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Hastaliklar1 Anabilim Dali’nin ve Nefroloji Bilim Dalr’ nin tiim 6gretim {iyelerine ve
uzmanlarina; Kog¢ Universitesi Translasyonel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
Hiicre Biyolojisi ve Proteomiks Laboratuvar’ nin tim 6gretim gorevlisi kadrosuna
ve calisanlarina, ¢caligmanin gerceklestirilmesindeki maddi katkilar1 nedeniyle Tiirk
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OZET

Ozbek D.A. Renal AA Amiloidoz Hastahigimin Karsilastirmah Idrar Proteomik
Ve Metabolomik Analizi Ve Klinopatolojik Ozellikler ile Korelasyonu,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi i¢c Hastaliklar1 Anabilim Dah Uzmanhk
Tezi, Ankara, 2022. Proteomik ve metabolomik analizlerin biyoinformatik
¢cOziimlemesi tanisal ve prognostik agidan kritik olup literatiirde renal AA amiloidoz
hastalarinda yapilmig bir iiriner omiks analizi bulunmamaktadir. Bu c¢alismanin
amact renal AA Amiloidoz hastalarinda karsilastirmali idrar proteomik ve
metabolomik analizi yapmaktir. Yeni tan1 almis 8 AA Amiloidoz (AA), 8
Membranéz Nefropati (MN), 8 IgA Nefropati (IgAN), 7 Fokal Segmental
Glomertiloskleroz (FSGS) ve 6 kisilik kontrol grubunun idrar 6rnekleri alindi. nLC-
MS/MS-QTOF ile AA, MN ve kontrol grubunda proteomik ve tiim hastalarda
GC/MS araciligryla metabolomik analizler yapildi. Patolojik preparatlar tiibiiler
atrofi (TA) ve interstisyel fibrozis (IF) derecelerine gore skorlandi. Proteomik
analizler sonucunda AA grubunda kontrol grubuna gore diizeyi anlamli olarak daha
diisiik olan 51 proteinin arasinda epitelyal biiylime faktorli, megalin, kiibiilin ve
kaderinler izlendi. Uromodulin AA grubunda MN grubuna gore daha diisiikken;
riboniikleaz 1 ve a-1-mikroglobulin AA grubunda daha yiiksek diizeyde izlendi. Gen
Ontolojisi (GO) analizinde fold enrichment degeri en yiiksek biyolojik siire¢ sindirim
ve homofilik hiicre adezyonu olarak goriildii. Metabolomik analizler sonucunda
myo-inositol ve lirat AA grubunda MN grubuna gore yiiksek olarak saptanirken D-
mannitol ve N-asetilglutamat AA grubunda kontrol grubuna gore yiiksek olarak
saptandi. IF ve TA skorlar1 AA grubunda diger gruplardan daha yiiksek saptandi
(medyan 2, [3-0]). Calismamizda karsilastirmali idrar omiks analizi sonucunda AA
amiloidoz grubunu diger gruplardan ayiran baglica molekiiller yiiksek
tiibiilointerstisyel hasar ile iliskilendirildi. Ayrica network ve GO analizlerinin tiibiil
hiicreleri arasindaki adezyonu proteinlerine isaret etmesi olasi bir artmis iiriner

kayma gerilmesi kuvvetini diigiindiirdii.

Anahtar Kelimeler: AA Amiloidoz, Proteomiks, Metabolomiks, Uromodulin, a-1-

mikroglobulin

Destekleyen Kuruluslar: Tiirk Hipertansiyon ve Bobrek Hastaliklar1 Dernegi



ABSTRACT

Ozbek D.A. Comparative Urine Proteomics and Metabolomic Analysis of Renal
AA Amyloidosis and Correlation with Clinopathologic Scores, Hacettepe
University Faculty of Medicine, Department of Internal Diseases Residency
Thesis, Ankara, 2022. Bioinformatic analysis of proteomic and metabolomic studies
is critical in terms of diagnostic and prognostic aspects and no urinary omics analysis
has been reported in renal AA amyloidosis patients. The aim of this study is to
perform comparative urine proteomics and metabolomics analysis in renal AA
amyloidosis. Urine samples of 8 newly diagnosed AA Amyloidosis (AA), 8
Membranous Nephropathy (MN), 8 IgA Nephropathy (IgAN), 7 Focal Segmental
Glomerulosclerosis (FSGS) patients with control groups were collected. Proteomic
analyzes were performed with nLC-MS/MS-QTOF in the AA, MN and control
groups; and metabolomic analyzes were performed by GC/MS in all patients.
Pathological specimens were scored according to tubular atrophy (TA) and
interstitial fibrosis (IF) grades. As a result of proteomic analysis, epithelial growth
factor, megalin, cubulin and cadherins were observed among 51 proteins whose
levels were significantly lower in the AA group compared to the control group.
While uromodulin was lower in the AA group than in the MN group; ribonuclease 1
and o-1-microglobulin were observed at higher levels in the AA group. In Gene
Ontology (GO) analysis, the biological processes with the highest fold enrichment
value were digestion and homophilic cell adhesion. Myo-inositol and urate were
higher in the AA compared to MN, while D-mannitol and N-acetylglutamic acid
were higher in the AA compared to control group in metabolomic analysis. IF and
TA scores were higher in the AA compared to other groups (median 2, [3-0]). In our
comparative urine omics analysis, the main molecules that distinguish the AA
amyloidosis were associated with high tubulointerstitial damage. In addition,
network and GO analyzes indicated downregulate adhesion proteins between tubule

cells, suggesting a possible increased urinary shear stress.

Keywords: AA Amyloidosis, Proteomics, Metabolomics, Uromodulin, o-1-

microglobulin

Supporting Organizations: Turkish Hypertension and Kidney Diseases Association
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1.GIiRIS ve AMAC

AA Amiloidoz tlkemizde ozellikle Ailevi Akdeniz Atesi’ nin yliksek
prevalansi nedeniyle 6nemli bir komplikasyon olup bobrek tutulumu AA Amiloidoz
hastaliginin en sik organ tutulumudur. Bu calismadaki temel amacimiz, uygun
kontrol ve karsilagtirma gruplar1 kullanarak idrarda karsilastirmali proteomik ve
metabolomik analiz ile yeni tan1 renal AA Amiloidoz hastalarinda 6zgiil protein ve

metabolitler saptamaktir.

Saptanabilecek olas1 biyobelirtecler ve bu biyobelirtegler ile ileride
validasyon grubu iceren daha kapsamli ¢calismalarda olusturulabilecek bir tan1 paneli
ile (classifier) yakin gelecekte proteiniiri etiyolojisi belirsiz olarak klinige basvuran
hastalarda bobrek biyopsisi ihtiyacini azaltacak sekilde non-invazif bir tani alternatifi
olusturulabilecek ve 6zellikle lilkemizdeki gorece yiiksek AAA prevalanst nedeniyle
nefroloji pratiginde nadir olmayacak sekilde goriilen renal AA amiloidoz tanisinin
bobrek biyopsisi olmaksizin tanit konulabilmesine yolunda 6énem arz edebilecektir.
Gelisen yapay zeka ve makine 6grenme programlari birden ¢ok biyobelirteci iceren

tan1 panellerinin modellenmesine imkan saglamaktadir.

Renal AA Amiloidoz {lizerine olan bu omiks ¢alismamizda klinik 6rnek olarak
idrar kullanilmas1 hastaya herhangi bir invazif girisim yapmaksizin kolay elde
edilebilmesi, rutin nefroloji pratiginde klinisyen tarafindan sik¢a istenmesi, hedef
organ ile olan yakin iliskisi nedeniyle diagnostik ve patofizyolojik acidan daha
dogrudan altta yatan mekanizmalar1 yansitabilmesi ve diger biyolojik Orneklere
kiyasla 24 saatlik ornekler elde edilebildiginden gerektiginde yiiksek hacimlere
ulagilabilmesi nedeniyle onemli olup calismamizin gelecekte nefrolojik acidan
tilkemizde Onemli bir hastalik olan AA Amiloidoz konusundaki iiriner omiks

caligmalarina katki saglamasi hedeflenmektedir.

Girisimsel olmayan tani1 olanaklarina ek olarak, kesfedilebilecek yeni
biyobelirtegler standart proteiniiri Ol¢iimiine renal tutulumdan daha erken
siiphelenme olanagi saglayabilecek ve hastaliginin patofizyolojisinde cevaplanmamis

sorulara yanit olabilecektir. Yine bu biyobelirteclerin pek ¢ok klinik faktor ile iligkisi



ve uzun donem hastaligin prognozu ile iliskisi arastirilacaktir. Renal amiloidoz
grubunda istatistiksel olarak anlaml1 yiiksek yeni protein/metabolitlerin renal patoloji
orneklerindeki hyalinozis, fibrozis, tiibiilointerstisyel atrofi ve amiloidoz toplam alan
yiizdesi gibi patolojik degiskenlerle; bulmay1 hedefledigimiz biyobelirtecler arasinda
korelasyon c¢alismalar1 yaparak biyobelirtecler ile pek ¢ok patolojik faktor arasindaki
iligki de arastirilacaktir. Bu baglamda renal AA Amiloidoz hastaliginda literatiirde ilk
kez yapilmis olan iiriner omiks calismasi ile kisisellestirilmis tip ve precision

medicine yaklasimlarina bu alanda bir zemin ve veri saglanmasi amaclanmaktadir.



2.GENEL BILGILER
2.1 Glomeriiler Hastahklar

Bobreklerin en kiigiik ve temel fonksiyonel birimi olan nefron gerek
fizyolojik gerek histolojik agidan farkli boliimlerden olusmaktadir. Renal korpiiskiil
nefronun filtrasyon gorevinden sorumlu kompartimani olup; yogun bir kapiller
yumagin olusturdugu glomeriill ve bu yapiyt cevreleyen ¢ift katli Bowman
kapsiiliniin meydana getirdigi kompleks bir alt birimdir (1). Kapiller endotel
hiicreleri ve kapsiiliin viseral epitel tabakasi olan podositler arasinda olusan
glomeriiler bazal membran filtrasyonun permeabilite ve selektivite gibi temel
fizyolojik Ozelliklerinden sorumlu olurken mezengial hiicrelerin olusturdugu bag
doku olan mezangiyum renal korpiiskiilin temel destek dokusunu olusturarak
podositler ve endotel hiicreleri arasinda sitokin aligverisi, biliyiime hormonu
salgilama ve kapiller kan akisin1 diizenleme gibi pek ¢ok yardimci fizyolojik rol de

tistlenmektedir (2).

Giliniimiizde kronik bobrek hastaliginin (KBH) diyabet ve hipertansiyondan
sonra en sik goriilen etiyolojisini olusturan glomeriiler hastaliklar glomeriiler bazal
membran, mezangiyum, endotel ve epitel hiicrelerini ¢esitli inflamatuar
mekanizmalar ile etkileyen ¢ok genis bir hastalik spektrumunu olusturmaktadir.
Glomeriiler hastaliklar sebep olduklar1 morbidite ve mortalite nedeniyle Nefroloji
biliminin 6nemli bir hastalik grubudur. Membranéz Nefropati (MN), Fokal
Segmental Glomertiiloskleroz (FSGS) ve IgA Nefropati (IgAN) gerek primer gerek
sistemik bir hastalia sekonder olarak gelisebilen ve klinikte en sik goriilen

glomertiler hastaliklar arasinda yer almaktadir.

2.1.1. Membranoz Nefropati

Membrandz Nefropati, patolojik olarak iyi tanimlanmig ve spesifik bir
glomeriil hasar paterninin goriildiigii, siklikla nefrotik sendrom ile prezante olan
otoimmiin bir glomeriiler hastaliktir (3). Non-diyabetik eriskin bireylerde idiyopatik
nefrotik sendromun en sik nedenini olusturan hastalik tiim yas gruplarinda

goriilebilmekle birlikte pikini 50-60 yas araliginda yapmakta ve heniiz net olarak



bilinmeyen nedenlerde 2:1 oraninda erkeklerde daha sik olarak saptanmaktadir (4, 5).
%80 olguda altta yatan baska bir hastalik saptanamazken (Primer MN); vakalarin
%20’ sinde hastalik altta yatan sistemik bir etiyoloji ile iliskilendirilmekte ve bu grup

Sekonder MN olarak siniflandirilmaktadir (3, 6) (Tablo 1).

Tablo 1. Sekonder MN etiyolojileri ve baslica 6rnekleri (3, 6)

Sekonder MN Etiyolojisi Bashca Ornekler

Enfeksiyon etkenleri HBV, HCV, HIV, malaria, filariazis,
sifiliz, kist hidatit, lepra

Akciger, meme, prostat, kolon, multipl
Malignansiler myelom, KLL, Hodgkin ve Non-Hodgkin

lenfomalar

Sistemik Lupus Eritromatozus (SLE),
Otoimmiin hastaliklar Sjogren sendromu, mikst bag doku
hastaliklari, romatoid artrit, tiroidit,
diyabet, ANCA-iliskili hastalik, 1gG4-
iliskili  hastalik, Graft versus Host

Hastaligi, (GVHD), transplant
glomeriilopati
[laglar NSAID, altin, D-Penisilamin, busilamin,

kaptopil, probenesid, anti TNF-a

inhibitorleri

Toksinler Hidrokarbonlar, civa, lityum,

formaldehit, hava kirliligi

MN patofizyolojik olarak otoimmiin bir hastalik olup podosit membraninda
bulunan M-tip Fosfolipaz A2 Reseptorii (PLA2R)’ ne kars1 gelisen otoantikorlar
primer MN olgularinin %70 inde saptanan en sik otoantikor grubunu
olusturmaktadir (7). Podosit canlilig1 i¢in 6nemi net olmayan PLA2R transmembran
bir glikoprotein olup glomeriiler podosit membraninda 6nemli bir miktarda eksprese

edilmektedir (4). Bu proteinin fosfolipaz A2 gibi toksik olabilecek enzimleri




glomeriiler bazal membrandan gecerken internalize edebildigi diisiiniilmektedir (8).
Hastaligin ilk donemlerinde glikoproteinin N-terminal sistein zengin bdlgesine
baglanan ve hastalik izleminde dominant olarak 1gG4 alt tipinde olan Anti-PLA2R
IgG antikorlarinin olusturduklar: immiin kompleksler alternatif ve mannan baglayici
lektin (MBL) kompleman yolaklarmin aktivasyonuna yol acarak glomeriiler bazal
membranda hasara neden oldugu diigiiniilmektedir (9-11). Zamanla epitop yayilmasi
fenomeni ile antijenlerin farkli bolgelerini hedef alan otoantikorlar izlenebilmekte ve
bu siire¢ kotii prognoz ile iligkilendirilmektedir (12, 13). Baskin kompleman
immiinhistokimyasal boyamanin patolojik preparatlarda C3 olarak izlenmesine
kargin hastaligin ilk donemlerinde IgGl ve IgG3 alt tipinde IgG antikorlarinin
saptanmis olmasi; en azindan hastaliin ilk donemlerinde klasik kompleman

yolaginin da aktif olabilecegini diisiindiirtmektedir (14).

Anti-PLA2R otoantikorlarinin patofizyolojideki 6neminin anlagilmasi sonucu
yapilan  prospektif calismalarda antikor titresinin  hastalik  aktivitesinin
belirlenmesindeki yeri gosterilmis ve klinik olarak proteiniirideki degisikliklerden
cok daha once antikor titresindeki degisimlerin oldugu izlenmistir (15, 16). Yapilan
doku proteomiks c¢aligmalarinda Trombospondin Tip 1 Domain igeren 7A
(THSD7A), Noronal Epidermal Biiylime Faktorii Benzeri Protein 1 (NELL-1),
Ekzostosin 1 ve 2 (EXT1 ve 2), Semaforin3B (SEMA3B), Noronal Hiicre Adhezyon
Molekiilii 1 (NCAMI), bir serin proteaz olan HTRA1 ve Protokadherin 7 (PCDH7)
antijenleri; anti-PLA2R negatif olan vakalarda patogenezden sorumlu oldugu
diisiiniilen diger antijenler olarak saptanmis olup hastaligin kii¢lik bir alt grubunda
otoantikorlar yalnizca bobrek dokusunda saptanmakta ve periferik dolasimda
bulunmamaktadir (4, 17). Ozellikle THSD7A ve NELL-1 pozitif olan vakalarda
farkli serilerde degisen ancak Onemli oranlarda malignite saptandigi akilda
tutulmalidir (18, 19). Gliniimiizde primer ve sekonder MN ayriminin bazi olgularda
net olarak yapilamamasi; patogenezden sorumlu antijenlerin her iki grupta da
saptanmasi ve prognoz ile iliskili olmalar1 nedeniyle bazi arastirmacilar tarafindan
MN vakalarinin gelecekte primer/sekonder ayrimindan ziyade antijen bazli bir

siniflama ile ifade edilmesi gerektigini belirtmektedir (20).

Klinik olarak vakalarin %60-80 ’inde nefrotik sendrom klinigi saptanirken

diger olgular subnefrotik (<3.5 gr/giin) proteiniiri ile prezante olmakta; bu hastalarin



da yarisindan fazlasi tedavi edilmedigi takdirde oOzellikle PLA2R pozitifligi
durumunda nefrotik diizeyde proteiniiri ile prezante olmaktadir (3, 21). Mikroskobik
hematiiri hastalarin %50’ sinde goriilebilmekte; ancak makroskobik hematiiri nadiren
izlenmektedir (4). Olgularin %80’ inde tan1 aninda glomeriiler filtrasyon hizi (GFR)

ve kan basinci degerleri normal aralikta izlenmektedir.

Diger etiyolojilere bagli nefrotik sendrom vakalarina benzer sekilde tromboza
yatkinlik (renal ven trombozu, derin ven trombozu, pulmoner tromboemboli vb.),
immiinsupresyon ve karma tip hiperlipideminin eslik edebilmektedir (22). LDL ve
total kolesterol degerlerinde yiikseklik ile HDL degerlerinde diisiikliigiin goriildigi
dislipidemi tablosu hastalarda miyokard infarktiisii, koroner oOlim ve
tromboembolizm riskini saglikli bireylere gére anlamli dl¢lide arttirmaktadir (22).
Patogenezi heniliz net olarak bilinmemesine ragmen tromboza yatkinik MN
vakalarinda diger nefrotik sendrom etiyolojilerine gore daha sik olarak izlenmekte ve
Ozellikle hipoalbliiminemi trombozun O&nemli bir risk faktérii olarak kabul
edilmektedir (23). Bu kapsamda hastalarin klinik 6zellikleri ve alblimin degerleri baz
almarak uzun donem antikoagiilan veya antiagregan tedavi endikasyonlarinin
belirlemeyi amaglayan algoritmalar gelistirilmistir (24). Yeni tant almis 6zellikle ileri
yas membrandz nefropati hastalarinin bu komplikasyonlarin yami sira yaslarina
uygun olarak malign hastaliklar agisindan da taranmasi Onerilmekte; ayrica her
hastanin sekonder olast nedenler agisindan arastirilmasi gerektigi giincel kilavuzda

vurgulanmaktadir (25).

Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO)’ nun 2021 yilinda
yayimladigi giincel glomeriiler hastaliklar kilavuzunda anti-PLA2R antikor pozitif
olan ve nefrotik sendrom klinigi ile bagvuran vakalarda tani i¢in bobrek biyopsisine
gerek olmadigi belirtilse de subnefrotik proteiniirisi olan, atipik klinik prezantasyon
ile gelen, sekonder MN olabilecegi diislinlilen ve immiinsupresif tedavi verilmesi
planlanan hastalarda bobrek biyopsisi Onerilmekte ve biyopsi tan1 ve prognoz
tayininde halen altin standart olarak kabul edilmektedir (25). Patolojik olarak 4
evrede tanimlanan hastalikta ilk evrede dagiik yerlesimli ve kiigiik subepitelyal
depozitler izlenirken evre 2’ de artan depozit birikimi ile dikensi ¢ikintilar (spike) ve
bazal membranda kalinlasma izlenmektedir (26). Evre 3 hastalikta depozitlerin

tamamen bazal membran tarafindan ¢evrelendigi izlenirken son evrede glomeriiler



bazal membran biiylik dl¢lide diizensiz ve kalin izlenmekte; depozitlerin elektron
yogunlugunun ise azaldig1 gériilmektedir (Sekil 2.1). Immiinfloresan mikroskopide
IgG ve C3 boyamalarinin pozitif oldugu hastalikta mezengial veya endokapiller
proliferasyon ise tipik olarak izlenmemekte ve serolojik olarak MN tanisi alan
hastalarda sekonder etiyolojilerin hastalikta rol oynayabilecegini diisiindiirtmektedir
(27). MN diisiintilen tiim vakalarda serolojik olarak negatif olmasit durumunda bile
patolojik olarak pozitif olabileceginden oncelikle PLA2R ve negatif gelmesi halinde

diger sorumlu antijenlere yonelik immiinhistokimyasal boyama dnerilmektedir (28).

Sekil 2.1. Glomeriiler bazal membran kalinlasmasinin segilebildigi membranoz

glomeriilopati tanis1 alan bir vaka, Bowman kapsiiliine sinesi odagi (A,B). IF
mikroskopide periferal graniiler IgG birikimi ve JMS boyamasinda bazal membranlar
boyunca vakuoler degisim (C). Bir bagka vakada PAMS boyamas: ile periferal
kapiller duvarlarinda fuksinofilik globiiler birikimler (D).



Tiim glomeriiler hastaliklarda oldugu gibi tedavi yasam tarzi degisiklikleri ve
Renin-Anjiotensin-Aldosteron Sistemi (RAAS) inhibitorleri ile baglamakta ve giinde
<2 gr sodyum (Na) olacak sekilde tuz kisitlamasi hem semptom kontroliinde hem
hastalik progresyonunun durdurulabilmesinde biiyiikk 6nem arz etmektedir (25).
Temel tedavi secgeneklerini siklofosfamid/steroid kombinasyonu, rituksimab ve
kalsindrin inhibitorleri olusturmaktadir (29). Immiinsupresif tedavi agisindan uygun
hastalarin belirlenmesi hem gereksiz hem de eksik tedavinin Oniine gecilmesi igin
kritik olup tedavi bu risk gruplarina gére bireysellestirilmelidir (25). Ilerleyen
boliimlerde de ayrintilandirilacagi {izerine kisisellestirilmis tip uygulamalari
kapsaminda yapilacak caligmalar, hangi hastalarin immiinsupresif tedaviden yarar

gorecegi konusundaki kanit bazl karar verme yetimizi arttiracaktir.

2.1.2. Fokal Segmental Glomeriiloskleroz

Fokal Segmental Glomeriiloskleroz tek bir hastaligi ifade etmekten ziyade
patolojik olarak spesifik bir podosit hasar paternine isaret etmekte olup farkli
etiyoloji ve klinikte hastalik alt gruplarin1 yapisinda barindiran bir patolojidir.
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’ nde son donem bobrek yetmezligine en sik yol
acan glomertiler patoloji olan FSGS prevalanst global olarak artmaktadir (30). Her
yas grubunda goriilen ve konjenital nefrotik sendromun da 6nemli nedenlerinden
birini olusturan hastalik ABD’ de yapilan genis kapsamli bir toplum ¢alismasinda
erkeklerde kadinlara gore yaklagik 1,5 kat daha sik goriilmektedir (31). Hastalik
insidans1 etnik kokene bagli olarak gelismekte; siyahi ve hispanik popiilasyonda

beyaz irka gore daha sik goriilmektedir.
FSGS 6 farkl klinik/patolojik alt tip olarak incelenmektedir.

Primer FSGS: Diger sistemik ve genetik etkenlerin ekarte edilmesiyle
tanimlanan primer (idiyopatik) FSGS alt tipinin patogenezinde heniiz tanimlanmamais
kan dolagimi kaynakli bir faktdriin sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Olas1 sorumlu
molekiiller arasinda ApoAlb (ApoAl izoformu), Kardiyotrofin-benzeri Sitokin
Faktorii, anti-CD40 antikoru ve Serum Idrar Plazminojen Aktivatér Reseptorii

(suPAR) yer almaktadir (32).



Adaptif FSGS: Sekonder FSGS vakalarinin 6nemli bir kismini olusturan
adaptif FSGS’ de glomeriiler kapasitenin iizerinde olan bir filtrasyon yiikiiniin
yarattigi uyumsuzluk, podosit hasari ile neticelenecek mekanizmalarini
tetiklemektedir. Konjenital olarak diisiik nefron agirligina neden olan durumlar, orak
hiicreli anemi, vezikoiireteral reflii, obezite, diger nedenlere bagli kronik bdbrek
hastaligi, yiiksek protein igerikli beslenme ve androjen kullanimi aragtirilmasi
gereken etiyolojiler arasinda yer almaktadir (33, 34). Normal albiimin degerleri,
subnefrotik aralikta proteiniiri, nefrotik sendrom kliniginin ¢ogunlukla gelismemesi
ve hastaligin yalnizca RAAS inhibitorleri ile remisyona girebilmesi adaptif FSGS

diistindiiren klinik parametrelerdir (35).

Infeksiyon iligkili FSGS: Viral etkenler hem dogrudan podosit hasar1 hem de
dolayli olarak inflamatuar mekanizmalar ile FSGS tablosuna yol acabilmektedir.
HIV-1 en iyi bilinen etken olup hastaligin ¢okme varyanti (collapsing variant) ile
iliskilendirilirken Parvoviriis-B19, CMV, EBV diger olas1 viral etkenlerdir (36).
Ozellikle endemik bolgelerde Plasmodium tiirleri, Schistosoma mansoni ve

filariyazis nadir paraziter etkenler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (30).

