(

CELAL BAYAR

UNIVERSITESI

T.C.
CELAL BAYAR UNIVERSITESI
HAFSA SULTAN HASTANESI

GOCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILIM DALI

PUROMISIN (PAN) iLE NEFROTIK SENDROM GELISTIRILEN
RATLARDA 1,25(0OH). VITAMIN Dz VE PARIKALSITOLUN PROTEINURI
ILE PODOSIN VE NEFRIN MRNA UZERINE ETKIiSi

UZMANLIK TEZi

Dr. Hamdi METIN

Tez Danigmani:

Prof.Dr. Pelin ERTAN

MANISA-2016



ONSOz

Tezimin tum asamalarinda emegi ve bilgisinden yararlandigim, bana yol
gOsteren ve destegini her zaman hissettiren tez hocam Sayin Prof. Dr. Pelin
ERTAN’a;
Uzmanlik egitimim suresince bilgi ve deneyiminden yararlandigim, destek ve
yardimini gérdigum basta Anabilim Dali Baskanimiz Sayin Prof. Dr. Muzaffer
POLAT olmak Uzere tim hocalarima;
Tezimde yer alan histolojik parametrelerin galisiimasinda ve hayvan deneyi
suresince yardimlarini esirgemeyen Sayin Dog. Dr. Elgin TURKOZ ULUER ve
ekibine;
Tezimde yer alan genetik parametrelerin calisiimasinda yardimlarini
esirgemeyen Sayin Prof.Dr. Sirrt CAM ve ekibine;
Tezimde vyer alan verilerin istatistiksel analizinde ve yorumlanmasinda
yardimlarini esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Pembe KESKINOGLU'na;
Birlikte calismaktan her zaman keyif aldigim, tezimin hazirlanma surecinde de
yanimda olan sevgili uzmanlarima, asistan ve hemsire arkadaglarima;
Her zaman oldugu gibi sabir ve desteklerini esirgemeyen, hayatimizi her
sekilde kolaylastirmaya calisip bana ¢alisma ortami sunan aileme;
Bu uzun slren galismada sonsuz hosgorusu, sabri ve yardimlariyla her zaman
yanimda olan biricik esim Damla METIN’e;
Ve tez surecimde ailemize katilmig olan beni motive eden kizim Duru
METIiN’e;

TESEKKUR EDER ve SAYGILARIMI SUNARIM...

Dr. Hamdi METIN



ONSOZ
ICINDEKILER
KISALTMALAR

SEKIL VE GRAFIKLER
TABLOLAR

|. GIRIS VE AMAC

Il. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Anatomisi
2.2. Bobrek Histolojisi
2.3. BobrekFizyolojisi
2.4. Nefrotik Sendrom

2.4 1.Siniflandirma

ICINDEKILER

2.4.1.1. Klinik Siniflandirma

2.4.1.2. Histopatolojik Siniflandirma
2.4.1.2.1.Minimal Lezyon Hastaligi
2.4.1.2.2.Fokal Segmental Glomeruloskleroz
2.4.1.2.3.Mezangial Proliferatif Glomerulonefrit
2.4.1.2.4 Membranoproliferatif Glomerilonefrit
2.4.1.2.5.Membran6z Glomerulonefrit

2.4.1.3. Tedaviye Cevaba Goére Siniflandirma

2.4.2. Nefrotik Sendrom Fizyopatolojisi

2.4.2 1.Proteinuri

2.4.2.2. HipoalbUminemi

2.4.2.3.0dem

2.4.2.4 Hiperlipidemi

2.4.3.Genetik

2.4.4. immunolojik Bozukluklar

2.4.5 Klinik
2.4.6.Tani

2.4.7 Labaratuvar Bulgular
2.4.8.Nefrotik Sendrom Tedavisi.
2.4.8.1.Spesifik Tedavi
2.4.8.1.1 Kortikosteroidler
2.4.8.1.2.Sitotoksik Tedaviler
2.4.8.2.Destek Tedavi
2.5. Deneysel Nefrotik Sendrom Gelistirme
2.5.1.Puromisin Aminonukleozid Neffriti
2.5.2.Adriamisin(Doxarubicin) ile Olusturulan Nefrotik Sendrom

2.5.3.Heymann Nefriti

2.6. D Vitamini Metabolizmasi
2.6.1.D Vitamini Reseptorleri

<. <

<.

OO0 P~,wWw W =



I.MATERYAL VE METOD

3.1. Deneysel Calisma
3.2. Deney Hayvalari
3.3. Method

3.4. statistiksel Analizi

IV.BULGULAR
V.TARTISMA

5.1. Sigcan Sec¢im Ve Bakimi

5.2. Deneysel Nefrotik Sendrom Modeli
5.3.Proteinuri Etkisi
5.4.D Vitamini Ve Parikalsitol Etkisi

VI. SONUGLAR
Vil. OZET

VIIl. ABSTRACT
IX.KAYNAKLAR

22

22
22
23
29

31
42

42
42
43
44

47
52
54
56



GFR.

HT.

DM.

ADH.

ANP.

MLH.

FSGS.

MPGN.

APSGN.

MGN.

SLE.

SRNS.

BUN.

ACE.

PAN.

VDR.

ARB.

KBY.

NSAL.

PAN.

GLM.

KISALTMA

: Glomerduler filtrasyon hizi

: Hipertansiyon

. Diyabetes Mellitus

. Antidiuretik Hormon

. Atrial Natritretik Peptit

: Minimal Lezyon Hastaligi

: Fokal Segmental Glomeruloskleroz

: Membranoproliferatif Glomerulonefrit
. Akut Poststreptokoksik Glomerulonefrit
: Memran6z Glomerulonefrit

: Sistemik Lupus Eritematozus

: Steroid Rezistans Nefrotik Sendrom
: Kan Ure azotu

. Anjiotensin Konverting Enzim

: PGromisin Aminonukleozid Nefriti

. Vitamin D Reseptoru

: Anjiotensin reseptor blokoru

: Kronik bobrek yetmezligi

: Nonsteroid antienflamtuar

: PUromisin aminonukleozid nefriti

: Genellestirilmis dogrusal model



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.

Sekil 6.

Sekil 7.

SEKILLER VE GRAFIKLER
Nefrotik Sendrom ile lligkili Immunolojik Faktorler
D Vitamini Metabolizmasi
Gruplara goére 0. Gun protein/kreatinin oraninin dagihmi
Gruplara gore 4. Gun protein/kreatinin oraninin dagihmi
Gruplara gore nefrin ve podosin mRNA ekspresyon farki

Kontrol, Nefrotik Sendrom, D vitamini ve Parikalsitol gruplarina
ait histolojik kesitlerin Hematoksilen-Eozin ile boyali 6rnekleri

Kontrol, Nefrotik Sendrom, D vitamini ve Parikalsitol gruplarina
ait kesitlerde nefrin ve podosin primer antikorlarinin
immunohistokimyasal dagilhmlari.

\

14

20

34

36

37

39

40



TABLO
Tablo 1. Nefrotik Sendrom Klinik Siniflandirmasi
Tablo 2. Nefrotik Sendrom Histopatolojik Siniflandirmasi
Tablo 3. Proteinri Tanimi
Tablo 4. Nefrotik Sendrom iligkili Genetik Mutasyonlar
Tablo 5. Deneysel Nefrotik Sendrom Modelleri
Tablo 6.Calisma Gruplari
Tablo 7. Parafin Takip ProtokolU
Tablo 8. Hematoksilen Eozin Boyama Protokolu
Tablo 9. GIm Modellemesi
Tablo 10. Kontrol Grubu Proteinurisi
Tablo 11. Nefrotik Sendrom Grubu Proteinurisi
Tablo 12.D Vitamini Grubu Proteindrisi
Tablo 13. Parikalsitol Grubu Proteindrisi
Tablo 14. 0. Gun Gruplarin Protein/Kreatinin Orani Kargilastirmasi
Tablo 15. 4. Gun Gruplarin Protein/Kreatinin Orani Kargilastirmasi
Tablo 16. 7. GUn Gruplarin Protein/Kreatinin Orani Karsilastirmasi
Tablo 17. Nefrin mRNA Ekspresyon Farki Median Degerleri

Tablo 18. Nefrin mRNA Ekspresyon Farki Median Degerleri Ve
Posthoc Analizi

Tablo 19. Podosin immiinhistokimyasal Dagilimi

Tablo 20. Nefrin immiinhistokimyasal Dagilim

VI

11

12

13

18

23

25

26

30

32

32

33

33

37

38

41

41



|.GIRIS VE AMAG

Proteinuri, kronik borek yetmezliginin ilerlemesinde ana prediktordir ve
ayni zamanda biyokimyasal belirte¢ olarak da yer alir.(115,116) Proteinuri
kronik bdbrek yetmezligi yonetiminde ilk ulasiimasi gereken tedavi hedefi
olarak farkedilmistir.(117-118)ARB ‘ler ilk tedavi 6nerisi olarak kullanilir. Fakat
rezidi proteintri devam etmektedir. Bagka tedavi Onerileri de olmustur.
Bunlardan biri olan D vitamini ve derivasyonlaridir ve orta dizeyde multipl
etkisi vardir. Gen ve bdbrek Ustinde multisistemik etki (kardiovaskuler sistem,
immun sistem) yarattigi gésterilmistir. Bunlardan biri antiproteinurik etkisidir ve
bircok calisma bu etkiyi desteklemektedir.(119-120) Fakat bu etki klinik olarak

gOsterilememigtir.

Nefrotik sendorom, nefrotik tipte proteindri ve idrarla bliyuk miktarda protein
kaybiyla iligkili klinik bulgu triadi ile tanimlanir. Bu triad da hipoalbumin,
hiperlipidemi ve 6dem yer alir. Nefrotik tipte proteiniri >40mg/m?/saat veya
sabah ilk idrarda protein: kreatinin oraninin >2-3:1 olarak tanimlanir. Nefrotik
sendromun altinda yatan anormallik, masif proteinuri ve hipoalbiminemiye yol
acan glomeruler kapiller duvarin gegirgenliginin artmasidir.(30) Biyopside
gorulen podosit ayak proseslerin silinmesi podositin baglica rolu oldugunu

dusundardar.

Renin anjiotensin aldesteron sistemini bloke eden ilaglar proteinuriyi
azaltma ve hastahgin ilerleyisini yavaslatmada etkilidir. Diyet ve hijyen
Onerilerine uyulmasi sonrasinda; anjiotensin reseptor blokorleri (ARB)
renoprotektif ve antiproteinurik tedavinin ilk adimidir. Seviye 1 Oneri olarak yer
alir.(121-124) Ancak ARB’lerin antiproteindrik etkisi genellikle suboptimaldir ve
tedavi icin hedefe ulasilsa bile (renoprotektif etki saglanmis olsa) hastanin
rezidUel proteinurisi devam eder. ARB’ler rezidlel proteinUriyi azaltmasina
ragmen cift blok potansiyeli nedeniyle ters etki yaratabilirler. Bu durum
mortaliteyi azaltmaz ve diyabet gibi yaygin nefropati olan hastalarda bobrek
fonksiyonlarinda belirgin bir gelisme saglayamaz.(121-126)



Klinik olarak bir¢ok ilag reziduel proteinurinin azaltiimasi igin test edilmistir.
Bunlardan biri olan D vitamini ve derivasyonlarinin orta dizeyde multipl etkisi
vardir. D Vitamini karacigerde sentezlenmeye baslar ver bobrekte degisime
ugrar.(30) intraseliiller D vitamini reseptorii, VDR olarak tanimlanir ve bu
reseptor kalsitriol aktivatorudur. Bu dogal Uretiminde parikalsitol gibi selektif
VDRA’leri vardir.

Kultirde dretilen podositlerde, kalsitriolin doza bagimli bir sekilde nefrin
genin transkripsiyonunu aktive ettigi gosterilmistir. Kultirlenmis bdbrek
hicrelerinde ise kalsitriol ve parikalsitol hem podositler hem de boru
seklindeki hucrelerinde interldkin (IL) -6, monosit kemotaktik protein-1 (MCP-
1), IL-8 ,yuksek glukoz konsantrasyonlari gibi enflamasyon aracilarinin

yanitinin ekspresyonunu azaltmistir.(129)

Yapilan calismalarda, deneysel nefropatilerin Uzerinde VDRA’nin olasi
antiproteinlrik etkisi ele ahnmistir. VDRA farkh hayvan modellerinde
antiproteilrik etkiye sahiptir. VDR aktivasyonu, bagisiklik kdkenli nefropatinin,
subtotal nefrektomi KBY'nin, diyabetik nefropatinin, puromisinle olusturulmus
nefrotik sendromun ve glomeruler nefropatilerinin  Uzerinde antiproteinurik
etkisi olabilecegine dair kanitlar vardirVDRA farkh hayvan modellerinde
antiproteilrik etkiye sahiptir. Fakat kalsitriol ve 1,25(0OH)2D3 kullaniimasina
ragmen parikalsitolle kargilastima ¢alismalarina rastlamadik. insan ¢alismalari
yapillmadan 6nce parikalsitolin proteinuri ve bdbrek dokusu Uzerine olacak
etkilerinin bilinmesi gerekmektedir. Bu nedenle yapacagimiz c¢alismada
siganlar Uzerinde etkin oldugu ortaya ¢ikar ise normalde farki amaclarla tedavi
olarak kullanilan parikalsitolin proteinurinin azaltiimasi ve renal koruyucuk

acisindan insan ¢alismalarinda kullaniimasina katkida bulunacaktir.



II.GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Anatomisi

Bobrekler, ¢ift organ olup karin boslugunun Ust ve arka tarafinda
retroperitoneal aralikta columna vertebralisin iki yaninda T12-L3 seviyesinde
yer alir. (1) Erigkin bébrek uzunlugu 10 cm, genisligi 5 cm, kalinh@1 2.5cm’dir.
Sol bobrek, sag bobrede gore biraz daha uzun ve dardir. Agirlik erigkin erkekte
125-170gr, kadinda ise 115-155gr'dir(1,2).

Facies anterior ve facies posterior olmak Uzere iki yuzu vardir. Margo
medialis ve margo lateralis olarak iki kenari vardir. Bobrek disa dogru capsula
fibrosa, capsula adiposa, fascia renalis olarak 3 kilifla sariimistir. Bébrek
korteks renalis , medulla renalis ve sinus renalisten olugur. (1) Medulla renalis
sayllari 8-10 arasinda degisen , pyramis renalis denilen koni seklindeki
yapilardan olusur. Bu piramitlerin basis pyramidis denilen taban kismi
bobregin dig kismina , papilla renalis denilen tepe kismi ise sinus renalise
bakar. Pyramis renalislerin arasina columna renalis denilen kortikal cevher
uzantilari girmistir. Bir pyramis renalis papilla renalis haric tamamen korteks
renalis ile ¢evrelenmigtir. Pyramis renalis ve cevresini saran kortikal kisma
beraber lobus renalis denir. Pyramis renalislerin taban kisimlarindan kortikal
cevhere dogru uzanan ve medullar cevhere ait olan isinsal yapilara pars
radiata denir.(1,2) Kortikal cevherin pyramis renalisler tarafindan kalan

bélimune columna renalis denir.(1)

Malpighi cisimcigi, arteriola glomerularis afferens ve efferensin olusturdugu
damar yumagina glomerulis ve bunu saran yapiya Bowman Kapsulu denir.
Her Malpighi cisimcigi ve buna ait idrar kanalcigi, kandan idrar stizen bir birim
olusturur. Nefron denilen bu birimler her bir bébrekte yaklasik 1.000.000-
1.250.000 adet arasindadir. Her bir nefron kisa bir ara parca ile toplayici
kanallara acilir. Toplayici kanallar birlegserek daha kalin toplayici kanallari
olusturur. Sonunda papilla renaliste bulunan sayilari 10-25 arasinda degisen
ve foramina papillare veya pori uriniferi denilen deliklerle kaliks renalis minora
acilir. Toplayici kanallar bébregin medullar cevherinde bulunur.(1) 1-3 papilla

renalis bir kaliks mindér’ e agilir. 2-3 kaliks minor bir kaliks majort olusturur.



