin negatiflere gére daha yasli hastalar oldugu
sonucuna varilmistir. Bobrek fonksiyon testleri ile C4d immiunhistokimyasal
¢alismalari arasindaki korelasyonu inceledigimizde Espinosa ve arkadaslarinin 2009
yilinda yaptigl ¢alisma hari¢ (10) diger calismalarda, bizim ¢alismamizda da
buldugumuz gibi biyopsi aninda C4d pozitif hastalarda istatistiksel olarak anlamli
daha yliksek proteiniri degerleri (24 saatlik proteiniiri ya da spot idrar proteintiri)
mevcuttu (9, 11, 21-23, 39, 40). izlenen ¢alismalarin bir kisminda C4d pozitif
hastalarda tani aninda istatistiksel olarak anlamli daha yiksek serum kreatinin
degerleri mevcut iken tahmini glomerdler filtrasyon hizlari buna paralel olarak daha
dusliktir (10, 11, 39). Segarra ve arkadaslari tarafindan GFR degeri 80 ve lizerinde
olan erken dénem hastalar lzerinde yapilan c¢alismada hastalarin erken dénem
olmasi nedeniyle C4d pozitif ve negatif hastalar arasinda kreatinin ve eGFR degerleri
acisindan anlamli fark bulunmaz (22) iken pediatrik hastalar lizerinde ¢alisan Baeka
ve arkadaslari ile Fabiano ve arkadaslari da bizim c¢alismamizda oldugu gibi tani
anindaki eGFR degerleri acisindan C4d pozitif ve negatif hastalar arasinda anlamli fark
bulamamistir (9, 23). C4d pozitifligi ile en sik istatistiksel olarak anlamli korelasyon
gosteren laboratuvar degeri proteindridir.

C4d durumuna goére uygulanan tedavi bicimleri arasindaki farklihk
incelendiginde Espinosa ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptigi calismada bizim
calismamiza paralel olarak anlamli farklilik bulunmaz iken (38), Baek ve arkadaslari,
Fabiano ve arkadaslari ile Segarra ve arkadaslari tarafindan yapilan calismalarda C4d
pozitif hastalarda negatiflere oranla istatistiksel olarak anlamli daha fazla

imminsupresif tedavi kullanimi izlenmistir (9, 22, 23).
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Son dénem bobrek yetmezligine ilerleyisi tahmin etmek adina bununla iligkili
parametreler incelendiginde literatlirde izlenen galismalarda C4d pozitif hastalarda
negatiflere gore istatistiksel olarak anlamli daha fazla son donem bobrek yetmezligine
ilerleyis kaydedilmis; coklu regresyon analizleri ile de test edilmis ve C4d pozitifliginin
son donem bobrek yetmezligine ilerleyisi 6ngoérmek igin kullanilabilecek bir
imminohistokimyasal belirte¢ oldugu sonucuna varilmistir (9, 10, 22, 38, 39, 41).
Bizim galismamizda da literatiir ile uyumlu olarak C4d pozitif hastalarda son dénem
bobrek yetmezligine ilerleyis istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla izlenmistir.
Oxford klasifikasyonuna ait parametrelerden son doneme ilerleyisi 6ngérmede
anlamhl  bulunanlar Espinosa ve arkadaslarinin vyaptigi iki c¢alismada da
glomeruloskleroz varligi ve tibuler atrofi/interstisyel fibrozis skorunun T2 olmasi iken
Faria ve arkadaslarinin yaptigi calismada vyalnizca %25’in Uzerinde tubdler
atrofi/interstisyel fibrozis olmasidir (10, 38, 41). Biz literaturdeki sonuglardan farkh
olarak %50’den fazla mesangial hiperselilarite ve %50’den fazla segmental skleroz
varligini son donem boébrek yetmezligine ilerleyis ile istatistiksel olarak korele bulduk.
Biyopsi anindaki proteinirinin yiiksek olmasi da bu galismalarin hepsinde ortak olarak
son donem bobrek yetmezligine ilerleyis ile iliskili bulunmustur (9, 10, 22, 38, 39, 41).