Ilag iliskili FSGS: Smirl sayida ilag FSGS etkeni olabilmektedir.
Interferonlar ve bifosfonat tedavisi ile ¢cékme varyant FSGS gelisen vaka serileri
bildirilmistir . Lityum tedavisi Minimal Degisiklik Hastalii ven Membrandz
Nefropati hastaliklarinin yani1 sira FSGS etkeni de olabilmektedir (37). Antrasiklin
tiirevi kemoterapi ajanlar1 da FSGS ile iliskilendirilmis olup doksorubisin deneysel

FSGS fare modellerinin olusturulmasinda kullanilmaktadir (38, 39).

APOLI iliskili FSGS: APOL1 geni 22.kromozomda bulunan APOL gen
ailesinin 6 {iyesinden biri olup ¢esitli lokasyonlarda amino asit degisimlerine neden
olan mutasyonlar G1 ve G2 olarak isimlendirilen yiiksek riskli varyantlara neden
olmaktadir (40, 41). 2 yiiksek riskli APOL1 varyantina sahip bireylerde FSGS’ ye ek
olarak hipertansiyon iligkili son donem bobrek hastaligi ve HIV-iligkili nefropati
riskinde de ciddi bir risk artis1 oldugu gosterilmis olup bu baglamda bu hastaliklar
APOLI1 iliskili nefropati spektrumunda degerlendirmek patofizyolojik agidan daha
uygun goriilmektedir (42, 43). APOL1 yiiksek riskli allelleri ayrica lupus nefriti ve
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membrandz nefropati hastalarinda da kotii prognoza sahip varyantlar ile

iligkilendirilmektedir (44, 45).

Genetik FSGS: Yarik diyafram proteinlerinde (NPHS1, NPHS2 ve CD2AP),
podosit membran proteinlerinde (B4-integrin, CD151, PTPRO, TRPC6 ve laminin
B2), aktin iskeletinde (formin, miyozin IIA, a-aktinin-4), lizozom proteinlerinde
(SCARB2/LIMP-2), mitokondriyal proteinlerde [COQ2, tRNA(L6sin) ve COQ6] ve
niikleus transkripsiyon faktorlerinde (WT1) olusan c¢esitli mutasyonlarin proteiniiri
ile prezante oldugu ve patolojik olarak FSGS tanis1 aldig1 bilinmektedir (46). Genetik
FSGS olgularinin ¢ogu otozomal resesif kalitim gostermekte ve siklikla hayatin ilk
yilinda prezante olmaktadir. Bu olgularda NPHS1 (Nefrin) ve NPHS2 (Podosin) en
stk mutasyona ugrayan proteinleri olusturmaktadir (46). Otozomal dominant formlar
(a-aktinin-4, TRPC6) adolesan ve eriskin yaslarda da goriilebilmekle birlikte eriskin
popiilasyonda FSGS etiyolojisinin %15’ inden daha az bir oran1 genetik nedenlere

baglanmaktadir (47, 48).

Hastaligin tanisinda bobrek biyopsisi merkezi rolii oynasa da her hastada
detayl bir klinik degerlendirme yapilmalidir. Ayrintili anamneze ek olarak kullanilan
ilaglar, aile Oykiisii, dogum agirhigi, ¢esitli sendromik durumlari diisiindiiren
organomegaliler ve anatomik anomaliler, isitme kaybi, kardiyak disfonksiyon ve cilt
lezyonlar1 her hastada degerlendirilmelidir. Klinik degerlendirme sonrasinda serum
alblimin dlizeyi ve idrarda proteiniiri etiyolojik smiflandirmanin temelini

olusturmaktadir (35).

Primer FSGS tipik olarak yiiksek derecede proteiniiri ve nefrotik sendrom
klinigi ile prezante olmakta ve bazi serilerde muhtemelen tani1 almamis sporadik
genetik olgularin da primer FSGS olarak degerlendirilmesi sonucunda nefrotik
sendromun prevalansi %70-90° a ulagsmaktadir (49, 50). Sekonder FSGS hastalar ise
cogunlukla subnefrotik aralikta proteiniiri ile tan1 almakta ve proteiniirinin derecesi
nefrotik aralikta olsa bile nadiren nefrotik sendrom klinigi gelistirmektedir (50-52).
Cocukluk doneminde tani alan otozomal resesif FSGS vakalar1 biiylik 6lciide
nefrotik sendrom ile tanmi1 alirken erigskin baslangi¢li otozomal dominant genetik
FSGS hastalar1 daha diisiik oranda proteiniiri ve nefrotik sendrom ile klinige

basvurmaktadir (53).
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Columbia klasifikasyonu patolojik olarak FSGS lezyonlarin1 altta yatan
etiyolojiden bagimsiz olarak ¢okme (collapsing), ug (tip), seliiler, perihiler ve baska
sekilde  smiflandirilamayan  (not  otherwise  specified, =~ NOS)  olarak
siiflandirilmaktadir (54). NOS en sik varyant olup hem primer hem sekonder FSGS
hastalarinda benzer oranda goriilmekte; perihiler lezyonlar ise sekonder FSGS
vakalarinda daha siklikla izlenmektedir (55). Ug lezyonlar1 tedaviye en iyi cevap
veren varyant olarak ifade edilirken ¢okme varyant1 en kotii prognoza sahip olan
varyant olarak goriilmekte; APOL1 ve Afro-Amerikan bireylerde daha sik prezante
olmaktadir (54, 55).

Primer FSGS hastalar1 genellikle hizli gelisen bir nefrotik sendrom ile klinige
basvurduklarindan otiirii  progresif olarak proteiniirisi artan sekonder FSGS
hastalarina goére daha diisiikk oranda parankimal ve glomeriiler hasara sahip
olabilmektedirler. Ancak ilerlemis primer FSGS olgularinda goriilen kronik
glomeriiler ve tiibiilointerstisyel hasar ile sekonder FSGS’ den ayrim 1s1ik
mikroskopisinde miimkiin olmamaktadir (35). Glomeriilomegali obezite, reflii
nefropatisi, diisik dogum agirligr ve azalmis nefron miktar ile iliskilendirilmis
sekonder FSGS olgularinda siklikta saptanmasina ragmen primer FSGS olgularinin
da %10-30’ unda goriilebilmekte ve yine 151k mikroskopisini primer-sekonder FSGS
ayriminda yetersiz kilmaktadir (52, 55).

Immiinfloresan mikroskopisi FSGS vakalarinda temel olarak olas1 bir post-
inflamatuar siire¢ sonrasinda gelisen non-spesifik segmental sklerozu diglamak icin
kullanilmaktadir. Graniiler IgM ve C3 segmental skleroz ile birlikte saptanabilmekte
ve bu stire¢ aktif bir inflamatuar siirecten ziyade makromolekiiler pasif birikim ile
iligkilendirilmektedir (35). Elektron mikroskopisi incelemesinde goriilen temel
patolojik bulgu ayaksi ¢ikint1 efansmanidir (foot process effacement). Primer FSGS
olgularinda ¢ogunlukla difliz ayaks1 ¢ikinti efansmani goriiliirken genetik FSGS
vakalarinda gerek difliz gerek segmental patern goriilebilir. Ancak sekonder FSGS
vakalarinda difiiz patern beklenmeyen ve dislayict bir patolojik oOzelligi ifade
etmektedir. Yiiksek proteiniiri miktarinda eslik eden mikrovilliis transformasyonu ve
podosit vakuolizasyonu bu baglamda etiyolojik olarak primer FSGS tanisini telkin

etmektedir (35).
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FSGS tanisi olan tiim hastalara yukarida da bahsedilen ve RAAS inhibisyonu,
optimal kan basinci kontrolii, tuz kisitlamasi ve yagsam tarzi degisikliklerini kapsayan
etkin konservatif tedavi onerilmelidir (25). Sekonder olgularin yontemini altta yatan
hastaligin tedavisi olusturmakta olup sekonder FSGS olgularinda immiinsupresif
tedavinin yararli olabilecegine dair kanit bulunmamaktadir (56). Primer FSGS
oldugu gosterilen ve nefrotik sendromu olan vakalarda temel tedavi konservatif
tedaviye ek olarak verilen steroid tedavi rejimidir. Nefrotik sendromu olmayan ancak
nefrotik sinirin {istiinde proteiniirisi olan hastalarda ise literatiir kisithh olup giincel
KDIGO kilavuzu bu hastalarin konservatif tedavi altinda yakin olarak izlenmesini ve
nefrotik sendrom gelistiginde immiinsupresif tedavi acisindan degerlendirilmesi

gerektigini belirtmektedir (25).

2.1.3. IgA Nefropatisi

Ulkemizde ve diinyada en sik goriilen glomeriilonefrit IgA Nefropatisi
hastaligidir (57, 58). Cogunlukla Avrupa ve Kuzey Amerika’ daki merkezlerden
biyopsi bazli yapilan bir derlemede hastaligin insidansi 2,5/100.000 olarak ifade
edilmistir (59). Ancak hastalik siklig1 cografi bolgeye ve secilen epidemiyolojik
yonteme gore degiskenlik gostermektedir. Otopsi ve genom capinda iligkilendirme
(GWAS) calismalar IgA Nefropatisi sikliginin Uzakdogu ve Pasifik Asya’ da daha
yiiksek olduguna isaret etmektedir (60-62). Bu bulgular prevalanstaki cografi
bolgelere gore olusan degisikliklerin yalnizca biyopsi endikasyonu ve epidemiyolojik

yontemlere bagli olmadigini gostermektedir.

Hastaligin  patogenezi giiniimiizde en sik 4 Vurus Hipotezi ile
aciklanmaktadir. 1.Vurus Galaktozillenme defekti olan IgA1 antikorlarinin olusumu
olup bu tip IgAl molekiilleri (gd-IgA1l) hastalarin kan, idrar ve glomeriillerinde
yuksek miktarda bulunmakta ve lektin bazl testler ile Olgiilebilmektedir (63, 64).
Galaktozillenme bozuklugunun temel sorumlular1 ve bu siirecin nerede gelistigi kesin
olarak bilinmemekte birlikte kanitlar spesifik bir mikrobiyota ve ¢evresel etmenler
varliginda mukoza iliskili lenfoid dokuda bu molekiillerin olustuguna isaret
etmektedir (65, 66). B hiicrelerinin bu yondeki aktivasyonunda APRIL ve BAFF gibi
transkripsiyon faktorlerinin yol oynadigi diisiiniilmektedir (67).
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2.vurus anti-gd-IgA1 otoantikorlarinin olusumu olarak ifade edilmektedir.
Gd-IgA1 molekiillerine karsi gelisen otoantikorlar IgA Nefropatisi hastalarinda
gosterilmis ve kotii prognoz ile iliskilendirilmislerdir (68). Bu antikorlarin gd-IgAl
molekiillerinde  olusan  neo-epitoplar  araciligiyla veya  mikrobiyal N-
asetilgalaktozamine karsi olusup molekiiler mimikri yoluyla gd-IgA1 molekiillerine

baglandig1 diisiiniilmektedir (69, 70).

3.vurus Gd-IgAl igeren immiin komplekslerin olusumu olup gerek anti-gd-
IgAl IgA ve IgG antikorlar gerek yalnizca gd-IgA1 molekiilleri kan dolasgiminda
saptanabilen  immiin  kompleksler  olusturabilirler. Monomerik  gd-IgAl
molekiillerinin  aksine bu immiin komplekslerin glomeriillerde mezengial
proliferasyon ve inflamasyonun temel tetikleyicileri oldugu disiiniilmektedir (71).
4.vurusun ise tiim bu siiregler sonrasinda artan sitokin iiretimi ve kompleman yolagi
aktivasyonu ile gelisen glomeriiler inflamasyon, proliferasyon ve fibrozisi oldugu

belirtilmektedir (72, 73).

IgA Nefropati hastaliginin en sik iki klinik prezantasyonu asemptomatik
hematiiri ve progresif kronik bobrek hastaligidir (58). Subnefrotik proteiniirinin eslik
ettigi asemptomatik mikroskobik hematiiri iyi prognoz ile iligkilendirilmistir (74).
Ancak uzun dénemde bu popiilasyonun da bir kismi son dénem bdbrek hastaligina
ilerleyebilmektedir (75). Uzun donemde degisik hizlarda ilerleyen GFR kayb1 pek
¢ok kohortta izlenmis olup 10 yillik renal sagkalim %57-91 arasinda degismektedir
(76). Hipertansiyon, proteiniiri, etnik koken ve tami aninda diisiik GFR koti
sonlanimlar ile iliskilendirilmistir (77). Farenjit ile es zamanli makroskobik hematiiri
hastaligin iyi bilinen bir diger klasik prezantasyonudur. Bu kinik ¢ogunlukla geng
bireylerde goriilmekte ve tiim vakalarin 9%10-15" ini olusturmaktadir (78).
Tekrarlayan makroskobik hematiiri her ne kadar iyi prognoz ile iligskilendirilmis olsa

da uzun dénemde proteiniiri ve progresif hastalik klinigi goriilebilmektedir (79).

Nefrotik diizeyde proteiniiri IgA Nefropatisi’ nde ¢ok sik olmamakla beraber
goriilebilirken saf nefrotik sendrom klinigi nadir olarak izlenmektedir (80). Bu
durumun neden olabilecek iyi tanimlanmig bir sendrom IgA Nefropatisi ile Minimal
Degisiklik Hastalig1 beraberligidir ve bu olgularin genel olarak steroid tedavisine iyi

yanit verdikleri bilinmektedir (81, 82). Ayrica IgA Nefropatisi sistemik tutulumun
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eslik ettigi bir vaskiilit tablosu olan Henoch-Schonlein Purpura klinigi ile de prezante
olabilmektedir. Sistemik tutulum palpabl purpura, artralji veya artrit ve
gastrointestinal vaskiilite sekonder kanama, iskemi, nekroz gibi klinikler ile
goriilebilmektedir (83). Sistemik IgA vaskiiliti pediatrik popiilasyonda daha sik
goriilmekle birlikte erigkinlerde hastaligin daha sik kronik bobrek hastaligi ve tani

aninda daha diisiik GFR ile prezante olabilecegi unutulmamalidir (84).

Patolojik olarak mezengial dominant IgA birikimini gostermek IgA
Nefropatisi hastaliginin  kesin tanist i¢in gereklidir (85). Ek olarak 151k
mikroskopisinde hastaligin kronisitesi ile orantili olarak mezengial/endokapiller
proliferasyon, tiibiiler atrofi, interstisyel fibrozis, segmental skleroz ve kresentler
siklikla goriilebilmektedir (86) (Sekil 2.2). Patolojik prognoz faktorleri ile yapilan
calismalar mezengial hiperseliilarite (M), endokapiller hiperseliilarite (E), segmental
glomeriiloskleroz (S) ve tiibiiler atrofi/interstisyel fibrozis (T) ve kresentik
olusumlarin (C) renal fonksiyon kaybini en iyi predikte eden patolojik Ozellikler
oldugu gosterilmis ve lezyonlarin skorlar1 kollektif olarak MEST-C veya Oxford
skoru olarak ifade edilmis olup giiniimiizde IgA Nefropatisi hastaliginin patolojik

tanisinda rutin olarak belirtilmektedir (87).

Bahsedilen pek cok klinik ve progresif faktoriin IgA Nefropati prognozunda
roliiniin gosterilesi ve hastaligin sikligi ve kotii renal sonlanimlar ile olan iligkisi
degerlendirildiginde prognoz tayini gerek tani gerek takipte hastaligin yonetiminde
biiyiik 6nem arz etmektedir. Yakin donemde Barbour ve arkadaslar1 Uluslararas1 IgA
Nefropati Risk Tahmin Sistemi skorlamasini gelistirmislerdir (88). Cevrimi¢i olarak
tim klinisyenlerin erisimine ac¢ik olan bu uygulamaya giincel kilavuzda da
deginilmistir (25). Yaklasik 7 yila kadar olan donemde GFR degerinde %50 kayip
veya son donem bobrek kaybini 6ngdren uygulamanin temel kisitlamasi yalnizca tani
aninda kullanilabilir olmasidir (88). Her ne kadar bu problemi {iistesinden gelmek
amaciyla 1. ve 2. yilda da yiiksek performans gdsteren bir modifiye risk skorlama
sistemi gelistirilmis olsa da halen bu skorlarin eksik veya fazla tedaviye neden
olabilecegi gosterilmis olup uygulamalarin temelde hentiiz bireysellestirilmis tedaviye
kilavuzluk etmekten cok hasta ve primer doktora prognoz hakkinda fikir vermek

amaciyla kullanilmasi gerektigi belirtilmektedir (89).
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Sekil 2.2. IgA nefropati tanis1 alana bir vakada glomeriillerde mezengial hiicre artis
ve JMS boyamasinda global sklerotik glomeriil ve ¢evresine lokalize tiibiiler atrofi ve
interstisyel fibrozis ile karakterize skar odagi (A,B,C) . Bir bagka vakada aralarinda

eozinofil lokositlerin de yer aldig1 inflamatuar hiicre reaksiyonu (D)

Glomeriiler hastaliklarin tedavi felsefesine uygun olarak yasam tarzi
degisiklikleri, tuz kisitlamasi ve hipertansiyon varligindan bagimsiz olarak >0,5
gr/glin proteiniirisi olan hastalarda maksimal doz RAAS blokaj1 tedavinin temelini
olusturmakta ve maksimum destek tedavisine ragmen 3.ayda >1 gr/giin proteiniirisi
olan hastalarda steroid tedavisi Onerilmekte; GFR <50 ml/dk olan alt grupta yan
etkiler agisindan oOzellikle dikkatli olunmas1 gerektigi vurgulanmaktadir (25). Cin
populasyonunda mikofenolat mofetil ve hidroksiklorokin ile ilgili sinirli kapsamda
calisma olmakta birlikte steroid direngli veya bagimli bireylerin klinik c¢aligmalara
katilmas1 Onerilmekte ve budezonid, kompleman yolagi inhibitorleri ve diger hedefe
yonelik tedavilerin gelecekte hastaligin yonetimini degistirebilecegine inanilmaktadir

(85, 90-92).
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2.2. Amiloidoz

Amiloidoz cesitli etiyolojilere bagli olarak nadir olarak goriilen bir grup protein
katlanma hastalig1 grubunu kapsamaktadir. ’Amiloid’ terimi ilk olarak 1953 yilinda
Rudolf Virchow tarafindan bu fibriller yapilarin iyot ve siilfirik asit tarafindan
boyandiktan sonra mikroskobik olarak nisasta polimerlerine benzemesinden dolay1
kullanilmistir (93). Ilerleyen proteomiks teknikleri ile son yillarda tanimlanan
amiloid Onciilii olabilen proteinlerin sayis1 artmigtir. Giiniimiize dek amiloidojenik
potansiyele sahip olan 36 protein tanimlanmig olup bu proteinlerin en azindan 17’
sinin patolojik oldugu belirlenmistir (94). Bu baglamda amiloidoz hastalig1 da
biriken protein tipine veya daha genel olarak birikimin organ tutulum tipine gore
simiflandirilabilir (95). Bu heterojen hastalik grubu altinda AA-Amiloidoz, AL-
Amiloidoz, Beta2-Mikroglobulin iligkili Amiloidoz, Transtiretin iligkili Amiloidoz,
ALECT-2 iligkili Amiloidoz ve Apolipoprotein iligkili Amiloidoz sik goriilen bazi alt

gruplari olugturmaktadir.

2.2.1. Epidemiyoloji

Hastaligin nadir prevalansi kapsamli epidemiyolojik ¢alismalarin sayisini
kisitlamistir (96). AL Amiloidoz tipine 6zgii olarak yapilmis en kapsamli retrospektif
calismada 1950-1990 yillar1 arasinda ABD’ de Minnesota bolgesindeki bir
popiilasyonda hastaligin prevalansit 9/milyon kisixy1l olarak hesaplanmistir (97).
Yakin donemde Avrupa kitasinda yapilan diger ¢caligmalar da benzer sonuglar ortaya
koymus ve amiloidoz siklig1 5-8/milyon kisixyil olarak hesaplanmistir (98, 99). Bu
calismalarda saptanan bir diger onemli sonu¢ AA Amiloidoz olgularinin AL
Amiloidoz olgularina gorece daha diistik bir siklikta bulunmus olmasidir (100). Bu
degisimin altinda yatan faktorin AA Amiloidoz hastaligina yol acan pek ¢ok
hastaligin gliniimiizde daha erken tani alip daha etkin bir sekilde tedavi edilmesi

oldugu diistiniilmektedir (95).

AA ve AL alt tipleri arasinda son yillarda degisen diger epidemiyolojik
Ozellikler tan1 yas1 ve altta yatan etiyolojilerin spektrumundaki degisikliklerdir (100).
AA Amiloidoz vakalarinin medyan goriilme yas1 60-80 yas aralifindan 45-55
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yaslarina gerilemistir (99). Ozellikle gelismis iilkelerde etkin enfeksiyon kontrol ve
tedavi modaliteleri sayesinde tliberkiiloz gibi amiloidoz ile sonuglanabilecek kronik
enfeksiyonlarin prevalanst azalmigs ve otoimmiin/otoinflamatuar sendromlar

vakalarin ¢ogunda altta yatan etiyolojiyi olusturmaya baglamistir (100).

2.2.2. Organ Tutulumlarina Bagh Genel Klinik Ozellikler

Amiloidoz alt tipinden bagimsiz olarak organ tutulumlarmin klinik
yansimalar1 bu nadir hastalik grubunda tanidan siiphelenilmesine katki saglayacaktir.
Renal amiloidoz ile ilgili klinik belirti ve bulgular Renal Amiloidoz kisminda

ayrintili olarak anlatilacagindan bu baslikta ele alinmamistir.
Kardiyovaskiiler Sistem

Amiloid kalp hastalig1 diastolik yetmezlik bulgularinin dominant oldugu bir
restriktif kardiyomiyopati olarak prezante olmaktadir; ancak linik belirti ve bulgular
diger kalp yetmezligi etiyolojilerinden ayrim ig¢in yeterli degildir (101).
Elektrokardiyogramda (EKG) goriilebilen psddo-enfarkt paterni hastalara gereksiz
invazif koroner anjiyografik girisimler yapilmasina neden olabilir (102). EKG’ de
daha sik goriilen bir bulgu hastalarin yarisindan fazlasinda saptanan diisiik voltaj
paternidir (103). Koroner arterlerde amiloid birikimi nadiren miyokardiyal enfarktiis
veya kardiyojenik sok ile sonuglanabilir (104, 105). Klinik, EKG ve ekokardiyografi
(EKO) bulgulan ile kardiyak tutulumdan siiphe duyulan vakalarda kardiyak

manyetik rezonans goriintiilleme (MRG) tan1 koydurucu olabilmektedir .

Sinir Sistemi

Amiloidoza sekonder gelisen periferal noropati tipik olarak alt
ekstremitelerden simetrik olarak baslayan sensorimotor bir ndropatidir ve bu
ozellikleriyle toplumda ¢ok daha sik rastlanan diyabetik ndropati ile karisabilir (101).
Yalnizca kiigiik liflerin tutuldugu amiloid noropatide elektromiyografi (EMGQG)
bulgular1 kagirabilir ve kesin tani i¢in sinir biyopsisi gerekebilir (106). Ayrica uzamis
distal motor latent periyodu gibi bazi bulgular hastaya yanlislikla kronik inflamatuar

demiyelinizan polindropati tanisi1 konmasina ve yanlis tedavilere yol agabilir (107).
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Amiloidoza sekonder gelisen otonomik ndropati ortostatik hipotansiyon, psodo-
obstriiksiyon ve gastroparezi belirti ve bulgularina yol acgabilir (101). Otonomik

noropati tutulumu periferal néropatiden bagimsiz olarak saptanabilir (108).
Yumusak Doku

Makroglossi AL Amiloidoz hastalarinda asemptomatik olarak goriilebilmekle
beraber obstriiktif uyku apnesi, kserostomi, disguzi, disfaji ve istahsizlia neden
olabilir (109). Amiloidoz hastalifina patognomonik olmamakla birlikte makroglossi
amiloidoz hastaliginda saptandiginda yalmizca AL alt tipiyle beraberligi
gosterilmistir (101). Amiloid eklem tutulumuna bagli hareketlerde kisithilik ve agri
goriilebilir ve fizik muayenesinde omuz yastigi bulgusu (shoulder pad sign)

periartikiiler amiloid birikimine sekonder goriilen klasik bir bulgudur (110).
Gastrointestinal Sistem ve Karaciger Tutulumu

Gastrointestinal sistemde amiloid birikimi asemptomatik olgulardan sigkinlik
ve hazimsizlik, gastroparezi, malabsorpsiyon ve gastrointestinal kanamanin
goriildiigli olgular1 igeren genis bir spektrumda goriilebilir (93). Yukarida
bahsedildigi iizere otonomik noropatide de benzer bulgular goriilebileceginden
ayirict tan1 her zaman miimkiin degildir. Karaciger tutulumu tipik olarak
hepatomegali ve alkalen fosfataz yiiksekligi ile seyrederken transaminaz ve bilirubin
yiiksekligi ge¢ donem bulgularidir (111). AL Amiloidoz hastaliginda karaciger
enzim yiiksekligine eslik eden poliklonal bir hipergamaglobulinemi olmas1 amiloidoz

dis1 bir hepatit etiyolojisi arastirmay1 gerektirir (101).
Hematolojik Tutulum

Ozellikle AL Amiloidoz hastalarinda goriilen kanama diyatezinin en sik
nedeni kazanilmis faktor X eksikligi olup aktive parsiyel tromboplastin zamani
(aPPT) ve protrombin zamani (PT) degerlerinde yiiksekligi goriildiigli bu tabloda
diistik faktor X diizeyleri karisim testleri sonrasinda diizelmektedir (112, 113). Diger
kanama nedenleri arasinda karaciger tutulumu olan olgularda faktor sentezinin
azalmasina sekonder goriilen koagiilopati, amiloid vaskiiler tutuluma bagli olusan

anjiopati, faktor V eksikligi ve kazanilmig von Willebrand Hastalig1 sayilabilir (101).
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2.2.4. Tamsal Yaklasim ve Patoloji

Cogu amiloidoz olgusunda kesin tan1 doku biyopsisi ile konulabilmekte olup
biyopsi lokalizasyonunun se¢imi yanlis negatiflik oraninin azaltilmasi ve tedavinin
gecikmemesi adina Onem arz etmektedir. Lokalize amiloid tutulumundan
siiphelenilen olgularda ancak ilgili organ biyopsisi (bobrek, karaciger vb) tam
konulmasini saglayabilirken sistemik amiloidoz hastalarinda abdominal yag, rektum,
kemik iligi veya tiikiiriik bezi biyopsileri indirekt olarak amiloid fibrillerinin

gosterilmesini saglayarak tan1 koydurabilmektedir (114).