Sayilari genelde 3 olan kaliks majorler pelvis renalisi yapar. Pelvis renalis

bdbrek ¢ikisinda daralarak Ureteri olusturur.(1,2)

2.2.Bobrek Histolojisi

En dista ince kollajen ipliklerden zengin saglam fibréz bir kapsdulle ¢evrilidir.
Kapsulde az sayida elastik iplikler vardir.(4) Kapsul iki tabaka gosterir. Dig
tabaka fibroblastlar ve kollajen lif barindiran fibroz yapilardir. igte ise gok
sayilda myofibroblastlar vardir. Myofibroblastlarin kontraktilitesi olmasi

nedeniyle bobregin stizme 6zelligine yardimci olur. (5,6)

Renal lob, bir renal piramid ve onun devami olan korteks bdliminden
olugur. Bobrek lob sayisi piramid sayisina denktir. Korteks kisminda ¢ok

saylida nefron; medulla kisminda ¢ok sayida toplayici kanal bulunur.(9)

Her bir bobrek lobu birgok bdbrek lobguguna ayrilir. Her renal lobta piramid
tabanindan c¢ikip kortekse dogru 1ginsal uzanan birgok medulla radius vardir.
Bu medulla radiuslar henle kulbunun baglangi¢c ve son kismi ile toplayici
kanallarin baslangi¢ kisimlari ve kiigik kan damarlarini igerir. Renal lobgugun

eksenini medulla radiuslar olugturur.(10)

Korteks bolumunde iki tip intertisyel hucre bulunur. Fibroblastlar ve
makrofajlardir. Medullada ise myofibroblastlar ve diger bag doku hcreleri
vardir. Proteoglikanlar ve ince kollajen lifler vardir. Myofibroblastlarin uzun
eksenleri toplayici tlplere paralel olarak uzanir. Medulladaki bag doku
hicreleri komsu tlpcuklerin ve kan damarlarinin etrafini saran sitoplazmik
uzantilarla olusur. Stromanin barindirdigi yapilar nefron ve toplayici
kanallardir.(4,10)

Nefron; bdbrek paransiminin foksiyonel ve yapisal birimidir. Nefronlar
birbirleri ile anastomoz yapmazlar. Nefronun baslangici olan bdbrek
cisimcikleri (malpigi cisimcikleri) balon gibi sigkindir. Bu kisim glomerul ve
bowman kapsulu olarak iki kisimdan olusur. Glomerlle giren ve g¢ikan
arterlerin bulundugu kisma damar kutbu tam karsisinda sutizilen sivinin ¢iktigi
kisma idrar kutbu denir.(5,8)



Glomerdl, arter hattindan gelen yuksek basingli kani olan pencereli kapillar
agdir. A. Afferent renal cisimcige girdikten sonra 2-5 adet primer dala ayrilir ve
glomertl olusur. Glomerilin gapi 200-250 mikronmetre kadardir. Sonrasinda
glomerul tekrar arteriole (a.efferent) doénusur. Glomeralin kapilleri
pencerelidir. Bu pencerelere por denir ve porlar diyafram ile kapatilmamistir.
Bu tek kath yassi kapiller endotelleri bir bazal memran Uzerine oturmustur.
Boylece kilcal damarlarin lUmenindeki sivi yuksek hidrostatik basincinin etkisi
ile kolay filtrasyon gerceklesir.(6,7) Bowman kapsuli, iki yaprak seklindedir ve
her yaprakta epitel hicrelerinden ibarettir. Tek katl yassi epitelden olusan dis
yaprak ve tek kath kubik epitelden olusan i¢ yaprak arasinda sivinin biriktigi

Bowman Araligi mevcuttur.(9)

Viseral yaprak epitellerinde damar endotellerine dogru uzanan sekonder
uzantilar vardir. Bunlara podosit denir.  Podositlerin sitoplazmasinda
mikrotubuluslar ve mikroflamanlar vardir. Suzulen sivi mikrotubuluslar ya da

podositlerin arasinda acikliklardan suzuilir.(6,9)

Bobrek cisimciginin suzicu membrani endotel hucresi, podosit ve
aralarindaki bazal membrandan olusur. Bu membranin bulundugu alanda
uclncu bir hucre turt bulunmaktadir. Bunlara mezangial hucreler denir.
Kapiller yumak etrafinda bulunanlara intraglomeruler mezangial hicre; damar

kutbunda olanlara eksttraglomertler mezangial hiicre denir.(7)

Slzucli membranda tek devamli yapi bazal membrandir. Bazal membran
yaklagik 0.1mikron kalinligindadir. Elektron mikroskop ile bakildiginda
elektron yogun tabaka lamina densa ve her iki yanda elektron gegirgen tabaka
lamina rara goérulur.(11) Lamina densa tip4 kollajen, lamina rara da ise

heparan sulfat yogundur. Her ikisinde de fibronektin ve laminin bulunur.

Tubulus proksimalis, pasif ve aktif transport ile geri emilimin saglandigi
nefron bolimudir. idrar kutbundan bowman kapsilinin pariyetal
yapraklarinin devami seklinde baglar. Nefronun en uzun ve genis bolumuddar.
Geri emilimin biiyiik kismini saglar. ince membran Ustiinde olan tek katli kiibik
membranlar veya piramidal hicreler ile désenmistir. Cok sayida mikrovillis

fircamsi kenar vardir ve varolan mitokondrilerden dolayi asidofilik boyanir. Su,



glikoz, kiiguk proteinler vitamin C ve bazi iyonlar emilir. Geri emilen materyal

peritubuler kapillerlere gecer.(10,11)

Medullaya yakin olan jukstamedullar nefronlarin henle kulbu uzun, kortikal
nefronlarin ise kisadir. iki bolge arasinda kalan nefronlarin henle kulbu orta
uzunluktadir. inen ve g¢ikan olmak (izere iki kulbu vardir. Reabsorbsiyon
yetenedi bulunmaktadir. idrari hipertoniklestirir ve viicut suyunun korunmasini
saglar. Inen kol proksimal tubulin birden bire daralmasi ile olusur ve
medullada bulunur. Tek kath yassi epiteldir. Cikan kol diz pargadir ve
medullaya uzanir. Tek kath yassi epitel tek kath kibik epitele donugur. Tuzlar
ve Ure emilimi ¢ikan kolda gerceklesir. Medullada giderek doku sivisinin
onkotik basinci artar. Cikan kolonda aktif transport belirgin olup mitokondri ve
ATP miktari fazladir. (7,8)

Tubulus distalis, ¢ikan henle’ nin devami diz parga ve ondan sonraki
Kivrimli pargadan olusur. Proksimal tubdlden kisa oldugundan kesitlerde az
gorular. Epiteli kisa ve kubiktir. Az sayida mikrovillus vardir. Proksimal tibule
goére daha az reabsorbsiyon yapar.Ayrica jukstaglomeruler aygitin olugsmasina
katkida bulunur.(5,6)

Jukstaglomeruler aygit, tubulus distalis bobrek cisimciginin damar kutbunda
ait oldugu nefronun a.affentiasina dogru ilerler ve temas eder. Temas
noktasinda meydana gelen degisiklikler sonucunda olusur. Ug yapidan olusur.
Jukstaglomerdler hiicreler, A.afferensin glomertle girisinde medial tabakadaki
birka¢ sira epiteldir. Gorevleri tam olarak bilinmemektedir.idrarla temas

halindedir ve idrar 6zelligini diger hucrelere bildirir(4,7).
2.3. Bobrek Fizyolojisi

Bobregin esas amaci vucudun ihtiyaci olmayan metabolizma Urtnlerinin,
ilaglarin ve digardan alinan yabanci maddelerin idrarla uzaklastiriimasini
saglamaktir. Su ve elektrolit dengesinin dizenlenmesi ile vicut sivilarinin
osmalaritesi korunur, asit sekresyonlarinin kontroli ve vicut tamponlarinin
stoklanmasinda gorev alir, ayrica uzun sureli arteryel kan basinci
dizenlenmesine su ve sodyum atihmi ile katkida bulunurken, kisa sureli arter

kan basincinin dizenlenmesinde anjiotensin |l faktorlerin yapimina neden olan



renin Uzerinden etkir. Renin, prostoglandin, kininler ve eritropoetin salgilarken
ayrica D vitamininin aktiflesmesinde rol oynar. Glikoneogenezde uzun sureli
aclikta aminoasit, laktat, purtvat, gliserol ve ketoasitlerin 6ncullerinden glukoz
sentezler. Salgiladigi eritropoetinle eritrosit yapimini uyarir. Glomertl; afferent
arteriollerden kan alan kapiller yumaga denir. Glomertuler kapiller endotel
hdcrelerinde suyun epitel hlcresinden hizli sivi gegisini saglayan akuaporin-1

su kanallari bulunur.

Glomertler filtrasyonu belirleyen iki faktér vardir. Birincisi filtrasyon
membraninin gegirgenligidir. Filtrasyon katsayisi(Kf) olarak tanimlanir. Ikincisi
ise kapiller membrana etki eden net filtrasyon basincidir. Glomertler filtrasyon
hizi(GFR)=Kf xNet filtrasyon basincidir. Filtrasyon membranindaki porlarin
¢aplari 70-100000 dalton kadar olduklarindan molekul agirligi kiguk su, ure,
sodyum gibi molekuller rahat gecebilirken molekdl agirhdr buylk olan
proteinler gegememektedir. Membran negatif yukli oldugundan katyonik
molekullerin gegisi engellenmektedir. (12,13).Net filtrasyon basinci; filtrasyon
basinci, filtrasyon membranina etki eden filtrasyon kolaylastiran veya

engelleyen kolloid osmotik ve hidrostatik basinglarin toplamidir.

Otoregulasyon, arteryel kan basincinda belirgin degisikliklere karsin bobrek
kan akimini ve GFR’ nin sabit tutulmasina g¢alisan sistemik etkilerden bagimsiz
mekanizmaya denmektedir. Kontrol mekanizmasi sayesinde kan basinda 75-
160 mmHg arasindaki degisimler sirsinda GFR de sadece ylzde bir civarinda
degisiklik olur. Otoregulasyon makula densadaki sodyum  klorlr
yogunlugundaki degisiklikten alinan geri bildirim ile renal arteriollerdeki
direncin degismesi ile saglanir. GFR’ nin asin artmasi otoregulasyonla
engellenir.(14).

Proksimal tubul; nefronlarda aktif enerjinin en ¢ok kullanildigi, iskemiye en
duyarli ve nefrotoksinlerden en c¢ok etkilenen alandir. Bu tabdllerde
ultrafiltrattaki su ve sodyumun buydk bir kismi geri emilir. Na+K+ATPaz
pompasi iglevi ile uygun elektrokimyasal gradient olusturularak cesitli
tasiyicilarin kullanildigi bu pasif diftizyon islemine eneriji kullanimi olmasindan

dolay! ikincil aktif transport adi verilmigtir.. Filtre edilen glukoz, fosfat,



aminoasitler ve diger organik solutlerin hemen tamami sodyumla iligkili olarak
geri emilmektedir.(12,14)

Henle kulbu, ultrafiltratin %20-35’ nin gergeklestigi alandir. inen ince kol
suya gegcirgendir. Suyun %20’ si buradan geri emilir ve ultrafiltrat hipertonik
hale gelir. Cikan ince kolda Nacl emilir ve Ure salgilanir. Cikan kalin kol filtre
edilen Sodyum +K+ CI’ un aktif olarak emildigi ve metabolik olarak en aktif
kisimdir. (13)

Distal tubdl, ilk kismi tubuloglomeruler geri bildirimin dlUzenlenmesini
saglayan jukstaglomeruler aparatin bir pargasi olan makula densayi
olustururken bundan sonraki kisim ise yapi olarak henle kulbunun ¢ikan kalin
koluna benzemektedir. Bu bdolim NaCl konsantrasyonunu anlayan

kemoreseptor iceren makula densayi icerir. (13,14)

Toplayici kanallar, idrar konsantrasyonunun ve asiditesinin sekillendigi son
alandir. Kortikal toplayici kanallarda esas ve interkale hucreler olmak Uzere iki
hicre grubu vardir. Esas hucreler sodyum ve su reabsorbsiyonu, potasyum
atihmini saglar. interkale hiicreler sayesinde hidrojen atilir ve bikarbonat
reabsorbe edilir. Bu bolumdeki rabsorbsiyon ve atilimdan aldesteron
sorumludur. Medullada su ve sodyum reabsorbsiyonun gerceklestigi kisimdir.
Bu alanda ADH etkilidir. TUbuUler reabsorbsiyon sinirsel hormonal ve bdlgesel

mekanizmalar tarafindan kontrol edilir. (14)
2.4 .Nefrotik Sendrom

Nefrotik sendrom,glomertler filtrasyon bariyerinde gecirgenligin artmasi
sonucu olusan masif proteindri ve sonucunda olusan hipoproteinemi, 6dem ve
hiperlipidemi ile olusan klinik durumdur( 15,16 ). Cocuklarda masif proteinuri;
40 mg/m2/saat ve Uzerinde proteintri; sabah ilk idrarda protein/kreatinin
oraninin 2’ nin tzerinde olmasi olarak tanimlanir. Hipoalbliminemi ise plazma
albumin seviyesinin 2.5gr/dl’ nin altinda olmasidir.(17) Nefrotik sendromun
cocuklardaki yillik insidansi 100.000 de 2-7dir.(18) Cocukluk ¢agi nefrotik
sendromlarinin 2/3’ U 5 yagindan once baslar ve % 80-85’ ini minimal lezyon
hastaligi olusturur. (15,16,19)



2.4.1. Siniflandirma

Nefrotik sendrom klinik gorinum, histopatolojik lezyon ve steroid tedavisine

verdigi yanita gore siniflandirilir.(16).
2.41.1. Klinik Siniflandirma

Nefrotik sendrom olusumuna goére primer ve sekonder nefrotik sendrom

olarak iki gruba ayrilir.(20)

Primer nefrotik sendromun en sik karsilasilan tipi minimal lezyon

hastaligidir. (15,18) Primer nefrotik sendrom idiopatik olarak da tanimlanabilir.

Sekonder nefrotik sendromlar sistemik hastalida ikincil gelisirler.(16)
Nefrotik sendromu biyokimyasal ve histopatolojik agidan degerlendirmek
amaclyla siklikla fare ya da siganlar igin deneysel nefrotik sendrom

olusturulur.(21)

Tablo 1. Nefrotik sendrom klinik siniflandirmasi

Primer Nefrotik Sendrom

1.idiopatik Nefrotik Sendrom

a. Minimal Lezyon Hastahg: (MLH)

b. Fokal Segmental Glomertloskleroz (FSGS)

c. Mezangial Proliferatif Glomerulonefrit
2.immiinkompleks Glomeriilonefrit

a. Membran6z Glomerdlonefrit (MGN)

b. Membranoproliferatif Glomerulonefrit(MPGN)

c. Akut Poststreptokoksik Glomertlonefrit(APSGN)
3.Konjenital Nefrotik Sendrom

Sekonder Nefrotik Sendrom

1.Sistemik Hastaliklar: Henoch-Schoénlein purpurasi, sistemik lupus eritematozis (SLE), vaskilitler
2.Sistemik Enfeksiyonlar: Hepatit B, bakteriyel endokardit, sitma, varisella, HIV, poststreptokoksik
glomerulonefrit, infeksiyéz mononiikleoz

3. Heredofamilyal hastaliklar: Diabetes mellitus, Alport Sendromu, Nail Patella sendromu

4. ilaglar: Altin tuzlari, Nonsteroid Antienflamatuvar ilaglar (NSAID),

5. Neoplaziler: Hodgkin hastaligi, Lenfomalar, Losemiler, Karsinomalar,

6. Digerleri: Ari sokmasi, Asilama, Tiroidit, Miksédem, Malign obezite

2.4.1.2. Histopatolojik Siniflandirma

Isitk  mikroskobunda  goérllen  glomerliler  degisikliklere  gore
siniflandinimigtir.(22) Sonrasinda immunfloresan ve elektron mikroskopi ile

desteklenmistir.