Yapilan bes calismada ¢oklu Cox regresyon modeli ile son donem bdébrek
yetmezligi ile iliskili olan parametreler incelenmis bu calismalarin tiiminde C4d ile
yine anlamali iliski bulunmustur (9, 22, 38, 39, 41). Bu calismalardan Espinosa ve
arkadaslarinin 2014 yilinda yaptigi calisma ile Segarra ve arkadaslarinin yaptigi
¢alismada baslangi¢ proteinirinin yiksek olmasi ¢coklu Cox regresyon analizi ile son
dénem bdbrek yetmezligine ilerleyisi 6ngérmek adina anlamh bulunurken (22, 38);
Fabiano ve arkadaslarinin yaptigi calismada 1gr/gin’lin Uzerindeki baslangi¢
proteiniiri degeri ile anlamli sonug elde edilmistir (9). Biz calismamizda son dénem
bobrek yetmezligine ilerleyisi coklu lojistik regresyon analizi ile inceledik.
Kurdugumuz modelde histopatolojik parametreler yer almakta olup bunlar mesangial
hiperseliilarite, segmental sklerozun %50’nin {zerinde olmasi, C4d pozitifligi ve
WTL’in sitoplazmik pozitifligidir. Model icerisinde son donem bobrek yetmezligine

gidisi istatistiksel anlamli olarak 6ngoéren parametreler mesangial hiperseliilarite,
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segmental sklerozun %50’nin tGzerinde olmasi ve WT1’in sitoplazmik pozitifligidir. C4d
ile model icinde anlamli korelasyon elde edilememistir.

C4d pozitif ve negatif hastalari renal sagkalim agisindan inceledigimizde
sagkalim analizi yapan tim c¢alismalarda ve bizim ¢alismamizda C4d pozitif hastalarin
negatif olanlara gore renal sagkalim siresi istatistiksel anlamli olarak daha kisadir. Bu
calismalarin timinde renal sagkalim siresi eGFR’In 15 ml/dk/1.73m%nin altina
dismesi ya da dializ ihtiyaci olmasina kadar gecen siire olarak tanimlanirken yalnizca
Fabiano ve arkadaslari tarafindan pediatrik populasyon {izerinde yapilan g¢alismada
eGFR baslangi¢ degerinin %50 ve daha fazla diistugl ana kadar gegen zaman olarak
tanimlanmistir (9, 10, 38, 39, 41).

Bobrek fonksiyonlari gorece daha iyi olan erken dénem hastalarda C4d
immunhistokimyasal calismasinin prognozu o©6ngérmedeki basarisini arastirmak
amaciyla hastalarimizi ayristirdigimizda yeterli sayida érneklemimiz olmamasi nedeni
ile saghkh sonuclara ulasamadik. Segarra ve arkadaslari tarafindan biyopsi anindaki
eGFR degeri 80 ml/dk/1.73m? ve lizerinde olan hastalar lzerinde yapilan ¢alismada
gorilmuski C4d pozitifligi erken donemde mevcut olup prognoza etki etmektedir (22).
Bu sonuc da IgA nefropati tanisi almis erken donem hastalarin tedavi yonetimleri ve
patogenez agisindan oldukca faydali bilgi saglamaktadir. Bu ¢alismadan anliyoruz ki
mannoz baglayici lektin yolak aktivasyonu bébrek hasarlanmasi sonucunda degil de
hastaligin baslangicinda immin depozitlerin mesangial alana ¢okmesi ile birlikte
baslamaktadir; ancak neden sadece hastalarin %25’inde olmakta oldugu hala
actklanmayi beklemektedir.

IgA nefropatisinin patogenezinde tanimlanan antijen-antikor kompleks aracil
kompleman aktivasyonuna bagh glomeriler hasarlanma yani sira glomeriloskleroz
ve proteindri ile giden kronik glomeriler hastaliklarin patogenezinde tanimlanan
Notch sinyal yolak aktivasyon durumunu dolayli olarak incelemek istedik (25). Bu
amacla degerlendirdigimiz  bobrek biyopsilerini  ADAM10 belirteci ile
immunhistokimyasal olarak inceledik. Calismamiz ADAM10 molekdlund, IgA
nefropatili hastalarda immiinhistokimyasal olarak inceleyen ilk ¢alismadir. Murea ve