Klinik olarak amiloid tutulumunda siiphelenilen ilgili organ biyopsisi en
duyarli tani metodu olup biyopsi amiloid smiflandirmasi icin yeterli dokuyu
saglarken ayni zamanda eslik edebilecek ek patolojileri gosterebilmektedir (115).
Amiloidoz siirecine sekonder olas1 vaskiiler kirilganlik ve kanama diyatezi nedeniyle
biyopsinin giivenliginden siiphe duyulmasina yol agabilse de yapilan caligmalarda
renal biyopsi komplikasyon oranlar1 kontrol gruplarina benzer oranlarda saptanmistir

(116, 117)

Abdominal subkutan yag aspirasyonu teknik olarak en kolay uygulanabilir
yontem olsa da alinan yag dokusu miktari, amiloid tipi ve patolojik deneyime baglh
olarak ¢ok degisken bir duyarlilik araligina sahiptir (118). Abdominal yag doku
biyopsisi derin yag doku bilesenlerinin de elde edilmesini saglayarak duyarlilig

arttirabilmektedir (115).

Rektal biyopsi abdominal subkutan yag doku aspirasyonu ile birlikte sistemik
amiloidozda indirekt amiloid birikimini gostererek en sik tercih edilen biyopsi
modalitelerinden biri olsa da literatiirde rektal biyopsinin tanisal kuvvetine iliskin
celigkili veriler mevcuttur (114). Rektum dokusunda amiloid birikimi en sik
muskularis mukoza ve submukozada goriilmekte olup yalnizca mukozanin
orneklenmesi yanlis negatiflige neden olabilmektedir (119). Genel olarak duyarli bir
biyopsi yontemi olmasina ragmen hasta hazirhigi gerektirmesi, nadiren kanama ve
perforasyon gibi komplikasyonlarin eslik edebilmesi ve oOzellikle abdominal
subkutan yag biyopsisi negatifligi durumunda duyarliligin azalmasi nedeniyle rektal

biyopsi amiloid tanisinda ilk basamakta onerilmemektedir (119).
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Kemik iligi biyopsisi 6zellikle AL Amiloidoz’ dan siiphelenildiginde tanisal
degerlendirmenin rutin bir parcasini olusturmaktadir. Bazi AA Amiloidoz serilerinde
kemik iliginde saptanan amiloid birikim oranlarmin diisiik olmamasi nedeniyle
kemik 1iligi aspirasyonu/biyopsisi sonucundan amiloid birikiminin gdosterilmesi
plazma hiicre diskrazisi varliginda bile direkt olarak AL Amiloidoz olarak kabul
edilmemeli ve kesin tan1 kapsamli klinik degerlendirme ve monoklonalite calismalari

sonrasinda konulmalidir (114, 120).

2.3. AA Amiloidoz

AA Amiloidoz hastaligi ¢esitli kronik inflamatuar etiyolojilerin zemininde
gelisen multisistemik bir amiloidoz alt tipidir. Prekiirsér amiloidojenik protein Serum
Amiloid A (SAA) proteinin olup SAA normal bireylerde kan ¢ok diisiik
konsantrasyonda bulunan bir akut faz reaktamdir (121). Karacigerden Interlokin-6
(IL-6) stimiilasyonu ile iiretilen SAA C-reaktif protein (CRP) ile pek ¢ok acidan
benzerlik tasimakta ve diizeyleri pek c¢ok inflamatuar hastalikta paralellik

gostermektedir (122, 123).

Spesifik SAA1 gen polimorfizmleri altta yatan etiyolojiden bagimsiz olarak
SAA proteinin amiloid fibrillere doniisebilme riskini arttirmaktadir (124). Beyaz
irkta Ailevi Akdeniz Atesi, Romatoid Artrit ve Juvenil Idiyopatik Artrit tanisi olan
bireylerde SAA1.1 alleli ile AA Amiloidoz arasinda kuvvetli bir korelasyon
saptanmistir (125, 126). Ancak Japonya’ da Romatoid Artrit hastalarinda yapilan bir
calismada homozigot olarak SAA1.3 alleli bulunan bireylerde AA Amiloidoz riski
yiiksek olarak saptanirken SAAI.1 allelinin koruyucu oldugu gosterilmistir (127,
128). Bu ¢eliskili sonuclar SAA spesifik allelinden ziyade homozigotluk durumunun

amiloidoz riski a¢isindan daha 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir (129).

Ishii ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada romatoid artrite sekonder AA
Amiloidoz gelisen hastalarda serum SAA diizeylerinin amiloidoz komplikasyonu
goriilmeyen hastalara gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu ve yiiksek SAA
diizeylerinin CRP diizeylerine gore amiloid birikimi ile daha iyi bir korelasyona

sahip oldugu gosterilmistir (130). Ancak literatiirdeki diger pek ¢ok ¢aligmada SAA
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diizeyi ile amiloid birikimi arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir (131, 132). Bu
veriler yiiksek SAA diizeyinin her ne kadar AA Amiloidoz gelisimi i¢in bir gereklilik
olsa da tek basina yeterli olmadigini1 ve zayif korelasyon nedeniyle tanisal bir belirteg
olarak kullanilamayacagim1i gostermektedir (121). Ancak amiloidoz gelisen
hastalarda SAA diizeylerinin prospektif olarak amiloid birikimi ile korele oldugu ve
SAA diizeyinin son donem bobrek hastaligi ve mortalitenin kuvvetli bir risk faktori
oldugu gosterilmistir (133, 134). Bu nedenle SAA Ol¢limiiniin tedavi takibi ve
prognoz tayininde Onerilmekte; ancak bireysel konsantrasyonlarin obezite, sigara,
hipertansiyon ve diyabet gibi komorbiditelerden etkilenebilecegi goz Oniinde

bulundurulmalidir (121).

Her tiirli kronik inflamatuar siire¢ potansiyel olarak sekonder amiloidoz
gelisimine neden olabilir; ancak gelismemis ve gelismekte olan {ilkelerde kronik
enfeksiyonlar; geligmis iilkelerde ise inflamatuar artritler en stk AA Amiloidoz
etkenleri olarak gosterilmektedir (129) (Tablo 2). Romatoid artrit siirecinde diger
cok inflamatuar durumda goriildiigii gibi uzun siliren kontrol edilmemis
inflamasyonun riski arttigt gosterilmistir (135). Tiberkiiloz gelismemis ve
gelismekte olan iilkelerde kronik enfeksiyon etkenleri arasinda en sik goriilen
etiyolojilerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (136, 137). Gelismis tlkelerde ise
ozellikle immiinsupresif bireylerde gelisen atipik enfeksiyonlar sekonder amiloidoza
yol acabilmekte ve tedavideki gecikmelerin amiloidoz riskini arttirdig1
diisiiniilmektedir (138-140). Herediter periyodik ates sendromlarinda yiiksek bir
sekonder amiloidoz riski bulunmakta ve yine subklinik inflamasyonun 6nemli bir
risk faktorii oldugu goriilmektedir (129). Nedeni bulunamayan AA Amiloidoz
vakalarinda ise obezite ve ileri yasin riski arttirabilecegi belirtilmistir (141). Ancak
genel olarak uzun siireli kronik inflamasyon ile giden hastaliklarin ancak kii¢iik bir
ylizdesinde bu komplikasyon goriildiigii i¢in heniiz belirlenememis pek ¢ok genetik
ve c¢evresel faktoriin  AA Amiloidoz patogenezinde katkida bulundugu

diisiiniilmektedir (142).



Tablo 2. Sekonder AA amiloidoz etiyolojileri ve baslica 6rnekler (129)
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AA Amiloidoz etkenleri

Bashica ornekler

Kronik Enfeksiyonlar

Tiiberkiiloz

Lepra

Whipple hastalig1
Osteomyelit

Kronik piyelonefrit

Subakut bakteriyel endokardit
Kronik iilserler

Kistik fibrozis

Kartagener sendromu
Bronsiektazi

Hidradenitis Suppurativa

Immiin yetmezlik tablolar:

Common variable immiinyetmezlik
Siklik nétropeni
Hiperimmiinoglobulin M sendromu
X-bagli agammaglobiilinemi

AIDS

Inflamatuar artritler

Ankilozan spondilit
Juvenil idiyopatik artrt
Psoriatik artirt

Reiter sendromu
Romatoid artrit

Eriskin baslangicli Still hastaligi

Sistemik vaskiilitler

ANCA-ilskili vaskiilit

Behcet hastaligi

Dev hiicreli arerit

Poliartreritis nodoza

PMR (Polymyagia rheumatica)
SLE

Otoinflamatuar hastaliklar

Cryopyrin-iligkili periyodik

sendromu

ates
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Ailevi Akdeniz Atesi
Mevalonat kinaz eksikligi

TNFR-iligkili periyodik ates sendromu

Neoplaziler Adenokarsinomlar

Bazal hiicreli karsinom
Karsinoid tumor

Castleman hastalig1
Gastrointestinal stromal timor
Sagli hiicreli 16semi

Hepatik adenom

Hodgkin hastaligi
Mezotelyoma

Renal hiicreli karsinom

Sarkomlar

Proteiniiri hastalarin %95 inde ilk klinik prezantasyon olup bu hastalarin
yaklasik yarisinda nefrotik sendrom klinigi goriilmekte ve olgularin %10° u son
donem bobrek hastaligi ile prezante olabilmektedir (129). Diger alt tiplere gore daha
az siklikla olmakla birlikte kardiyak ve néropatik tutulum nadir olarak goriilmektedir
(143). Hastalarin yalnizca %10’ unda klinik olarak hepatomegali saptanirken
sintigrafik goriintiilemelerde daha yiiksek oranda karacigerde amiloid birikimi
saptanmaktadir (143). Intestinal tutulum olan hastalarda kronik ishal ve karin agris
ile gorlilen malabsorbsiyon tablosu goriilebilmektedir (144). Hastalarda nadiren
nodiiler akciger tutulumu saptanabilmektedir (145). Cogu olgu kronik ve indolan
olarak seyretse de akut aciller nadiren goriilebilmektedir. Amiloid birikimine
sekonder acil cerrahi gerektiren karaciger ve dalak riiptiirleri veya intestinal tutuluma

bagli olarak gastrointestinal kanama veya obstriiksiyon bildirilmistir (146, 147).

Hastaligin kesin tanisi i¢in amiloid birikiminin gosterilmesi gerekmektedir.
Altin standart polarize 151k mikroskobunda Kongo kirmizisi boyasi ile yesil cift
kirieihigim gosterilmesidir (129) (Sekil 2.3). Immiinhistokimya anti-AA antikorlari ile

fibril protein tipini kesinlestirebilir; ancak yorumlanmasi zor veya tan1 konulamayan
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olgularda kiitle spektroskopisi calismalar1 gereklidir (148, 149). Elektron
mikroskobunda amiloid fibrilleri 10-15 mm c¢apinda, dallanmayan, degisken

uzunluklarda diiz filamanlar olarak izlenmektedir (150).

Sekil 2.3. Mezangial alanlarin amiloid ile uyumlu homojen eozinofilik amorf madde

birikimi ile genisleme ve nodiillasyon (A,B). Bazi alanlarda ise arterioler
kalinlagmanin daha koyu eozinofilik hyalen birikimi nedeniyle olan ve amiloidin
PAS boyamasinda pozitif reaksiyon (C). Kongo kirmizisi ile amiloid birikim pozitif

boyanma (D).

AA Amiloidoz hastaligimin medyan sagkalimi 6-9 yil olup baslica kétii
prognostik faktorler proteiniiri, diisiik GFR, son donem bobrek hastaligi, kardiyak
tutulum, karacigerde amiloid birikiminin gosterilmesi, tan1 aninda ileri yas ve altta
yatan hastaligin kronik sepsis veya Crohn hastalig1 olarak saptanmis olmasidir (143,
151). Pozitif prognostik faktorler ise literatiirde altta yatan etiyolojinin periyodik ates
sendromu olmasi ve SAP sintigrafisinde amiloid birikiminin gerilemesi ile takipte

SAA diizeylerinin diigmesi olarak belirtilmistir (129, 152).
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Hastaligin temel tedavisi altta yatan kronik inflamasyonun baskilanmasi olup
bu durumun kontrol edilemedigi direngli vakalarda amiloid birikimini azaltmak igin
cesitli hedefe yonelik tedaviler gelistirilmistir. Eprodizat heparan siilfata benzeyen
kimyasal konfigiirasyonu ile SAA proteinlerinin glikozaminoglikanlara baglanma
bolgesi icin rekabete girmekte olup ilacin in vivo fare g¢alismalarinda amiloid
birikimini azalttig1 gosterilmistir (153). Ancak AA Amiloidoz hastalarinda yapilan
faz II/III ¢ok merkezli randomize c¢alismada son donem bobrek hastaligi veya
mortalite {lizerinde istatistiksel anlamli etkisi gosterilememistir (154). Bir diger
hedefe yonelik tedavi olan CPHPC molekiilii SAP proteininin amiloid fibrillere
baglanmasmin engellemek iizere tasarlanmugtir (155). Onciil bir klinik calismada
molekiiliin ciddi bir yan etkiye neden olmadan SAP diizeyini kalici ve belirgin bir
sekilde baskiladig1r gosterilmistir (156). Hedefe yonelik tedavilerde gelecekteki
gelimeler direngli AA Amiloidoz hastalarin1 sagkalimmma oOnemli Olglide katki

saglayacaktir.

2.3.1. Renal AA-tip Amiloidoz

Renal tutulum da AA Amiloidoz vakalarinin ilgili baglikta da belirtildigi
tizere en sik klinik prezantasyonunu olusturmaktadir (129). AA Amiloidoz
hastaliginin en sik organ tutulumunun renal tutulum oldugu g6z Oniinde
bulunduruldugunda AA Amiloidoz epidemiyolojisinin renal amiloidoz etiyolojilerini
dogrudan etkileyebilmektedir. Ingiltere’ de Ulusal Amiloidoz Merkezi’ nde yapilan
374 renal AA Amiloidoz hastasini kapsayan 15 yillik bir prospektif calismada Ailevi
Akdeniz Atesi (AAA) olgularin yalnizca %5’ inden sorumlu olarak saptanirken
AAA prevalansinin ve MEFV mutasyonunun daha prevalan oldugu toplumlarda
Ailevi Akdeniz Atesi renal AA Amiloidoz vakalarinin en sik nedenini
olusturmaktadir (143, 157). Ailevi Akdeniz Atesi hastalarina renal amiloidoz tani
yast 40-50 araliginda olurken altta yatan inflamatuar hastaliklarin daha etkili ve
erken tedavileri nedeniyle diger AA Amiloidoz vakalarinda renal tutulum 50-70

yaslarinda goriilmektedir (129, 158).

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) hastalifinda amiloidoz mortaliteyi
belirleyen temel komplikasyondur (159). 1970’1li yillardan itibaren kolsisin tedavisi
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sekonder AA Amiloidoz insidansindaki belirgin diisiiste en Onemli katkiy
saglamistir (160, 161). 2005 yilinda Tirk Ailevi Akdeniz Atesi Caligma Grubu
tarafindan 2838 hastada yapilan bir ¢alismada amiloidoz siklig1 %12.9 olarak
hesaplanmistir (162). Yiiksek mortalite riski nedeniyle AA Amiloidoz gelisimi
acisindan risk grubundaki hastalarin saptanmasi saptanmasina yonelik pek cok
calisma yapilmistir. Erkek cinsiyet, ailede amiloidoz gelisimi Oykiisii, yasanilan
cografi bolge, tanmin gecikmesi, artrit ve spesifik MEFV gen mutasyonlari
amiloidoz gelisimi ile iligkilendirilmistir (161, 163). Her ne kadar literatiirde bazi
celiskili caligmalar mevcut olsa da M694V homozigot kalitimin amiloidoz geligimi

acisindan en yiiksek riskli genotip oldugu diistiniilmektedir (161).

Renal AA Amiloidoz hastalarinda proteiniiri en sik klinik prezantasyonu
olusturmakta; tan1 aninda proteiniiri subnefrotik diizeyde olabilirken pek ¢cok hastada
nefrotik sendrom klinigi goriilebilmektedir (159). Albiimin degerleri ¢ok diisiik
olabilmekte ve Ozellikle kardiyak tutulumun da eklendigi olgularda hipervolemi
yonetimi zorlu ve diiiretik tedaviye direncgli seyredebilmektedir (164). Cogu AA
Amiloidoz olgusu indolan ve kronik bir seyir gdsterirken AAA hastalarinin nadir bir
alt grubu ates, inflamatuar belirteglerde yiikseklik, masif proteiniiri ve son donem
bobrek hastaligina hizli bir gidis ile karakterize olan ‘amiloid firtinas1’ klinigi ile
prezante olabilmektedir (165). Bu tablonun siiperimpoze enfeksiyonlar ile

tetiklendigi diistiniilmektedir.

Isik mikroskopisinde amorf goriinlimde olan bu fibriller en sik glomeriilde
birikim gostermektedir (164). Altin standart polarize 151tk mikroskobunda Kongo
kirmizist boyasi ile yesil ¢ift kiriciligin gdsterilmesi olup bu boyanma o6zelligi
potasyum permanganat ile miidahale sonrasinda kaybolmaktadir; ancak glinlimiizde
hassas immiinhistokimyasal yontemler ile anti-AA antikorlarinin kullanimi bu tip
konvansiyonel histokimyasal yontemlerin yerini almistir (164). Amiloid birikiminin
bobrek parankimindeki lokasyonu klinige etki edebilmektedir. Nadir bir hasta alt
grubunda yalnizca tubulointerstisyumda amiloid birikimi daha diisiik diizeyde bir
proteiniiri ile seyrederken glomeriiler birikimin de eslik etmesi hastaligin nefrotik
diizeyde proteiniiri ile ve daha hizlh GFR kaybiyla prezante olma riskini
arttirmaktadir (164). Tiibiilointerstisyel nefrit AAA sekonder renal amiloidoza eslik
edebilir ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (166).
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Renal AA Amiloidoz tedavisi altta yatan hastaligin etkin tedavisi olup
inflamatuar hastaliklarda anti-inflamatuar tedaviler ile proteiniirinin geriledigi
gosterilmistir (167, 168). Altta yatan inflamasyonu baskilamanin miimkiin olmadigi
direngli klinik tablolarda yukarida da bahsedilen hedefe yonelik tedavi ¢alismalarin
en onemli klinik sonlanim noktalarindan biri renal hasarin geriletilmesi olup heniiz
klinik pratikte yaygin olarak kullanilabilecek bir ajan olmasa da c¢aligmalar devam

etmektedir.

Kolsisin Ailevi Akdeniz Atesi hastaligina sekonder gelisen AA Amiloidoz
hastaliginda proteiniiri seyrini yavaglatabilir ve geriletebilir (167). Giinliik etkin
dozun renal fonksiyonlar1 normal aralikta olan hastalarda minimum 1.5 gram olmasi
gerekmektedir (169). Ayrica tiim proteiniirik hastalarda siki kan basinci kontrolii
saglanmali ve endike durumlarda lipid disiiriicii tedavi verilmeli ve tolere edilebilen
maksimum doz kolsisin tedavisine ragmen inflamasyon ve proteiniirinin devam ettigi
direngli hastalarda biyolojik tedavileri (anakinra, kanakinumab, rilonasept)

gecikmeden tedaviye eklenmelidir (159, 170).

AA Amiloidoza sekonder son donem bobrek hastaliginda renal
transplantasyon hastalarin tam1 yast da disilintildiigiinde 6nemli bir tedavi
alternatifidir. Literatiirde AA Amiloidoz hastalarinda renal transplantasyon ile biiyiik
kohortlarda greft sagkaliminin non-amiloid etiyolojilere benzer oldugu bildirilmistir
(171). Ancak daha yiikksek oranda goriilen post-transplant enfeksiyon ve
kardiyovaskiiler komplikasyonlar nedeniyle hastalarin sagkaliminin daha diisiik
oldugu saptanmustir (172). Nakil sonrasi inflamasyonun siki kontroliine devam
edilmesi biiyiik 6nem arz etmekte olup bu baglamda kolsisin ve/veya diger biyolojik
ajanlarin nakil siireci ve sonrasinda kullanilan immiinsupresif tedaviler ile olasi ilag

etkilesimlerine dikkat edilmelidir (159).

2.4. Nefroloji Biliminde Proteomiks ve Metabolomiks

Belirli bir zaman ve biyolojik domainde bulunan tiim protein igerigine
proteom; proteomu inceleyen ¢alisma alani ise proteomiks olarak adlandirilmaktadir

(173). Somatik mutasyonlar fizyolojik siiregte gerceklesmeye devam etmekle birlikte
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nefrolojik bakis agisindan bobrek genomu ile ilgili bir genomik ¢alisma i¢in viicutta
periferik kan basta olmak iizere herhangi uygun bir kaynaktan DNA 6rnegi alinabilir
(174). Ancak proteom ve metabolom yiiksek derecede dinamik olup farkli organ
sistemlerinden alinacak orneklerde ciddi heterojenite mevcuttur (175). Bu nedenle
proteom ve metabolom incelenen organ sistemine ve hastalifina daha dogrudan
iligkili bilgiler saglamakta ve genomik icerigin belirli bir doku ve zamanda

fonksiyonel olarak nasil eksprese olduguna dair degerli bilgiler saglamaktadir.

‘Omiks’ ¢aligmalart ile son yillarda yeni biyobelirteclerin kesfi hizlanmis ve
bobrek biyopsi materyali, kan ve idrar 6rneklerinde yapilan ¢alismalar ile GFR ve
proteiniiri miktar1 gibi geleneksel belirteglere gore belirli sonlanim noktalari ile daha
iyi korelasyon gosteren biyobelirte¢ setleri saptanmistir (176). Proteomik ve
metabolomik analizlerin idrar Ornekleri ile ¢alisabilmesi pek ¢ok avantaj
saglamaktadir. Idrar 6rnekleri hastaya herhangi bir invazif girisim yapmaksizin kolay
elde edilebilmekte ve hali hazirda nefroloji pratiginde klinisyen tarafindan ¢ok sik
olarak istenmekte, diger biyolojik Orneklere kiyasla 24 saatlik Ornekler elde

edilebildiginden gerektiginde yiiksek hacimlerde elde edilebilmektedir (176).

Metabolit miktar ve cesitliligi diger tiim biyolojik siire¢lerden etkilendigi icin
genomik, transkriptomik ve proteomik analizi destekleyen ve Ozetleyen bilgiler
sunmaktadir (177). Ancak proteomik analiz sonuglarinda karsilastigimiz protein-
protein etkilesimler ve ag analizleri konusundaki heniiz baslangi¢ seviyesindeki
bilgilerimize karsin uzun yillardir sliren biyokimyasal ¢alismalar nedeniyle
metabolomik analizlerin yorumlanmasinda kullanilan metabolik yolaklar iizerine
kapsamli bir literatir bulunmaktadir (177). Yine diger omiks analizlerine gore
metabolomik analizlerin ortaya koydugu bir diger katman metabolomik analizlerin

diyet, mikrobiyota ve ¢evresel etmenlerden etkilerinin yansitabilmesidir (178).

