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OZET

Nefrotik sendromlu ¢ocuklarin bobrek biyopsi é6rneklerinde Sphingomiyelin
phosphodiesterase acid-like 3b (SMPDL-3b) ekspresyonu immunsiipresif ila¢
cevabinda yol gosterici olabilir mi?

Dr.Muhammet Kaya

Amag: Idiopatik nefrotik sendrom (INS) cocuklarda sik goriilen bir glomeriiler
hastaliktir. INS’li hastalarin ¢ogunlugu steroide yanit verse de sik relaps ve steroide
bagimli hastalar steroid uzun siireli kullanimina bagli yan etkilere maruz kalirken, steroid
rezistans nefrotik sendromlu (SRNS) hastalarin bir kismi diger immunsiipresiflere de
direngli olup kronik bobrek hastaligina (KBH) ilerleyebilmektedir. Giintimiizde 6zellikle

SRNS tedavisi hala ¢cocuk nefrologlari i¢in sorun olusturmaya devam etmektedir.

CD20 monoklonal antikor olan rituksimabin sik relaps ve steroid bagimli NS
tedavisinde basaris1 kanitlanmis olup SRNS ya da FSGS’li hastalarda tedavi etkinligi
calismalarda degiskendir. SMPDL-3b podositlerin hiicre zarinda seramid sentezini
saglayarak podosit hiicre iskeletinin diizenlenmesinde rol alir. Son yillarda yapilan
caligmalar rituksimabin B hiicre deplesyonundan bagimsiz, SMPDL-3b ekspresyonunda
down regiilasyonu engelleyerek ya da SMPDL-3b’ye baglanarak, proteiniiriyi
engelledigini ileri siirmektedir. Hatta tedaviye direngli ileri derece podosit hasarinin
oldugu NS’li hastalarda rituksimabin baglandigt SMPDL-3b miktariin diisiik olmas1
tedaviye direngte bir neden olabilir mi sorusu literatiirde heniiz cevap bulamamuistir.
Rituksimab ve SMPDL-3b ile iliskili kisith sayidaki ¢alismalardan yola ¢ikarak; tedavisi
hala sorun olan 6zellikle SRNS ve FSGS’li hastalarda tedavi oncesi bobrek biyopsi
preparatlarindaki SMPDL-3b diizeyi, basta rituksimab olmak iizere immunsiipresif

ilaclarmn klinik etkinliginde yol gdsterici olabilir mi? sorusu ile ¢alismamizi planladik.

Yontem: Klinigimizde INS tanisi alip bdbrek biyopsisi yapilmis 48 hastanin
biyopsi materyallerinde immunhistokimyasal anti-SMPDL3B boyanmasi ve molekiiler
tan1 yontemi Real time PCR ile SMPDL-3b m-RNA ekspresyonlart degerlendirilip

2-AACT

karsilastirildi. Real time PCR degerlendirme yontemi ile yapildi. FC>1,5

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Bulgular: Real time PCR yontemi ile SMPDL-3b ekspresyonu rituksimab ve
steroid olmak tizere tiim immunsiipresif tedavilere yanitli hastalarda artmig ekspresyonda
saptansa da fold change (FC)<I,5 oldugu i¢in anlamli kabul edilmedi. Tedavi ile
remisyona giren hastalarda SMPDL-3b ekspresyonu KBH’li hastalara gore 1,788 kat
fazlaydi ve anlamliydi (FC>1,5) ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu (p:0,846). SRNS’ 1i hastalarda remisyona giren hastalar ile KBH gelisen hastalarin
SMPDL-3b ekspresyonlar1 karsilastirildiginda; remisyondaki hastalarda ekspresyon 2,18
kat fazla ve anlamliydi (FC>1,5). Anti-SMPDL3B boyanmasi steroid, rituksimab ve diger
immunsiipresiflere yanit, genetik mutasyon varligi ve progresyon durumlarina gore