2.4.1.2.1. Minimal Lezyon Hastalig:

Minimal lezyon hastaliginda glomerullerde histolojik degisiklik olmadigi
kabul edilir. Bazl hastalarda minimal mezangial kalinlagsma, bazal
membranlarda kalinlasma ve fokal mezengial hiicre artisi gérilebilir. immin
depozit birikimi yoktur. Nadir de olsa mezengial depolanma olabilir. Bu
depozitler IgM ve komplemanlardan olusur. Podositlerde hipertrofi ve foot

progeslerde genisleme olur.(15, 16, 22)

2.4.1.2.2. Fokal Segmental Glomeriiloskleroz

Fokal segmental glomeruloskleroz glomerullerin tamamen degil, bir kismini
tutan ve her glomerulin sadece segmentlerini etkileyen skleroz ile
karakterizedir.(23)

2.4.1.2.3. Mezangial Proliferatif Glomeriilonefrit

Mezangial hucrelerin sayisinda belirgin artis, 106kosit infiltrasyonu, kapiller
obliterasyon ile birlikte mezangial matrikste skleroz gurulir. Bowman
kapsilinde kresent ve adhezyon vardir. imminfléresan mikroskopisi
negatiftir. (16,25)

2.4.1.2.4. Membranoproliferatif Glomerulonefrit

Membranoproliferatif glomerulonefrit histolojik olarak glomerul hiicrelerinde
proliferasyon, mezangial alanda ve bazal membranda degisiklikler ile
karakterizedir. (23) Ug histolojik alt tipi vardir. Tip | de lezyon subendotelial IgG
ve kompleman birikmesi gozlenir. Tip Il de intramembrandz dens depolanmasi
ile bazal membran kalinlagsmasi goézlenir. Tip Il de transmembrantz

depolanma gozlenir. (25)

2.4.1.2.5. Membranoz Glomeriilonefrit

Morfolojik olarak epitel altinda glomerll kapiller duvar boyunca
immunglobulin igceren birikimlerin varligi ile karakterizedir.(23) Subendotelyal

depozitler diizenli bazen de dlzensiz dagilim gdsterir. (23,26)

10



Tablo2. Nefrotik Sendrom histopatolojik siniflandirma

Glomeriiler Lezyon Histopatolojisinin Siniflandirmasi
1. Minimal Lezyon Hastaligi (MLH)

Fokal Glomeriloskleroz

Fokal Segmental Glomertloskleroz (FSGS)

Fokal Global Glomeruloskleroz

Mezangial Proliferasyon

Diffuz Mezangial Proliferasyon

Sklerozan Glomerulonefrit

Membranoproliferatif Glomerilonefrit (MPGN)

Tip | MPGN: Subendotelyal Depolanma

Tip Il MPGN: intramembrandz Depozit

Tip Il MPGN: Transmembrandz Depolanma

Membrandz Glomerulonefrit (MGN)

Kronik Glomerilonefrit

oo oo oo Wo LN

2.4.1.3. Tedaviye Cevabina Gore Siniflandirma

Nefrotik Sendrom steroid tedavisine verdigi cevaba gore steroide cevapli
ve steroide direngli olarak iki gruba ayrilir. (15) Steroide direng duzenli olarak
6-8 hafta 60mg/m2/gin den alinmis prednisolon tedavisine ragmen masif
proteinurinin devam etmesidir. (15,24) Baslangicta steroide cevap var iken
izlemde cevapsizlasan vakalar sekonder direngli Nefrotik Sendrom olarak
tanimlanir. Minimal lezyon hastaligi steroide %85-90 yanit vermektedir. Bu
oran fokal segmental glomerilosklerozda %30 membrandz glomerilonefritte
ise %5’ e kadar azalmaktadir.(15,24.27) Steroide direngli Nefrotik Sendromun
idiopatik nefrotik sendromlarin %10’ unu olusturdugu bildiriimekle beraber bu

oran son donemde %27’ ye ¢ikmistir.(28,29)

2.4.2. Nefrotik Sendrom Fizyopatolojisi

Glomertuler kapiller duvar bozuklugu olup plazma proteinine karsi
gecirgenligin artmasi ile baglar. Hipoalbumineminin onkotik basingtaki azalma
yaratmasl sonrasinda ise 6dem gelisir. Hipoalbumineminin karacigerde
sentezi tetiklemesi sonrasinda lipoproteinlerin sentezide tetiklenir ve

hiperlipidemi gelisir. (23)

2.4.2.1. Proteinir

Nefrotik tip proteindri protein atiliminin > 40 mg/m2/saat olmasi ya da
sabah ilk idrarda protein: kreatinin oraninin >2-3:1 olarak tanimlanmasidir.
(30,15) idiopatik nefrotik sendromlarda bu podosit proses silinmesinin immiin
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sistemdeki komplekslerin bozuklugundan kaynakh oldugu dusunulmektedir.
(30,31) Ayrica var olan genetik mutasyonlar da bu duruma neden olabilirler.
(podosin, aktinin 4, MYH9, NPHS2, WT1 vb.)(31)

Proteinlrinin degerlendiriimesinde kalitatif, semikantitatif ve kantitatif
degerlendirmeler vardir. (17) (tablo 3)

Tablo 3. Proteintri tanimi

Proteiniiri tanimlari (14)

1.Kalitatif
o Dansite 1015’in altinda olan 3 idrar 6rneginin 2sinde dipstik yonteminde +
o Dansite 1015'in Uzerinde olan idrar 6érneklerinde 2+ protein varligi
2.Semikantitatif, sabah idrarinda protein/kreatinin orani (mg/mg)
¢ 0,2in alti normal

e 0,2-2,0 hafif
o 2,0’in Gzeri agir proteinri
3.Kantitatif

e Normal: 12-24 saatlik idrar 6rneginde < 4mg/m2/h
e Anormal : 12-24 saatlik idrar érneginde 4-40mg/m2/h
e Nefrotik sinir : 12-24 saatlik idrar 6rneginde > 40mg/m2/h

2.4.2.2. Hipoalbiminemi

Masif proteintri sonucunda olusan hipoalbimineminin gelismesi Nefrotik
Sendromun degismez bir sonucudur. (15,32) Hipoalbimineminin dizeyi
kisiden kisiye farklihk gostermektedir. Hipoalbliminemiye ikincil alblimin

globilin oraninda tersine donus yasanir. (30,48,49)

2.4.2.3.0dem

Nefrotik sendromun ana klinik bulgusudur.(15,16) Odem, hipoalbiminemi
sonucunda plazma onkotik basinci azalmasi, su ve iyonlarin intertisyel
mesafeye gegmesi sonrasinda olusur.(15) Bu durumdan sonra intravaskuler
volimde azalma renal perfuzyon basincini duslUrdr ve renin ajiotensin
aldesteron zinciri aktifleserek su tutulumu olur.(underfilling teorisi) (25,30)
Sodyum tutulumunun intrarenal mekanizmalarla meydana gelmis olabilecegi
de dusindlmektedir (overfilling teorisi).(17,25) Sodyum birikimi hipertansiyona

yol agmaz fakat intertisyumda asimetrik genislemeye neden olur. (33)

2.4.2.4. Hiperlipidemi
Nefrotik Sendromda kolesterol, trigliserit, fosfolipid ve yagd asitlerinde
plazmada artis gériiliir.(20) iki sebeple serum diizeylerinde artis gérilir.

Bunlardan birincisi hipoalbimineminin lipoprotein sentezi dahil olmak Uzere
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genel hepatik protein sentezini uyarmasidir. Ayni zamanda bu durum
koagulasyon faktorlerinin Uretiminin artmasina neden olur. Bu da tromboz
riskini arttirir. Diger sebep ise lipoprotein lipaz plazma duzeylerinde bu enzimin
idrar ile kaybi nedeniyle azalma gozlenmesidir. Lipid katabolizmasinda azalma
goralur.(30,35) Serum albumin duzeyi ile kolesterol dlzeyi arasinda ters oranti
mevcuttur. (32) Trigliserid duzeyleri degiskendir. Hafif hipoalbiminemi var ise
normal sinirlarda olabilir.(34) Lipoproteinlerin sentez asamalari ile albimin
sentez agsamalari; ¢ok yakin metabolik suregler oldugundan albumin sentez

artigi lipoprotein sentezini de arttirmaktadir. (32)

2.4.3. Genetik

Steroid direncli nefrotik sendrom hastalarinin bir kisminda slit diyaframi
olusturan podosin proteinlerinin ya da podosin iskeletinin (NPHS1, NPHS2,
CD2AP, TRCP6 ve ACTN4) gen kodlarinda degisiklikler mevcuttur. Nefrin slit
diaframin anahatar molekullerindendir.(143-145) Ayrica steroide direncli
nefrotik sendrom hastalarin bir kisminda glomeruler bazal membran
(LLAMBZ2), mitokondriyal (COQ2) ya da normal transkripsiyon (WT1,LMXIB)
genlerindeki mutasyonlarin varligi goésterilmistir.(36) Genetik mutasyonlar
sporadik steroid direngli nefrotik sendromlarin %10-20’ sinde gortulmektedir.

Fakat ailesel nefrotik sendromlarda bu oran daha fazladir.(31)

Tablo 4. Nefrotik Sendrom iligkili Genetik Mutasyonlar (31)

Gen Lokus Protein Lokasyon Kalitim | Diger
NPHS1 19g13.1 | Nefrin Slit diyafram OR Konjenital  nefrotik
sendrom
NPHS2 1g25-31 | Podosin Slit diyafram OR Konjenital  nefrotik
sendrom yada
SRNS; FSGS
PLCE1/NPHS3 10923 Fosfolipaz intrasellller OR SRNS;DMS; FSGS
Cepsilon 1
WT1 11p13 Wilms timort 1 | intrasellller oD SRNS; Denys-
Drash
LAMB2 3p21 Laminin-32 Glomertler OR Pierson Sendromu,
bazal SRNS, DMS, FSGS
membran
ACTN4 19913 A-aktinin-4 intrasellller oD Yetigkin dénem
SRNS ;FSGS
LMX1B 9934.1 |LIM- intrasellller oD Tirnak-patella
homedomain Sendromu, SRNS
transkripsiyon
faktor 18

OD: Otozomal dominant, OR: Otozomal resesif
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2.4.4. immiinolojik Bozukluklar

Nefrotik Sendrom T hucre fonksiyon bozuklugu olarak nitelendirilir. Bu
hicrelerden salinan sitokinler glomerulde artar ve plazma proteinlerinin
permabilitesini arttirir. Hipotez olarak; glomerulde immun depozit yoklugu;
remisyona girmis kizamik enfeksiyonu olusmasi; Hodgkin lenfoma ile iliskili; T
hiacre fonksiyonlarini inhibe eden ila¢ kullanimi(kortikosteroid, siklosporin)
varligi kabul edilir.(37) Ayrica nefrotik sendromlar da renal hicre apopitozu
tetiklenmektedir.(135-142)

Son c¢alismalarda mikrobiyal Grdnlerin Toll like reseptor(TLR) leri
tetikleyerek dogustan podositler tzerine immun yanit gelistirdigi gorulmektedir.
(38,39) (Sekil 1)

TLRs

NF-KB nduction o
activation < 35

Dendritic cells, other
antigen presenting cells

Non-cytokine soluble factor
(suPAR, VEGF, AngPTLa).

Slit diaphragm complex
Nephrin
Neph1

Proteinuria

Sekil 1. Nefrotik sendrom iligkili immunolojik faktorler

2.4.5. Klinik

Nefrotik sendromlu hastalarda 6dem, anoreksiya, irritabilite, karin agrisi ve
ishal gibi semptomlar yer almaktadir.(15, 16, 30) Minimal Lezyon Hastalgi
bulunan c¢ocuklarda hizli ve ilerleyen 6dem mevcuttur.  Ancak diger
membranoproliferatif glomerulonefrit gibi hastaliklarda 6dem gelisimi yavas
olur. Cok ileri tablolarda asit, labial ve skrotal sislik ve plevral eflizyon da
gorulur. Sure uzar ise O6dem batinda sinirlanir ve diger bolgelerden

kaybolur.(15, 16, 25) Albimin sentezinin artmasi sonrasinda hepatomegali ve
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asitin uzun sureli kaligi nedeniyle peritonit gelisebilir. Asiri asit toraksa gegerek

plevral efizyona iligkin solunum sikintisina neden olabilir.(22,25)

2.4.6. Tani

Spot idrarda protein/kreatinin orani 2’ nin Ustiindedir. idrarda protein atilimi
40mg/m2/saat’in Ustliindedir. Serum alblimin dizeyi 2.5g/dl' in altindadir ve
serum Kkolesterol ile trigliserid duzeyi yukselmistir. Serum kompleman duzeyi
normaldir. Eger hasta Minimal Lezyon Hastalidi ise bu bulgular standart klinik

tani icin yeterlidir. Fakat diger tanilar icin renal biyopsi gerekliligi vardir.(30)

2.4.7. Laboratuvar Bulgulari

Nefrotik sendromlu hastalarda labaratuvar tetkikleri nefrotik sendrom teshisi,
siddeti ve olasi etyolojik etken agisindan yapilmaktadir. Stik idrar tetkikinde
proteinuri, hematuri, hiyelin silendirler ve yag cisimcikleri gorulur. Eritrosit,
grandller, mumsu ve genis silendirler Minimal Lezyon Hastaligi disindaki
glomertlonefritler agisindan anlamhdir.(20,22) spot idrar protein /kreatinin
orani normalde 0,2 olarak belirtimisken nefrotik sendromda 2,0 olarak
tanimlanir. Nefrotik sendrom hastalarinda albiminin 2,5gr/dI'nin altinda olmasi
beklenir.(20,22) Nefrotik sendromda IgG azalirken IgM ve IgE seviyeleri artar.

Ayrica serum kolesterol ve trigliserid seviyesinde artis mevcuttur. (22)

2.4.8. Nefrotik Sendrom Tedavisi

Spesifik tedavinin yaninda ayrica destek tedavisi de tedavi proseduriinde yer
almaktadir.(22)

2.4.8.1. Spesifik Tedavi
Kortikosteroid tedavisi nefrotik sendromlu g¢ocuklarda remisyon saglanmasi

icin ilk ilagtir. Sitotoksik ilaglar kortikosteroid tedavisine yanit vermeyen
hastalarda kullaniimaktadir.(15,16,22,25)

2.4.8.1.1. Kortikosteroidler

Nefrotik sendrom tedavisinin degismezlerinden olan tedavi rejimidir. Tedavi
rejiminde 60mg/m2/giin (2mg/kg/gin) prednizolon ginde 3-4 esit dozda
baslanir. 4-6 haftalik tedavi sureci ardindan 40mg/m2/gunasiri tek doz 4-6

hafta; daha sonrasinda ise steroid azaltilarak kesilir. Bu gunumuzde kabul
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edilen protokoldur.(40,41,45) Relaps vakalarinda proteinuri kaybolana kadar
60mg/m2/gun yukleme dozunun 3-4 esit pargada verilmesi ardindan
40mg/m2/glinasiri tek doz 4 hafta verilmesi sonrasinda azaltilarak kesildigi
tedavi rejimi uygulanir.(42,43,47) Pulse metilprednizolon tedavisinin, steroide
yanitsiz bazi hastalarda yarari oldugu gorulmustur.(17,44) Pulse dozlar
intraven6z olarak 20-30mg/kg olup bu dozlar genelde 4-6 defa ya da farkli

protokollere gére daha uzun sureli verilebilir.(15,17)

2.4.8.1.2. Sitotoksik Tedavi

Nefrotik sendromda sitotoksik ilag kullanimi uzun sureli steroid kullanimina
ikincil yan etkileri azaltmak, sik relapsi azaltmak, uzun vadeli remisyon
saglamak, steroide yanitsiz vakalarda tedavinin devamini saglamak agisindan
kullanilir.(22,46)

Sikolofosfamid: Alkilleyici bir ajandir. imminsupresif ve ayni zamanda
sitotoksik bir ajandir. (22) 2-2.5mg/kg/gun dozuyla baslanip 8-12 haftada
biriken doz 168mg/kg’t gecmeyecek sekilde tedavi dizenlenir. Remisyon
suresi tedavi dozu ve suresine baghdir.(50) Yan etkilerinin daha az gorilmesi
ve oral tedavi ile etkinlik dizeyi ayni olmasi nedeniyle ayda bir kez intraventz
olarak 500mg/m2/doz pulse olarak uygulanmaya baslanmistir. ilk alti ayda
cevap yoksa tedavi kesilir, cevap varsa 2 ya da 3 ayda bir doz uygulamasina
gegilir ve toplam tedavi suresi 12-24 aydir.(32,40) Hemorajik sistit ise sik

gorulen bir yan etkidir.