Gen ontolojisi, yolak ve ag analizleri omiks veri kiimelerinin diizenlenmesine
yardime1 olan gii¢lii biyoinformatik yontemlerdir. Omiks analizlerinin ilerlemesiyle
hastaliklarin farkli asamalarinda baskin olan yolaklarin saptanmasi, bu yolaklar ile
iligkisi biyobelirteglerin kesfedilmesi ve ilag¢ etki/yan etkilerinin farkli biyolojik
domainlere etkisi biliyllk veri setlerinin bahsedilen yontemler araciligiyla

biyoinformatik ¢éziimlemesi sayesinde gerceklesmektedir.
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Gene Ontolojisi (GO) biyoinformatik alaninda omiks c¢alismalarinin ileri
analizleri i¢in kullanilmakta olup proteomik analizler sonucunda saptanan
proteinlerin eksprese oldugu genleri yalnizca adlandirmak yerine genin fizyolojik
domainine odaklanmaktadir (179). GO terminolojisinde molekiiler fonksiyon veya
aktiviteler, gérevli olunan biyolojik siirecler ve bulundugu hiicresel lokasyonlar ifade
edilmektedir. Yolak analizleri ise fonksiyonel diizeyde proteinlerin bilinen yolak veri
tabanlar1 taranarak hangi siirecler ile ilgili oldugunun saptanmasini saglamaktadir
(179). KEGG , Reactome, Wiki pathways en sik kullanilan veri tabanlar1 arasindadir.
Ancak yolak analizinin yetersiz kaldig1 bir nokta protein-protein etkilesimleri ve ¢ok
yonli yolaklar: biitliinciil olarak analiz etmeyi saglayan yontem ag analizleridir .

IntAct, BioGRID, STRING en sik kullanilan veri tabanlarina 6rnek olarak verilebilir.

Proteomik ve metabolomik analizlerin pek ¢ok tistlinligii bulunmakla birlikte
genomik ve transkriptomik analizlere gore zayif oldugu bir husus nedensellik
agisindan yorumlamay1 zor kilmasidir (180). Ornegin GFR degeri diisiik olan bir
hasta grubunda saptanan proteinler hastalia spesifik bir biyobelirte¢ olmaktan
ziyade filtrasyon bariyerindeki hasar kaynakli olabilir. Ayrica yukarida belirtildigi
lizere metabolomik analizlere aglik, giin i¢i 6rnek alinan saat, cinsiyeti diyet ve
mikrobiyota gibi pek cok faktoriin etki etmesi bir yandan ekstrinsik ve intrinsik
faktorleri biitiinciil olarak incelemeye olanakli kilarken bir yandan da kiiciik bir
ornekleme sorununda hastalifa spesifik olmayan metabolitlerin gruplar arasinda

farkl1 diizeylerde sonuglanmasina neden olabilir (178).

Giliniimiizde en sik kullanilan proteomiks yontemleri kiitle spektroskopisi
(Mass spectroscopy, MS) bazli yontemlerdir. MS analizinden Once proteinlerin
cesitli ayristirma ve fraksiyonlama yontemleri ile analize uygun hale getirilmesi
gerekmektedir (181). Iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE)
peptidleri sahip olduklar elektrik yiikii ve kiitlelerine gore ayiran bir yontem olup
uzun siire proteomik analizlerde standart prosediir olarak kullanilmigtir. Ancak
gerekli olan is giicii ve zamanin yiiksek olmasi yeni nesil yiiksek verimli proteomik
caligmalar i¢in bu teknigin kullaniminm1 azaltmistir (orijinal makale). Proteomik
analizler icin sivi kromatografisi, yiiksek veya ¢ok yiiksek performansl sivi
kromatografisi (sirastyla LC, HPLC, UHPLC); metabolomik analizler i¢in de yine

stvi kromatografisine ek olarak gaz kromatografisi (GC) ve niikleer manyetik
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rezonans (NMR) bazlik teknikler yiiksek verimli proteomik ve metabolomik

analizlerde giiniimiizde sik¢a kullanilan tekniklerdir (182, 183).

Sivi  kromatografisi (Liquid chromatography, LC) bir sivi karigimin
bilesenlerinin, sabit ve hareketli iki faz arasinda ayriminin saglandigi bir fiziksel
ayirma yontemidir. LC uygulamasi; adsorpsiyon kromatografisi, bdlme
kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, boyut dislama kromatografisi ve afinite
kromatografisi olmak iizere bes kategoriye ayrilabilir (184). Bunlar arasinda en
yaygin olarak kullanilan varyant, polar olmayan (hidrofobik) bir duragan faz ve bir
polar mobil faz kullanan bdlme kromatografisi tekniginin ters faz modudur (184).
Pratikte mobil faz, su ve diger polar ¢oziiciilerin (6rnegin metanol, izopropanol ve
asetonitril) bir karisimi iken sabit faz uzun zincirli alkil gruplarmin diizensiz veya
kiiresel sekilli 5 um ¢apinda gozenekli silika pargaciklarinin dis ve i¢ yiizeylerine
baglanmasiyla hazirlanir (185).

Kiitle spektroskopisi molekiilleri yiik/kiitle (m/z) oranlarina gore ayiran ve
tanimlayan analitik bir tekniktir. Pek c¢ok farkli alt tipi olmasma ragmen temel
fiziksel yontem olarak elektrik veya manyetik alan ile iyonlastirilmig molekiilleri
maniplile ederek m/z oranlarim1 saptanmaktadir (185). MS analizinin temel
bilesenleri iyon kaynagi, kiitle analizorii, dedektor, data ve vakumlama sistemleridir.
MS cihazlarmin temel ayrim noktalar1 kiitle analizorleri ile yapilmakta olup
quadrupole, time-of-flight (TOF), ion traps, ve birden ¢ok yOntemin beraber
kullanildig: hibrit sistemler (quadrupole-TOF (QTOF) ) bu sistemlere 6rnek olarak

verilebilir.

2.4.1. Glomeriiler Hastaliklarda Uriner Proteomiks Uygulamalar

Yiiksek verimli tekniklerin gelismesiyle MN, FSGS ve IgAN hastaliklarinda
tanisal, prognostik, patofizyolojik ve tedavi cevabina yonelik pek c¢ok idrar
proteomiks calismasi yapilmistir. Pang ve arkadaslari nLC-MS/MS ile primer MN
hastalarina 6zgii 249 protein belirlemisler ve bu proteinler iginden a-1-antitripsin ve
afamin western blotting analizi ile gosterilmistir (186). GO analizinde platelet
degraniilasyonu, kalsiyum baglanmas1 ve ekstraseliiler eksozomlar sirasiyla en
onemli biyolojik silireg, molekiiler fonksiyon ve hiicresel komponent olarak

bildirilmistir (186). Rood ve arkadaslarinin MN hastalar1 ile FSGS ve kontrol grubu


https://en.wikipedia.org/wiki/Quadrupole_mass_analyzer
https://en.wikipedia.org/wiki/Time-of-flight_mass_spectrometry
https://en.wikipedia.org/wiki/Ion_trap
https://en.wikipedia.org/wiki/Hybrid_mass_spectrometer
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arasinda yaptig1 karsilastirmali iiriner eksozom proteomik analizinde lizozom ve
endozom biyogenezinde kritik rol oynayan Lizozomal Integral Membran Protein tip
2¢ in MN grubunda daha yiiksek oldugu goriilmiis ve patolojik olarak immiinfloresan
boyamasiyla bu durum konfirme edilmistir (187). Immiinsupresif tedaviye cevap
veren ve vermeyen hastalarin MALDI-MS ile karsilastirildigt bir ¢calismada Sonic
Hedgehog ve o-diiz kas Aktin proteinlerinin tedavi cevabini predike edebilecek

biyobelirtegler oldugunu belirtilmistir (188).

Perez ve arkadaslart FSGS ve Minimal Degisiklik Hastaligi arasinda tanisal
biyobelirteglerin arastirilmasi amaciyla MALDI-TOF MS kullanarak karsilastirmali
bir iiriner proteomiks ¢aligmasi yapmistir. Uromodiilin FSGS grubunda daha yiiksek;
a-1-antitripsin ise daha diisiik saptanmistir (189). Kalantari ve arkadaglar1 erken ve
ileri evre FSGS hastalarim1 nLC-MS kullanarak karsilastirdigt bir caligmada
haptoglobulin ve riboniikleaz 2 proteinlerinin ileri donem hastalik ile en ¢ok iligkisi
olan proteinler oldugunu saptamislardir (190). Aymi grubun steroid tedavisi cevabini
karsilastirdigr bir diger ¢alismada apolipoprotein-Al ve matrix-remodelling protein
8 (MXRAS) proteinlerinin steroid duyarli ve direngli gruplar arasinda diizeyi en
yikksek anlamlilikta degisen proteinler oldugu bildirilmistir (191). Wang ve
arkadaglarinin  2DE-MD/MS araciligiyla yine FSGS ve Minimal Degisiklik
Hastaligi” m1 karsilagtirdigi bir baska idrar proteomiks ¢aligmasinda ubiquitin-60S
ribozomal protein L40° In FSGS grubunda yiiksek olarak saptandigi ve bu
durumunun FSGS hastaliginda ubiquitin-proteozom sisteminin aktivasyonu ile

iliskili olabilecegi belirtilmistir (192).

Neprasova ve arkadaslarinin tanisal biyobelirteg kesfi amaciyla IgAN
hastalarin1 diger etiyolojilere bagli kronik bobrek hastaligi ve saglikli bireyler ile
karsilastirdigr bir tiriner proteomiks ¢alismasinda IgA-Uromodulin kompleksi, a-1-
antitripsin ve Gd-IgA1 IgAN hastalarinin diger gruplardan ayirabilmistir (193).
Graterol ve arkadaslart MALDI-TOF/MS araciligiyla Oxford klasifikasyonuna gore
IgAN hastalarini patolojik 6zellikleri temel alinarak karsilastirdigi bir kan ve iiriner
proteomik analizi yapmigslardir (194). Tiibiilointerstisyel hasar (T), endokapiller
hasar) ve glomeriiloskleroz (G) skorlar1 dahil edilen ¢alismada Uromodulin, a-1-

antitiypsin ve bradikinin proteinlerinin patolojik lezyonlarin agirligi ile korele oldugu
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bildirilmistir (194). Rochetti ve arkadaglari IgA Nefropati hastalarinin ACE
inhibitorii tedavisine yanitina gore hastalari gruplayarak karsilastirmali bir {iriner
proteomiks analizi yapmislar ve e kininojen, inter-o-tripsin inhibitorii agir zinciri 4
ve transtiretin tedaviye cevap veren ve vermeyen hastalar1 en iyi ayiran proteinler
olarak bildirilmistir (195). Yokota ve arkadaslari 2DE-DIGE araciliiyla yaptigi
IgAN hastalarin1 kontrol grubu ile karsilastirdig1 bir calismada anlamli fark gosteren
172 protein saptanmis; patofizyolojik rolii net olarak anlasilamamakla birlikte diger
glomeriiler hastaliklarda da saptanan ol-mikroglobulin proteininin en uygun

biyobelirte¢ 6zelliklerine sahip oldugunu bildirmislerdir (196).

2.4.2 Glomeriiler Hastahiklarda Uriner Metabolomiks Uygulamalari

Taherkhani ve arkadaglarinin MN hastalar1 ile eslestirilmis saglikli kontrol
grubu arasinda yaptigt GC-MS ve NMR spektroskopi yontemlerinin kombine olarak
kullanarak yaptig1 bir calismada fumarat, karnozin, dopamin, nikotinamid D-
riboniikleotit, piridoksal, deoksiguanozin trifosfat, nikotinamit, deoksiiiridin,
fenilalanin, triptamin, siliksinat , adenozin monofosfat ve L-sitriilin metabolitleri
uygun biyobelirtecler olarak saptanmistir (197). Calismanin GO analizinde pirimidin
biyosentezi, piirin riboniikleozit metabolik yolagi ve aromatik amino asit ailesi
iligkili metabolik yolaklarin aktif oldugu goriilmiistiir (197). Ayni grubun yine MN
hastalar1 iizerinde karsilastirma grubunda FSGS ve IgAN hastalarinin da bulundugu
bir diger calismasinda o-hidroksibiitirik asit, 3,4-dihidroksimandelik asit, Sa-
kolestanon, 2-hidroksiglutarik asit lakton, nikotinamit, epikoprostanol ve palmitik
asit metabolitlerinden olusan bir modelin MN tanisini istatistiksel acidan en iyi

sekilde predikte ettigini gostermistir (198).

Hao ve arkadaslar1 25 FSGS, 24 MGN, 14 MCD (Minimal change disease),
26 IgAN ve 35 saglikli kontrol bireyde 1H-NMR spektroskopisi araciligiyla iiriner
metabolomiks analizi yapmiglardir (199). Trimetilamin iriner seviyeleri FSGS
grubunda belirgin derecede yiiksek saptanirken valin, piriivat, izoldsin, tirozin,
hippurat, sitrat, fenilasetilglisin, , B-hidroksil izovalerat ve 3-metilhistidin seviyeleri
FSGS hastalarinda diger tiim glomeriilopatilere gore diisiik saptanmistir (199).
Kalantari grubunun yaptig1 bir baska calismada FSGS hastalar1 proteiniiri

diizeylerine gore iki gruba ayrilarak proteiniiri ile ilgili metabolit belirteglerini
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incelemistir (200). NMR kullanarak proteiniirisi 3000 umg/giin' den fazla ve daha az
olan iki hasta grubundan elde edilen idrar orneklerini karsilastirilan caligmada
sitrulin, prolin, dimetilamin, asetoasetat, valin, alfaketoizovalerik asit, izobutirat,
histidin, D-Palmitilkarnitin ve N-metilnikotinamid dahil olmak ilizere 10 metabolit
prognostik acidan proteintiri ile iligskilendirilmistir (200). Sui ve arkadaslart NMR
spektrometresinin kullanildigr bir metabolomiks ¢aligsmasinda progresyon agisindan
yuksek ve distik riskli IgAN hastasin1 karsilastirmistir (201). Saglikli kontrollere
kiyasla hem diisiik hem de yiiksek riskli hastalarda daha yiiksek serum fenilalanin,
laktat, miyo-inositol, L6 lipitleri, L5 lipitleri ve L3 lipitlerinin yani sira daha diisiik
valin, glikoz, gliserolfosfokolin , fosfokolin, tirozin, lisin, izoldsin, glisin, , glutamat,
glutamin, alanin, asetat, 1-metilhistidin ve 3-hidroksibutirat seviyeleri saptamiglar ve

bu durumu Krebs dongiisiiniin KBH siiresinden etkilenmesi ile iliskilendirmislerdir

(201).
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3.YONTEM

3.1. Hastalarin Dahil Edilme ve Dislama Kriterleri

Caligmaya dahil edilen hastalar uygun kriterler saglandiktan sonra Ocak 2021-May1s
2022 zaman araliginda Hacettepe Universitesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal

Nefroloji Bilim Dal1’ na bagvuran hastalardan se¢ilmistir.
(Calisma edilme kriterleri asagidaki gibidir:
* Hastalarin 18 yasindan biiyiik olmast

* 24 saatlik idrarda proteiniiri seviyesinin >1000 mg/giin ve/veya spot idrarda >1000

mg/g kreatinin olmasi
+ GFR >15 ml/dk/1.73 m? olmas1
* Daha once primer glomeriilonefrit ve/veya nefrotik sendrom tanis1 almamis olmasi

* Nefroloji bolimii tarafindan yapilan tanisal amacgli bobrek biyopsisi sonucunda
Membranoz Nefropati, Fokal Segmental Glomeriiloskleroz, IgA Nefropatisi veya

AA amiloidoz tanis1 almis olmasi

Calismadan dislanma kriterleri ise asagidaki gibidir:
* Gebe hastalar

* Renal transplantasyon hastalari

* Hastanin hemodiyaliz /periton diyalizi tedavisi altinda olmasi1 veya GFR <15

ml/dk/1.73 m? olmasi
» Idrar 6rnegi alind1g1 zaman araliginda akut bobrek hasar1 tablosu olmasi

» Hastanin daha once son 1 yil icinde baska bir etiyoloji nedeniyle immiinsupresif
tedavi almamis olmasi (Calismaya dahil edilecek FMF tanisi olan hastalarin yalnizca
kolsisin tedavisi almis olmas1 ve diger gruplardaki hastalarin RAAS inhibit6r tedavi

almasi kabul edilmistir. )
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Hacettepe Universitesi Nefroloji Bilim Dali’ na proteiniiri nedeniyle
yonlendirilerek primer hekimi tarafindan degerlendirildikten sonra renal biyopsi
karar1 alinan hastalardan islemden Once yatis1 yapildiktan sonra saat 09.00-10.00
araliginda a¢ karnina 10 cc orta akim idrar 6rnegi alinmis ve 4°C” de 3200 g 15 dk
santrifiij edilip -81°C’ de omiks analizlere kadar gececek siire 6 ay1 gegmemek
kosuluyla saklanmistir. Bagimsiz olarak raporlanan patoloji sonucunda tanisal olarak

calismaya dahil edilme kriterleri karsilayan hastalar dahil edilmistir.

3.2. Hastalarin Laboratuvar Verileri

Hastalarin laboratuvar verileri biyopsiden 06nce poliklinikte hastay1
degerlendiren ve biyopsi yapilmasimma karar veren doktor/doktorlar tarafindan
istenmis olup calisma kapsaminda istenmemistir. Hastalarin laboratuvar sonuclarinda
incelenen parametreler serum albiimin, {irik asit, serum kreatinin, LDL, trigliserit
degerleri ve 24 saatlik idrarda protein miktarlaridir. Albiimin gr/dl, LDL ve kreatinin
ise mg/dl cinsinden belirtilmistir. GFR, CKD-EPI 2021 formiiliine gore
hesaplandiktan sonra mL/dk/1.73m? biriminde hesaplanmistir. 24 saatlik idrar

tetkikleri ise mg/giin cinsinden belirtilmistir.

3.3. Hastalarin Patolojik Verileri

Hastalarin bobrek biyopsileri calisma kapsaminda oldugu bilinmeden
raporlandiktan sonra Hacettepe Universitesi Nefroloji Bilim Dali’nda iki bagimsiz
nefropatolog tarafindan bagimsiz olarak skorlanmistir. Patolojik spesimenler 151k ve
immiinfloresans mikroskopisinde incelenmis, elektron mikroskopisi
kullanilmamustir. Kullanilan histokimyasal boyalar Jones’ methenamine silver,
masson trikrom, Periodic acid methenamine silver , kristal viyole, Periodic acid
schiff (PAS) ve kongre kirmizisidir. Kullanilan immiinfloresan boyalar ise IgA, 1gG,
IgM, C3, C4, Clq, kappa ve lambda antikorlaridir.

Caligma kapsaminda histopatolojik 6 parametre incelenmistir. Bunlar
glomeriiler skleroz (G), tiibiiler atrofi (TA), interstisyel fibrozis (IF), amiloid

tutulumu (A), total inflamasyon (ti) ve hyalin arteriolar kalinlasmadir (aaH).
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Glomertiler skleroz skorunda tiim segilebilen glomeriiller i¢in global ve segmental
olarak skleroz saptanan glomeriillerin yiizdesi hesaplanmis ve %10’ un alt1, %10-25
arasi, %25-50 aras1 ve %50 tlizeri olmak tlizere 4 grupta simiflandirilmistir. Tiibiiler
atrofi ve interstisyel fibrozis skorlarinda total kortikal parankimde tiibiiler atrofi ve
interstisyel fibrozis saptanan alan yiizdesi %10 alt1, %10-25 aras1, %25-50 aras1 ve
%50 {lizeri olmak {iizere 4 grupta siiflandirilmistir. Her ii¢ skor igin dort sinifa
strastyla 0 (%0-10), 1 (%11-25), 2 (%26-50), 3 (>%50) puan verilmistir. Ayrica bu
lic parametrelerin toplami ile total renal kronisite skoru hesaplanmistir (202).
G+IF+TA toplam skoruna gore kronisite skoru minimal kronik degisiklikler (0-1),
hafif derece kronik degisiklikler (2-4), orta derece kronik degisiklikler (5-7) ve agir
derecede kronik degisiklikler (>8) olarak siniflandirilmistir. Arteriolar hyalinozis
skoru Banff kriterlerine gore yapilmis ve yalnizca bir arteriolde dejenere diiz kaslar
yerine hyalin depolanmasi segmental olarak var ise 1, birden cok arteriolde
segmental tutulum var ise 2 ve en az 1 tiim duvari tutan (circumferential) hyalinozis
var ise 3 olarak skorlanmistir (203). Tibiiler inflamasyon Baff kriterlerine gore
yapilmis ve total kortikal parankimdeki inflamasyon yiizdesi %10’un alti, %10-25
arasi, %25-50 aras1 ve %50 tlizeri olmak iizere 4 grupta siniflandirilmistir. Dort ayri
smifa sirasiyla 0 (%0-10), 1 (%11-25), 2 (%26-50) ve 3 (>%50) puan verilmistir
(203). Amiloid tutulumu etkilenen renal domaine gore glomeriiler (AmyGQG),
tiibiilointerstisyel (AmyT/I) ve vaskiiler (AmyV) olarak siniflandirilmistir. AmyG
amiloid birikiminin yol agti§i mezengial etkiye 5 grupta simiflandirilmis ve bu
siiflara sirastyla 0, 1, 2, 3 ve 4 puan verilmistir. AmyT/I renal tiibiilointerstisyel
parankim alaninin etkilenim ytizdesi %0, %1-25, %26-50 ve >%50 olacak sekilde 4
grupta smiflandirilmis ve sirasiyla 0, 1, 2, 3 puan verilmistir. AmyV skorlamasi
arteriolar duvarda amiloidoz birikimini aaH skoruna benzer olarak arteriollerde
amiloid birikimi yoksa 0, bir arteriolde segmental tutulum var ise 1 , birden ¢ok
arteriolde segmental tutulum var ise 2 ve en az bir arterde ¢cepecevre tutulum var ise

3 olarak skorlanmustir.

3.4. Uriner Proteomik Analizi
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Pre-analitik hazirlik fazindan sonra orneklerin proteomik analizi Kog
Universitesi Translasyonel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi (KUTTAM) Hiicre
Biyolojisi ve Proteomiks Laboratuvar1’ nda yapilmstir. Idrar 6rnekleri 2000g hizinda
4°C’ de 10 dakika santrifiij edilmistir. 0.5 M amonyum bikarbonat (ABC) ile pH
diizenlemesi yapildiktan sonra silipernatantlar 3K santrifiij filtrelerinden filtre
edilmistir (Amicon Ultra-15mL Centrifugal Filters-Ultracek-3K , UFC900308).
Ultrafiltrat 8 M iire, 50 mM ABC and 1mM sodyum-orto-vanadat ile inkiibe
edildikten sonra 100 mM DTT ile 45 dk 56°C ‘de indirgenmis ve 20 mM
iyodoasetamid ile oda sicakliginda 30°C ‘de alkillenmistir. Ornekler 50 nM ABC ile
8 kat seyreltilerek tripsin ile 1 gece bekletildikten sonra ertesi sabah 6rneklere %10
formik asit eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Solid faz ekstraksiyonu (SPE) ile
tripsin araciligiyla fragmente olmus peptidler tuzdan armndirilmistir (desalting).
Peptidler C18 nanoakimli ters-faz (reverse phase) HPLC (Dionex Ultimate
3000,3500 RSLC nano, Thermo Scientific) ile kombine Orbitrap MS ile analiz
edilmistir (Q Exactive Orbitrap HF, Thermo Scientific). MS1 ig¢in tarama
parametreleri; 70 000 ¢oziiniirlik, AGC 3e6; Max IT 60 ms; tarama araligi 400-
1500 m/z ve MS2 igin ; 17 500 ¢oziniirlik; AGC:5e4; Max IT:60 ms; Top 15;
izolasyon aralig1:2.0 m/z; NCE: 26 olarak ayarlanmistir.

3.5. Uriner Metabolomik Analizi

Orneklerin metabolomik analizi Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Analitik Kimya Bilim Dali” nda yapilmistir. -20°C’ de saklanan idrar 6rneklerinden
100’er uL alinmustir, iizerine iireaz (10 mg/5 mL su ¢ozeltisinden 50’°ser pL ilave
edilerek 37 °C’de 4 saat inkiibasyon islemi yapilmistir. MeOH:H20O (9:1, h/h)
karisimdan 850 pL ilave edilerek 10000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi yapilmistir.
Proteinlerin  ¢oktiirilmesi ile elde edilen berrak kisimdan GC-MS temelli
metabolomik caligmalarda kullanmak icin uygun tiiplere 400 pL alinarak tiim
numuneler vakumlu santrifiijde kuruluga kadar ucurulmustur ve metabolomik

caligmalar yapilincaya kadar -20 °C’ de saklanmustir.

Tim idrar ornekleri i¢in proteinlerin ¢oktiiriilmesi ile elde edilen berrak

kisimdan 100°er puL alinarak bir karistm hazirlanmis ve metabolomik caligmalarda
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QC (quality control) 6rnegi olarak kullanilmistir. Bu QC karigim ¢ozeltisinden 400
pL’ lik kisimlar alinarak vakumlu santrifiijde kuruluga kadar ugurulmus ve
metabolomik ¢alismalar yapilincaya kadar -20°C’ de saklanmistir. Kuruluga kadar
ucurulmus -20°C’ de saklanan numuneler metabolomik analizler 6ncesinde 15 dk
vakumlu santrifijde tutulmustur. Uzerine 20 uL metoksiamin hidrokloriir
cozeltisinden eklenerek 30°C’e ayarli termal c¢alkalayici igerisinde 90 dk
metoksillendirilmistir. Daha sonra oda sicakligina getirilen numuneler tizerine 80 uL
N-metil-N-trimetilsilil trifloroasetamit ve trimetil klorosilan (MSTFA + %1 TMCS)
eklenerek ayarli termal calkalayict igerisinde 37°C° de 30 dk bekletilerek
tiirevlendirilmistir. Tiirevlendirilen numuneler i¢inde insert olan viallere aktarilarak
GC-MS ile analizleri yapilmistir. Analiz i¢in Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra cihazi
ve %5 difenil %95 dimetilpolisiloksan kapiller kolonlar1 kullanilmistir. Her analiz
oncesi cihazda otomatik ayar yapilarak analizler gerceklestirilmistir. Ayrica cihazda

yer alan enjektor yikama ¢ozeltileri glinliik olarak degistirilmistir.