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

Sonuc¢-Tartisma: Calismamizda insan bobrek biyopsilerinde SMPDL-3b diizeyi
diisiik olan hastalar basta rituksimab olmak {lizere immunsupresif tedavilere daha mi
direnglidir sorusuna yanit aradik. immunsiipresif tedavilerin yamitlarinda SMPDL-3b
ekspresyonunun ve anti-SMPDL3B boyanmasiin gruplar arasinda anlamli fark
olusturmadigini gosterdik. SMPDL-3b ekspreyonunun tiim hastalar arasinda ve ek olarak
SRNS’li grupta; tam remiyona giren hastalarda KBH’lilere gore daha fazla eksprese
edildigini gosterdik. Bu sonuclar bize SMPDL-3b’nin aslinda belli bir immunsiipresif
ajana verilen yanitin belirteci olmaktan ¢ok hastaligin progresyonu konusunda isaretler
veren bir belirteg olabilecegini diisiindiirmiistiir. Calismamiz insan bobrek biyopsi
preparatlarinda hem immunhistokimyasal hem de molekiiler PCR ile SMPDL-3b mRNA

ekspresyonuna bakilan literatiirdeki ilk caligmadir.

Anahtar Kelimeler; Nefrotik sendrom, SMPDL-3b, rituksimab, Real time PCR



ABSTRACT

Do sphingomyelin phosphodiesterase acid-like 3b (SMPDL-3b) levels in kidney biopsy
specimens predict response to immunosuppressive therapy in children with nephrotic

syndrome?

Objective: Idiopathic nephrotic syndrome (INS) is a common glomerular disease in
children. Although INS usually responds to steroids, patients with frequently relapse or
steroid dependence face adverse effects associated with long-term steroid use. Some
patients who develop steroid-resistant nephrotic syndrome (SRNS) are also resistant to
other immunosuppressants and can progress to chronic kidney disease (CKD). The

treatment of SRNS remains a challenge for pediatric nephrologists.

Rituximab is a CD20 monoclonal antibody shown to be successful in the treatment
of frequently relapsing and steroid-dependent NS, but its effectiveness in patients with
SRNS or focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) has varied between studies.
Sphingomyelin phosphodiesterase acid-like 3b (SMPDL-3b) contributes to the regulation
of the podocyte cytoskeleton by enabling ceramide synthesis in the cell membrane.
Recent studies suggest that rituximab prevents proteinuria independent of B-cell
depletion by inhibiting the downregulation of SMPDL-3b expression or binding to
SMPDL-3b. However, the question remains whether the low amount of SMPDL-3b for
rituximab to bind in treatment-resistant NS patients with advanced podocyte injury could
be the cause of treatment resistance. Based on the limited number of studies related to
rituximab and SMPDL-3b, the present study was conducted to evaluate whether SMPDL-
3b level in pre-treatment kidney biopsy is predictive of the clinical effectiveness of

immunosuppressive drugs, especially rituximab, in patients with SRNS and FSGS.

Methods: Kidney biopsy specimens from 48 patients diagnosed with INS in our clinic
were analyzed by immunohistochemical staining with anti-SMPDL3B and real-time
polymerase chain reaction (PCR) for SMPDL-3b mRNA expression. The results were
compared according to treatment response. Real time PCR evaluation was done with 2-

AT method. Fold change (FC)>1.5 was considered stastically significant.



Results: Real-time PCR results showed that SMPDL-3b expression levels were
higher in patients responding to all immunosuppressive treatments, including rituximab
and steroids, but it was not considered significant because the fold change (FC) was less
than 1.5. SMPDL3B expression was 1.788 times greater in patients who achieved
remission with treatment compared to patients with CKD. Although this was significant
(FC>1.5), there was no statistically significant difference between the groups (p=0.846).
When SMPDL3B expression was compared between patients with SRNS who achieved
remission and those who developed CKD, expression was 2.18 times higher and
significant in remitted patients (FC>1.5). No statisically significant differences were
found in comparisons of anti-SMPDL3B staining based on response to steroids,
rituximab, and other immunosuppressives, the presence of genetic mutations, and

progression status.

Conclusion: In our study, we sought to determine whether low SMPDL-3b levels
in pre-treatment kidney biopsies were associated with resistance to immunosuppressive
therapies, especially rituximab. We showed that SMPDL3B mRNA expression and anti-
SMPDL-3b staining did not differ significantly between patient groups with different
responses to immunosuppressive therapies. Our results indicate that SMPDL3B
expression is higher in patients with complete remission, both among all patients and
within the SRNS subgroup, when compared with patients who progressed to CKD. These
results suggest that SMPDL-3b may actually be an indicator of disease progression rather
than a marker predicting response to a particular immunosuppressive agent. Our study is
the first in the literature to examine SMPDL-3b levels in human kidney biopsy specimens

using both immunohistochemical and molecular PCR methods.