Klorambusil: Siklofosfamide benzer bir alkilleyici ajandir. Oral alimda emilim
hizhdir ayni zamanda karacigerde hizli metabolize olur. (51) 0,1-0,2
mg/kg/gun toplam dozda 7-10mg/kg’t gegmeyecek sekilde 8-10 hafta sure ile

verilmelidir.(52)

Azotioprin: Dokuda 6-merkaptopurine donusur. Karacigerde metabolize edilir
ve bobrekten atilir. Kemik iligi stUpresyonuna bagl |6kopeni yapar. (17)
Siklosporin A: T- hlcrelerinin baskilanmasi 6zelligine sahip immunsipresan
ajandir. Dozu 5-7mg/kg/gun 6 ay sure ile sonrasinda uzun sure
2mg/kg/gundur.(54)
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Levamizol: T-hiucre stimulasyon 6zelligine sahip immunmodulatordir. Ayrica
antihelmintik bir ajandir. Onerilen doz 2mg/kg glinasiri olup, tedavi siresi 1-18

ay olarak verilmigtir.(27,53)

Takrolimus: CD4 yardimci hicreler Gzerinden segici inhibitdr etkiye sahip,
makrolid grubu bir antibiyotiktir.  Nakil tedavisinde kullanilirken tedaviye
yanitsiz nefrotik sendromlarda da kullanilmaya baslanmigtir. Plazma duzeyi
Olculen ilag plazma dizeyi 50-100mgr/L’de tutacak sekilde 0,1mg/kg/gun iki

esit dozda verilmesi onerilir. Nefrotoksisite yan etkisi daha azdir.(55,56)

Mikofenolat Mofetil: Nakil hastalarinda kullanilan bir immunsupresandir.
Lupus nefritinde etkili oldugu gosterilmigtir. Direncgli nefrotik sendrom

tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. (57)
2.4.8.2. Destek Tedavi

Nefrotik sendromlu gocuklarda destek tedavi diyet, aktivite ve dilretik
tedaviden olusmaktadir.(15, 16, 20) Hasta ¢ocuklarin diyetinde siddetli 6dem
varsa tuz kisitlamasi yapilir. Sivi alimi hastaya birakilmalidir. Protein aliminin
degistiriimesine gerek yoktur.(25) Aktivite kisitlamasinin hastaligin prognoz ve

progresyonunda etkisi yoktur.

Diuretik ila¢ kullanimi hastalarda respiratuvar ve gastrointestinal
semptomlar veren masif 6dem durumunda, gozlerin kapandidi, aktivite
kisittanmasina neden olan, strialarin olustugu ve akut bobrek yetmezliginin

oldugu vakalarda kullaniimaldir. (22,25)
2.5.Deneysel Nefrotik Sendrom Gelistirilmesi

Deneysel nefrotik sendom patofizyolojisinin - d6grenilmesi icin deney
hayvanlarina verilen ilag ya da antijenler ile nefrotik sendrom

olusturulmasidir.(Tablo 5)
2.5.1. Puromisin Aminonukleozid Nefriti

Plaromisin aminontkleozid nefritinin(PAN) Minimal Lezyon Hastali§i benzeri

hastalik olusturdugu kabul edilmektedir.(60). Glomerulde geligen degigiklikler
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PAN’In intraperitoneal verilmesinden 24 saat sonra erken dénem bulgularini
ortaya cikarir. Ayaksi cikintilarda duzlesme erken bulgudur. (61,62) Ayrica
yapilan c¢alismalarda PAN uygulanmasi sonrasinda nefrinin ciddi miktarda

azaldigi gosterilmigtir. (63). PAN’In podositlere spesifik toksisitesi mevcuttur.

2.5.2. Adriamisinin(Doxorubicin) ile Olusturulan Nefrotik Sendrom

Antineoplastik ajan olan adriamisin hafif derece renal yetmezlik ve nefrotik
sendrom olugturur.(66,67) Renal fonksiyonlarin kismi korunmasina ragmen
uzun sdureli proteinuri ve 12-16 hafta FSGS tablosu devam eder.(68,69)
Adriamisin proteintrinin baslamasindan 6nce heparan silfatin elektriksel
yogunlugunda ve glomeruler kapiller duvarda epitelyal membran sialik asitte
hizli ve ilerleyen azalma gorulur.(64,65) Dusuk proteinli diyet ve ACE
inhibitorlerinin kullanimi glomeruler patalojinin ilerlemesini
engellemektedir.(58,59,66)

2.5.3.Heymann Nefriti

insandaki membrandz glomeriilonefritine benzer bulgular ortaya gikaran
otoimmun bir patalojidir.(67) Sigan bobrek korteksinden hazirlanan ekstre ile
ayni tir sicanin imminize edilmesi sonucunda olugur. Iimminizasyonu takip

eden 6-8 hafta icinde proteinuri gelisir ve 6-8 hafta devam eder. (68)

Tablo 5. Deneysel nefrotik sendrom modelleri

Nefrotik Sendrom . ..
Modelleri Yapihs Sekli Siire
PAN intravenéz enjeksiyon ile piromisin 24 saat
Adriamisin ile intravendz ya intraperitoneal adriamisin 12-16 hafta
Heymann nefriti Sigcan bobrek doku ekstresi 6-8 hafta

2.6.D Vitamini Kaynaklari Ve Metabolizmasi

Kolekalsiferol 290-310nm dalga boyundaki ultraviyole isinlarinin etkisiyle
deride hayvansal kaynakli olan 7-dehidroksikolesterolden yapilir ve bu
endojen uretim D vitaminin temel kaynagidir.(69) Ergokalsiferol, bitkisel

kaynakli olup sut drtnlerinin guglendiriimesi amaciyla kullanilir. Vitamin D3 ve
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D2 benzer yollarla metabolizma olur. Bu nedenle ikisine birden D vitamini
denir.(70,72) D vitamini karacigerde deriden gelen kolekalsiferol ile beraber
25-hidroksilaz enzimi tarafindan hidroksile edilir ve 25(OH)D3’e donusdr.
25(0OH)D3 dolagsimda bulunan D vitamini metabolitidir. Yari 6mrG yaklasik 20
gundur.(71,73) Bu nedenle 25(0OH)D3; D vitaminin sentez, alim ve harcanmasi
gibi durumlari en iyi yansitan deger olarak kabul edilir.(74,75) 25(0OH) D3, D
vitamini baglayan proteine (DBP) baglanarak bdbrege gider. Kortikal
hicrelerde 25(0OH)D3 serum kalsiyum, fosfor ve PTH’ya badimli olarak
hidroksilasyona ugrar. Kalsiyum ve fosfor seviyesi dusik PTH seviyesi yuksek
olur ise 1 alfa hidroksilaz enzimi aktive olur ve 1,25(0OH)2 D3 sentezlenir. Bu
form D vitaminin en aktif formudur. (Sekil 2) Bu hormonun reseptorleri 30’u
askin hedef dokuda transkripsiyon ve nongenomik olarak regulasyon gosterir.
25(0OH)2D3 serum seviyesi igin 12-40ng/ml normal degerlerdir. Serum
1,25(0H)2 D3 ise yasa gore degismektedir ve gocuklarda eriskinlerden daha
yuksektir. 25(OH)2D3’den farkli olarak mevsimsel degisiklik gdstermez.(76)

Aktif D vitaminin temel gorevi, intestinal olarak kalsiyum ve fosfor emilimini
saglamak ayrica PTHnun uyardigi osteoklastik kemik rezorbsiyonuna
yardimci olmaktir. Ekzojen D vitamini verilmesi bagirsakta kalsiyum emilimini
ve kemikten kalsiyum rezorbsiyonunu artirarak hiperkalsemi meydana

gelmesine neden olur.

D vitamini intoksikasyonlarinda serum 25(OH)D3 duzeyleri yuksekken
serum 1,25(0OH)2D3 duzeyi normal ya da ylksek, serum PTH duzeyi disuk
olup hiperfosfatemi, hiperkalsemi ve hiperkalsitri gorilur.(77) D vitamini
intoksikasyonu stoss tedavileri sirasinda nadir olarak goérulur. Daha sik olarak
hipoparatiroidizm, hipofosfatemik rikets, psddohipoparatirodizm ve renal

osteodistrofisi olan hastalarin tedavisi sirasinda gorulur.(77)
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Sekil2. D vitamini metabolizmasi

D vitamini hipervitaminozunda hiperkalsemi ve hiperkalsitriye bagl klinik
bulgular gorulebilir.(78) D vitamin intoksikasyonlari genellikle iyatrojeniktir.
Saglik personellerinin rikets olmayan hastalara yuksek doz 6nermesi ya da
ailenin yanhs uygulamalari sonrasinda olusur.(79) Amerikan Pediatri
Akademisi tarafindan 2008’de son o6nerilen yeterli D vitamini alimi miktar
40010/gindiir.(80) Kanada Pediatri Akademisi anne siitii alan bebeklere yazin
40010/giin, kisin ise 8001U/giin D vitamini énermektedir.(81) ingilterede tim
cocuklar igin g yil, risk gruplari icin ise bes yil D vitamini destegi onerilir.(82.
Ulkemiz de ise tim bebeklere ilk ay icinde 4001U/giin D vitamini baslanmasi

onerilmektedir.
2.6.1. Vitamin D Reseptori

D vitaminin aktif formu olan 1,25(0OH)2D3 VDR’e baglanarak kemik matriksi
gama-karboksiglutamik asit proteinini veya osteokalsini, PTH'unu ve kalsitonin
sentezini ayarlayan santral bir kalsiyum homeostazis regulatoriduir.(83,84)

VDR steroid-tiroid-retinoik asit reseptor Ust ailesine ait 50-60kDa’lik bir seltler
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polipeptittir ve retinoid X reseptoru ile heterodimerik bir kompleks olusturur.
VDR, hedef hicrelerdeki nukleer DNA ile iligkilidir. Bir dizi cevaba veya selektif
gen transkripsiyonunu baskilamaya aracilik eden spesifik RNA kodlayici
proteinlerin sentezini baslatir. VDR geni 12q12-14’de haritalanmigtir ve 9
ekson kapsar.(85,86)

D vitaminin hdcre proliferasyonunu kalsiyum absorbsiyonu ve hucre
farklilagsmasini regule ettigi bilinmektedir. D vitaminin etkisi VDR’ye bagimlidir.
VDR genindeki herhangi bir defekt kalsiyum metabolizmasini etkileyerek

kalsiyum tasi olusum riskini artirmaktadir.(87)
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I.MATERYAL-METHOD

3.1.Deneysel Caligma

Bu calisma Ekim ile Aralik 2016 tarihleri arasinda yapildi. Calismada
saghkh Wistar albino turt erkek sicanlar kullaniimigtir. Calisma 7 giin sonunda
sonlandirildi. Siganlardan idrar drnekleri toplandi, 7.gun si¢anlarin histolojik
olarak bdbrek dokulari ve real time PCR icin bobrek dokulari protokollerine

uygun sekilde alindiktan sonra siganlar sakrifiye edildi.

3.2.Deney Hayvanlari

Calismaya agirliklari 250£50 gram; yaslari  6-8 haftalik 28 adet Wistar
albino turu saglikli erkek sican alindi. Sigcanlar rastgele olarak 4 gruba ayrild1.
Her gruba 7 sigan ayrildi. Siganlar 2 hafta boyunca adaptasyon igin herhangi
bir saglik problemi belirtisine karsi bekletildiler. Calisma boyunca hayvanlar
stabil kosullar altinda (22°C sicaklik, % 30-70 nem, aydinhk/karanlik dongusu
12/12 saat) tutuldular. Sigcan yemi ve ¢esme suyu ile beslenmeleri saglandi.
islem anestezileri [Ketamin (75 mg/kg) + Xylasine (10 mg/kg]) ile

saglanmistir. Denekler 4 gruba ayrildi.

Grup 1 (saglam, kontrol grubu): Grup rastgele segilen 7 sicandan
olusturuldu. Baslangicinda iv olarak serum fizyolojik verildi. Sonrasinda
intraperitoneal olarak serum fizyolojik veriimeye devam edildi. Calisma
sonlanincaya kadar serum fizyolojik verildi. Siganlardan bir tanesi ¢alisma

icerisinde oldu.

Grup2 ( PAN ile olusturulmus nefrotik sendrom grubu): Grup rastgele
secgilen 7 sigandan olusturuldu. Bu gruptaki sigcanlara deneysel nefrotik
sendrom olusturmak igin daha 6énce yapilan pilot ¢alismada oldugu gibi
10mg/100gr olacak sekilde PAN kuyruk veninden intravendz olarak enjekte
edildi. Calisma sonlanincaya kadar hergin intraperitonel olarak sefum
fizyolojik verildi. Siganlardan bir tanesi ¢alisma igerisinde oldu.

Grup 3 ( D vitamini grubu): Grup rastgele secilen 7 sigandan olusturuldu. Bu
gruptaki sicanlara deneysel nefrotik sendrom olusturmak igin daha 6nce

yapilan pilot ¢calismada oldugu gibi 10mg/100gr olacak sekilde PAN kuyruk



veninden intravenoz olarak enjekte edildi. Sonrasinda her gin duzenli olarak
0,4 pg/kg/gun dozunda 1,25 (OH) 2 D 3 intraperitoneal olarak uygulandi.

Siganlardan bir tanesi ¢alisma igerisinde oldu.

Grup 4 (parikalsitol grubu): ): Grup rastgele secilen 7 sigandan olusturuldu.
Bu gruptaki sicanlara deneysel nefrotik sendrom olusturmak igin daha 6nce
yapilan pilot ¢calismada oldugu gibi 10mg/100gr olacak sekilde PAN kuyruk
veninden intravendz olarak enjekte edildi. Sonrasinda herglin 240ng/kg/gin
dozunda parikalsitol yine intraperitoneal olarak uygulanmistir. Siganlardan bir

tanesi ¢alisma igerisinde oldu.

Tablo 6. Calisma gruplari

Grup Aldig! Ilaglar
Grup1 Kontrol Grubu -
Grup 2 Nefrotik Sendrom PAN

Grup 3 D Vitamini Grubu
Grup 4 Parikalsitol Grubu

PAN- 1,25 (OH)2D 3
PAN-Parikalsitol

|| O O S

3.3. Method

Calismaya baslamadan once Manisa Celal Bayar Universitesi Deney
Hayvanlari Etik Kurulundan onay alindi. Calisma Manisa Celal Bayar
Universitesi Deney Hayvanlari merkezinde gergeklestirildi. Calismaya
alinacak hayvanlarin cinsiyetleri ve yaslari belirlendi. Calismaya 6-8 haftalik
28 sican dahil edildi. Sicanlar rastgele olarak 4 gruba ayrildi. Her grup 7
sicandan olusturuldu. Siganlarin saglik durumlari kontrol edildi ve

numaralandirildi.

PAN dretici firmanin gartlarina uygun olarak hazirlandi. Hastalarin kuyruk
tuyleri tiraglandiktan sonra sicak suya daldirilarak kuyruk venleri
belirginlestirildi. Sonrasinda 10mg/100gr olacak sekilde PAN intraven6z olarak
uygulandi. Siganlarin semptomlarinin 24 saat sonrasinda olustugu
bilinmektedir(60). Siganlara sonrasinda 1 haftalik tedavi uygulamalari
baslatildi. Gruplardaki tum siganlar 12 saatlik aydinlik/karanlik periyodunda
tutularak, standart sigan yemi ve musluk suyu ile beslendiler. Kontrol grubuna
tedavi verilmedi. Nefrotik sendrom (grup 2), D vitamini (grup 3) ve parikalsitol

(grup 4) gruplarindaki siganlara deney baslangicinda intraven6z olarak kuyruk

23



veninden 10mg/100gr olacak sekilde PAN verildi. Nefrotik sendrom grubuna
sonrasinda intraperitoneal olarak serum fizyolojik uygulandi. D vitamini
grubuna herglin 0,4 pg/kg/gun dozunda 1,25 (OH) 2 D 3 intraperitoneal olarak
uygulandi. Parikalsitol grubuna herglin 240ng/kg/giin dozunda parikalsitol yine

intraperitoneal olarak uygulandi. Calisma bir haftanin sonunda sonlandirildi.

Siganlardan 0. 4. ve 7. gunlerde spot idrar toplandi. Bu islem siganlarin

mesanelerine masaj yapilarak gergeklestirildi.

Deney sonunda siganlara Ketamin (75 mg/kg) (Ketalar, 002038, Eczacibasi
Saglhk Urlnleri Sanayi ve Ticaret AS. Lileburgaz, Tirkiye) + Xylasine (10
mg/kg) (Alfazyne, 0804125-11, Alfasan, Woerden, Holland ) anestezisi
intraperitoneal olarak uygulandi. Anestezi altinda servikal dislokasyon ile
sakrifiye edilen sicanlardan alinan bdbrek dokusunun bir kismi histolojik
inceleme igin %10’luk formalin tespit soliyonuna ve bir kismi da PCR analizi

icin RNA latter solusyonuna alindi.

idrar analizi: Spot idrarda protein/kreatinin orani ile degerlendirilmistir.
Sicanlardan alinan 0, 4. ve 7. glnlerdeki idrarlardan calisiimistir. idrarlar
Hitachi 902 model otomatik analizatorde ¢aligiimigtir. Analizatdr minimum 20ul
idrar analiz edebilmektedir. idrar analizi 6zel bir labaratuvarda caligilarak

sonuglar elde edilmistir.