3.6. Proteinlerin/Metabolitlerin Belirlenmesi ve Biyoinformatik Analiz

Proteomik ve metabolomik sonuglarin biyoinformatik analizi Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoinformatik Bilim Dali’ nda yapilmistir. Ham
spektroskopik veriler MaxQuant (versiyon 1.16.14) programi kullanilarak ve sik
karsilagilan kontaminant veriler de degerlendirilerek Uniprot veritabaninda
(UP000005640) taranmustir. Thermo Scientific Q Exactive HF Hibrid Quadrupole-
Orbitrap MS cihazinin varsayilan ayarlar1 ve 2 eksik uca izin veren Tripsin/P
spesifitesi tarama parametreleri olarak belirlenmistir. Karboksiamidometil sabit;
oksidasyon ve asetilasyon degisken modifikasyonlar olarak belirlenirken minimum
peptid uzunlugu 7 aminoasit olarak belirlenmistir. MaxQuant programi Olgiilen
iyonlarin internal kiitle kalibrasyonlarint ve peptit validasyonlarini tamamlamistir.
Yanlis kesif oram (false discovery rate, FDR) %1 olarak kabul edilmistir. Olgiilen
peptit sekanslari razor ve umique olarak secilmistir. Normalizasyon sonrasi
MaxQuant araciligtyla 6l¢iilen proteinlerin label free quantification (LFQ) degerleri

hesaplanmistir.
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LFQ degerleri Perseus programi (versiyon 1.6.7) araciligiyla log> tabanina
gore normalize edilmistir (19) . En az 3 Ornekte saptanan proteinle analize dahil
edilmistir. Calisma gruplar1 ve kontrol grubu arasindaki protein miktarlarindaki
farkliliklar1 istatistiksel analizi 2-yonli ANOVA ve HSD-Tukey testleri ile
hesaplanmis ve p degeri Benjamini-Hochberg yontemi ile diizeltilmistir. R programi
(versiyon 4.0.4) kullanarak 2 tabaninda logaritmik kat degisiklikleri (log2FC)
hesaplanmistir (20) . Ayarlanmis p degeri <0.05 olmak iizere log2FC >3 ve log2FC

< -3 olarak proteinlerin istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.

GC-MS ile yapilan analizlere ait 6l¢tim sonuclar1 Labsolutions (versiyon
4.20) yazilimi ile elde edilmistir. Elde edilen ham veriler uygun bir yazilim ile
mzXML formatina doniistiiriilmiistiir. Daha sonra MS-DIAL (versiyon 4.60) yazilimi
kullanilarak kompleks kromatogramlar ayristirtlmis ve alikonma zamanlar
diizeltilerek elde edilen veri matrisleri Excel calisma dosyasma aktarilmistir.
Alikonma indeksli Fiehn kiitiiphanesi kullanilarak metabolitlere ait pikler
tanimlanmistir. Elde edilen veri matrisleri LOESS (QC temelli yerel olarak tahmin
edilen dagilim yumusatma grafigi), MSTUS (her bir metabolitin alanmin tiim
metabolitlerin toplam alanina boliinmesiyle yapilan toplam pik normalizasyonu) ve
TIC (toplam iyon kromatogrami) gibi normalizasyon teknikleri kullanilarak
normalize edilmistir. Daha sonra veriler tek degiskenli ve ¢ok degiskenli istatistiksel
analizler gergeklestirilmek {izere sirasiyla Excel ve Simca P+ (versiyon 13.0) ¢alisma

dosyasina aktarilarak istatistiksel agidan degerlendirilmistir.

Calisma gruplarinda anlamli farklillk gdsteren tiim proteinlerin  ve
metabolitlerin gorsel olarak dogal kiimelenme paternlerini gdstermek amaciyla
Temel Bilesen Analizi (Principal Component Analysis, PCA) yapilmistir. Bu
proteinlerin diizeylerindeki farkliliklar Oklid uzakliklarini temel alan hiyerarsik
kiimeleme analizi yapilarak 1s1 analizi (Heatmap Analysis) seklinde
gorsellestirilmigtir.  Proteinler gen ontolojisi (GO) Analizi ile PANTHER
klasifikasyon sistemi kapsaminda fonksiyonel olarak biyolojik siire¢, molekiiler
aktivite ve hiicresel kompartmanlarina gore smiflandirilmistir. Proteinlerin yolak
analizleri Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes (KEGG) ve fonksiyonel ag
analizleri Cytoscape/InTact ve STRING veritabanlar1 kullanilarak yapilmistir.
Metabolitlerin yolak analizinde KEGG ve Metaboanalyst veritabani kullanilmigtir.
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3.7 istatistiksel Analiz

Yukarida protein miktarlarinin belirlenmesi ve gruplar arasinda istatistiksel
olarak karsilastirilmas1 Perseus ve R programlart araciligiyla ayrintili olarak
belirtilen yontemler ile yapildi. Tanimlayicr istatistikler ve gruplar arasinda anlamli
farkliliklara sahip proteinlerin klinik ve patolojik veriler ile iligkisi aragtirilirken
Statistical Packages for the Social Sciences (SPSS Inc. versiyon 25.0) yazilimi
kullanilarak ilk olarak niimerik verilerin normal dagilip dagilmadigi Shapiro-Wilk
normallik testi ile tespit edilmis, normal dagilan veriler i¢in ortalama deger ve
standart sapma; normal dagilmayan veriler i¢in minimum-maksimum ve medyan
degerler verilmistir. Kategorik degiskenler i¢in ise say1 ve yiizdelerle ifade edilmistir.
Protein/metabolit diizeylerinin patolojik alt gruplara gore kategorize edildikten sonra
yapilan karsilastirma analizlerinde (6rnegin yiiksek vs diisiik total renal kronisite
skoru) grup sayisi ve normal dagilim 6zelliklerine géore ANOVA, Mann Whitney-U
ve Kruskal-Wallis testleri kullanilmistir. Protein/metabolit diizeylerinin kendi
aralarinda ve diger siirekli laboratuvar parametreler ile iligkisi i¢in degiskenlerin
normal dagilim analizine bagli olarak Pearson ve Spearman korelasyon analizleri
kullanilmistir (8rnegin UMOD-Urat, UMOD-Inositol, biyobelirteg-proteiniiri/eGFR
iligkileri). Biyoinformatik analiz sonrasi yapilmis olan bu istatistiksel testlerde
anlamlilik diizeyi Bonferroni diizeltmesi yapilarak p<0.05 olarak kabul edilmistir;
omiks ve gen ontolojisi analizlerinde ise yukarida belirtildigi tizere FDR %1 olarak

belirlenmistir.

3.8 Cahsmann Etik izni ve Mali Destegi

Arastirma igin Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Calismalar Etik
Kurulu’na basvuruda bulunulmustur. Calisma, Etik Kurulun 19.01.2021 tarihli
toplantisinda gorisiilerek etik agidan uygun bulunmugstur (Karar No: GO 2021/0246).
Arastirma Helsinki Deklarasyonuna uygun olarak gerceklestirilmis olup hastalardan
calisma i¢in onam alind1 Calisma Tiirk Hipertansiyon ve Bobrek Hastaliklar1t Dernegi

tarafindan desteklenmistir.
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4.SONUCLAR

4.1. Klinik ve Demografik Bilgiler

Ocak 2021- Mayis 2022 yillar1 arasinda ¢alismamiza Hacettepe Universitesi
Nefroloji Bilim Dali tarafindan bdbrek biyopsisi karari alinarak ilk tez tani alan 8
renal AA Amiloidoz, 8 Membrandz Nefropati, 7 FSGS, 8 IgA Nefropatisi ve 6
saglikli kontrol hastasi dahil edilmistir. Hastalarin demografik ve klinik verileri
Tablo 4.1° de 6zetlenmistir. Kontrol grubunun E/K orani 1 olup (3/3) yaslarinin

medyan degeri 47,5 olarak saptanmustir.

Tablo 4.1. Hastalarin demografik ve klinik parametreler

AA Amiloidoz MN FSGS IgAN
(n=8) (n=8) (n=7) (n=9)

Yas 57,5 (21-76) | 42,5 (24-67) 43 (27-57) 43 (31-66)
Cinsiyet (E/K) 6/2 4/4 2/5 6/3
Hipertansiyon(%) | %62,5 (5/8) | %62,5 (5/8) | %57,2 (4/7) %55,5 (5/9)
T2DM (%) %37,5 (3/8) | %12,5(1/8) | %14,3 (1/7) % 11,1 (1/9)
ASKVH (%) %37,5 (3/8) | %12,5(1/8) | %14,3 (1/7) % 22,2 (2/9)
Bx oncesi RAAS %62,5 (5/8) %75 (6/8) %28,6 (2/7) % 66,6 (6/9)

inhibitor tedavisi

Hastalarin biyopsi sonuglarina gore laboratuvar verileri Tablo 4.2° de ifade
edilmigstir. Hastalardan elde edilen laboratuvar sonuglar1 biyopsi sonuglarina gore
incelendiginde heterojen dagilimda olduklar1 gériilmektedir ve bu nedenle medyan,

min-max olarak ifade edilmistir.

Kruskal-Wallis analizi sonucunda gruplar arasinda medyan eGFR degerleri
arasindaki fark istatistiksel anlamliliga ulagsmazken (p=0,12); proteomik analizlerin
yapildigt MN ve AA gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda Mann-Whitney U
testinde medyan eGFR degerlerinin AA grubunda daha diisiik olma trendinde oldugu
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goriilmistir (67,6 vs 112; p=0.08). eGFR degerlerine paralel olarak en diisiik
medyan kreatinin diizeyine MN grubunda (0,67 mg/dl) izlenirken en yiiksek medyan
kreatinin degeri IgAN grubunda (1,48 mg/dl) saptanmis; Kruskal-Wallis testinde
gruplar arasinda farklar istatistiksel anlamliliga ulasamamis ancak IgAN grubundaki

yiiksek medyan degerler nedeniyle anlamlilik trendinde olmustur (p=0,058).

Idrar tetkikleri incelendiginde gruplar arasindaki fark Kruskal-Wallis testinde
istatistiksel anlamliliga ulasmis (p=0,002); en yliksek medyan 24 saatlik idrar protein
miktar1 diizeyine MN ve AA gruplarinda (sirastyla 9499 ve 9512 mg/giin), en diisiik
medyan 24 saatlik idrar protein miktar1 diizeyine IgAN (1947,63 mg/giin; AA vs
IgAN p=0,01 , MN vs IgAN p=0,01) grubunda ulasilmistir.

Serum alblimin diizeyleri incelendiginde gruplar arasindaki fark Kruskal-
Wallis testinde istatistiksel anlamliliga ulasmis (p=0,007); en yiiksek medyan serum
albiimin diizeyine MN ve AA gruplarinda (sirasiyla 2,86 ve 2,41), en yiiksek medyan
serum alblimin diizeyine IgAN (3,76; AA vs IgAN p=0,01 , MN vs IgAN p=0,01)

grubunda ulagilmistir.

Tablo 4.2. Hastalarin gore laboratuvar parametreleri

AA Amiloidoz MN FSGS IgAN
Kreatinin 1,19 (0.58-4.5) | 0,67 (0.41- 1,19 (0,59- 1,48 (0,69-
(mg/dl) 1.51) 1,82) 1,84)
Urik asit 6,23 (5.3-7.22) | 6,59 (3.77- 6,3 (4,6-9) 6,26 (4,4-9,3)
(mg/dl) 9.3)
Serum albiimin | 2,41 (1,56- 2,86 (1,93- 3,13 (1,74- 3,76 (3,53-
(g/dL) 3,48) 3,26) 3,65) 4,62)
Proteiniiri 9512 (1933- | 9499 (2749- | 3405 (1781- | 1947,63 (1003-
(mg/giin) 30120) 23977) 13297) 3225,17)
eGFR 67,46 (1581- | 112 (46.78- | 79 (30.3-117) | 54,3 (41,51-
ml/dk/1.73m? 127) 136) 121)
LDL (mg/dl) 153,5 (131- 196 (154- | 178 (116-339) | 126 (88-316)

217) 273)

Trigliserit 139 (88-350) | 178 (87-596) | 160,5 (98-652) | 160,5 (39-302)
(mg/dl)
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4.2. Patolojik Ozellikler

Hastalarin tanilara gore patolojik skorlar1 Tablo 4.3 te Ozetlenmistir.
Patolojik skorlarin dagilimi homojen olmadig: i¢in medyan, min-max olarak ifade
edilmistir. En yiiksek medyan glomeriiloskleroz skoru AA grubunda (1,5) , en diisiik
medyan glomeriiloskleroz skoru MN grubunda (0) izlenmistir. Tiibililer atrofi ve
interstisyel fibrozis skorlar1 tiim gruplarda birbirleriyle paralellik gostermis olup en
yiiksek medyan tiibiiler atrofi ve interstisyel fibrozis skoru AA grubunda (2 ve 2),
en diisiik medyan tiibiiler atrofi ve interstisyel fibrozis skoru MN grubunda (0 ve 0)
izlenmistir. Total kronisite skoru da benzer sekilde medyan en yiiksek AA grubunda

(5,5) , medyan en diisiik MN grubunda (0) hesaplanmastir.

Tablo 4.3. Hastalarin medyan patolojik skorlar1

AA MN FSGS IgAN

Amiloidoz
Glomertiloskleroz 1,5 (0-3) 0 (0-1) 1 (0-2) 1 (0-3)
Tiibiiler atrofi 2 (0-3) 0 (0-1) 1 (0-2) 1 (0-3)
Interstisyel fibrozis 2 (0-3) 0 (0-1) 1 (0-2) 1(0-3)
Arteriolar 0 (0-3) 0 (0-1) 2 (0-3) 2 (0-3)
hyalinozis
Tiibtiler 2 (0-3) 0 (0-2) 0 (0-2) 1 (0-3)
Inflamasyon
Total renal 5,5 (1-9) 0 (0-2) 3 (1-6) 3 (0-9)
kronisite skoru

Proteomik analizlerin yapildigi AA ve MN gruplari incelendiginde Khi-kare testi (x)?
sonucunda orta ve ileri tiibiiler atrofi ve interstisyel fibrozis skoru yiizdeleri
istatistiksel anlamli olarak AA grubunda daha yiiksek saptanmis (p=0.02); paralel
olarak glomeriiloskleroz skor yiizdeleri AA grubunda istatistiksel anlamli olarak
daha yiiksek goriilmiistiir (p=0.005). Tiibiiler inflamasyon skoru yiizdelerinin Khi-

Kare analizinde AA ve MN gruplart arasindaki dagilimda istatistiksel anlamli fark
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saptanmamis (p=0.17); total renal kronisite skor ylizdeleri ise anlamlilik trendinde

saptanmistir (p=0.051). Capraz tablolar Tablo 4.4. , 4.5. ve 4.6.” da 0zetlenmistir.

Tablo 4.4. Hastalarin tiibiiler atrofi ve interstisyel fibrozis skorlar1 ¢apraz tablosu
(Skorlar hasta gruplarinda ayni degerlerde oldugu icin tek tabloda 6zetlenmistir.)

Tiibiiler atrofi/Interstisyel fibrozis

Tan1 yok Hafif Orta Siddetli Toplam
AA Amiloidoz | %87,5 (7) | %12,5(1) | %0 (0) %0 (0) %100 (8)
MN %12,5 (1) | %25 (2) %37,53) | %25(2) %100 (8)
Toplam %350 (8) %18,8 (3) | %18,8(3) | %12,5(2) %100 (16)
Tablo 4.5. Hastalarin glomeriiloskleroz skorlar1 ¢apraz tablosu
Glomeriiloskleroz

Tan1 yok Hafif Orta Siddetli Toplam
AA Amiloidoz | %87,5 (7) | %12,5(1) | %0 (0) %0 (0) %100 (8)
MN %0 (0) %50 (4) %25 (2) %25 (2) %100 (8)
Toplam %43,8 (7) | %31,3(5) | %12,5(12) | %I12,5(2) | %100 (16)
Tablo 4.6. Hastalarin total renal kronisite skorlari ¢apraz tablosu

Total renal kronisite
Tanm yok Hafif Orta Siddetli Toplam
AA Amiloidoz | %87,5 (7) | %12,5(1) | %0 (0) %0 (0) %100 (8)
MN %25 (2) %12,5 (1) | %37,53) | %25(2) %100 (8)
Toplam %56,3 (9) | %12,5(2) | %I18,8(3) | %I12,5(2) | %100 (16)

4.2. Proteomik Analiz

8 MN ve 8 AA tanili hastanin ve kontrol grubundan 6 birey olmak iizere

toplam 22 hasta proteomik analize dahil edilmistir. Idrar 6rneklerinin proteomik

analizi sonucunda toplam 911 protein belirlenmistir. Filtreleme islemi sonrasinda

859 protein analize dahil edilmisti. ANOVA ve HSD-Tukey testleri sonucunda
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kontrol grubu ile AA Amiloidoz grubu arasinda istatistiksel anlamli olarak diizeyi
farklilik gosteren 51; kontrol grubu ile MN grubu arasinda diizeyi istatistiksel
anlamli olarak farklilik gosteren 52 protein bulunmustur (Tablo 4.4). Kontrol
grubuna gore diizeyindeki farklilik istatistiksel anlamliliga ulasan tiim proteinlerin
diizeyi AA Amiloidoz grubunda kontrol grubuna gore daha diisiik olarak saptanmus;

bu nedenle logz>fold degerleri — (negatif) isareti ile tabloda belirtilmistir.

AA Amiloidoz grubu ile Membrandz Nefropati grubu arasinda farklilik
gosteren 3 protein saptanmustir. Bu proteinlerden Uromodulin AA Amiloidoz
grubunda daha diisiik miktarda iken (log2FC 3,37) ; RNASEl ve AMBP AA
Amiloidoz grubunda daha yiiksek miktarda (log2FC sirastyla 3,41 ve 3,07) olarak

saptanmuigtir.

Tablo 4.7. Proteomik analiz sonucunda AA Amiloidoz ile kontrol grubu arasinda

diizeyi anlamli farklilik gdsteren proteinler (C kontrol grubunu temsil etmektedir.)

Protein isimleri Gene isimleri Log,fold(A/C)
Kaderin-1 CDHI1 - 5,90
Kolajen a-1(VI) zinciri COL6A1 - 6,23
G-protein iligkili reseptor ailesi C grup 5

iiye C GPRC5C - 4,68
Arilsiilfataz A ARSA - 6,38
a-galaktozidaz A GLA - 4,29
Lizozomal asit fosfataz ACP2 - 5,79
Interlokin-18 baglayici protein IL18BP - 5,49
CD44 antijeni CD44 - 7,25
Diisiik afiniteli immiinglobulin y Fc bolgesi

reseptorii [11-A FCGR3A - 4,95
Butirofilin ailesi 2 A1 ve A2 liyeleri BTN2A1;BTN2A2 - 5,02
ICOS ligand1 ICOSLG - 6,19
Prominin-1 PROM1 - 4,46
Kiibiilin CUBN - 7,04
Peptidoglikan tanima proteini 1 PGLYRPI - 4,99
Epidermal biiylime faktorii EGF - 10,00
Pankreatik a-amilaz AMY?2A - 8,24
Apolipoprotein D APOD - 5,26
Plazma serin proteaz inhibitorii SERPINAS - 5,90
Kallikrein-1 KILK1 - 7,14
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Uromodulin UMOD 8,05
Pepsin A-3;Pepsin A-5;Pepsin A-4 PGA3;PGAS5;PGA4 6,48
Non-sekretuar riboniikleaz RNASE?2 7,63
Aminopeptidaz N ANPEP 4,76
Kaderin-2 CDH2 6,39
y-glutamiltranspeptidaz 1 GGT1 4,97
Karboksilik ester hidrolaz CEL 6,13
Deoksiriboniikleaz-1 DNASEI1 8,25
Graniilinler (1-7) GRN 5,74
Tirozin-protein kinaz reseptérii UFO (AXL) | AXL 6,14
Kolajen a-1(XVIII) zinciri (Endostatin) COL18AI 6,61
Salgilanan Ly-6/uPAR-iligkili protein 1 SLURPI 5,65
Kaderin-13 CDHI13 5,43
B-defensin 1 DEFB1 6,76
Endorepellin (LG3 peptidi) HSPG2 5,03
LDL reseptor iligkili protein 2 (Megalin) LRP2 6,38
Galektin-3 baglayici protein LGALS3BP 6,28
WAP 4-disiilfit kor domain protein 2 WFDC2 5,98
Glutamil-peptid siklotransferaz QPCT 5,75
Vazorin VASN

CMRF35-benzeri molekiil 9 CD300LG 6,87
Noronal biiyiime diizenleyicisi 1 NEGRI1 5,14
Vitellin membran dig tabaka protein 1

homolog VMOI 5,98
Golgi membran proteini 1 GOLMI1 4,92
Hiicre adhezyon molekiilii 4 CADM4 6,28
Roundabout homolog 4 ROBO4 6,80
Brevikan kor protein BCAN 5,72
Hemisentin-1 HMCNI1 6,46
Endosialin CD248 7,18
G-protein iligkili reseptor ailesi C grup 5

iiye B GPRC5B 5,01
Endotel protein C reseptorii PROCR 7,51

AA grubunu kontrol ve MN grubundan ayiran proteinlerin PCA ve 1s1 haritasi

analizleri yapilmistir (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2). PCA Analizinde gerek AA gerek MN

gruplarinda kontrol grubundan belirgin sekilde ayriminin yapilabildigi goriilmiistiir.

Gen Ontolojisi analizinde istatistiksel anlamli olarak en yogun (fold enrichment

degeri en yiiksek) biyolojik siire¢ sindirim ve homofilik hiicre adezyonu , en yogun

molekiiler fonksiyon kalsiyum baglanmasi ve en yogun hiicresel kompartman
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multivezikiiler organ liimeni, endozomlar ve dis hiicre membrani olarak saptanmistir

(Tablo 4.5).

GO analiz sonuglar1 bar grafikleri olarak gorsellestirilmis (Sekil 4.3) ve dilim
grafiklerinde domainlerin nicel olarak en baskin alt domainleri ontolojik acidan
belirtilmistir (Sekil 4.4 , 4.5. ve 4.6.). Homofilik hiicre adezyon proteinleri kaderin-1,
kaderin-2, kaderin-13, ROBO4, hemisentin-1 ve hiicre adezyon molekiilii-4 olarak
saptanirken multivezikiiler organ liimeni, endozom ve dig hiicre membraninda

saptanan proteinler pepsin, arilsiilfataz, kiibilin ve megalin olarak belirlenmistir.

10-

Groups

PC2 (5.3%)
=
|
1
1
]
1
1
1
1

_10-

1
1
|
1 I 1 1
20 0 20 40

PC1 (73.7%)

Sekil 4.1. Proteomik sonuglarin PCA analizi
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e e e e e e

Sekil 4.2. Proteomik sonuglarin Is1 Haritas1 Analizi

Tablo 4.8. GO biyolojik siire¢ analizindeki domainlerin fold enrichment analizi

Biyolojik Toplam gen Saptanan gen | Beklenen gen | Fold

siire¢ sayisl sayis1 sayis1 enrichment
Sindirim 108 5 0,3 16,72
Homofilik 170 7 ,47 14,87
hiicre-hiicre

adhezyonu

Kan damari 421 9 1,17 7,72
morfogenezi

Hiicre-hiicre 543 10 1,5 6,65
adhezyonu
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Protein icerel

Hiicresel anatomik bittinliik

‘ . Biyolojik Streg . Hicresel knmpnnem. Molekler fonksiyon
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307

Sekil 4.3. Proteomik sonuglarin Gen Ontolojisi Analizi (Yalnizca temel domainler

gosterilmis ve nicel olarak en ¢ok proteinin igeren domainler halka i¢ine alinmistir. )

v

Iyon baglanmasi

v

Protein baglanmasi

Sekil 4.4. GO molekiiler fonksiyon_baglanma alt domainleri (Fold enrichment

degerlerine gore degil nicel olarak grafiklendirilmistir.)
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— » Hiicre Iletigimi

Metabolik stirecler

Sekil 4.5. GO biyolojik siire¢ domaini hiicresel siirecler alt domainleri (Fold

enrichment degerine gore degil nicel olarak grafiklendirilmistir. )

Hiicre periferi

Membran

Sekil 4.6. GO hiicresel kompartman domaini hiicresel anatomik biitiinliik alt

domainleri (Fold enrichment degerine gore degil nicel olarak grafiklendirilmistir. )

STRING aracilifiyla yapilan ag analizinde pankreatik sindirim enzimleri
(pankreatik alfa-amilaz, pankreatik riboniikleaz 1, deoksiriboniikleaz 1, karboksilik
ester lipaz), tiibiiler membran enzimleri (aminopeptidaz, gama-glutamil
transpeptidaz), megalin-kiibiilin-ligandlar1 ve perlecan-EGF-kaderin-CD44 ag1 6n
planda gorildi (Sekil 4.7)
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®SERPINA5 DNASEL

PROCR

Sekil 4.7. Proteomik sonuclarin ag analizi (STRING veri tabaninda medium
confidence (0.4) ile ¢izilmistir.)