arkadaslari ile Waters ve arkadaslarinin yaptigi calismalarda glomeruloskleroz ve
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proteiniri ile giden kronik glomeriler hastaliklarda podositlerde ifadelendigi bilinen
bu belirtecin, WT1 ile birlikte yaptigimiz ikili boyama ile podosit oldugunu teyid
ettigimiz hicrelerde boyanmasini gormedigimiz gibi glomeriler higbir komponentte
boyanma gormedik (25, 26). Bu durum diger ¢calismalardaki imminfloresan saptama
yontemine karsin bizim immunhistokimya yontemini kullanmis olamamiz ile iliskili
olabilir veya IgA nefropatili hastalarda Notch sinyal yolaginda belki de ADAM10
molekllu disinda farkli proteolitik enzimler rol almaktadir. Bu sonug¢ Notch sinyal
yolaginda yer alan fonksiyonel molekillerin spesifik glomeriler hastaliklarda daha
detayli arastirilmasini gerektirmektedir. ADAM10 molekiliinin L1 adezyon molekiilii
aracihg ile distal tibul ve toplayici kanal morfogenezinde yer aldigi bilinmektedir.
Bizim c¢alismamizda ADAM10 belirteci ile tubul epitel hicrelerinde ekspresyon
izlenmis olup izlenen tubil epitel hicrelerindeki ekspresyon proksimal tlbillerde
mevcut olmayip bunlar disinda kalan distal tiibil ve/veya toplayici kanal epitel
hicrelerine sinirlidir.  ADAM10 molekilinin bazi  biyopsilerde daha yaygin
ifadelenmesinin tibil kaybi ile iliskisini anlamak amaciyla ADAM10 sonuglari ile tibiil
atrofisi/interstisyel fibrozis gosteren biyopsiler arasindaki iliskiyi inceledigimizde
anlaml bir korelasyon goremedik. Dahasi diger Oxford klasifikasyon parametreleri,
laboratuvar veriler (serum kreatinin, glinlik ya da spot proteiniri ve eGFR) ve C4d
immunhistokimyasal sonuglari ile ADAM10 tibil epitel boyanma sonuglari arasinda
da anlamli bir iliski bulamadik.

WT1’in nokta mutasyonlari ya da posttranskripsiyonel olarak ifadelenmesinin
azalmasinin glomeriloskleroza yol actigi bilinmektedir (28, 32, 36). Podosit i¢
mimarisinin devamliigindan sorumlu nefrin ve podokalsin proteinlerinin
transkripsiyonel dizeyde ifadelenmesini artiran WT1'in (37) ifadelenmesinin
azalmasi muhtemelen bir cesit podosit disfonsiyonuna ya da kaybina neden olmakta
ve bu durum skleroz ile sonuglanmaktadir. WT1’in fonksiyonel olarak baskilanmasinin
gostergesi olarak literatlirde sitoplazmik lokalizasyonu ifade edilmistir (28, 29, 33,
37). Literatirde WT21'in farkli klonlari ile immunhistokimyasal olarak timor
dokularindaki ekspresyonu arastirilmis (31); ancak kronik glomeriler hastaliklarda

WT21’in glomerillerdeki imminhistokimyasal ifadelenmesine yonelik calismaya
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rastlanmamistir. Biz yaptigimiz bu calismada imminhistokimyasal olarak WT1 ile
cogunlukla nikleer ekspresyon gérmemizin yani sira sitoplazmik ekspresyona da
rastladik. WT21’in farkli klonlariile farkh sonuglar elde edilebilmektedir. Bu ¢alismada
WT1 fare monoklonal antikoru WT49 klonu kullanilmis olup Tsuta ve arkadaslarinin
yaptigl bir calismada bu klon ile cesitli timorlerde yalnizca niikleer boyanma
bulunmustur. izlenen sitoplazmik boyanmalarin non-spesifik endojen biotin
boyanmasi olmadigi EnVision pozitif immuinhistokimyasal saptama yontemi
kullanildig! icin ekarte edilmistir (42). Calismamizda sitoplazmik siddetli boyanma
izlenen hastalarda sitoplazmik boyanma olmayanlara kiyasla daha fazla son dénem
bobrek yetmezligine ilerleyis kaydedilmis olmasina ragmen bu sonug istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir; ancak anlamhlik sinirina ¢ok yakin oldugu dikkati
cekmistir (Fisher'in kesin testi p=0.064). Yani sira sitoplazmik siddetli boyanma
izlenen hastalarda sitoplazmik boyanma olmayanlara kiyasla daha fazla sayida bébrek
fonksiyon testlerinde kotilesme olan hasta mevcuttur; fakat bu sonuc¢ da anlamlilik
sinirina ¢ok yakin olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamh degildir (Fisher’in kesin
testi p=0.051). Bunlarla birlikte k6t prognoz ile iliskili buldugumuz C4d pozitif
hastalarda istatistiksel anlamli olarak daha fazla sayida WT1 ile sitoplazmik boyanma
izlenmistir (Fisher’in kesin testi p=0.040). Bu sonugtan yola ¢ikarak mannoz baglayici
lektin yolagl aktivasyonunun WT1’in sitoplazmik alana tasinmasi veya bu alanda
sinirlandirilmasina neden olabilecegi hipotezi ortaya atilabilir. Bu iliskinin
aydinlatiimasi icin deneysel calismalar tasarlanmasi gerekmektedir. WT1 ile
sitoplazmik boyanma izlenen hastalarda WT1 fonksiyonlarinda bir c¢esit ifadelenme
azalmasi oldugunu dislinecek olursak bunun bir ¢cesit podosit fonksiyon bozukluguna
yol agmasi beklenir. Ancak podosit fonskiyon bozuklugunu dolayli olarak gosterecek
olan proteintri varligint WT1 ile sitoplazmik boyanmasi olan ve olmayan hastalarda
kiyasladigimizda tani anindaki proteintri degerleri ile anlaml sonu¢ elde edemedik.
Dahasi WT1 fonksiyon bozuklugu ile iliskilendirilen ve podosit hasarina bagl
olusabilen segmental glomeriloskleroz ile sitoplamik boyanmasi olan ve olmayan
hastalarda arasinda da anlaml fark bulamadik. Sitoplazmik WT1’in glomeruloskleroz