Parafin Doku Takibi: Alnan bobrek ornekleri isik mikroskobu ile
degerlendiriimek Uzere %10 formalin sollsyonu igerisine alinarak tespit
edilmiglerdir. Rutin parafin doku takibi protokoline uygun olarak takip
edilmisler ve parafin blok halinde gdmulmausglerdir. Kisaca, 24-48 saat %10’luk
formalin ile tespit edilen doku ornekleri bir gece akarsu altinda birakilarak
yikanmistir. Derecesi giderek artan etil alkol serileri ile (%60-70-80-90-96)
dehidratasyonlari yapilip, iki degisim ksilen ile seffaflagtinimalan saglanip,
parafine emdirme asamasindan sonra parafine gémulmausglerdir. (Tablo 7).
Elde edilen parafin bloklardan rotary mikrotomla (RM 2135, Leica) polilizin ile
kapli lamlara 5 pm kalinhiginda alinan kesitler histokimyasal olarak

hematoksilen ve eozin (Tablo) ile immunohistokimyasal olarak anti-Nefrin ve
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anti-Podosin primer antikorlari kullanilarak avidin-biotin-peroksidaz indirek

immunohistokimyasal yontemi ile degerlendirilmistir.

Tablo 7. Parafin takip protokolu

islem Madde Siire
Tespit % 10 formalin 24- 48 saat
Akar su 1 gece
Dehidratasyon % 60 etil alkol 30 dakika
% 70 etil alkol 30 dakika
% 80 etil alkol 30 dakika
% 95 etil alkol 1 saat
% 95 etil alkol 1 saat
Seffaflagtirma Ksilen-Alkol 30 dakika
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Emdirme 60° C etiivde Ksilen-Parafin 30 dakika
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Goémme Parafin

Hematoksilen-Eozin Boyamasi: Alinan kesitler deparafinizasyon islemi igin
1 gece 60° C’ lik etiivde birakildiktan sonra, 30’ ar dakika iki degisim ksilene
tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon islemi igin % 95’ den % 60’ a azalan alkol
serilerinden gecirilen kesitler 5 dakika akarsu altinda yikandi. Hematoksilen
(01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile 2 dakika
boyandiktan sonra, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastiriimasi i¢in 5 dakika
akarsuda yikandi. Diferansiyasyon igin asit alkole batirilip ¢ikarilan kesitler 5
dakika akarsu altinda yikandi. Daha sonra kesitler 2 dakika eozin (01602E,
Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Ayni
sekilde 5 dakika akarsu altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla % 80 ve %
95’ lik alkol serilerinden gegirilip havada kurutulan kesitler seffaflagtirma
amaciyla 30’ ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN
1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 8).

25



Tablo 8. Hematoksilen-Eozin boyama protokolu

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60° C etlvde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Akarsu 5 dakika
Boyama Hematoksilen 30 dakika
Yikama Akarsu 5 dakika
Diferansiyasyon Asit alkol 2-3 saniye
Boyama Eosin 2 dakika
Yikama Akarsu 5 dakika
Dehidratasyon % 80 alkol 1 dakika
Dehidratasyon % 95 alkol 1 dakika
Seffaflagtirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan

Avidin-Biyotin-Peroksidaz teknigi ile

immiinhistokimyasal

Yontem: Formalin ile tespit edilmis parafine gomulmus dokulardan 5 ym
kalinliginda kesitler alinarak polilizin kapli lamlar Gzerine aktariimigtir. Lamlar
deparafinizasyon icin 1 gece 60°C etlvde bekletiimistir. Deparafinizasyon
islemini takiben kesitler iki degisim ksilen ile muamele edilmigtir.
Rehidratasyon icin azalan alkol serilerinden (%96-90-80-70-60) gegcirilmistir.
Distile su ile 10 dakika yikandiktan sonra fosfat tampon solisyonu (PBS) ile 3
defa 5’er dakika yikanmistir. Kesitler %0,5’lik tripsin (EK001-10K, Biogenex,
San Ramon, USA) soltsyonu iginde 37°C de 10 dakika tutulmustur. Doku
endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’lik H,O, (H1009,
Sigma-Aldrich, USA ) uygulanmistir. 3 defa 5’er dakika PBS ile yikanan kesitler
anti-Nefrin (NBP1-19742, Novus Biologicals, USA) ve anti-Podosin (ab93650,
Abcam, USA), primer antikorlari ile 18 saat +4°C’de inkube edilmigtir. PBS ile
3 defa yikanan kesitler biotinle isaretlenmis hidrojen peroksidaz sekonder
antikoru ile 30 dakika boyanmistir. PBS ile yikama igleminden sonra kesitlere
30 dakika streptavidin (Histostain®-Plus Bulk Kit Cat N0:85-9043- invitrogen,

26



Carlsbad, California, United States) uygulanmistir. Immunoreaktivitenin
gorunurligunu saptamak amaciyla diaminobenzidine (DAB, Histostain-Plus
IHC Kit, DAB, broad spectrum Cat No: 859643, invitrogen, Carlsbad,
California, United States) ile 5 dakika boyanan kesitlerin, artalan boyamasi ise
Mayer's hematoksilen (02274390059, J.T.Barker, Deventer, Holland) ile
saglanmistir. %80 ve %95’lik alkollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen
kesitler, 30 dakika ksilen ile seffaflastirma isleminden sonra entellan ile
kapatiimistir ve 1sik mikroskobu (BX43, Olympus) ile fotograflari ¢ekilmigtir.
Immunoreaktivite boyanma sonuglari hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olarak
degerlendirilmigtir.

Podosin ve Nefrin gen ekspresyonlarinin Real Time PCR yontemi ile

Belirlenmesi

RNA latter solUsyonu igerisine alinan bobrek orneklerinin laboratuar

transportunun ardindan RNA izolasyonu igin;

1. Doku homojenizasyonunu saglamak icin ilk asamada iki farkli boyutta
boncuk 2.3 ve 6.3 mm) igceren 2 ml vida kapakli tupe 1.7 ml TRIzol ilave

edildikten sonra 0,5 g doku tipe eklenmisgtir.
2. En fazla 6 6rnek homojenizatdr cihazina karsilikl olarak konulmustur.

3. Ornekler 30 sn cihazda aralikli dort kez homojenize edilmig, tekrar
aralarinda ise ornekler, surtinmeden ¢ikan i1sinin engellenmesi amaciyla 30

sn buz iginde bekletilmistir.

4. Homojenize olmus doku/TRIzol karigimindan 1.5 ml, 2 ml'lik tlplere
aktarilarak 5 dk oda i1sisinda inkibe edilmigtir.

5. inkiibasyon sonrasi érneklerin (izerine 300 ul saf molekiiler biyoloji grade
kloroform eklenmis, 15 sn elle yavasca galkalandiktan sonra 3 dk oda isisinda

inkibe edilmistir.

6. inkiibasyon sonrasi érnekler sogutmali 4 °C'da 12.000 g'de 15 dk santrifijj

edilmistir.
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7. Santrifij sonrasi 6rneklerin bulundugu tuplerin Ust kisminda olugsacak opak

renkli fazin 600 pl'si yeni bir 2ml'lik tipe aktariimistir.

8. Yeni tupe aktarilan orneklerin Uzerine 600 pl %70'lik etanol eklenmesinin

ardindan 1200 pl iki basamakta filtreli spin kolona aktariimistir.

9. Spin kolonlar 12.000 g'de 15 sn santrifuj edildikten sonra spin kolonun alt

kisminda bulunan ve artik sivinin bulundugu tup atilarak yenisi takilmigtir.

10. 750 yl wash buffer 1 spin kolonlara ylklenerek spin kolonlar 12.000 g'de
15 sn santriflij edilmesinin ardindan spin kolonun alt kismi atilarak yeni tup

takilmistir.

11. 600 pl wash buffer 2 spin kolonlara ylklenerek spin kolonlar 12.000 g'de
15 sn santrifij edilmesinin ardindan spin kolonun alt kismi atilarak yeni tip

takilmistir.

12. Spin kolonun alt kismi atilip 1.5 ml'lik tip eklenmis, spin kolon filtresinin

orta kismina dogru 50 ul RNase-Free su eklenmigtir.

13. Oda sicakliginda érnekler 1 dk inktibe edilerek spin kolonlar 15.000 g'de 2

dk santriflij edilmistir.

14.1.5 ml'lik tuplerde orneklere ait RNA'lar elde edilerek 50 ul'lik RNA ornekleri

4 esit hacme bolinerek -80 °C’da muhafaza edilmistir.

NanoDrop cihazi ile izole edilen RNA orneklerinin A260/280 absorpsiyon
orani ve RNA konsantrasyonu belirlenmigtir. (NanoDrop ND-100). RNA
konsantrasyonu 30 nanogramin altinda, 260/280 safligi 1,8 altinda ve 260/230
orani 1,4 altinda olan ornekler tekrar izolasyon islemine alinmistir. Ek olarak
RNA kalitesi ve butlnligua icin SAFE-T-Stain varliginda bleach agaroz jelde

yurUtulerek incelenmistir.

Tdm orneklerden RNA konsantrasyonu 30 ng/ul'de esitlenecek sekilde
cDNA sentezinin ardindan nefrin ve podosin spesifik primerler ile Real Time
PCR vyoéntemi kullanilarak ekspresyon duzeyleri belirlenmigtir. Gruplar

arasindaki ekspresyon farkliliklari housekeeping gen kullanilarak Livak
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metodu ile degerlendirilmigtir. B2M geni olarak B2M
5GTGACCGTGATCTTTCTGG, B2M 5TTTGAGGTGGGTGGAACTGA
primeri kullaniimistir. Nefrin primeri olarak Nf1 5
TCCCGAGCTTGTGTCTCCTA Nft 5 GTGACCACATACTCCTGCCC
kullaniimistir. Podosin primeri olarak pF1 5 AAGAAGTCAAAGGCCGGGAG,
pF1 CTCGTCCACATTCACTACCGT kullaniimistir.

Yapilan calismamizdaki islemler 3R kuralina (reduction, replacement,
refinement) uyularak gergeklestirilmistir. Ayrica 16.05.2004’de resmi gazetede
Tarnim ve Koyigleri Bakanhginin "Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar igin
Kullanilan Deney Hayvanlarinin Uretim Yerleri ile Deney Yapacak Olan
Laboratuvarlarin Kurulug, Calisma, Denetleme, Usul ve Esaslarina Dair
Yonetmelik"ve 24.06.2004’de yayinlanan 5199 sayih "Hayvanlari Koruma

Kanunu"na uygun olarak gergeklestiriimistir.
3.4. istatistiksel Analiz

Tanimlayici analiz: Her 4 grup icin elde edilen degiskenler tanimlayici olarak,
nonparametrik oldugundan; ortanca (min-max) degerleri ile ifade edilmistir.
Kategorik degiskenler, (histolojik siniflama vb) sayi ve ylzde dagilimlarla

incelenmisgtir.
Analitik degerlendirme

1.Ug tekrarh dlglim yapilarak proteiniiri kargilastirmasi: 4 bagimsiz grup ve 3
tekrarli 6lgim (0. 4. 7. gun) yapilan degisken icin Genellestiriimis Dogrusal
Model (GLM) ile analiz gergeklestiriimis bu analizde artik kareler toplaminin
(unstandardized residuals) normal dagimasi durumunda sonuglar
yorumlanmistir. Fakat gruplar arasinda interaction olmasi nedeniyle
kullanilamamigtir. (tablo 9). Kareler(residuals) normal dagilima uygunluk
gOsteriyor olmasina ragmen interaction nedeniyle nonparametrik
degerlendirmelere gecilmistir. Her grubun kendi icinde ug tekrarli denemeleri
(bagimhlik var) Friedman varyans analizi ile degerlendirilerek, her grup igin
bulunan tekrarlar arasindaki istatistiksel anlamliliklar kontrol edilmigtir. Ayrica

her grup igin son dlgimler arasindaki farklilk nonparametrik kosulda bagimsiz
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dort grubun karsilastirilmasinda Kruskal Wallis(KW)
¢cozUmlenmistir. Friedman ve KW analizi sonrasinda istatistik anlamhlik
saptanmig, farkin hangi ikili karsilastirmalardan kaynaklandigini belirlemek
igin post hoc karsilastirmalarda Dunn teoremine dayali nonparametrik ikili

kargilastirmalar yapiimigtir. PAWS (SPSS-IBM) 22.0 software programi ile veri

Varyans Analizi ile

analizleri gergeklestirilmistir, p<0.05 anlamlilik degeri olarak alinmistir.

2 Histolojik skorlamalar igin sayim degerlerinin karsilagtiriimasinda Ki-kare

testi uygulanmig p<0.05 anlamlilik degeri olarak alinmigtir.

Tablo 9. GLM modellemesi

Gozlenen
ANOVA p. Eta kare glic
F testi n? (power)
Grup-igi Tekrarlar Arasi Fark (Within Subject Effect)
Protein/Kreatinin Orani 25,996 0,000 0,565 1,000
Protein/Kreatinin Orani *
GRUPLAR (interaction Effect) >130 | 0,001 0,435 0,985
Gruplar Arasi Fark(Between Subject Effect)
19,830 | 0,000 0,748 1,000
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IV.BULGULAR
Calismaya dahil edilen siganlarin 6zellikleri, verilen ilaglar( nefrotik sendrom
olusturmak ve olusturulan nefrotik sendromu tedavi etmek igin), idrar érnekleri,
bobreklerden elde edilen doku ornekleri ve RNA orneklerinin sayilari median
degerler ve minimum-maximum seklinde tablolar halinde sunuldu. Istatistiksel

olarak anlami olan median degerle ilgili tablolara p degeri ayrica ifade edildi.

idrarda protein/kreatinin orani: Siganlardan toplanan spot idrarlar hizmet
alimi yapilan kuruma soguk zincir korunarak iletildi. Sonuglar tarafinimiza
yaklasik olarak 2 giin sonrasinda ulasti. idrarlar masaj yapilarak toplandi.
Siganlardan 0.gun, 4.gin ve 7.gunde idrar drnekleri alindi. Her gruptan 3
tekrar idrar 6rnekleri alindi. Labaratuar sonuclari protein degerleri gram olarak
kreatinin degerleri miligram olarak alindi. Protein degerleri miligrama c¢evrildi
ve sonrasinda protein/kreatinin(mg/mg) degerleri olusturuldu. GLM ile istatistik
yapilmasi planlandi. Degerlerin normal dagilmasina ragmen interaction olmasi
nedeniyle nonparametrik olarak Kruskal Wallis ve Fredmann Analizi ile

degerlendirildi.

Kontrol grubunun 0.gun spot idrar mediani 1,75(140-1,90), 4.gun mediani
1,75(1,40-2,00), 7 giin mediani 1,65(1,40-2,00) olarak bulunmustur. Nefrotik
sendrom grubunun 0.gun spot idrar mediani 1,80(1,50-1,90), 4.gin mediani
2,15(2,00-2,40), 7 gun mediani 2,15(1,80-2,50) olarak bulunmustur. D vitamini
grubunun 0.gun spot idrar mediani 1,00(0,70-1,40), 4.gun mediani 1,45(1,20-
1,80), 7 gin mediani 1,85(1,60-2,20) olarak bulunmustur. Parikalsitol
grubunun 0.gln spot idrar mediani 1,25(0,90-1,60), 4.gin mediani 1,40(1,10-
1,80), 7 giin mediani 1,90(1,70-2,30) olarak bulunmustur.