4.3. Metabolomik Analiz
Metabolomik analiz sonuglarinda AA gruplarinda diger gruplarda farklilik
gosteren toplam 13 metabolit saptanmis olup Tablo 4.6.” da ikili olarak hangi gruplar

arasinda farklilik gosterdigine gore gruplandirilmistir. LogoFC esik degeri proteomik
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analizden farkli olarak +1.5 olarak belirlenmistir. PCA ve 1s1 haritasi analizleri

sirastyla Sekil 4.8. ve Sekil 4.9. ‘da belirtilmistir.

Tablo 4.9. Metabolomik analiz sonucunda AA Amiloidoz ile diger gruplar arasinda
diizeyi anlamlhi farklilhik gosteren proteinler (log2FC degerleri parantez iginde
belirtilmistir.)

A/C A/MN A/FSGS A/IgAN
D-mannitol (3.06) Myo-inositol (2.18) | D-mannitol (2.65) | D-mannitol (2.28)
Metilmalonat (-2.96) | Maltoz (2.46) Metil palmitat Metil palmitat

(2.59) (2.59)
L-lizin (1.85) Urik asit (2.65) Laktoz (1.57)
Sisteamin (3.46) Palatinitol (1.8) Palatinitol (-1.89)
N-asetilglutamat Soforoz (-1.52) Soforoz (-1.74)
(2.46)
Trimetillizin (-2.65)

Groups

AA
<
FSGS

IgAN

[=] wn

PC2 (8.6%)

'
1
o

PC1 (38.6%)

—25

Sekil 4.8. Metabolomik sonuglarin Temel Bilesen Analizi
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Sekil 4.9. Metabolomik sonuglarin 1s1 haritasi analizi
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Sekil 4.10. Metabolomik sonuglarin yolak analizi (Metaboanalyst)
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada yeni tani renal AA Amiloidoz hastalar1 ile kontrol grubu
bireyler ve diger glomeriiler hastaliklar arasinda karsilastirmali bir {iriner proteomik
ve metabolomik analizi yapilmis ve amiloidoz grubunda diizeyi farklilik gosteren
protein ve metabolitler saptanmistir. Hastalarin c¢esitli patolojik 6zelliklerini
skorlayarak bu molekiiller ile olast iligkilerini arastirilmis ve diizeyi farklilik gosteren
bu molekiillerin bazilarinin patofizyolojik olarak tiibiilointerstisyel kronik hasar ile
iliskili olabilecegini gosterilmistir. Calismamiz literatiirde yeni tami renal AA

Amiloidoz hastalari tizerinde yapilmis ilk tiriner omiks analizidir.

AA Amiloidoz ve Membranoz Nefropati hastalar1 arasindaki proteomik
analizde Uromodulin (UMOD) amiloidoz grubunda istatistiksel anlamli olarak diisiik
saptanirken pankreatik riboniikleaz (RNasel) ve AMBP (a-1-mikroglobulin/bikunin
prekiirsor protein) amiloidoz grubunda istatistiksel anlamli olarak yiiksek
saptanmistir. UMOD nefroloji literatiiriindeki son yillarda 6nemli bir yere sahip olup
fizyolojik, patofizyolojik, tanisal ve prognostik ac¢idan pek ¢ok hastalik siireci ile

iliskilendirilmistir.

Uromodulin veya tarihsel adiyla Tamm-Horsfall proteini yalnizca renal
tiibiiliin kalin ¢ikan kol ve erken distal tiibiil hiicrelerinde sentezlenmekte olan bir
glikoproteindir (204). Idrarda en yiiksek miktarda bulunan protein olan UMOD
sentez ve regiilasyon agisindan birbirinden kismen bagimsiz iki farkli formda
bulunmaktadir (205). Renal tiibiil hiicrelerinin apikal kutbundan salgilanan ve idrarda
baskin olarak saptanan form polimerize form olup glikozilfosfatidilinositol (GPI)
capasiyla hiicre membraninin eksternal ylizeyine salgilanir (206). Daha sonrasinda
bir tip 2 transmembran serin proteaz olan hepsin tarafindan GPI ¢apasindan ayrilir ve
hidrofobik domaini araciligiyla (ZP N-terminal) polimerize olarak fibriller bir yap1
haline doniisiir (207). Bazolateral kutuptan renal interstisyuma salgilanan non-
polimerize form ise serum tiromodulinin tek kaynagi olup polimerize forma gore ¢cok
daha diisiik miktarlarda idrarda da saptanmaktadir (205). Salgilandiktan sonra daha
farkli bir bolgeden proteolize ugramasi nedeniyle polimerizasyonu inhibe edici

eksternal hidrofobik yama (EHP) domaininin kesilmemesi nedeniyle bu formun
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polimerizasyona ugramadigi distiniilmektedir (208). Yapilan in vitro ve insan
calismalarinda bu iki sentezinin farkli fizyolojik regiilasyonlar ile olabilecegi

gosterilmistir (209, 210).

Uromodulinin fizyolojik roliiniin iiretildigi spesifik lokasyon ile iliskili
olabilecegi diisiinliilmektedir. D1s medullanin i¢ serit bélgesi UMOD proteininin en
cok eksprese edildigi yer olup bu boélge ayni zamanda renal mononiikleer fagositer
hiicrelerin en yogun olarak konumlandigi lokasyondur (205). Uromodulinin bu
bolgede immiin regiilasyona katki sagladigi diistiniilmektedir (211). Fizyolojik olarak
Henle ¢ikan kalin kolu ve erken distal tiibiil nefronda serbest su emiliminin olmadigi
bolgeler olup UMOD’ un sodyum-potasyum-klor (NKCC2) ve sodyum-klor (NCC)
kotransport proteinleri tizerindeki uyarict etkileri nedeniyle tuz duyarli hipertansiyon
patogenezinde de rol oynadig: diistiniilmektedir (212, 213). Renal enfeksiyonlara ve
tag olusumuna karsi koruyucu etkileri de bildirilen proteinin sistemik formunun da
distal bolgelerde antioksidan ve anti-inflamatuar rolii olabilecegi belirtilmektedir

(205).

Uriner UMOD proteininin yalmzca renal tiibiiler hiicrelerden salgilanmasi
nedeniyle saglikli nefron miktariin indirekt bir gostergesi oldugu diistiniilmektedir.
Radyoimmiin testlerle yapilan tarihsel calismalarda renal hasarli bireylerde ve
otozomal dominant polikistik bdbrek hastalarinda (ADPKD) iiriner UMOD
diizeylerinin diisiik oldugu bildirilmistir (214). MS bazli proteomiks ve ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) teknigi ile Fabry hastaligi, lupus nefriti ve
ADPKD kohortlarinda diisiik tiriner UMOD diizeylerinin saptanmasi ve es zamanli
olarak iiriner UMOD o6l¢tim tekniklerinin gelismesi genis kapsamli popiilasyon
calismalarinda total nefron miktar1 ile tiriner UMOD konsantrasyonu arasindaki

iliskiyi aragtirmay1 miimkiin kilmistir (215).

Genis bir popiilasyon c¢alismasinda Pruijm ve arkadaslar1 SKIPOGH (Swiss
Kidney Project on Genes in Hypertension) ve Lozan Kohortu calismasina katilan
bireylerde 24 saatlik idrarda UMOD konsantrasyonu ile tiibiiler fonksiyon belirtecleri
(idrar elektrolitleri, idrar kreatinini, 24 saatlik idrar hacmi, idrar osmolalitesi),

ultrasonografik bobrek boyutlari, yas ve diyabet ile iligkisini arastirmistir (216).
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Aragtirmacilar tiriner UMOD atilimi ile tiibiiler fonksiyonlar ve bobrek boyutlari
arasinda pozitif; yas ve diyabet arasinda negatif korelasyon saptamis olup lriner
tiromodulin proteininin genel popiilasyonda nefron yiikiinlin indirekt bir gostergesi
olabilecegini belirtmislerdir (216). Pivin ve arkadaslarinin yaptig1 bir diger
arastirmada SKIPOGH ¢alismasina katilan saglikli bireylerdeki toplam nefron yiikii
cinsiyet, irik asit, yas ve boyu igeren bir model araciligiyla hesaplanmis ve
kayitlardan ulasilabildigi Ol¢lide yine toplam nefron miktarinin indirekt bir diger
gostergesi olan dogum agirliklart kaydedilmistir (217). 24 saatlik idrarda UMOD
konsantrasyonu ile hesaplanan nefron ylikiinlin istatistiksel anlamli bir sekilde
korelasyon gdsterdigini gosteren arastirmacilar ayn1 zamanda renal dondrleri iceren
bir baska kohortta nefrektomi sonrasinda tliriner UMOD miktarinin azaldigimi

gostermislerdir (217).

Kronik bobrek hastaligi progresyonu ile iiriner UMOD diizeyleri arasinda
gorece kiicliik calismalardaki geliskili sonuglarin ardindan Garimella ve arkadaglar
Cardiovascular Health Study calismasindaki bireylerin icinden 9 yillik bir zaman
araliginda GFR degerleri %30 veya daha fazla diigen hastalarda iiriner UMOD
konsantrasyonlarini incelemistir (218). Vaka-kontrol c¢aligmasi olarak tasarlanan
analizde diisiik iiriner UMOD konsantrasyonunun GFR ve proteiniiriden bagimsiz
olarak GFR kaybi ve kardiyovaskiiler mortalite ile iliskili oldugu gosterilmistir (218).
Calismanin uzun donem sonuglarinin yapildigir bir diger analizde serum UMOD
diizeyinde 1 standart birimlik bir artisin son donem bobrek hastaligi riskini %63
oraninda azalttig1 gosterilmistir (219). 2652 kronik bébrek hastasinin oldugu bir Cin
kohortunda bu korelasyon tekrar ortaya konulmus ve diisiik iiriner UMOD
diizeylerinin kardiyovaskiiler risk faktorlerinden bagimsiz olarak son donem bobrek
hastalig1 riskini arttirdigi bildirilmigtir (220). Scherberich ve arkadaglarinin yaptigi
kesitsel bir ¢alismada pediatrik yas grubunu da igerecek sekilde saglikli bireylerden
alman serum UMOD oOrneklerinde stabilite c¢alisilmis ve normal deger araliklari
olusturulmustur (221). Sonrasinda renal transplant alict hastalar ve IgAN,
Membranoz nefropati, anti-GBM antikor pozitif pulmonorenal sendrom ve Lupus
nefriti gibi otoimmiin hastalik gruplarinda anlamli olarak daha diisiik serum UMOD
diizeyleri gosterilmistir. Ayrica evre 1-5 KBH hastalarinda ayn1 ¢alismada serum

UMOD diizeyleri ile GFR, sistatin ve kreatinin korelasyonu agisindan incelenmis;
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serum UMOD diizeyinin KBH evresine paralel olarak azaldigi ve non-KBH
hastalarin1 KBH hastalarindan ayirt etme konusunda serum sistatin diizeylerinden
daha iyi performans gosterdigi saptanmustir (221). Steubl ve arkadaslari Alman
Kronik Bobrek Hastaligi kohortunda 5143 hastanin serum UMOD diizeyleri
incelemis ve ¢oklu degisken analizinde en yiiksek ceyrek dilimde serum UMOD
konsantrasyonuna sahip bireylerin en diisiik ¢eyrek dilimdeki bireylere gore daha
yuksek kardiyovaskiiler olay, son donem bobrek hastaligi ve tiim nedenlere bagh

Oliim riskine sahip oldugu gostermislerdir (222).

Ancak literatiirde baz1 celiskili veriler de mevcuttur. Az sayida c¢alismada
tiriner ve serum UMOD diizeylerinin her patolojik durumda nefron yiikii ile paralel
olmadigint bildirmistir (223). Kadinlarda ortalama nefron sayisi erkeklerden az
olmasina ragmen iiriner UMOD konsantrasyonu daha yiiksek bulunmustur (216).
Renal hasarin erken baslangi¢ doneminde protektif geri bildirim mekanizmalar ile
nefron basina diisen UMOD iiretimi akut olarak arttig1 bildirilmistir (224). Ayrica
Mendel randomizasyon c¢aligmalar1 ile gosterildigi tlizere bazi UMOD promotor
bolgesi varyantlarinin iiriner UMOD konsantrasyonlarini arttirarak tuz duyarh
hipertansiyon gelisimine daha yiiksek oranda yol acarak ayni zamanda renal hasara
neden olabilecegi ifade edilmistir (225). Bu nedenle bazi yazarlar iiriner UMOD
konsantrasyonu dogrudan toplam saglikli nefron yiikiiniin bir gostergesi olarak kabul
etmek yerine cok bilesenli bir fonksiyonel tiibiiler yanitin komponenti olarak

degerlendirilmesi gerektigini belirtmektedir (205).

Calismamizda renal AA Amiloidoz grubunda MN grubuna istatistiksel
anlamli olarak daha yiiksek oranda saptanan tiibiiler atrofi, interstisyel fibrozis ve
total renal kronisite skorlar1 ve daha diisiik eGFR degerleri saptanmistir. Bu nedenle
amiloidoz grubundaki diisiik iiromodulin diizeylerinin hastaliga spesifik bir
biyobelirte¢ olmaktan ziyade tan1 anindaki yiiksek tiibiilointerstisyel hasar siirecini

yansittig1 diistiniilmektedir.

Renal AA Amiloidoz hastaliginda baskin olarak amiloid birikimi
glomeriillerde saptanmakta ve nefrotik proteiniiri en sik klinik prezantasyonu

olusturmaktadir (129). Ancak progresif hastalikta tiibiilointerstisyel alanda da
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amiloid birikimi ve beraberinde fibrozis gelismektedir (164). Tan1 aninda amiloidoz
stirecine eslik eden tiibiilointerstisyel nefrit de bildirilmis ve kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir (166). Bobrek biyopsisi Oncesinde {iriner belirteglerin renal
patolojinin glomeriiler veya tiibiilointerstisyel kaynakli oldugunu belirlemedeki rolii
lizerine yapilan bir calismada coklu degisken analizinde yiiksek idrar UMOD
diizeyinin nispeten saglikli tlibliler sisteme isaret ederek glomeriiler etiyoloji ile
iliskili oldugu gosterilmistir (226). Japonya’ da 180 hastalik bir I[gAN kohortunda
yapilan ¢aligmada diisiik serum UMOD diizeylerinin agir histopatolojik skorlar ile
iliskili oldugu ve GFR>60 ml/dk olan hastalarda bile diisik serum UMOD
diizeylerinin GFR kayb1 ve tiibiiler zedelenmenin indirekt bir gostergesi olabilecegini
bildirmislerdir (227). 344 IgAN hastasinin bulundugu bir bagka ¢alismada diisiik
tiriner UMOD diizeylerinin histopatolojik Oxford siniflandirmasinda daha yiiksek
tiibiiler atrofi/interstisyel fibrozis skorlari ile iliskili oldugu gosterilmistir (228).
Melchinger ve arkadaglarimin 364 glomeriiler hastalik genis bir kohortta yaptigi
giincel bir calismada patolojik olarak tiibiiler atrofi ve interstisyel fibrozisin ¢oklu
degisken analizde tiriner UMOD ile bagimsiz olarak iliskili oldugu gosterilmistir ve
fibrotik  bobregi  olan  fare  modellerinde  iiromodulin  boyanmasinin
immiinhistokimyasal olarak daha zayif oldugunun gosterilmesiyle bu iliski
desteklenmistir (229). Calismamizda AA Amiloidoz hastaliginda saglikli kontrol
grubu ve MN tanisi olan hastalara gore diisiik tiriner UMOD diizeylerinin amiloid
birikiminin yol actig1 tiibiiler hasarin indirekt bir gostergesi ve bu baglamda katii
prognostik bir belirteg olabilecegi diisiiniilmektedir. Nadir prevalanst nedeniyle AA
Amiloidoz hastaliinin  yukarda tartislan UMOD ile renal prognoz ve
tiibiilointerstisyel fibrozis arasindaki iliskiyi inceleyen caligmalarda yeterince temsil
edilmedigi diigiiniilmekte ve renal AA Amiloidoz ile iiriner UMOD diizeyleri
arasindaki iligkiyi gosteren bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Bu kapsamda
calismamiz iiriner tiromodulin ile amiloid tiibiilointerstisyel hasar arasindaki iligkiyi

indirekt olarak proteomik analiz sonucunda bildiren ilk ¢aligmadir.

Calismamizda proteomik analizler sonucunda AA Amiloidoz grubunu kontrol
ve Membrandz nefropati grubundan ayiran bir diger molekiilin AMBP proteini
oldugu goriilmiistir. AMBP proteini ayni isimli AMBP geni (al-mikroglobulin-

bikunin prekiirsor geni) tarafindan sentezlenen prekiirsor protein olup bir tripeptid ile
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birbirine baglanmig bikunin ve a-1-mikroglobulin (A1M) proteinlerini icermektedir
(230). Endoplazmik retikulumda katlanan protein golgi aygitinda N-terminal ucuna
kondroitin siilfat baglanarak post-translasyonel modifikasyona ugramakta ve

proteinlerine ayrilmaktadir (231).

AMBP sentezi temel olarak karacigerde olup a-1-mikroglobulinin fizyolojik
rolii ile uyumlu olarak oksidatif stresler ile uyarilmaktadir (231). Icerdigi serbest
sistein siilfidril uglar1 sayesinde 6nemli bir indirgeme potansiyeli olan proteinin
serbest radikallerden pek c¢ok dokuyu korudugu disiiniilmektedir (232). Aym
zamanda hemoliz sonucunda agiga ¢ikan hem molekiillerine baglanarak hem iligkili
toksisiteyi engelleyebilecegi gosterilmistir (233). Hizli bir sekilde intravaskiiler ve
ekstravaskiiler kompartmanlarda dengeye ulasan proteinin yar1 Omrii hayvan
caligmalarinda 2-3 dakika olarak bildirilmistir (234). al-mikroglobulin diisiik
molekiil agrilig1 ile glomeriilden kolaylikla filtre olduktan sonra biiyiikk Olgiide
proksimal tiibiilerden reabsorbe olmaktadir. Bu kapsamda tiibiiler hasar durumunda
idrardaki konsantrasyonu artmakta ve literatiirde asagida belirtilecek pek c¢ok

caligsmada tiibiiler fonksiyon belirteci olarak kullanilmaktadir.

Tarihsel olarak iiriner serbest A1M konsantrasyonundaki artisin bozulmus
renal tiibiiler fonksiyonlar ile iligkisi gosterilmistir. Serum kreatinin ve [32-
mikroglobulin ile karsilastirildiginda GFR kaybinin daha erken dénemlerinde serum
konsantrasyonunun arttig1 ve tiibliler hasar durumlarinda stabilitesi ve Olgiim
kolayligiyla birlikte P2-mikroglobulin ve N-asetilgalaktozidaz ile benzer sekilde
tiriner konsantrasyonunun arttigi  gosterilmistir (235). Civa ve kadmiyum
zehirlenmesi gibi toksik tiibiiler hasara sekonder durumlarda renal hasarin erken bir
biyobelirteci olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (236). Renal transplant
vakalarinda da graft yetmezligi ve reddi iizerine yapilmis caligmalar mevcuttur.
FAVORIT c¢alismasina (Folic Acid for Vascular Qutcome Reduction in
Transplantation) katilan renal transplant hastalarindan secilen bir grupta {iriner AIM
konsantrasyonunun eGFR ve proteiniiri ile birlikte allogreft yetmezligi ile iligkisi
gosterilmistir (237). 116 renal transplant hastasinda yapilan bir {iriner proteomiks
calismasinda A1M ve haptoglobin proteinlerinin akut rejeksiyon hastalarini stabil

greft fonksiyonu grubundan istatistiksel olarak en iyi ayiran belirtecler oldugunu
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gostermislerdir (238). Yeni tam1 kronik bobrek hastaligi gelisimi, progresyonu ve
mortalite tizerinde yapilan uzun donem prospektif bir calismada (Framingham Heart
Study) 2948 katilimcida 14 tiriner biyobelirtecin yeni tani renal veya kardiyovaskiiler
hastalik gelisimi ve mortalite ile korelasyonu arastirilmistir. Herhangi bir
biyobelirte¢ KBH tanis1 almada risk artig1 ile iligkili bulunmazken A1M
molekiiliiniin tim nedenlere bagli mortaliteyi ve KBH varliginda mortaliteyi diger

faktorlerden bagimsiz olarak istatistiksel anlamli olarak arttig1 gosterilmistir (239).

Uriner AIM proteininin erken dénemde diyabetik bdbrek hastaligmmn
biyobelirteci olabilecegine dair pek ¢ok veri bulunmaktadir. Gorece kiigiik
orneklemlerde yapilan calismalarda klinik olarak diyabetik nefropati gelismeden
once iriner AIM diizeylerinin arttif1 ve gerek tipl gerek tip 2 diyabet hastalarinda
tiriner A1M konsantrasyonun arttigi gosterilmistir (240-242). 590 hastanin katildigi
Asya popiilasyonunda yapilan epidemiyolojik bir ¢alismada iiriner A1M diizeylerinin
diyabetin siiresi ve kontrol diizeyleri ile iliskili oldugu gosterilmis olup albliminiiri
ile korele oldugu bildirilmistir (243). Baska bir calismada non-albiiminiirik diyabetik
hastalarda tiriner A1M yiiksekligi gosterilmis ve AIM konsantrasyonlarin en iyi
predikte eden faktoriin aglik glukoz diizeyi oldugu bildirilmistir (244). Cin’ de
yapilan bir ¢alismada diyabetik hastalarda glomeriiler ve tiibiiler {iriner
biyobelirteglerinin eGFR ile iliskisi arastirilmis ve yalnizca iiriner A1IM ile f2M
konsantrasyonlarindaki yiiksekligin albuminiiriden bagimsiz olarak eGFR dusiikligii
ile iligkili oldugu gosterilmistir (245). SDRNTIBIO (Scottish Diabetes Research
Network Type 1 Bioresource) caligmasina katilan tipl diyabeti olan hastalarda 14
idrar ve kan biyobelirteci ile eGFR arasindaki iligki aragtirilmig ve A1M proteinin
iceren bir modelin prospektif olarak eGFR diisiisiinii tek basina albuminiiriden daha
iyi predikte ettigi gosterilmistir (246). Amatruda ve arkadaglariin 2022 yilinda
yaptig1 bir analizde REGARDS (Reasons for Geographic and Racial Differences in
Stroke) ¢alismasinda diyabet tanis1 olup GFR<60 ml/dk olan 1092 hastalarin medyan
4.3 yilda son donem bdobrek hastaligina progrese olan alt grubunda c¢esitli
biyobelirtegler ¢alisilmistir (247). Idrarda  A1M, MCP (monocyte chemoattractant
protein-1) ve KIM-1 (kidney injury molecule-1) konsantrasyonlarindaki artisin GFR
ve albuminiiriden bagimsiz olarak son donem bobrek hastalifina ulasma riskini

arttirdig1 gosterilmistir (247).
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Diyabetik hastalarda yapilan proteomiks g¢aligmalari da iiriner A1M’ nin
diyabetik bobrek hastaliginda bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegine isaret
etmektedir. Karsilagtirmali bir iiriner eksozom proteomik analizinde diyabetik
bobrek hastaligi olan bireylerde iiriner serbest ve/veya eksozomal AMBP proteininin
saglikli kontrollere gore yiiksek oldugu goriilmiistiir (248). Liao ve arkadaglarinin
yaptig1 karsilagtirmal1 bir diger proteomik analizde saglikli kontroller ile proteiniirik
olan grup ve diyabetik hastalarin icinde nefropatisi olan ve olmayan bireyleri
istatistiksel olarak en iyi ayiran iki protein haptoglobin ve AMBP olugu bildirilmis
ve bu proteinler ELISA Sl¢giimleri ile konfirme edilmistir (249).

Glomeriiler hastaliklarda yapilan analizlerde AIM proteininin ayrict tan1 ve
prognozda rol oynayabilecegine dair ¢aligmalar mevcuttur. Membrandz nefropatide
tiriner digiik molekiiler agirlikli proteinleri prognoz ile iliskili oldugu pek cok
calismada gosterilmis ve kisisellestirilmis risk bazli tedavide giincel kilavuzda
immiinsupresyon kararimi etkileyen faktorlerden biri olarak belirtilmistir (25, 250).
AIM, B2M ile birlikte temel iiriner diisik molekiil agirlikli proteinleri
olusturmaktadir. Rood ve arkadaglar1 primer MN hastalarinda, primer FSGS ve
saglikli kontrol grubu arasinda karsilagtirmali bir liriner eksozom analizi yapmustir.
Lizozomal Integral Membran Protein Tip 2' nin (LIMP-2) MN eksozomlari i¢in yeni
bir biyobelirte¢ olabilecegine isaret eden ve histopatolojik olarak da LIMP-2
ekspresyonu konfirme edilen ¢aligmada, ek olarak A1M miktarinin FSGS ve kontrol
grubuna kiyasla MN hastalarinin lriner eksozomlarinda daha yiiksek oldugu

bildirilmistir (187).