ve proteindri ile iliskili olmamasi WT1’in basgimsiz bir potansiyel prognostik belirtec
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oldugunu ortaya koymaktadir ve belki podositopati disi bir mekanizmaya isaret
etmektedir. Son dénem bdbrek yetmezligine ilerleyenlerde ve bobrek fonksiyon
testlerinde kotlilesmesi olan hastalarda neden daha fazla sitoplazmik WT1
ekspresyonu oldugunu literatlrde yer alan mekanizmalarla net olarak agiklayamadik.
Bu calisma, IgA nefropatisinin patogenezinde WT1’in sitoplazmik transferinin veya
sitoplazmada hapsolmasinin da yer alabilecegini ve bu hastalarda klinik gidisin daha
kotl oldugunu gosterme anlaminda ilk ¢alisma niteligindedir. Bu konuda gozlem
sayilari artirilarak c¢esitli glomeriler hastaliklarda yapilacak molekiler temelli
calismalar WT1'in kronik glomeriiler hastaliklarin patogenezindeki yerini tanimlamak

ve hangi yolaklarla iliskisi oldugunu bulmak adina yararl olacaktir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Sonuglar:

1) Mannoz baglayici lektin yolak aktivasyonu ve bunun dolayh bir gostergesi
olan glomeriler C4d pozitifligi IgA nefropatili hastalarda daha kotl prognozla
iliskilidir.

2) ADAM10 belirtecinin IgA nefropatili hastalarda immuinhistokimyasal olarak
glomeriiler ekspresyonu saptanmamistir. Tibuler ekspresyonunun tibl hasari ya da
diger patolojik ve klinik parametrelerle korelasyonu goriilmemistir.

3) WT1 proteini IgA nefropatisinin patogenezinde yer almaktadir. IgA
nefropatili hastalarda WT1'in sitoplazmik ekspresyonu diger parametrelerden

bagimsiz olarak kétl prognozla iliskilidir.

Oneriler:

1) IgA nefropatili hastalarda Oxford klasifikasyonunda yer alan parametreler
hastalarin klinik stirecini yénlendirme anlaminda fayda saglayacagindan biyopsi
raporlarinda ayrintili olarak tarif edilmelidir.

2) IgA nefropatili hastalarda gerek prognozu 6n gérme agisindan, gerekse
ileride ortaya c¢ikabilecek potansiyel tedaviler acisindan tani  aninda
immunhistokimyasal olarak C4d boyanmasi rutin olarak yapilip yapilmamasi
tartisiimalidir. Mezangial/perimezangial boyanmanin pozitif olarak degerlendirilmesi
en dogru gibi gbéziikmekle beraber C4d pozitifliginin kriterlerinin net tanimlanmasi ve
standardizasyonu icin daha ileri calismalar yapilmalidir.

3) IgA nefroaptili hastalarda tani aninda immiunhistokimyasal olarak WT1
boyamasi yapilmasi ve sitoplazmik pozitiflik oldugu taktirde kétl prognozla iliskili
oldugundan bunun belirtilmesi disinilmelidir. Sitoplazmik WT1 boyanmasinin
altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi icin ¢calismalar diizenlenmelidir.

4) ADAMI10 molekiliinin glomeriler ekspresyonu olup olmadigi
immunhistokimya disi yontemlerle de arastiriimalidir. Tlbuler ekspresyonu ve bunun

anlami agisindan daha c¢ok hastali serilerde arastirma yapilmahdir.
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