Kontrol grubunun 0.gin [median1,75(1,40-1,90)],4.gun[ median 1,75(1,40-
2,00)] ve 7.glin [median 1,65( 1,40-2,00)] protein kreatinin degerleri kendi
aralarinda karsilagtirdiklarinda rakamsal ya da istatistiksel anlamli farklilik

saptanmamistir (p = 0,957). (Tablo 10)



Tablo 10. Kontrol grup proteinurisi

Median (min-max) p
0.giin 1,75(1,40-1,90)
4.gin 1,75(1,40-2,00) 0,957
7.gln 1,65(1,40-2,00)

Nefrotik sendrom grubunun 0.gun[ median 1,80(1,50-1,90)], 4.guin [median
2,15 (2,00-2,40)] ve 7.gun [ median 2,15 (1,80-2,50)] protein kreatinin oranlari
arasinda anlamh fark bulunmaktadir(p = 0015). Posthoc analizlerine
bakildiginda 0.gln ve 7.gun protein/kreatinin oranlarinda rakamsal olarak fark
bulunmakla beraber istatistiksel anlamlilik bulunmamigtir (p = 0,13). 0.gln ve
4.gun protein/kreatinin oranlarina bakildiginda rakamsal olarak 4.gun,
0.glnden fazladir ve istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir ( p = 0,018).
4.gun ve 7.gun protein/kreatinin oranlari arasinda rakamsal ve istatistiksel

anlamli farkihk saptanmamigtir( p = 1,0). (Tablo 11)

Tablo 11. Nefrotik sendrom grubu proteinurisi

Median(min-max) p* posthoc p**
0.giin (0) 1,80(1,50-1,90) 0-7 giin 0,130
4.giin (4) 2,15(2,00-2,40) 0,015 0-4 giin 0,018
7.giin (7) 2,15(1,80-2,50) 4-7 giin 1,000

*Nonparametrik kosulda 4 grup dagilimi testi Kruskal Wallis

**Nonparametrik kogulda Dunn teoremine dayali coklu karsilastirma testleri

D vitamini grubunda 0.gin[median 1,00 (0,70-1,40)], 4.gin [median 1,45(
1,20-1,80)]Jve 7.guin[median 1,85(1,60-2,20)] protein kreatinin oranlari
arasinda anlamli istatistiksel farkllik saptanmistir(p = 0,030) . Posthoc
analizlerine bakildiginda 0.gun ve 4.gun proteinin kreatinin oranlarinda
rakamsal olarak fark olugsmasina ragmen istatistiksel anlamhhk
saptanmamistir (p = 0,25). 0.gun ve 7.gun protein kreatinin oranlarinda
rakamsal fark ve istatistiksel anlamhlik mevcuttur. 7.gunun protein/kreatinin
oraninin; 0. gunden istatistiksel olarak anlamli farklihgi saptanmistir( p =
0,028). 4.gun ve 7.gun protein kreatinin oranlari arasinda rakamsal olarak
farkhlik olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik saptanamamistir (p = 1,000).
(Tablo 12)
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Tablo 12. D vitamini grubu proteinurisi

Median(min-max) p* posthoc p**
0.giin(0) 1,00(0,70-1,40) 0-7 giin 0,250
4.giin(4) 1,45(1,20-1,80) 0,030 0-4 giin 0,028
7.gun(7) 1,85(1,60-2,00) 4-7 giin 1,000

*Nonparametrik kogulda 4 grup dagilimi testi Kruskal Wallis

**Nonparametrik kosulda Dunn teoremine dayali ¢oklu karsilastirma testleri

Parikalsitol grubunun 0.gin [median 1,25(0,90-1,60)], 4.gln[median
1,40(1,10-1,80)] ve 7.gun [median 1,90(1,70-2,30)] protein kreatinin orani
arasinda rakamsal farkilik saptanmis ve istatistiksel olarak anlamhdir.( p =
0,080). Yapilan posthoc analizlerde 4.gun, 0.gunden rakamsal olarak fazla
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamistir( p = 0,582).
7.gun analizlerinde, 0.glinden rakamsal farklilik saptanmistir ve istatistiksel
olarak anlamlidir. ( P = 0,007). 7.gun, 4.gunden rakamsal olarak fazla
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli farkliik saptanamamistir( p =
0,250). (Tablo13)

Tablo13. Parikalsitol grubu proteintrisi

median p* posthoc p**
0.giin(0) 1,25(0,90-1,60) 0-7 giin 0,582
4.giin(4) 1,40(1,10-1,80) 0,008 0-4 giin 0,007
7.giin(7) 1,90(1,70-2,30) 4-7 giin 0,250

*Nonparametrik kosulda 4 grup dagilimi testi Kruskal Wallis
**Nonparametrik kogulda Dunn teoremine dayali ¢oklu karsilastirma testleri

idrar protein kreatinin oranlari kendi iclerinde karsilastiriimistir. Sonrasinda
ise gruplar birbirleri ile de kargilastiriimistir. 0.glindeki protein kreatinin oranlari
gruplar arasinda karsilastinldi. Kontrol[median 1,75(1,40-1,90)], nefrotik
sendrom [median 1,80(1,50-1,90)], D vitamini [median 1,00(0,70-1,40)]ve
parikalsitol[median 1,25(0,90-1,60)] gruplarinin protein kreatinin oranlari
kargilastirildiginda rakamsal farklilik ve istatistiksel anlamlilik saglanmigtir
(p = 0,028). Posthoc analizleri yapiimistir. Kontrol grubunun protein kreatinin
orani nefrotik sendrom grubunun protein kreatinin oranindan rakamsal olarak
fazla olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik saglanamamistir( p= 1,000).
Nefrotik sendrom grubunun protein kreatinin orani parikalsitol grubunun

protein kreatinin oranindan rakamsal olarak fazla olmasina ragmen istatistiksel
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anlamlihk saptanmamistir ( p = 0,474). Kontrol grubunun protein kreatinin
orani parikalsitol grubunun protein kreatinin oranindan rakamsal olarak fazla
olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik saptanmamistir( p = 0,474). Nefrotik
sendrom grubunun protein kreatinin orani ile D vitamini grubunun protein
kreatinin orani arasinda rakamsal olarak farklilik saglanmistir ve istatistiksel
olarak anlamlidir. ( p = 0,003) Kontrol grubunun protein kreatinin orani ile D
vitamini grubunun protein kreatinin orani arasinda rakamsal farklilhk
saptanmistir ve istatistiksel olarak anlamhdir.( p = 0,020). Parikalsitol
grubunun protein kreatin orani D vitamini grubunun protein kreatinin oranindan
rakamsal olarak fazla olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamllik

saptanmamistir( p= 1,000).(Tablo14)

Tablo14. 0. gun gruplarin protein/kreatinin orani karsilastirmasi

Gruplar Median (Min-Max) pP* Posthoc B
gruplar
Kontrol (K) 1,75(1,40-1,90) K-P 1,000
C-P 0,474
PAN (P) 1,80(1,50-1,90)
0,028 C-K 0,474
PAN+D Vit (D) 1,00(0,70-1,40) D-P 0,003
D-K 0,020
PAN+Parikalsitol (C) 1,25(0,90-1,60) D-C 1.00

*Nonparametrik kosulda 4 grup dagilimi testi Kruskal Wallis

**Nonparametrik kogulda Dunn teoremine dayali goklu karsilastirma testleri

Independent-Samples Median Test
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GRUPLAR

Sekil 3. Gruplara gore 0.gun protein/kreatinin oraninin dagilimi
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4.gun protein kreatin oranlari kontrol, nefrotik sendrom, D vitamini ve
parikalsitol gruplari arasinda karsilastirmalari yapiimigtir. Bu karsilastirmada
anlamli istatistiksel farkilik saptanmistir( p = 0,010). Nefrotik sendrom
grubunun protein/kreatinin orani kontrol grubunun protein/kreatinin oranindan
rakamsal olarak fazladir ve bu durum istatistiksel olarak anlamhidir( p = 0,020).
Nefrotik sendrom grubunun protein/kreatinin orani D vitamini grubuna goére
rakamsal olarak fazladir ve bu fazlalik istatistiksel olarak anlamlidir( p= 0,003).
Kontol grubunun protein/kreatinin orani D vitamin grubunun protein/kreatinin
oranina gore rakamsal olarak fazla olsa da istatistiksel olarak anlamlilik
saglanamamistir( p= 1,000). Nefrotik sendrom grubunun protein/kreatinin
orani parikalsitol grubuna goére rakamsal olarak fazladir ve bu durum
istatistiksel olarak anlamhdir( p = 0,003). Konrtol grubunun protein /kreatinin
orani parikalsitol grubuna gore rakamsal olarak fazladir fakat istatistiksel
anlamliik saglanmamistir( p= 1,000). D vitamini grubunun protein kreatinin
orani parikalsitol grubuna gore rakamsal olarak fazladir fakat istatistiksel

anlamlilik saglanamamistir( p = 1,000).( Tablo 15)

Tablo 15. 4.gun protein kreatinin oranlarinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Median . "

Gruplar (Min-Max) P Posthoc gruplar p
Kontrol (K) 1,75(1,40-1,90) K-P 0,020
D-P 0,003
PAN (P) 215(2,00240) | (410 | [ DK 1.000
PAN+D Vit (D) 1,45(1,20-1,80) c-p 0,003
C-K 1,000
PAN+Parikalsitol (C) | 1,40(1,10-1,80) c-D 1000

*Nonparametrik kosulda 4 grup dagilimi testi Kruskal Wallis

**Nonparametrik kogulda Dunn teoremine dayali goklu karsilastirma testleri
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Independent-Samples Median Test
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Sekil 4. Gruplara goére 4.gun protein/kreatinin oraninin dagilimi

Kontrol[median 1,65(1,40-2,00)], nefrotik sendrom[median 2,15(1,80-2,50)] ,
D vitaminiimedian 1,85(1,60-2,00)] ve parikalsitol[median 1,90(1,70-2,30)]
gruplart 7.gin protein kreatinin orani agisindan degerlendirildi. Gruplar
arasinda rakamsal farklihk olmasina ragmen anlami istatistiksel fark

saptanamamistir ( p = 0,337). (tablo 16)

Tablo 16. 7.gun idrar protein kreatinin oranin gruplar arasi karsilastirilmasi

Median(min-max) P
Kontrol (K) 1,65(1,40-2,00)
PAN (P) 2,15(1,80-2,50) 0.337
PAN+D Vit (D) 1,85(1,60-2,00) '
PAN+Parikalsitol (C) 1,90(1,70-2,30)

Nefrin  mRNA : Nefrin mRNA ekspresyon farki median degerleri kontrol
grubunda median 24,24ct(23,48-26,11), nefrotik grupta( PAN) 24,41ct( 22,94-
25,30), D vitamini grubunda 24,40ct( 22,77-25,14), parikalsitol grubunda 25,06
ct (24,07-26,42) olarak bulunmustur. Kontrol grubu, nefrotik grup, d vitamini
grubu ve parikalsitol grubu karsilastirildiginda parikalsitol grubunda nefrotik
sendrom grubuna gore rakamsal olarak yukseklik bulunup istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamamistir.( p = 0,721) D vitamini grubunun nefrotik sendrom
grubuna goére rakamsal farki saptanamamigtir. Nefrotik sendrom grubunun
kontrol grubuna gore rakamsal Ustunlugu olmasina ragmen istatistiksel

anlamliik saptanmamistir. Parikalsitol grubunda d vitamini grubuna goére
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rakamsal yukseklik olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik saptanmamigtir.
(p =0,721)( Tablo 17)

Tablo 17. Nefrin mRNA ekspresyon farki median degerleri

Median (min-max) p*
Kontrol 24,24 ( 23,48-26,11)
PAN 24,41 ( 22,94-25,30)
. 0,721
PAN+D vit 24,40 (22,77-25,14)
PAN+Parikalsitol 25,06 ( 24,07-26,42)

Independent-Samples Median Test
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.
S 2500 ==
™.
: T
24,00
L
23,00
2200 , | — _
KONTROL PAN PANSD VIT  PAN+PARICALSITOL

GRUPLAR

Independent-Samples Median Test

—r
27,00 Grand Median = 24 730
26,00 T

-

‘S 25,00 ——

[

™}

24,00 J_
_I_
23,00
22,00 . ; — —
KONTROL PAN PAN#D VIT  PAN+PARICALSITOL

GRUPLAR

Sekil 5. Gruplara gore nefrin mRNA ekspresyon farki podosin mRNA
ekspresyon farki
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Podosin mRNA : Podosin mRNA ekspresyon farki median degerleri kontrol
grubunda median 22,48ct(21,89-22,97), nefrotik grupta( PAN) 22,06 (21,81-
22,06), D vitamini grubunda 22,07 ct (21,91-22,54), parikalsitol grubunda
22,55ct (22,42-23,02) olarak bulunmustur. Kontrol, nefrotik sendrom, D
vitamini ve parikalsitol kargilastiriimasinda anlamlilik saptanmigtir (p = 0,007).
Yapilan posthoc analizde anlamliligin parikalsitol grubunun gen ekspresyon
farkinin nefrotik sendrom grubuna gére hem rakamsal hemde istatistiksel
farkihktan kaynakli oldugu saptanmistir(p= 0,003). Nefrotik sendrom
grubunun D vitamini grubuna rakamsal ve istatistiksel farkhligi
saptanmamistir(p = 1,0). Nefrotik sendorm grubunun kontrol grubuna
rakamsal farklidi olmasina ragmen istatistiksel farkhlik saptanmamistir (p =
1,0). D vitamini grubunun; kontrol grubuna rakamsal farkilihgr olmasina
ragmen istatistiksel anlamlihk saglanamamigtir (p = 0,474). D vitamini
grubunun parikalsitol grubuna rakamsal farkliligi olmasina ragmen istatistiksel
anlamliik saglanamamistir. ( p = 0,126). Parikalsitol grubunun; kontrol
grubuna rakamsal farkilihdi olmasina ragmen istatistiksel anlamlihk

saglanamamistir(p = 1,0).(tablo 18).

Tablo 18. Podosin mRNA ekspresyon farki median degerleri ve posthoc

analizi
Gruplar Ortanca(Min-Max) P* Posthoc gruplar p**
P-D 1,00
Kontrol (K) 22,48 (21,89-22,97)
P-K 1,00
PAN (P) 22,06 (21,81-22,06) P.C 0,003
0,007
- D-K 0,474
PAN+D Vit (D) 22,07 (21,91-22,54)
D-C 0,126
PAN+Parikalsitol (C) | 22,55 (22,42-23,02) K-C 1,00

*Nonparametrik kosulda 4 grup dagilimi testi Kruskal Wallis

**Nonparametrik kogulda Dunn teoremine dayali ¢oklu karsilastirma testle
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Bobrek doku histolojisi: Bobrek dokusu histolojik olarak hematoksilen eozin
boyamalari  yapildi. Ayrica podosin ve nefrin  molekdllerinin
immunhistokimyasal incelemeleri yapildi. Yaplan hemtoksilen eozin
boyamada; kontrol grubunda renal histolojinin normal oldugu izlendi. Nefrotik
sendrom (PAN )grubunda glomerilde hipersellilarite oldugu; parikalsitol ve D
vitamini uygulanan gruplarda ise hipersellilaritenin minimal oldugu

saptandi.(sekil 6 )

Kontrol grubu Nefrotik D vitamini Parikalsitol

sendrom(PAN) | grubu grubu

Sekil 6.Kontrol, Nefrotik Sendrom, D vitamini ve Parikalsitol gruplarina

ait histolojik kesitlerin Hematoksilen-Eozin ile boyali érnekleri
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Nefrin Podosin

Kontrol

Nefotik
sendrom
(PAN)

D vitamini

Parikalsitol

Sekil 7 . Kontrol, Nefrotik Sendrom, D vitamini ve Parikalsitol gruplarina ait
kesitlerde nefrin ve podosin primer antikorlarinin

immunohistokimyasal dagilimlari.

Kontrol grubunda, nefrin immunoreaktivitesinin orta (2), podosin
immunoreaktivitesinin ise hafif yer yer orta siddette (1/2) glomerillerde kapiller
etrafinda oldugu izlendi. Nefrotik sendrom(PAN) grubunda, nefrin ve podosin

immunoreaktivitelerinin hafif (1) oldugu gézlendi. PAN ve D vitamini uygulanan
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grupta, nefrin immunoreaktivitesinin orta (2), podosin immunoreaktivitesinin
ise hafif (1) siddette oldugu saptandi. PAN ve parikalsitol uygulanan grupta,
nefrin immunoreaktivitesinin orta (2), podosin immunoreaktivitesinin ise hafif
(1) siddette oldugu saptandi. (tablo 20). Tdm gruplarda podosin
immunreaktivitesi degderlendirildiginde istatistiksel olarak anlamh farkilik
saptanmamistir(p= 0,356). Tum gruplarda nefrin immunreaktivitesi
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamh farkilik saptanmamistir(p=
0,475).( sekil 7)

Tablo 19. Podosin immunhistokimyasal dagilimi

n % Ki kare
Gruplar i i p
Hafif Orta Hafif Orta
2 4 %33,3 %66,7
Kontrol
0, 0,
PAN 5 1 83,3 %16,7 0,852
0,356
. . 4 2 %66,7 %33,3
D vitamini
0, 0,
Parikalsitol 4 g /66,7 /33,3

Tablo 20. Nefrin immunhistokimyasal dagilimi

n % Ki kare
Gruplar i i p
Hafif Orta Hafif Orta
0, 0,
Kontrol 1 5 %16,7 %083,3
0, 0,
PAN 5 1 83,3 %16,7 0,511
0,475
. . 3 3 %50 %50
D vitamini
0, 0,
Parikalsitol 3 3 /650 /650
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V.TARTISMA

Steroid tedavisinin kesfinden 6nce nefrotik sendrom tedavisi olmayan bir
hastalik olarak bilinmekteydi. Araya giren sekonder enfeksiyonlar ya da
hastaligin son donem bobrek yetmezligine gitmesi ile kaybediliyorlardi (15,16).
Steroid tedavisinin bulunmasi ile gocukluk donemindeki nefrotik sendromlarin
%80’i tedavi edilebilmistir. Fakat MLH disindakilerde baslangicta ya da
ilerleyen zamanlarda steroid direnci gelismektedir(15, 16 ,24 ,88). Steroide
yanitsiz hastalarin tedavileri igin bugine kadar siklofosfamid, siklosporin A,
azotioprin, klorambusil, takrolimus, MMF ve ritksumab gibi ilaglar
denenmesine ragmen hala kugcumsenemeyecek boyuttaki hastalarin
proteinurileri geriletilememigtir. Bu nedenle yeni tedavi denemeleri devam
etmektedir(16, 88, 89).