Yokota ve arkadaslar1 LC-MS/MS kullanilarak 17 hastadan alinan idrar
orneklerinde IgAN protein belirteclerini arastirmigtir. Tanimlanmig 172 protein
arasinda o-1-mikroglobulinin gruplar yiiksek istatistiksel kuvvet ile ayirabilmesi
nedeniyle IgA Nefropati hastalig1 i¢in olasi bir biyobelirte¢ olabilecegi belirtilmistir
(196). Daha biiyiik bir 6rneklem ile yapilan benzer bir calismada 30 IgAN tanili
hastanin idrar proteomunu incelenmis ve sonuglart 30 kisilik kontrol grubu ile
karsilastirilmistir. IEF-LC-MS/MS kullanilan proteomik analizde A1M proteininin
IgAN hastalarinda 18 adet istatistiksel anlamli olarak farkli diizeyde eksprese edilen
proteinden biri oldugu saptanmistir (251). IgAN hastalarinda dolagimdaki immiin
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kompleks (CIC) bilesimini arastirmak i¢in, Xu ve arkadaslar1 [gAN hastalarindan ve
saglikli kontrollerden izole edilmis CIC' ler arasinda MS bazli karsilastirmali bir
analiz yapmistir (252). CIC igeriginde 14 proteinin anlamli 6l¢iide farkl seviyelerde
oldugunun gosterildigi calismada bu proteinlerin arasinda olan A1M proteininin
yalnizca in vitro mezengial hiicre proliferasyonu ve MIC-1 salgilanmasi ile degil,
ayni zamanda eGFR seviyeleri ve tiibiilointerstisyel lezyonlarla da iliskilendirilmigtir

(252).

Zhao ve arkadaslar1 Adriamisin ile indiiklenen sigan FSGS modellerinde idrar
proteomunu arastirmistir. 20'si insan ortologlarina sahip 23 proteinde gruplar
arasinda istatistiksel anlamli farkli diizeylerin tanimladigi calismada bu 20 protein
arasindan 7 tanesi secilmis ve serum albiimini, serotransferin, a-1-antiproteinaz,
afamin, seruloplazmin, plazminojen ve AMBP proteinleri idrarda Western blot
analizi ile dogrulanmistir (253). Kalantari grubunun yaptigi bir diger ¢alismada erken
(eGFR> 60 ml/dk) ve ileri (eGFR<60ml/dk) evredeki iki grup FSGS hastasi
arasindaki prognostik protein belirtegleri ¢alisilmistir. nLC-MS/MS  yontemini
kullanarak yapilan idrar proteomik analizinde diizeyi anlamli olarak degisen 54
protein arasindan AMBP, diisiik GFR grubunda en yiiksek /ogfold degisimine sahip
proteinlerden biri olarak bildirilmistir (190). Cheade ve arkadaglarimin pediatrik
popiilasyonda MCD ile FSGS ayirici tanisi lizerinde iiriner diisiik molekil agirlikli
proteinleri arastirdiklart bir calismada A1M diizeyleri histopatolojik tanidan
bagimsiz olarak her ne kadar iki grup arasinda anlamhi fark gostermese de relaps ile

iliskili bulunmustur (254).

AA Amiloidoz ile MN gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli farklilik gosteren
son protein olan pankreatik riboniikleaz (RNasel), giiniimiize dek tanimlanmig
toplam 13 enzimden olusan Riboniikleaz A iist ailesine ait bir endoniikleazdir (255).
Bu enzim ailesi konak savunmasi ve bagisiklik hiicre diizenlemesi doku onarimi ve
anjiyogenez gibi genis bir spektruma dagilan biyolojik islevlere sahiptir (256).
RNasel, kanonik riboniikleazlar olarak bilinen ailenin 8 salgilanabilir ve enzimatik
olarak aktif iiyesinden biri olarak tanimlanmaktadir (255). RNasel' in pankreas,
testis, over, beyin ve proksimal tiibiil gibi viicudun bir¢ok dokusunda firetildigi

gosterilmistir (256). Tarihsel ¢alismalarda idrardan izole edilmis birden ¢ok



64

riboniikleaz enzimi tanimlanmis ve nefrotik sendromlu bireylerin idrar protein

analizinde de gosterilmistir (257, 258).

Glinlimiize dek RNasel enziminin bobrek hastaliklari ile iliskisine dair ¢ok az
sayida veri bulunaktadir. Tarihsel g¢aligmalarda serum riboniikleaz diizeylerinin
kronik bobrek hastalarinda yiikseldigi gosterilmis; diyaliz tedavisi ile etkin diists
saglanamamasi ve in vitro toksik etkileri nedeniyle enzimin iiremik bir toksin olarak
degerlendirilebilecegi bildirilmistir (259-261). Bir baska c¢alismada 16semi
hastalarinda serum riboniikleaz seviyeleri ve renal hasar arasinda bir korelasyon
oldugu belirtilmistir (262). Choi ve arkadaslarinin primer nefrotik sendromlu
bireylerde yaptig1 karsilastirmali bir iiriner proteomiks ¢alismasinda FSGS, MN ve
MCD tanili hastalarin analizinde RNasel FSGS grubuna spesifik olarak bildirilmistir
(263). Endotel kokenli RNasel enziminin regiilasyonu iizerinde yapilan ¢aligmalarda
akut inflamasyonun ekstraseliiler RNA diizeylerini arttirarak dolayli yoldan RNasel
salgilanmasini tetikledigi gosterilmistir. Ancak kronik inflamasyonda ekstraseliiler
RNA birikiminin kemotaktik etkileri ile bolgeye gelen inflamatuar hiicrelerden
salgilanan proinflamatuar sitokinler (TNF-a ve IL-1) RNasel ekspresyonunu
baskiladig1 ifade edilmistir (256). Sepsis ve kritik hastalik gibi akut inflamatuar bir
hastalikta yapilan bir sistem biyolojisi ¢alismasinin sonuglari bu mekanizmay1
destekler niteliktedir. Tsalik ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptigi bu calismada
CAPSOD (Community Acquired Pneumonia and Sepsis QOutcome Diagnostic)
calismasindaki sepsisi olan hastalar renal fonksiyonlarina gore kategorize edilmis ve
plazma oOrneklerinin proteomik, transkriptomik ve metabolomik analizi yapilarak
renal disfonksiyonunun kritik hastalik durumunda kapsamli patofizyolojik etkileri
arastirilmistir (264). Omiks analizlerin sistematik integrasyonu sonucunda plazma
RNAsel ile pek ¢cok RNA kataboliti ve modifiye niikleozitler arasinda korelasyon
saptanmistir. Ayrica kesitsel olarak RNAsel ile son donem bobrek hasarinda
saptanan ilremik baz1 endotel hasar1 ile ilgili ¢esitli metabolitlerin
(fenilasetilglutamin, P-kresol siilfat ve mannitol) korelasyonunu gosteren
aragtirmacilar endotel hasarina sekonder artan RNAsel diizeylerinin RNA yikimina
yol actig1 ve iirik asit basta olmak {izere yikim tiriinlerinin yol ac¢tig1 oksidatif hasarin
patofizyolojiye katki sagladigin1i One stirmiislerdir (264). Yapilan bir hayvan

calismasinda fare sepsis modeline RNasel uygulamasinin septik kardiyomiyopatiyi
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ve kardiyak apoptozisi azalttigi gosterilmistir (265). Kronik inflamasyon acisindan
genel goriis endotel kaynakli RNasel agisindan inhibe edici olarak goriilse de
lipopolisakkarit ve IL-13 gibi proinflamatuar uyarilarin enzim sentezini arttiramadigi
gosterilmistir (266). Ayrica literatiirde liriner RNasel regiilasyonu iizerinde bir
calisma heniiz yapilmamis olup farkli dokularda farkli mekanizmalar baskin olabilir.
Bu kapsamda AA Amiloidoz grubunda MN grubuna gore ekspresyonu artmis
RNasel enziminin altta yatan ekstraseliiler RNA ve inflamatuar hasar ile baglantili

olabilecegi diisliniilmektedir.

Calismamizda AA Amiloidoz grubu ile kontrol grubu arasinda anlamh
farklilik gosteren proteinleri gen ontolojisi analizinde istatistiksel olarak en anlamli
molekiiler fonksiyon kalsiyum baglanmasi; biyolojik siire¢ sindirim siireci ve
hiicresel kompartmanda hiicre i¢i vezikiiler membranlar ve hiicre membrani olarak
sonuclandi. Aril siilfataz, a-galaktozidaz, lizozomal asit fosfataz, pankreatik alfa
amilaz, deoksiriboniikleaz, non-sekretuar ribontikleaz, aminopeptidaz, gama-glutamil
transferaz, pepsin ve karboksil-ester hidrolaz sindirim domainindeki proteinleri

olusturmustur.

RNase2 non-sekretuar bir riboniikleaz olup literatiirde eozinofil kaynakli
norotoksin (EDN) olarak da bilinmektedir (267). Eozinofilik asidik graniillerde
bulunan ve proinflamatuar uyarilar sonucunda makrofajlardan da salgilanabilen bu
proteinin dentritik hiicrelerin kemotaksisi, matiirasyonu ve Th2 hiicrelerini uyarmasi
gibi pek ¢ok immiinolojik rolii bulunmaktadir (268, 269). idrar EDN diizeylerinin
astim ve atopik dermatit gibi alerjik hastaliklarda ve over kanserinde bir biyobelirteg
olabilecegine dair bulgular mevcuttur (270-272). Ancak glomeriiler hastaliklarda
RNase2 enzimine spesifik herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Giris kisminda da
ifade edilen caligmada literatiirde RNase2 ile ilgili bildirilmis tek proteomik
caligmas1 Kalantari ve arkadaslarinin erken ve ileri evre FSGS hastalarini nLC-MS
kullanarak karsilagtirdigi ve riboniikleaz 2 proteininin ileri donem hastalik grubunda
en yliksek logfold degerine sahip olan protein oldugunu bildirdigi ¢alismadir (190).
Calismamizda ise benzer yiikseklikteki bir /ogfold degerinde (-7.6) EDN kontrol

grubunda amiloidoz grubuna gore yiiksek saptanmistir.
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Deoksiriboniikleaz (DNasel), pankreatik a-amilaz (AMY2A) ve karboksilik
ester lipaz (CEL) ¢alismamizda saptadigimiz sindirim siireci ile iligkili enzimlerin
diger ornekleridir. Kronik bobrek hastaliginda evre ilerledikce AMY2A enziminin
serum diizeylerinin ve amilaz-kreatinin renal klirensinin arttigi belirtilmistir (273-
275). Hemodiyaliz hastalarinda yapilan bir ¢alismada diisiik serum amilaz diizeyine
sahip hastalarda mortalitenin arttig1 belirtilmis ve bu durum malniitrisyon ile
iliskilendirilmistir (276). Literatiirdeki proteomik analizlere bakildigi zaman
diyabetik nefropati hastalarinda progresyondaki biyobelirteclerin inceleyen bir {iriner
proteomik analizde Lewandowicz ve arkadaglar1t AMY2A, AMY2B ve DNasel
diizeylerinin diyabetik bobrek hastaligt olan grupta komplikasyon gelismemis
diyabet grubuna gore daha diisiik oldugunu bulmusglardir (277). Arastirmacilar
literatiirdeki serum amilaz diizeylerinde ve klirensteki artis verileri nedeniyle bu
korelasyonun azalmis filtrasyon ve/veya artmis tiibililer reabsorpsiyon gibi renal
kokenli bir mekanizmadan ¢ok diyabetik hastalarda 6zellikle otonomik noropatiye
eslik eden ekzokrin pankreas yetmezligine sekonder gelisen mutlak enzim
eksikligine bagli olabilecegine isaret etmislerdir (277). Literatiirde diyabetik veya
non-diyabetik kronik bdbrek hastalarinda da iiremik ekzokrin pankreatopati
gelisebildigi bildirilmis olup ayrica sistemik AA Amiloidoz hastaliginda da
pankreasta amiloid tutuluma bagli hasarlanma olusabilmektedir (278, 279). Bu
kapsamda calismamizda 3 pankreatik enzimin de amiloidoz grubunda kontrol
grubuna gore diisiik saptanmis olmasi, amiloidoz grubunda mevcut olasi

asemptomatik ekzokrin pankreas yetmezligi ile iliskili olabilir.

Uriner DNasel enziminin pankreasa ek olarak bobrek tiibiil hiicreleri kokenli
olarak da iiretilebilecegine dair bilgiler mevcut olup bu baglamda DNasel enzimi
ayrica tartisilmay1 hak etmektedir. Hayvan lupus nefriti modellerinde DNasel doku,
serum ve idrar diizeylerinin diisiik oldugu gosterilmistir (280). Membranoproliferatif
lupus nefriti hastalarinda da renal DNAsel ekspresyonunun azaldigi ve enzimatik
aktivitedeki diiglikliglin basit bir inhibisyondan ziyade iiretimde azalma kaynakli
oldugu gosterilmistir (281). Pedersen ve arkadaslarinin fare modelleri ve lupus nefriti
hastalar1 iizerinde yaptig1i calismada renal dokudaki enzim aktivitesindeki
diisiikliiglin tiriner enzimatik aktivite diistikliigii ile korelasyon gosterdigi ve

progresif vakalarda diisik DNasel enzim diizeyleri oldugunun gdsterilmesi iiriner
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diistik DNasel enzim aktivitesinin proliferatif lupus nefritinde tanisal ve prognostik
bir belirte¢ olabilecegi belirtilmistir (282). Pek ¢ok farkli etiyolojiye bagli akut
bobrek hasarinda gerek insan gerek hayvan modellerinde iiriner ve plazma
ekstraseliiler DNA konsantrasyonlarinin arttigint  ve hayvan modellerinde
ekstraseliiler DNA yiiksekligine paralel olarak iiriner DNasel aktivitesinin azaldigini
gosteren Kovalcikova ve arkadaslari ekstraseliler DNA miktarindaki artigin renal
hastaliklarda DNasel inhibisyonuna sekonder gelisebilecegini One siirmiislerdir
(283). Ancak yalnizca calismaya katilan glomeriiler hastaliga sahip bireylerde bu
diisiis gosterilememistir. Analoji kurulan hayvan modelinde adenin nefropatili (AN)
farelerin kullanilmasi nedeniyle arastirmacilar bu farkliliktan AN patogenezinde
glomeriilonefritlerin aksine hasar1 tiiblilointerstisyel olarak baslamasi kaynakli
olabilecegini belirtmislerdir (283). Calismamizda amiloidoz grubunda kontrol
grubuna gore daha diisiik diizeyde saptanan DNAsel diizeylerinin tiibiilointerstisyel

hasar ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Amiloidoz ve kontrol grubu arasinda N-aminopeptidaz (Alanin
Aminopeptidaz, APN) ve gama-glutamil transpeptidaz izoformlarinin (GGTI,
GGT2, GGT3) dizeylerinin anlamli  farklilik  gdsterdigi  saptanmustir.
Aminopeptidazlar ve gama-glutamil transpeptidazlar renal tiibiiler hiicrelerin firca
kenar membraninda bulunan enzimatik proteinlerdir (284). Aminopeptidazlar
glomeriiler filtrasyon bariyerinden kolayca filtre olamayacak oOlclide biiyiik (>140
kDa) ve yiiksek oranda renal spesifik bu iiriner enzimler tiibiiler tarihsel olarak
1970'lerden bu yana bobrek hastaliklarinda {iriner biyobelirtecler olarak 6ne
stiriilmiiglerdir (285). APN ve izoformlarinin Sl¢iimiiniin nefrolitiyaziste tanisal
Oonemi oldugunu gosteren Marchewka ve arkadaslar1 ayrica glomeriilonefrit tanili
hastalarda kontrollere gore anlamli derecede daha yiliksek APN atilimi ve idrar
protein konsantrasyonlar1 ile APN aktivitesi arasinda pozitif bir korelasyon
gbzlemlemistir (286, 287). APN aktivitesi; IgA nefropatisi ve diyabetik gibi cesitli
hastaliklarda, ayrica vankomisin veya amfoterisin B tarafindan indiiklenen
nefrotoksisitede bir biyobelirte¢ olarak da onerilmistir (288-291). Calismamizda ise
amiloidoz grubunda renal tiibiiler membran enzimleri membrandz nefropati grubuna
gore daha diisiik diizeyde saptanmistir. Bu durumun uzun siiren kronik tiibiiler hasar

sonucu azalan saglikli hiicre yiikii ile korele olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Megalin (Low-density lipoprotein receptor-related protein 2, LRP2) ve
kiibilin (CUB) proteinleri proteomik analizlerde AA Amiloidoz grubunda istatistiksel
anlaml olarak diisiik goriilen, 6zellikle proksimal tiibiil fizyolojisinde temel rol
oynayan iki proteindir. Membranla iligkili bir endositik reseptor olan megalin ve
bununla ilgili proteinlerden en onemlilerden biri olan kiibilin, reseptor aracili
endositozdan sorumludur (292). LDL reseptor ailesinden yiliksek molekiiler agirlikli
(yaklasik 600 kDa) bir glikoprotein olan megalin ¢esitli dokular tarafindan ifade
edilmekte; ancak en yiiksek oranda bobrekte proksimal tiibiiler hiicre membraninda
eksprese edilmektedir (293). Bir transmembran protein olan megalin 4600
aminoasitlik 3 farkli domainin tekrarlarinda olusan ve ¢ok cesitli bir spektrumda
ligandlara baglanmayir miimkiin kilan ekstraseliiler bolge, tek domain iceren bir
transmembran bodlge ve kisa bir intrasitoplazmik bolgeden olusmaktadir (294).
Intrasitoplazmik bolgeye baglanan ve fosforilasyonu saglayan cesitli adaptif
proteinler (OCRL1, ARH, Rabl1l, Dab2, GSK-3B) megalinin endositik dongiisii

diizenlemekte ve hiicre i¢i yar1 Omriinii uzatmaktadir (294).

Steroller, lipoproteinler, vitamin baglayici proteinler ve hormonlar gibi birgok
ligand, reabsorpsiyon i¢in megalin proteinine ihtiya¢ duymaktadir (295). Bunlarin
¢ogu, vitamin D baglayici protein (DBP) , vitamin A/retinol baglayici protein (RBP),
B2-mikroglobulin ve a-1-mikroglobulin dahil olmak iizere tiibiiler geri emilim
fonksiyonunun belirtecleridir (294). Ayrica Notrofil jelatinaz iligkili lipokalin
(NGAL) gibi akut ve kronik bdbrek hastaliginin iyi c¢alisilmig {iriner bazi
biyobelirtegler megalin proteininin ligandlar1 arasinda tanimlanmistir (296). Megalin
ayrica aminoglikozitler, polimiksin B ve kolistin gibi nefrotoksik ilaclarin yeniden

emilimine katki saglamaktadir (297).

Pek c¢ok molekiil fonksiyonel ve spatiyel olarak megalin ile iliskilidir.
Bunlardan en belirgin olan1 kiibilindir. Ilk olarak intrinsik faktdr-vitamin B12
reseptorii olarak tanimlanan proteini kodlayan gendeki mutasyon proteiniirinin eslik
ettigi Imerslund-Grésbeck sendromuna yol agmaktadir (297). Bu proteininin altinda
yatan etiyolojinin genetik bir FSGS olabilecegi kii¢iik bir vaka serisinde bildirilmistir
(298). Kiibilin proteini glomertiler filtratta bulunan transferin, albiimin, DBP ve diger

ligandlar1 tantyan bir endositik reseptdr gorevi géormekte; ancak intraseliiler domaine
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sahip olmamasi1 nedeniyle, kiibilinin etkili bir sekilde ¢alismasi i¢in megalin ile

baglanmasi gerektigi diisiiniilmektedir (292).

Lipopolisakkarite sekonder endotoksemi, iskemi-reperfiizyon hasari, Shiga
toksine sekonder nefropati, hipertansiyon, aristolosik asit nefropatisi ve
mineralokortikoid bagimli tiibiiler interstisyel fibrozis modellerinde renal dokuda
megalin ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (299-303). Ayrica diyabetik hayvan
modellerinde ve diyabetik bobrek hastalarinda dokuda megalin ekspresyonunun
azaldigr gosteren calismalar mevcuttur. Diyabetik sigan modellerinde artan
proteiniiriye paralel olarak proksimal tiibiillerde megalin, kiibiilin ve CIC-5 (Chlorine
channel-5) proteinlerinin ekspresyonlarinin azaldigir gosterilmistir (304). Diger bir
diyabetik hayvan ¢aligmasinda megalin ile ayn1 makromolekiiler endositik kompleks
icinde bulunmasi nedeniyle NHE3 (Sodium-hydrogen exchanger 3) kanalinin
diyabetik nefropatide megalin proteini artan albiiminiiri ile miicadele ederken
membranda ekspresyonunun arttigi ve sodyum tutulumuna katkida bulundugu
bildirilmis ve bu baglamda diyabet patofizyolojisinde proteiniiri-megalin ekspresyon

kaybi- tuz tutulumu iligkisine dikkat ¢ekilmistir (305).

Glomeriiler hastaliklarda da proksimal tiiblil hiicrelerinde megalin
ekspresyonunun azaldigina yonelik kanitlar mevcuttur. Fatah ve arkadaslart minimal
degisiklik hastaligi, membrandz nefropati veya fokal segmental glomeriiloskleroz
hastaliklarina sekonder nefrotik sendrom klinigi ile basvuran hastalarin proksimal
tiibiiler epitel hiicrelerinde ve fare modelinde megalin ekspresyonunun proteiniiri
arttikca Onemli Olciide azaldigimi gostermistir (306). Renal megalin ekspresyon
kaybinin proteiniiri miktar1 ile dogrudan iligkisini arastirmak i¢in ayni ekip asiri-
protein ile beslenen proteiniirik fare modeli ile ¢alismis ve idrar protein/kreatinin
oranindaki ii¢ katlik bir artigin, tiibiiler megalin ve kiibiilin ekspresyonunu azaltmak
ve bu molekiillerin tiriner atilimini artirmak i¢in yeterli oldugunu gostermistir (306).
Vinge ve arkadaglart Alport sendromu modeli olan XLAS kopeklerinde yaptiklari
calismada artan proteiniirinin megalin ve kiibiilin proteinlerinin geri emilim
kapasitesini agsmasindan sonra idrarda bu proteinlerin ligandi1 olan diisiik molekiiler
agirlikli proteinleri atiliminin arttirdigi; hiicresel diizeyde de reseptor iligkili

endositik aktivitenin azaldig1 gostermistir (307).
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Uriner megalin veya kiibilin proteinlerinin atilimi ve/veya konsantrasyonunun
biyobelirte¢ olarak degeri konusunda daha az sayida ¢alisma mevcuttur. Seki ve
arkadaglar1 IgAN tanis1 hastalarda yiiksek tiriner megalin diizeylerinin son donem
bobrek hastaligi riskini arttirdigini bildirmistir (308). Mikroalbliminiirik tip1 diyabeti
olan hastalarda yapilan kiiciik oOlcekli bir karsilastirmali {iriner proteomiks
calismasinda megalin ve kiiblilin atiliminin arttigi gosterilmis ve bu durumun
diyabetik bobrek hastaliginda artan matriks metalloproteinaz aktivitesi sonucu bu
molekiillerin membranda proteolize ugrayarak idrara dokiilmesi nedeniyle

olabilecegini belirtmislerdir (309).

Tip 2 diyabet tanili 68 hastalik kiiciik bir kohortta yapilan caligmada tam
uzunluktaki {riner megalin diizeyleri ELISA ile o6l¢iilmiis; iiriner megalin
konsantrasyonlarinin proteiniiri ile pozitif ve eGFR diizeyleri ile negatif korelasyon
gosterdigi gosterilmistir (310). eGFR>60 ml/dk olan hastalar1 da dahil eden ve eGFR
ile proteiniirinin birbirinden bagimsiz olarak iiriner megalin diizeyi ile olan iligkisini
kesitsel olarak inceleyen Kurita ve arkadaslart DDCRT 21 (Diabetes Distress and
Care Registry at Tenri) ¢alismast katilimcilarini igeren 1576 hastalik genis bir
kohortta bu korelasyonlar1 dogrulamiglardir (311). DCCRT 22 kohortunda Nishiwaki
ve arkadaglar1 yaklastk 2 yillik medyan takip siiresinde de {iriner megalin
diizeylerinin mikroalbliminiiri progresyonunu arttirdigini gdstermislerdir (312).
Proteiniirik preeklamsi hastalarinda yapilan bir ¢calismada iiriner kiibiilin diizeylerinin
proteiniiri diizeyi ile paralel olarak arttigini1 ve kiibiilin kaybinin D vitamini baglayici
globin miktarin1 azaltarak vitamin D eksikligine katki sagladigini belirtmislerdir
(313). Literatiir degerlendirildiginde ¢alismamizda patolojik olarak yiiksek diizeyde
tiibiiler atrofi ve interstisyel fibrozis saptanan amiloidoz hastalarinda saptanan
megalin ve kiibiilin diizeylerinin uzun dénemde diisiik diizey ekspresyon ve iiriner

kayip sonucu oldugu diisiiniilmektedir.

Perlekan multisistemik olarak bag dokunun en 6nemli bilesenlerinden birini
olusturan bir proteoglikandir (314). Endotel bazal membraninda yiiksek miktarlarda
bulunan protein glomeriiler bazal membraninin da O6nemli bir bilesenini
olusturmaktadir (314). Perlekan endotel hiicrelerinde VEGF (Vascular endothelial

growth factor) yolagmin regiilasyonu yoluyla anjiyogenezde kritik bir rol
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oynamaktadir (315). Ayrica endotel duvarinda tutunmus olan perlekanin kayma
gerilmesi (shear stress) agisindan bir sensOr gorevi gordiigii ve endotel hiicre
membrani polarizasyonu yoluyla da endotel hiicre biiyiime ve gelisimini etkiledigi

bildirilmistir (316).

Pek ¢ok hayvan modelinde ve diyabetik bobrek hastalarinda hiperglisemiye
sekonder glomeriiler bazal membranda perlekan sentezinin azalmasi ve kalinligin
artmastyla bazal membranmin kalitesinin azaldifi ve gegirgenliginin arttigi
gosterilmistir (317). IgAN hastalarinda yapilan bir ¢alismada perlekan proteininin
glomertiillerde artmis ve tiibiilointerstisyel kompartmanda azalmis ekspresyonu
saptanmig ve yliksek perlekan ekspresyonu olan hastalarda bobrek fonksiyonunda
daha yavas bozulma goriilmistiir (318). Yazarlar bu nedenle IgAN hastalarinda
perlekanin olast bir pozitif prognostik belirte¢ oldugu sonucuna varmislardir. Gebe
hastalarda yapilan karsilastirmali bir proteomik analizde preeklamsi tanist olan

gebelerde tiriner perlekan diizeylerinin daha diistik oldugu gosterilmistir (319).

Endorepellin perlekan kor proteininin 5.domain C-terminal bolgesinin BMP-
1 (bone morphogenetic protein-1) enzimi tarafindan kesilmesiyle olusan 85 kDa
agirhiginda bir proteindir (320). Aym1 enzim veya katepsin L aracilifiyla ileri bir
proteoliz sonucu olarak da LG3 fragmenti olusmaktadir (321). LG3, hem o-2-B-1
integrin hem de VEGF yolaklar ile etkilesimi sonucunda sahiptir stres liflerinin ve
fokal adezyonlarin bozulmasini tetikleyerek anti-anjiyojenik aktiviteye sahip olur
(322, 323). Anti-anjiyojenik etkilerine ek olarak fibroblastlarda, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde ve mezenkimal kok hiicrelerde anti-apoptotik etkiye sahip olan LG3
fragmenti, fibroblastlardaki kolajen 1 dretimini arttirarak ve miyofibroblast

farklilagmasini destekleyerek fibrozise yol agmaktadir (324, 325).

Endorepellin ve LG3 proteomik ¢alismalarda idrar ve serumda tespit edilmis,
ancak glomeriiler hastaliklarda kapsamli bir sekilde degerlendirilmemistir (325).
Yapilan proteomik c¢alismalarda son donem bdbrek yetmezligi 35 olan hastalarin
idrarinda LG3 fragmani saptanmis ve renal transplant hastalarinda yapilan iki
analizde, akut ve kronik allogreft reddinde sirasiyla idrar ve kanda LG3 fragmenti

miktarinin arttig1 gdsterilmistir (326). Surin ve arkadaglarinin yaptig1 karsilastirmali
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tiriner proteomik analizde, tiriner LG3 fragmenti miktarinin IgAN hastalarinda
kontrol grubundaki tiim glomertiiler hastaliklarda ve saglikli deneklere kiyasla daha
diisiik oldugu bildirilmistir (325, 327). Yazarlar bu diisiisiin bobrek fonksiyonunu
korumak amacli LG3' iin anti-anjiyojenik etkisine kars1 adaptif bir yanit olabilecegini

one stirmiislerdir.

Calismamizda amiloidoz grubunu kontrol grubundan ayiran literatiirde renal
sonlanimlarin énemli bir biyobelirteci olarak ele alinmis bir diger protein Endotelyal
biiyiime faktoridiir (EGF). EGF, ii¢ intramolekiiler disiilfit bagina sahip 53 amino
asitten olusan, kompakt ve 1siya dayanikli bir biiytime faktoriidiir (328). EGF, bobrek
tiibiillerinde (6zellikle Henle halkas1 ve distal kivrimli tiibiiller), idrarda ve minimum
konsantrasyonlarda plazmada bulunmaktadir (328). Trombositler insanlarda
plazmada EGF’ nin baglica kaynagidir (329). EGF, reseptoriiniin (EGFR) ¢oziiniir
hiicre dis1 alanina baglanarak dimerizasyonu tetikler ve reseptoriin intrinsik protein-
tirozin kinaz aktivitesini aktive ederek, hiicre i¢i sinyal kaskadi sonucu hiicresel
proliferasyon ve farklilagma desteklenmis olur (330). Bobrek dokusunda EGEF,
hiicresel metabolizma ve glomeriiler hemodinamigin diizenlenmesi, hiicre
biiyiimesinin modiilasyonu ve hasar sonrasi rejenerasyon gibi ¢esitli biyolojik
islevlere sahiptir (331). Asagida tartisilacak pek ¢ok deneysel ve klinik ¢alismanin
oraya koydugu kanitlar, idrar EGF (uEGF) seviyelerinin fonksiyonel tiibiiler kiitleyi

ve rejenerasyon potansiyelinin bir géstergesi oldugunu diistindiirmektedir.

uEGF diizeylerinin diyabetik bobrek hastaligi ile iligkisine dair literatiirde pek
cok kanit bulunmaktadir. Baslangigta normoalbiiminiirik olan Edinburgh Tip 2
Diyabet Calismasi® ndan 642 katiimci, uEGF  diizeylerinin  bdbrek
fonksiyonlarindaki progresif diislisiinlin bir biyobelirteci olarak kullanilip
kullanilamayacagini  arastirmak amaciyla incelenmistir (332). Calismanin
baslangicinda, eGFR ile uEGF/Cr (kreatinin) arasinda zayif bir pozitif korelasyon
varken; takip siiresi boyunca, en diisiik uEGF konsantrasyonuna sahip olan tertildeki
hastalarin, eGFR <60 mL/dk gelistirme riski énemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu korelasyon proteiniiri i¢in gecerli olmadig1 ve bazal degiskenler
icin yapilan diizeltmeler sonrasinda da istatistiksel olarak anlamliligin devam ettigi

gosterilmistir. Bu nedenle aragtirmacilar, diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak,
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diistik bir uEGF/Cr oraninin KBH baslangici ile baglantili oldugunu bildirmislerdir
(332).

Cin popiilasyonunda yapilan iki ¢alismada (C-STRIDE ve INDEED), uEGF
diizeylerinin erken ve ileri diyabetik bobrek hastaligi (DBH) riski arasindaki iligki
incelenmistir. INDEED (Incident, Development, and Prognosis of DKD)
calismasinda kesitsel olarak, uEGF/Cr ve uEGF/monosit kemotaktik peptid-1 (MCP-
1) oranlar1 ile erken evre DH gelisimi ile negatif bir korelasyona sahip oldugu
bulunmustur (333). C-STRIDE (Cohort Research of Chronic Kidney Disease)
kohortundaki gozlemsel c¢alismada, uEGF/Cr, uMCP-1/Cr ve uEGF/MCP-1
oranlarinin, ilgili ortak degiskenlerden bagimsiz olarak komposit sonlanim noktasi
ile iliskili oldugu ve uEGF/MCP-1 oraninin diger oranlara gore renal bilesik sonucun

daha iyi bir belirteci oldugu bildirilmistir (333).

Primer glomeriilonefrit hastalarinda yapilan bir ¢aliygmada Worawichawong
ve arkadaslan kesitsel olarak tiibiiler atrofi ve tiibiilointerstisyel fibrozis ile uEGF,
uMCP-1 ve uEGF/MCP-1 oranlar1 arasindaki iligki arastirilmistir (334). Bu
oranlarmin tiimii, tek degiskenli analizde patolojik skorlar ile baglantiliyken ¢ok
degiskenli analizde, yalmizca uEGF/MCP-1 orant bagimsiz olarak tiibiiler
atrofi/interstisyel fibrozis ile iliskili oldugu gosterilmistir (334). Primer IgAN tanili
58 bireyde IL-6 (interlokin -6), EGF, MCP-1 ve TGF-B1 (Transforming growth
factor-f1) 'in idrar seviyeleri ile klinik, biyokimyasal ve histolojik parametreler
arasindaki iliskiler degerlendirilmistir (335). uEGF' nin interstisyel fibrozis ile
negatif korelasyonu oldugu goriilen ¢alismada Oxford siniflamasina gore T1 ve T2
puanlar1 olan bireyler, TO puanlart olan hastalara gére énemli Ol¢iide daha diisiik
uEGF seviyeleri sergilemistir. MCP-1, IL-6 ve EGF f{iriner konsantrasyonlarinin,
coklu lojistik regresyon analizinde fibrozisin bagimsiz prediktorleri oldugu ortaya
bildirilmistir (335). 132 IgAN tanisi olan hastanin gbézlemsel analizinde, en diislik
ceyrekte uEGF/MCP-1 oranlarina sahip hastalarin 48 ve 84 aylik takiplerinde bobrek
sagkalim oranlarinin anlamli dlgiide diisiik oldugu ve ¢ok degiskenli bir Cox
regresyon analizinde, uEGF/MCP-1 oraninin bagimsiz olarak renal sonlanim
noktalar ile iligkili oldugu gosterilmistir (336). Kapsamli bir iiriner proteomiks

calismasinda aktif lupus nefriti hastalarinin, aktif bobrek disit SLE tanili hastalardan,
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aktif olmayan SLE hastalarindan ve bobrek dondrlerinden 6nemli 6l¢iide daha diisiik
uEGF diizeylerine sahip oldugu ve patolojik kronisite indekslerinin tiimiiniin uEGF

ile negatif bir korelasyon gosterdigi bildirilmistir (337).

Literatiirdeki diyabet, lupus nefriti, transplant hastalar1 ve ¢esitli
glomeriilonefritlere sekonder akut/kronik bdbrek hastaliklarindaki tiriner EGF
diizeyleri incelendiginde klinik olarak diisik eGFR ve patolojik olarak
tiibiilointerstisyel fibrozis ile olan iliskisi pek cok kesitsel ve gézlemsel ¢alismada
gosterilmis olup ¢alismamizda amiloidoz grubundaki diisiik tiriner EGF diizeylerinin
de yiksek tiibiilointerstisyel fibrozis ve kronik hasar ile iliskili oldugu bu hasta

popiilasyonunda ilk kez gosterilmistir.

Kaderin gen ailesi epitel hiicre-hiicre baglantilarinin temelini olusturan zona
adherens gibi pek ¢ok adezyon proteini kompleksinin ana pargasini olusturan kaderin
genlerini kodlamaktadir. Calismamizda E-kaderin (CDH1), N-kaderin (CDH2) ve T-
kaderin (CDH13) proteinleri AA Amiloidoz grubunda istatistiksel anlamli olarak
diistik bulunmustur. Kaderin proteinleri yukarida ayrintili olarak bahsedilen EGF ve
reseptorii EGFR ile yakin iligki i¢indedir. Sullivan ve arkadaslar istirahat halinde
epitel hiicre membraninda heterotrimer olarak gozlenen EGFR ve E-Kaderin
dimerlerinin mekanik kuvvetler sonucu bozularak EGFR reseptorlerinin agiga
ciktigini ve EGF varliginda hiicre i¢i sinyal yolagin aktive oldugu gostermistir (338).
Bu baglamda kayma gerilmesi ve mekanik kuvvetlerin hiicre biiylimesi ile olan

iliskisi aciklanabilmektedir.

E-Kaderin proteininin bobrekte tiriner kayma gerilim kuvvetleri ile de
patofizyolojik agidan yakin bir iligskisi mevcuttur. Nefronda idrar akisina sekonder
gelisen kayma gerilmesi kuvvetlerindeki artisin kronik bdbrek hastaliginin
progresyonuna neden olan faktorlerden biri olabilecegine dair literatiirde pek ¢ok
kanit bulunmaktadir. Pek ¢ok KBH etiyolojisinde, hiperfiltrasyon, obstriiksiyon
ve/veya viskozitedeki degisiklikler nedeniyle iiriner kayma gerilmesi kuvvetlerinin
degistigi tahmin edilmektedir (339, 340). Renal tiibiiler hiicreler ilizerinde yapilan in
vitro deneyler, kayma artan gerilmesinin plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1)

inhibisyonu ve RAAS aktivasyonu gibi KBH gelisiminde rol oynayan bir dizi
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molekiili hedef aldigin1 gostermistir (341, 342). Bir diger ¢aligmada, proksimal
tiibiiler hiicreler iizerindeki kayma gerilmesi kuvvetlerindeki degisikliklerin, KIM1
ve NGAL gibi tiibiiler hasar belirteglerini indiikledigini gosterilmistir (343). Ayrica
kayma gerilmesi kuvvetleri sonucu hasar goren hiicrelerin monositlerin endotel
hiicrelerine adhezyonunu ve inflamatuar makrofajlara farklilagmasini tetikleyerek
steril bir inflamasyonun olustugu bildirilmistir (343). Maggiorani ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada hem in vivo hem in vitro ortamda iiriner kayma gerilim
kuvvetlerinin  tiibiiler epitel karakteristiklerinin ~ degistirdigi ve E-kaderin

ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir (344).

Literatiirde {iriner ve/veya serum kaderin diizeyleri ile renal ayirici tani ve
prognoz ac¢isindan farkli sonuglar mevcuttur. Pediatrik popiilasyonda kronik bobrek
hastalarinda yapilan bir ¢aligmada iriner E-kaderin diizeylerinin kronik bdbrek
kohortunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu ve GFR ile
negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (345). Andersen ve arkadaslarinin
pediatrik nefrotik sendromlu hastalarda yaptiklar1 karsilastirmali  bir iiriner
proteomiks ¢aligmasinda tiriner E-kaderin diizeyleri hastaligin aktif oldugu nefrotik
sendrom grubunda remisyon grubuna gore daha diisiik saptanmistir (346). Diyabetik
hastalarda yapilan bir proteomik calismada ise serum E-kaderin diizeylerinin

diyabetik grupta kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu gosterilmistir (347).

Jiang ve arkadaslarinin diyabetik nefropatili hastalarda yaptig1 bir diger
karsilagtirmali iiriner proteomik ¢alismasinda tiriner E-kaderin diizeylerinin diyabetik
nefropati grubunda makroalbliminiirik bireylerde daha yiiksek olacak sekilde arttigi;
tiriner E-kaderin ekspresyonunun ise azaldigi bildirilmistir (348). Koziolek ve
arkadaslarinin yine diyabetik bobrek hastaligina sahip bireylerde yaptigi bir
calismada proteomik analize diyabetik grupta proteiniiri de pozitif korelasyon
gosterecek sekilde yliksek miktarda bulunan E-kaderin proteininin uzun donem

analizinde de kotl prognostik faktor oldugu gosterilmistir (349).

N-Kaderin (CDH 2) ile ilgili yapilan sinirh sayidaki ¢alisma incelendiginde
serum N-kaderin diizeylerinin diyabetik bobrek hastaliginda yiiksek saptandigi

gosterilmis ve yazarlar N-kaderin ve E-kaderin proteinlerinin farkli lokasyonlarda
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(proksimal vs distal tiibiil) eksprese olmasi ile iligkili olabilecegini belirtmislerdir
(350). Adriamisin ile indiiklenmis fare FSGS modelinde pre-sklerotik ve sklerotik
asamalar dinamik olarak incelendiginde N-kaderin diizeylerinin kademeli olarak

azaldig1 gosterilmistir (351).

Metabolomik analizler sonucunda amiloidoz grubunda diger hasta ve kontrol
gruplarmma gore istatistiksel anlamli olarak farkli diizeyde olan metabolitler
incelendiginde seker alkolleri (poliol) olan myo-inositol ve mannitol diizeylerinin
amiloidoz grubunda yiiksek oldugu saptanmistir. Tek hiicreli organizmalarda
memelilere kadar ¢esitli polioller organik ozmolitler olarak hiicre ve dokularin
hiperozmolariteye karsi miicadelesinde temel rolii oynamaktadir (352). Bobrek
dokusunda iiretilen myo-inositoliin geri emilimi sodyum-myo-inositol tasiyici
proteinleri (Smit ve Smit2) saglikli mediiller hiicrelerde interstisyel ozmolariteye
paralel olarak artmakta ve tiibiiler hiicreleri hiperozmolar hasardan betain ile birlikte
korumaktadir (353). Metabolitin serum konsantrasyonu son doénem bobrek

hastalarinda tiremik birikim ile artmaktadir (354).

Gill ve arkadaslariin genis bir KBH kohortunda yaptig1 iiriner metabolomik
analiz fare renal transkriptomik analizlerde myo-inositol iiriner diizeyleri ile kronik
bobrek hastalig1 arasindaki patofizyolojik baglantiya dikkat ¢ekmistir (353). Cesitli
etiyolojilere bagl kronik bobrek hastaliginda kronik tiibiiler hasara sekonder Smit
tasiyici proteinlerini kodlayan Slc5a gen ekspresyonunun azalmasinin myo-inositol
geri emilimi azaltti1 diigiiniilmektedir. Bu durumda 6zellikle mediiller renal tiibiiler
hiicreler hiperozmolar hasara kars1 savunmasiz hale gelmekte ve geri emilim azaldig1
icin dolayli olarak iiriner myo-inositol diizeyleri artmaktadir (353). Deneysel
diyabetik fare modellerinde bu hipoteze uygun olarak renal dokuda myo-inositol
diizeyi azalmaktadir (355). Dutta ve arkadaslarinin yaptig1 bir fare ¢alismasinda
myo-inositol yikimmna yol acana MIOX (myo-inositol oksijenaz) enziminin
ekspresyon artiginin renal dokuda myo-inositol konsantrasyonunu azalttig1 ve sis-
platin iligkili nefrotoksisiteyi arttirdigi gosterilmistir (356). 2012 yilinda kronik
bobrek hastalarinda yapilan NMR bazli bir metabolomiks ¢alismasinda myo-inositol
diizeylerinin arttig1 goriilmistiir (357). FSGS ve MCD hastalar1 arasinda

karsilagtirmali bir tiriner metabolomiks analizde FSGS grubunda iiriner myo-inositol
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diizeyleri yiiksek olarak bulunmus ve bu durum yiiksek tiibiilointerstisyel hasar ve
kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (358). ADPKD hastalarinda iiriner myo-
inositol/sitrat oraninin renal progresyon ile iligkili oldugu saptanmistir (359).
Renoprotektif etkileri iyi bilinen losartan ve dapaglifozin tedavileri sonrasinda fare
modelleri ve diyabetik bireylerde iiriner myo-inositol konsantrasyonlarinin arttigi

gosterilmistir (360, 361).

Metabolomik analizlerde amiloidoz grubunda iki disakkarit (laktoz ve
maltoz) yiiksek saptanmustir. Uriner disakkarit diizeyleri diyet ve gastrointestinal
enzimatik aktivite diizeyini degerlendirmek icin kullanilabilmektedir (362). Renal
hastaliklar ile iliskisi konusunda ise ¢ok sinirli yaym bulunmaktadir. Periton diyalizi
hastalarinda yapilan bir metabolomik analizde Choi ve arkadaglar1 serum maltoz
diizeylerini hemodiyaliz hastalarina gore periton diyalizi grubunda daha yiiksek
olarak saptamis ve bu yiiksekligin yalnizca ikodekstrin kullanan hastalarda oldugunu
belirtmislerdir (363). Giris kisminda da bahsedilen yliksek ve diisiik proteiniiriye
sahip membran6z nefropati hastalarimin karsilastirildigr bir iiriner metabolomik
analizde Gao ve arkadaglarimin diisiik proteiniiri grubunda daha yiiksek saptadigi

metabolitlerden biri laktoz olmustur (364).

Ozellikle triptofan metabolizmasi, glisin/alanin ve dalli zincirli aminoasitlerin
tiriner dlizeyleri iizerine metabolomik c¢alismalar olmakla birlikte lizin
metabolizmasina lizerine ¢ok smirl sayida veri mevcuttur . Sui ve arkadaslarinin
saglikli bireyler, diisiik ve yiiksek riskli IgAN hastalarinda yaptigt NMR bazli bir
serum metabolomik analizde diger pek ¢ok aminoasit ile birlikte lizin diizeylerinin
hem diisiik hem yiiksek riskli IgAN hasta grubunda azaldig1 goriilmiis ve yazarlar bu
durumu kronik bobrek hastaligina sekonder Krebs dongiisii bozukluguna sekonder
ara metabolitlerdeki azalma ile iliskilendirmislerdir (201). Ayrica ayni ¢alismada
hasta grubunda serum myo-inositol diizeylerinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir.
Caligmamizda ise amiloidoz grubunda kontrol grubuna gore lizin diizeyleri daha

diistik olarak saptanmustir.

Her ne kadar ¢alisgmamizda AA grubunda MN grubuna gore yiiksek iiriner

tirik asit diizeyleri GFR degerlerine bagli olarak yiiksek serum diizeyleri ile
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aciklanabilecek olsa da iiriner metabolomiks ¢alismalarinda piirin metabolizmasi ile
biyobelirteglerin saptanmasi bu yolagin KBH siirecinde bozulduguna isaret
etmektedir . Alman KBH Kohortu’ nda yapilan bir diger ¢alismada renal progresyon
ile iligkisi gosterilen iiriner UMOD diizeyleri ile iiriner iirat diizeylerinin korele
oldugu bildirilmistir (365). Bir toplum calismasinda iiriner kadmiyum diizeyleri ile

tiriner irik asit diizeyleri arasinda korelasyon oldugu bildirilmistir (366).

Bu c¢alisma literatiire ilk kez renal AA Amiloidoz hastalarini igeren
karsilagtirmali bir tiriner omiks analizi niteligini tagimaktadir. Hastalarin gerek AA
gerek karsilagtirma gruplarinda yeni tan1 olmasi ve bu nedenle RAAS inhibitorii veya
kolsisin disinda herhangi bir tedavi almamis olmasi analizin giiciinii arttirmaktadir.
Hem proteomik hem metabolomik analizin beraber yapilmasi bulunan sonuglarin
biitiincilil analizine katkida bulunmustur. Valide skorlama sistemleri ile patolojik
olarak bobrek biyopsilerin skorlanmasi GFR ve proteiniiriye ek olarak daha gii¢lii bir
sekilde verilerin kronik tiibiilointerstisyel hasar ile iliskilendirilmesini

kolaylastirmistir.

Calismamizin pek ¢ok kisitlhiligi bulunmaktadir. Hastaligin nadir dogasi
geregi orneklem grubu ¢ok kiigiik olup kapsamli ¢ikarimlart miimkiin kilmamaktadir.
Ayrica nicelik olarak regresyon analizine tam anlamiyla imkan vermemektedir.
Ikinci temel kisithlik heniiz saptanan protein ve metabolitlerin doku veya idrarda
konfirmasyonunun bagimsiz bir kohortta yapilmamis olmasidir. Ayrica ¢alismamiz
kesitsel nitelikte olup verilerin uzun dénem prognozu a¢isindan yorumlanmasi uygun
degildir. Son olarak metabolomik analiz yapilan tiim bireylere proteomik analiz
yapilamamis olup bu durum metabolit-protein korelasyon analizlerinde istatistiksel

anlamliliga ulagmakta engel teskil etmistir.



79

6.SONUC ve ONERILER

1. Bu pilot calismada literatiirde ilk kez renal AA Amiloidoz hastalarinda
karsilagtirmali  bir {iriner proteomik ve metabolomik analiz yapilmis ve
biyoinformatik sonuclarin klinik, laboratuvar ve patolojik veriler ile iliskisi

calisiimustir.

2. Calismamizda gerek proteomik gerek metabolomik analizlerde AA
Amiloidoz grubunu kontrol grubu ve diger glomeriiler hastalik gruplarindan ayiran

protein ve metabolitler saptanmustir.

3. Hastalarin tiibiiler atrofi, interstisyel fibrozis, glomeriiloskleroz gibi
patolojik oOzelliklerini skorlamamiz sayesinde saptanan bu molekiillerin standart
klinik ve laboratuvar verilerine ek olarak patolojik veriler ile olan korelasyonlarini
calismamiz ve yorumlamamiz miimkiin olmustur. Ayrica proteomik ve metabolomik
analizleri beraber uygulamamiz patofizyolojik iliskilerin daha kapsaml

degerlendirilmesini saglamistir.

4. Hastaligin nadir prevalansi geregi yen tanmi olgu sayist kisith kalmis; bu
nedenle homojenite saglanamamis ve bazi korelasyonlar istatistiksel anlamliliga
ulasamamustir. Ayrica henliz bagimsiz bir amiloidoz kohortunda saptadigimiz
molekiiller valide edilmedigi i¢in biyoinformatik sonuglarin genellestirilmesi bu

noktada miimkiin olmamustir.

5. [lleride daha biiyiik bagimsiz AA amiloidoz kohortlarinda idrar ve/veya
dokuda bu biyobelirteclerin valide edilmesi gerek patofizyolojik gerek prognostik
acidan yeni  veriler saglayacak; birden c¢ok biyobelirtecin  beraber
degerlendirilmesiyle tanisal ve/veya prognostik paneller olusturulabilecek ve

gelecekte olasi non-invazif amiloidoz tanist konusunda énemli bir adim olacaktir
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	3.vuruş Gd-IgA1 içeren immün komplekslerin oluşumu olup gerek anti-gd-IgA1 IgA ve IgG antikorları gerek yalnızca gd-IgA1 molekülleri kan dolaşımında saptanabilen immün kompleksler oluşturabilirler. Monomerik gd-IgA1 moleküllerinin aksine bu immün ko...