5.1.Siganlarin Se¢imi ve Bakimi

Daha once yapilan cgalismalarda wistar turd sicanlarin 6 aylik yasam
suresinden sonra yaslanma ve bu yaslanma ile birlikte bobrekte
glomerulosklerozun artttigr ve buna ikincil proteinurinin ortaya c¢iktigi
gOsterilmigtir. Bu bilgiler bize sigan segimi agisindan yol gostermistir(90, 91,
92, 93). Bu g¢alismalarin yol gostericiliginde galismamizda wistar albino yaslari
ortalama 6-8 hafta( cocuk yasina uyarlanarak) olan erkek sigcan kullanildi.
Sicanlarin bakimlari diger calismalarda da yer alan standart sican yemi ile
beslenme, musluk suyu ve 12 saatlik aydinlik/karanhk periyodlarinda tutulma
seklinde yapildi. (92,93).

5.2.Deneysel Nefrotik Sendrom Modeli

Deneysel nefrotik sendrom modeli, nefrotik sendromun patofizyolojisinden
sorumlu olan immunolojik olaylarin belirlenmesi, histopatolojik degisiklikler ve
bunlarin biyokimyasal parametreler Uzerindeki etkileri ve tedavilerin
denemeleri igin  kullaniimakta ve bu tedavilerin yan etkileri
degerlendiriimektedir(60,94). Deneysel nefrotik sendrom modeli olusturmak
icin kullanilan pdromisin ve adriamisin aminonukleozidi toksik etkileri ile
siganlarda erken donem MLH, ge¢ donemde FSGS bagimli nefrotik sendrom
tablosuna neden olmaktadir.(60,94,95)



Matsui ve ark.(96) 10mg/100gr tek doz intraven6z puromisin
aminonukleoziti vererek nefrotik sendrom olusturmuslar, deney bitiminde hem
idrar hem de bobrekten alinan dokular histopatolojk ve rna transkripsiyonu
acisindan incelenmislerdir. Bu ¢aligmada puromisin verildikten sonra 4.gunde

protein/kreatinin oraninda artis goézlenmistir.

Muroya ve ark.( 97 ) 100mg/kg tek doz intraven6z puromisin aminonukleoziti
vererek nefrotik sendrom olusturmustur. 14.glinde 6rnek toplanmasi yapiimis
ve nefrotik sendrom gelistirilmistir. Nefrotik sendomun ilk giinlerde olustugu

gOsterilmis sonrasinda ise tedavi baslanmistir.

Ozkan ve arkadaglarinin(111) yaptigi calismada nefrotik sendrom
doksarubisin ile saglanmigtir. Proteinuri 4-5.gunde baglamasina ragmen
nefrotik proteintri 13-15.glinde gelismistir. Az sayida hayvanla ¢alisacagindan
uzun sureli yasam saglanmasi hayvanlarin bakim islemleri ve tedavi suregleri

uzun olacagindan nefrotik sendromun PAN ile gelistiriimesi tercih edilmigtir.

5.3. Proteiniiri Etkisi

Nefrotik sendromda protein/kreatinin oraninin 2 ve Gstinde olmasi tani igin
anlamli bulunmaktadir. Tani kriterleri arasinda yer almaktadir. Nefrotik
sendromda proteinuri artarken, bu proteinlriye bir ¢ok problem eglik
etmektedir.(130-135)Calismamizda si¢anlarin proteinuri gelistirmesi icin PAN
kullaniimistir. Protein/ kreatinin oranlari icin ¢alistirilan spot idrarlar ise 6zel bir
labaratuarda calisilmistir. Bu nedenle sonuglar elimize gec¢ ulagsmigtir.
Gruplarin ilk gin spot idrarda protein/keatinin oranlari degerlendirildiginde
gruplar arasinda fark saptanmistir. D vitamini grubu ile kontrol grubu arasinda
anlaml farkihk saptanmistir.(p 0,003). D vitamini grubu ile nefrotik sendrom
grubu arasinda anlamli farkilik saptanmistir.( p= 0.020). D vitamini grubunun
mediani 1.00(0,70-1,40), kontrol grubunun mediani 1,75( 1,40-1,90), nefrotik
sendrom grubunun mediani 1,80( 1,50-1,90) ve parikalsitol grubunun mediani
1,25( 0,90-1,60) olarak bulunmustur. 0. Gunde gruplarin kendi aralarinda
anlamliik olmasi sonrasinda vyapilan istatistiklerde GLM vyapildiginda
interaction olusmasina neden olmustur. Eger 0.gun idrar protein ve kreatin

degerleri erken elimize ulagsmis olsaydi, gruplar arasinda protein/kreatinin
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oranlari agisindan egitlenme saglanabilirdi. Bu esitleme saglansaydi, sonraki
gunlerde alinan idrar 6rneklerinin gruplar arasinda karsilastiriimalarinda klinik
ve istatistiksel anlamlilik elde etme orani artabilirdi. ilaglarin etkisi agisindan
da degerlendirmek daha saglikli olabilirdi. Bu yuzden yapilan istatistiklerde
zorluk yasanmistir. Fakat gruplar kendi iginde gunler agisindan

degerlendirildiginde sorun olmamaktadir.

Nefrotik sendrom grubunda 4. Ginde protein / kreatinin orani proteindri
acisindan anlamli seviyeye ulagsmig ve sonrasinda da devam etmigtir. Fakat
0.gun ile 4.gun arasinda anlamhlik saglanmig iken 4.gun ile 7.gun arasinda bir
anlamliik yoktur. Matsui ve arkadaslarinin yaptigi calismada da PAN
grubunda 4.glinde protein/ kreatinin oraninda anlamh olacak dizeyde
proteinuri saptanmistir.(96). Spot idrarda protein/kreatinin oranlari arasinda
yapilan istatistikte rakamsal farklilklar saptanmigtir ve istatistiksel olarak
anlamlidir. Fakat klinikle tam korelasyonu yoktur. D vitamini ve parikalsitol
grubunun idrar analizleri arasinda tedavisel fark saptanmamigstir. D vitaminin
ve parikalsitolin proteinuri Gzerine etkisi saptanamamis ve ayrica birbiri Gzerine
bir Ustunligu saptanamamistir. Bu durum gruplarin baslangi¢c proteindri
degerlerinin birbirinden farkli baglanmasi nedeniyle anlamsizlik olugturdugu
dusundimustir. Basta randominizasyon tekrarlansa idi belki anlamhlik

saglanabilirdi.

Proteinuriyi azalttigi ispatlanmis tedavilerin yaninda hala ¢alisiimakta olan
ilaclar mevcuttur. Nefrotik sendromlarda steroid ve immunsuprese tedavilerin
proteinuriyi azalttigini biliyoruz. Ayrica ACE inhibitorleri ve VDR aktivatorlerinin
de proteinlriyi azalttigi gdsterilmig(112). D vitamin analoglari ile yapilan
calimalarda da proteindriyi azaltma etkisi gosterilmistir. (96). Ne kadar
calismamizda parikalsitolin etkisini gosterememis olsakta parikalsitoltin etkisi
metabolizmasi acgisindan etkili olma olasiligi ylksektir ve ek calismalar

yapilimasi gerekmektedir.

5.4. D Vitamini ve Parikalsitol Etkisi
Kronik bdbrek yetmezligi olan kisilerde 1,25(0OH)2D3 eksikligi, proksimal

tubuler epitel hacrelerindeli yetersizlik 1 (OH)laza bagh hastaliklarin erken
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doneminde gorulur(100-102). PAN nefrit indlksiyonunun proksimal tubuler
epitel hucrelerinde 1a (OH) lazi neden azalttigi kesin olarak bilinmemekle
birlikte, reaktif oksijen metabolitleri PAN nefritinde 6nemli mediatorler
oldugundan oksidatif stress buna neden olabilir ve reaktif oksijen metabolitleri
ayrica 1a (OH)laz aktivitesini etkileyebilirler (103-105). Slit diyaframin énemli
bir bileseni olan nefrin'in bariyer fonksiyonunu surdirmede anahtar bir molekul
oldugu bilinmektedir (106-108). Bozulmus nefrin ekspresyonu proteindriyi
tetikler ve nefrinin ekspresyonunun dizelmesi proteinurinin azalmasina neden
olur. Matsui ve ark yaptigi galismada, PAN nefriti modelinde, 1a, 25 (OH) 2 D3
veya 22-oksakalsitriol ile tedavi vererek nefrin ekspresyonunu geri
kazandirmistir. Bu ¢alismada proteindrinin azalmasi nefrin ekspresyonunun
dizelmesi ile aciklanmistir. Kitamura ve ark. aktif D vitamininin direkt olarak
podositlerdeki VDR'ye baglandigini ve ekilmis fare podositlerinde nefrin
MRNA'sInin transkripsiyonunu arttirdigini géstermistir(109-110). Dahasi 1q,
25 (OH) 2D3 ve ATRA ile ilave tedavilerde es zamanlh olarak nefrin gen
ekspresyonunun upregulasyonuna yol agmistir.(109-110). Matsui ve ark
yaptigi calismada 1,25(0OH)2D3 ve 22-oksikalsitol verilen ratlarda nefrin
MRNA ekspresyon artigi saptanmistir( 96 ). Calismamizda 1,25(0OH)2D3
verilen grupta kontrol ve nefrotik sendrom grubuna gore rakamsal olarak nefrin
MRNA ekspresyon artisi olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik yaratacak bir
artis bulunamamistir. Wang ve ark. yaptigi calismada deneysel nefrotik
sendrom geligtirilen ratlarda hem podosin hemde nefrin mMRNA
ekspresyonunda azalma anlamli olarak saptanmistir(99). Calismamizda nefrin
MRNA ekspresyonunda rakamsal olarak nefrotik grupta azalma
saptanamamistir. Podosin mRNA da ise rakamsal farklilik olmasina ragmen
istatistiksel bir farkhlik bulunmamaktadir. Yapilan derlemede calismalarda
parikalsitolin proteindri Uzerine azaltici etkisi oldugu gdsterilmistir.(148-149)
Fakat nefrotik sendrom dizeyindeki proteinurilerde mRNA (zerinden etkisi
olup olmadigi calisiimamistir(99). Calismamizda parikalsitol verilen grubun
podosin ve nefrin mMRNA etkisine bakilmistir. Nefrin mRNA ekspresyonunda
rakamsal anlamli ekspresyon artisi mevcut fakat istatistiksel anlamlilik

yoktur.(p =0,721). Podosin mRNA ekspresyonunda ise parikalsitol verilen
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grubun nefrotik sendrom gelistirilen gruba gére mRNA ekspresyon artisi hem
rakamsal hemde istatistiksel olarak anlamlidir. (p=0,003). Oncesinde
parikalsitoliin proteintri Uzerine etkisinde mRNA (zerindeki etki agisindan
degerlendiriimemigtir. Yaptigimiz ¢aligsma ile parikalsitol mMRNA ekspresyonu

agisindan daha fazla ¢galisma yapilmasina onculuk edecektir.

Gruplardan alinan histolojik kesitlerin hematoksilen ve eozin boyamasi
sonuglari degerlendirildiginde higbir uygulama yapilmayan kontrol grubunda
normal glomerill yapisi gézlenir iken PAN uygulamasi ile olusturulan nefrotik
sendrom modelinde normal glomertl yapisina yakin sadece hipersellularite
g6zlenmis olup literaturle uyumlu oldugu goézlenmistir (96,113,146). D vitamini
ve parikalsitol uygulanan gruplarda isik mikroskobu ile degerlendirildiginde
normal glomerul vyapisi izlenmistir. Ayaksi cikintilarin  daha ayrintil
degerlendiriimesi icin elektron mikroskobu ile degerlendirme uygun
olacaktir.(114,147)

Gruplarin immunohistokimyasal sonuglari degerlendirildiginde ise; kontrol
grubunda normal glomeril yapisinda nefrin ve podosinin orta siddette
immunoreaktivitesi izlenir iken PAN uygulanan grupta hem nefrin hem de
podosin immunoreaktivitelerinin azalmasi nefrotik sendrom modelinin
olusturuldugunu gostermistir. PAN ile D vitamini ve parikalsitol uygulanan
gruplarda nefrin immunoreaktivitesinin kontrol grubuna benzer sekilde oldugu
fakat podosin immunoreaktivitesinin ise nefrin immunoreaktivitesine goére daha
az oldugu izlenmigtir. Bu sonuglar dogrultusunda, uygulanan tedavilerin daha
¢cok nefrin Uzerinden etkili oldugu, podosini etkilemedigi distunulmustir. Fakat
istatistiksel olarak anlamliliga bakildiginda ise ne nefrin (p = 0,475) ne de
podosin(p=0,356)  immunreaktivasyon  agisindan  anlamh  farkhlik

saglanamamisgtir.

Sonu¢ olarak calismamizda amagladigmiz sonuglara ulasilamasada
parikalsitoliin proteindri ve nefrotik sendromun histolojik ve nefrin/podosin
MRNA Uzerine olan etkisinin D vitamini kadar degerli olabilegi yonunde

isaretler icermektedir. Bu nedenle ileri gcaligmalar yapilmasi gerekmektedir.
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VI.SONUCLAR

. Kontrol grubunun 0.gun [median1,75(1,40-1,90)],4.gun[ median 1,75(1,40-
2,00)] ve 7.gun [mediani 1,65( 1,40-2,00)] protein/kreatinin orani kendi
aralarinda karsilastirildiklarinda rakamsal ya da istatistiksel anlaml farklihk
saptanmamistir (p = 0,957).

. Nefrotik sendrom grubunun 0.gun[ median 1,80(1,50-1,90)], 4.gin [ median
2,15(2,00-2,40)] ve 7.gun [ median 2,15(1,80-2,50)] protein/kreatinin
oranlari arasinda anlamli fark bulunmaktadir(p = 0015).

. Nefrotik sendrom grubunun 0.gln protein/ kreatinin orani 7.gln
protein/kreatinin oranindan rakamsal olarak disuk bulunmakla beraber
istatistiksel anlamhlik bulunmamistir(p = 0,13).

. Nefrotik sendrom grubunun 0.gln ve 4.gun protein/kreatinin orani arasinda
rakamsal olarak 4.gln, 0.gunden fazladir ve istatistiksel anlamh fark
saptanmistir (p = 0,018).

. Nefrotik sendrom grubunun 4.gun ve 7.gun protein/kreatinin orani arasinda
rakamsal ve istatistiksel anlamli farkihk saptanmamistir( p = 1,0).

. D vitamini grubunda 0.gun[median 1,00 (0,70-1,40)], 4.gun [median 1,45(
1,20-1,80)]Jve 7.gun[median 1,85(1,60-2,20)] protein kreatinin oranlari
arasinda anlamli istatistiksel farkhlik saptanmistir(p = 0,030) .

. D vitamini grubunda 0.glin ve 4.gun proteinin kreatinin orani arasinda
rakamsal olarak fark olusmasina ragmen istatistiksel anlamlilik
saptanmamigtir (p = 0,25).

. D vitamini grubunda 0.gun protein/ kreatinin orani 7.gun protein kreatinin
oranindan rakamsal olarak dusuk saptanmistir. Fakat istatistiksel anlamli
farklihk saptanmistir( p = 0,028).

. D vitamini grubunda 4.gin protein/kreatinin orani 7.gin protein kreatinin
oranindan rakamsal olarak dusuk olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik

saptanamamigtir (p = 1,000).

10.Parikalsitol grubunun 0.gun[median 1,25(0,90-1,60)], 4.gun[median

1,40(1,10-1,80)] ve 7.gun [median 1,90(1,70-2,30)] protein kreatinin orani

arasinda rakamsal ve istatistiksel anlamli farkilik saptanmistir( p = 0,080).



11.Parikalsitol grubunun 4.gun protein/kreatinin orani 0.gun protein/kreatinin
oranindan rakamsal olarak fazla olmasina ragmen istatistiksel anlamhlik
saptanamamistir( p = 0,582).

12.Parikalsitol grubunda 7.gln protein/kreatinin orani 0.gln protein/kreatinin
oranindan rakamsal olarak fazla saptanmigtir ve istatistiksel olarak
anlamhidir. ( P =0,007)

13. Parikalsitol grubunda 7.gln protein/kreatinin orani, 4.gin protein/kreatinin
oranindan rakamsal olarak fazla olmasina ragmen istatistiksel anlamlilk
saptanamamigtir( p = 0,250).

14.0.gun idrarlarinda kontrol[median 1,75(1,40-1,90)], nefrotik
sendrom[median 1,80(1,50-1,90)], D vitamini [median 1,00(0,70-1,40)]ve
parikalsitol[median 1,25(0,90-1,60)] gruplarinin protein kreatinin oranlari
karsilastinldiginda rakamsal farklilik ve istatistiksel anlamllik saglanmistir(
p = 0,028).

15.0.gun idrarlarinda kontrol grubunun protein/kreatinin orani nefrotik sendrom
grubunun protein kreatinin oranindan rakamsal olarak fazla olmasina
ragmen istatistiksel anlamlilik saglanamamistir( p= 1,000).

16.0.gun idrarlarinda nefrotik sendrom grubunun protein/kreatinin orani
parikalsitol grubunun protein/kreatinin oranindan rakamsal olarak fazla
olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik saptanmamistir ( p = 0,474).

17.0.gun idrarlarinda kontrol grubunun protein/kreatinin orani parikalsitol
grubunun protein/kreatinin oranindan rakamsal olarak fazla olmasina
ragmen istatistiksel anlamlilik saptanmamistir( p = 0,474).

18.0.gun idrarlarinda nefrotik sendrom grubunun protein /kreatinin orani D
vitamini grubunun protein /kreatinin orani arasinda rakamsal farkhlik
saglanmis ve bu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur( p = 0,003).

19.0.gun idrarlarinda kontrol grubunun protein/kreatinin orani D vitamini
grubunun protein/kreatinin orani arasinda rakamsal farkhlik saglanmis ve
bu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. ( p = 0,020).

20.0.gun idrarlarinda parikalsitol grubunun protein kreatin orani D vitamini
grubunun protein kreatinin oranindan rakamsal olarak fazla olmasina

ragmen istatistiksel anlamlilik saptanmamistir( p= 1,000).
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21.4.gun protein kreatin oranlari kontrol, nefrotik sendrom, D vitamini ve
parikalsitol  gruplart  arasinda  karsilagtirmalari  yapiimigtir.  Bu
karsilastirmada anlamli istatistiksel farkilik saptanmistir( p = 0,010).

22.4.gun idrarlarinda nefrotik sendrom grubunun protein kreatinin orani kontrol
grubunun protein kreatinin oranindan rakamsal olarak fazladir ve bu
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.( p = 0,020).

23.4.gun idrarlarinda nefrotik sendrom grubunun protein kreatinin orani D
vitamini grubuna gére rakamsal olarak fazladir ve bu istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur.( p= 0,003).

24.4 gun idrarlarinda kontol grubunun protein kreatinin orani D vitamin
grubunun protein kreatinin oranina gore rakamsal olarak yuksek olsada
istatistiksel olarak anlamlilik saglanamamistir( p= 1,000).

25.4.gun idrarlarinda nefrotik sendrom grubunun protein kreatin orani
parikalsitol grubuna gore rakamsal olarak fazladir ve bu istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur( p = 0,003).

26.4.gun idrarlarinda konrtol grubunun protein kreatinin orani parikalsitol
grubuna goére rakamsal olarak fazla olsada istatistiksel anlamlilik
saglanmamistir( p= 1,000).

27.4.gun idrarlarinda D vitamini grubunun protein kreatinin orani parikalsitol
grubuna go6re rakamsal olarak fazla olsada istatistiksel anlamlilk
saglanamamistir( p = 1,000).

28.Kontrol[median 1,65(1,40-2,00)], nefrotik sendrom[median 2,15(1,80-2,50)]
, D vitamini[median 1,85(1,60-2,00)] ve parikalsitol[median 1,90(1,70-2,30)]
gruplari 7.gun protein/kreatinin orani agisindan degerlendirildi. Gruplar
arasinda rakamsal farkhlik olmasina ragmen anlaml istatistiksel fark
saptanamamigtir ( p = 0,337).

29.PAN grubunun kontrol grubundan nefrin mRNA ekspresyon farkinda artis
bulundu[ median 24,41ct( 22,94-25,30)ve24,24ct(23,48-26,11)]. Fakat
aralarinda anlamli istatistiksel farkhlik saptanmadi.(p = 0,721)

30.PAN grubunun kontrol grubundan podosin mRNA ekspresyon farkinda
azalma bulundu[ median 26,06ct( 21,81-22,06)ve22,48ct(21,89-22,97)].
Fakat aralarinda anlamli istatistiksel farklihk saptanmadi.(p = 1,0)
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31.D vitamini grubunun kontrol grubundan nefrin mMRNA ekspresyon farkinda
artis bulundu[ median 24,40ct ( 22,77-25,14)ve24,24ct(23,48-26,11)]. Fakat
aralarinda anlamli istatistiksel farklillk saptanmadi.(p = 0,721)

32.D vitamini grubunun kontrol grubundan podosin mRNA ekspresyon farkinda
azalma bulundu[ median 22,07ct ( 21,91-22,54) ve22,48ct(21,89-22,97)].
Fakat aralarinda anlamli istatistiksel farklilik saptanmadi.(p = 0,474)

33.D vitamini grubunun nefrotik sendrom grubundan nefrin mRNA ekspresyon
farkinda artis bulundu[ median 24,40ct ( 22,77-25,14) ve24,24ct(23,48-
26,11)]. Fakat aralarinda anlaml istatistiksel farklilik saptanmadi.(p =
0,721)

34.D vitamini grubunun nefrotik sendrom grubundan podosin MRNA
ekspresyon farkinda artis bulundu.[ median 27,07ct ( 21,91-22,54)
ve22,06ct(21,81-22,06)]. Fakat aralarinda anlamli istatistiksel farklilik
saptanmadi.(p = 1,0)

35.D vitamini grubunun parikalsitol grubundan nefrin mMRNA ekspresyon
farkinda azalma bulundu.[ median 24,40ct ( 22,77-25,14) ve25,06ct(24,07-
26,42)]. Fakat aralarinda anlamli istatistiksel farklilik saptanmadi.(p= 0,721)

36.D vitamini grubunun parikalsitol grubundan podosin mRNA ekspresyon
farkinda artis bulundu.[ median 27,07ct ( 21,91-22,54) ve22,55ct(22,42-
23,02)]. Fakat aralarinda anlamli istatistiksel farklilik saptanmadi.(p = 1,0)

37.Parikalsitol grubunun kontrol grubundan nefrin mRNA ekspresyon farkinda
artis bulundu.[ median 25,06ct(24,07-26,42) ve 24,24ct(23,48-26,11)].
Fakat aralarinda anlamli istatistiksel farkhlik saptanmadi.(p = 0,721)

38.Parikalsitol grubunun kontrol grubundan podosin mMRNA ekspresyon
farkinda artis bulundu.[ median 22,55ct(22,42-23,02) ve 22,48ct(21,89-
22,97)]. Fakat aralarinda anlamli istatistiksel farklilik saptanmadi.(p = 1,0)

39. Parikalsitol grubunun nefrotik sendrom grubundan nefrin mMRNA ekspresyon
farkinda artis bulundu.[ median 25,06ct(24,07-26,42) ve 24,41ct(22,94-
25,30)]. Fakat aralarinda anlamli istatistiksel farkllik saptanmadi.(p= 0,721)

40.Parikalsitol grubunun nefrotik sendrom grubundan podosin mMRNA
ekspresyon farkinda artis bulundu.[ median 22,55ct(22,42-23,02) ve
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22,06ct(21,81-22,06)]. Aralarinda anlamli istatistiksel farkilik
saptanmigtir.(p = 0,003)

41.Yapilan hematoksilen eozin boyamada kontrol grubunun renal histolojisinin
normal oldugu izlendi.

42 Nefrotik sendrom (PAN )grubunda glomerilde hiperselltlarite oldugu
goralda.

43.D vitamini uygulanan gruplarda ise hipersellularitenin minimal oldugu
saptandi

44 Parikalsitol uygulanan gruplarda ise hipersellularitenin minimal oldugu
saptandi.

45.Kontrol grubunda, nefrin immunoreaktivitesinin orta (2), podosin
immunoreaktivitesinin ise hafif yer yer orta siddette (1/2) glomertllerde
kapiller etrafinda oldugu izlendi.

46. Nefrotik sendrom(PAN) grubunda, nefrin ve podosin immunreaktivitelerinin
hafif (1) oldugu gozlendi.

47.PAN ve D vitamini uygulanan grupta, nefrin immunreaktivitesinin orta (2),
podosin immunoreaktivitesinin ise hafif (1) siddette oldugu saptandi.

48.PAN ve parikalsitol uygulanan grupta, nefrin immunreaktivitesinin orta (2),
podosin immunoreaktivitesinin ise hafif (1) siddette oldugu saptandi.

49.Tum gruplarda podosin immunreaktivitesi degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlamh farkilik saptanmamistir(p= 0,356).

50.Tum gruplarda nefrin immunreaktivitesi degerlendirildiginde istatistiksel

olarak anlamh farkilik saptanmamistir(p= 0,475).
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VII.OZET

PUROMISIN (PAN) iLE NEFROTIK SENDROM GELIiSTIRILEN RATLARDA
1,25(0OH)2 VITAMIN D3 VE PARIKALSITOLUN PROTEINURI iLE PODOSIN
VE NEFRIN MRNA UZERINE ETKISi

Amag: Nefrotik sendrom ¢ocukluk ¢aginin sonrasinda ciddi morbiditelere yol
acgabilen bir hastaliktir. Steroid tedavisinden bagslayarak immunsipresanlara
kadar birgok tedavi proseduru kullaniimaktadir. Birgok ilacinda antiproteinurik
ve renoprotektif etkisi denenmektedir. Calismamizda 1,25(0OH)2D3 vitamini ve
parikalstolin proteinuri, bdbrek doku histolojisi, podosin ve nefrin mrna tUzerine

etkisini arastirmayi amacladik.

Yontem: 28 sigcan 4 gruba ayrildi. Deneysel nefrotik sendrom 10mg/100gr
puromisin ile saglandi. Grup 1 saglam kontrol grubu, Grup 2 PAN ile
olusturulmus nefrotik sendrom grubu, Grup 3 D vitamini grubu, Grup 4
parikalsitol grubu olarak belirlenmigtir. Grup 1’e herhangi bir ila¢ uygulamasi
yapilmamistir. Grup 2’ ye sadece puromisin uygulamasi yapilmistir. Grup 3 ’e,
puromisin uygulmasi yapildiktan sonra 7 gun boyunca hergun intra peritoneal
olarak 0,4 ug/kg/gin dozunda 1,25 (OH) 2 D 3 uygulamasi yapildi. Grup 4’e
puromisin uygulamasi yapildiktan sonra 7 gun boyunca hergun intraperitoneal
olarak 240ng/kg/gin dozunda parikalsitol uygulamasi yapildi.0,4. ve 7.
gunlerde masaj yapilarak spot idrar ornekleri toplandi. 7 gun sonrasinda
sicanlardan bobrek doku ornekleri alindiktan sonra siganlar servikal

dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi.

Bulgular: idrar protein/kreatinin oraninin nefrotik sendrom grubunun kendi
icerisindeki artisi anlamli bulunmustur(p=0.015). Ayrica parikalsitol ve d
vitamini gruplarinda da protein/kreatinin oranin gunler igerisinde artisi
anlamhidir. (p=0,008,p:0,030). Fakat gruplar arasinda karsilastirildiginda
0.gln idrar protein/kreatinin oranlari arasinda istatistiksel anlaml farkhlik olugsu
(p=0,028) sonraki gunlerdeki gruplar arasindaki karsilastirmayi anlamsiz
kilmaktadir. Nefrin mRNA ekspresyonunda gruplar arasinda anlaml farkhlik
saptanamamistir.(p=0,721). Podosin mRNA ekspresyonunda, parikalsitol



grubunda nefrotik sendrom grubuna gore istatistiksel olarak anlaml artig
saptanmigtir( p= 0,003). Yapilan histolojik incelemelerde nefrotik sendrom
grubunda glomeruler hipersellllerite saptanmistir. Parikalsitol ve d vitamini
grubunda ise minimal glomeruler hipersellUlerite saptanmigtir. Fakat podosin
ve nefrin i¢cin yapilan immudnhistokimyasal incelemelerde anlamli

immunreaktivasyon saptanamamistir.(p= 0,356, p= 0,475).

Sonug: Sonug olarak parikalsitol ve D vitamini ile yapilan ¢alismalar ve terorik
bilgiler 1s1ginda antiproteinurik ve renoprotektif etkileri oldugunu bilmekteyiz.
Yaptigimiz calismada rakamsal olarak bu etkiyi gozlemlemis olmamiza

ragmen istatistiksel anlamlilik saglanamamigtir.

Anahtar kelimeler: Nefrotik sendrom, Parikalsitol, D vitamini, Nefrin, Podosin,

Proteindri
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VIIILABSTRACT

USING 1,25(0OH)2 VITAMIN D3 AND PARICALCITOL IN RATS, IN WHICH
THE NEPHROTIC SYNDROME IS INDUCED BY PUROMYCIN (PAN), IT
WAS EFFECT OF THE LEVEL OF PROTEINURIA, PODOCIN AND
NEPHRIN MRNA WITH PCR.

Puprose: Nephrotic syndrome is a disease that may give rise to the serious
morbidities after childhood period. Several treatment procedures are used,
from steroid treatment to immunosuppressants. Antiproteinuric and
renoprotective effects are tried in several medicines. In our study, we aimed to
investigate the effect of 1,25 (OH) 2D3 vitamin and paricalcitol proteinuria,
renal tissue histology, podocin and nephrin upon mRNA.

Materials and Methods: 28 number of rats has been divided into 4 groups.
Experimental nephrotic syndrome has been provided with 10mg/100gr of
puromycin. Group 1 has been determined as a healthy control group, Group 2
as a nephrotic syndrome group formed by PAN, Group 3 as a vitamin D group,
Group 4 as a paricalcitol group. No medication has been realized to Group 1.
Only puromycin application has been performed to Group 2. 1,25 (OH)2D 3
application has been realized intraperitoneally to Group 3 in dose of 0,4
pg/kg/day every day for 7 days after performing the application of puromycin.
Paricalcitol application has been realized intraperitoneally to Group 4 in dose
of 240ng/kg/day every day for 7 days after performing the application of
puromycin. Spot urine samples have been collected after performing
massaged on the 0™, 4" and 7™ days. After taking renal tissue from the rats
after 7 days, rats have been sacrificed by cervical dislocation method.
Results: An increase of urine protein/creatinine ratio in nephrotic syndrome
within itself has been found significant (p=0.015). In addition, increase of
protein/creatinine within days is significant also in groups of paricalcitol and
vitamin D (p=0,008,p:0,030). However, when compared between groups, the
presence of a statistically-significant difference  between urine
protein/creatinine ratio on 0™ day makes the comparison between the groups
meaningless in the following days (p=0,028). No significant difference could

have been detected between the groups in mRNA expression of nephrin



(p=0,721). In mMRNA expression of podocin, no statistically significant increase
has been detected according to the nephrotic syndrome group (p = 0.003).
Glomerular hypersolarity has been found out in the nephrotic syndrome group
in performed histological studies. And minimal glomerular hypersolarity has
been detected in paricalcitol and vitamin D group. However, no significant
immunoreactivity could have been detected in the immunohistochemical
studies realized for podocin and nephrin (p= 0,356, p= 0,475).

Conclusion: As a result, under the light of the studies which have been
performed with paricalcitol and Vitamin D and theoretical information, we are
aware that there are antiproteinuric and renoprotective effects. Although we
have observed numerically this effect in the study that we have carried out,
statistical significance has been achieved.

Key words: Nephrotic syndrome, Paricalcitol, Vitamin D, Nephrin , Podocin,

Proteinuri
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