Keywords: Nephrotic syndrome, SMPDL-3b, rituximab, real-time PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Nefrotik  sendrom (NS) c¢ocuklarda sik  goriilen  glomeriiler  bir
hastaliktir. Idiyopatik nefrotik sendrom (INS), masif proteiniiri, hipoalbiiminemi, dem

ve hiperlipidemi ile karakterize Klinik bir tablodur (1).

Etkilenen ¢ocuklarin yaklagik %80'ini minimal degisiklik hastaligi (MDH)
olusturur ve ¢ogu steroide duyarli nefrotik sendrom (SSNS) olarak adlandirilir. Bu
hastalar steroid tedavisine iyi yanit verirler (2). SSNS'li ¢ocuklarin yaklasik %40'inda ise

sik relapslar vardir veya steroid bagimlidir (SBNS) (3).

Kortikosteroid tedavisi gocukluk ¢agi NS i¢in birincil tedavi segenegidir. Bununla
beraber, sik relaps veya steroid bagimli NS hastalari, kortikosteroidlerin olusturdugu yan
etkiler agisindan yiiksek risk altindadir. Bu nedenle kortikosteroid tedavisine ek olarak
alkilleyici ajanlar, kalsindrin inhibitorleri (KNT'ler) ve mikofenolat mofetil (MMF) dahil
olmak tizere diger immunsiipresif ajanlar, bu tiir ¢ocuklarda remisyon saglamak igin
kullanilir (4). INS'li hastalarin %10-20'si ise steroide yanit vermez ve steroide direncli
nefrotik sendrom (SRNS) olarak adlandirilir. Bu hastalar, kronik bdbrek hastaligina
ilerlemelerinin yam sira bircok komplikasyonla kars1 karsiyadirlar (5). KNI, SRNS'yi
tedavi etmede kullanilan ana immunsupresif ajandir. KNI'lere yanit vermeyen ¢ocuklara
MMF gibi ek alternatif ajanlar siklikla kullanilmaktadir (5). Bununla birlikte, SRNS'nin
yonetimi, pediatrik nefroloji hekimlerini zorlamaya devam etmektedir. SRNS tedavisi
igin optimal stratejinin olmamasi arastirmacilart son on yilda yeni terapotik segenekler

aramaya yoneltmistir (6).

Rituksimab, CD20 aracil1 B hiicre proliferasyonunu ve farklilagmasini inhibe eden
kimerik bir CD20 monoklonal antikordur. Nefrotik Sendrom, lupus nefriti ve vaskiilit
dahil olmak tizere bobrek bozukluklarinin tedavisinde giderek daha fazla
kullanilmaktadir (7). Yapilan ¢alismalarla, SBNS ve SRNS'li ¢ocuklarda rituksimaba

oldukga degisken yanit oranlari saptanmistir (7).

Son caligmalarda, rituksimabin B hiicre deplesyonu yaninda sfingomyelin
fosfodiesteraz asit like 3b'yi (SMPDL-3b) hedefleyerek podositler {izerinde dogrudan bir
etkisi oldugu 6ne siiriilmiistiir (8). Bununla birlikte, pediatrik baslangigli INS tedavisi i¢in

SMPDL-3b'nin etkileri belirsizligini korumaktadir.



Bu calismada NS alt tiplerinde, yine steroid ve diger immunsiipresiflere yanita
gore SMPDL-3b’nin podositlerdeki boyanmasinin immunhistokimyasal olarak ve Real
time PCR ile degerlendirmeyi amagladik. Boylece SMPDL-3b boyanmasinin rituksimab
basta olmak iizere diger immunsiipresif ilaglara yanitta yol gosterici olup olmadiginin

gosterilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Glomeriiler mikrosirkiilasyon yapisi ve fonsiyonu

Bobrek yapist makroskobik olarak bobregin dis kismi olan renal korteks ve ig
kismi1 olan medulla olmak iizere iki boliime ayrilir (9). Mikroskobik olarak ise bobrek
nefron adi verilen ve bobregin fonksiyonel en kiigiik {initesi olarak bilinen yapilardan

olusur (10). Nefronlar glomeriil ve tiibiiler sistem olmak tizere iki kisimdan olusur:

Glomertil; afferent arteriol ile efferent arteriol arasinda bulunan 6zellesmis bir
kapiller yumaktir ve tiibiiler sistemin baslangict olan bowman kapsiiliine goémiilii
haldedir. Glomeriiler kapillerler tek katli ince endotel hiicrelerinden olusurlar ve bu
endotel hiicreleri glomeriiler bazal membran (GBM) tarafindan sarilmistir. Bazal
membranin disinda ise bowman kapsiiliinun visseral yapragi olarak da adlandirilan
podosit adli epitel hiicreleri yer alir. Podositler kapiller damarlari distan sararken
birbirlerine i¢ i¢e geg¢mis parmaklara benzer sekilde organize olmuslardir. Komsu
podositler arasinda olusan araliga filtrasyon araligi ad1 verilir. Bu filtrasyon araliklar slit

diafram (SD) denilen proteinoz yapilarla ortiilmiis durumdadir (10) (Sekil 1).

L2 Bowman Araligt

Mezanglal Kose

! yon ArahQ: I

Sekil 1: Glomeril yapisi (10)

Sonug olarak igten disa dogru endotel hiicresi, glomeriiler bazal membran ve
podosit katlarnin biraraya gelerek olusturdugu yapiya glomeriiler filtrasyon bariyeri
(GFB) ad1 verilir (Sekil 2). GBM’nin sentezi ve siirekliligi podositler ve endotelyal
hiicreler tarafindan saglanir ve bu ii¢ tabakanin herhangi birinde olusan bir problem

proteiniiriye yol acar.



Sekil 2: Glomeriiler filtrasyon bariyeri (10)

Glomeriiler kapiller duvarin en i¢ kismi, fenestra igceren endotel ile kaplanmustir;
tek bir pencere 50-100 nm boyutundadir ve bir¢ok plazma proteininden 1 veya 2 kat daha
biiyiiktiir. GBM tip V kollajen, laminin, heparan siilfat, proteoglikanlar, entaktin ve diger
bilesenlerden olusur. Endotel hiicreleri GBM’ye bagli olarak bulunur ve bu negatif yiiklii
bilesikler sayesinde albumin gibi anyonik makromolekiillerin filtrasyonu engellenir.
Ancak bu durum ultrafiltrasyona karsi olusturulan total rezistansin sadece %?2’lik bir
kismina denk gelir. GBM ise negatif yiiklii bilesikler sayesinde ultrafiltratin %50’lik bir
kismini engeller. Hidrolik rezistansin geri kalan kismini ise podosit ayaksi ¢ikintilar
arasindaki yariklar ve bunlar1 doseyen SD olusturur. Filtrasyon araliklarinin etki alan1 14
nm? (3,7x3,7 nm) olup albiimin 3,6 nm’lik ¢apiyla bu araliktan gecebilmektedir. Buna
ragmen idrarda bulunan albiimin miktart ¢ok azdir. Bunun nedeni de filtrasyon
membraninin her katmanmin negatif yiikli olmasidir. Podositler, hiicre iskeleti
dinamikleri ve yapisal plastisitesi sayesinde, glomeriiler filtrasyon s6z konusu oldugunda
filtrasyon yariklar1 iceren dinamik bir bariyer saglayarak plazma proteinlerinin idrar

ultrafiltratina girmesini dnlemede aktif bir rol oynar (11).

Podositler integrinler ve distroglikanlar denilen iki ayr1 protein sistemi ile bazal
membrana baglanirlar. Komsu ayaksi ¢ikintilar birbirlerine SD denilen modifiye
desmozomlar ile baghdir (12). Filtrasyon membranini1 6rten SD’nin igerisinde nefrin,
podosin, p kadherin, FAT, TRCP6, CD2AP ve NEPH gibi proteinler bulunur. Bu
proteinler hiicre membranini1 miyozin, aktin ve a-aktinin igeren hiicre iskeletine baglarlar
(13) (Sekil 3). SD yapisindaki bu proteinleri kodlayan genlerde mutasyon oldugunda
podosit disfonksiyonu ve konjenital nefrotik sendrom ya da erken ¢ocuklukluk SRNS,

fokal segmental glomeriiloskleroz (FSGS) gibi hastaliklar ortaya ¢ikar (10, 13).
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Sekil 3: Podosit sitoskeletonu (14)

2.2.  Nefrotik sendrom
2.2.1. Tanmm - Epidemiyoloji
NS, Glomertil filtrasyon bariyerinde gegirgenlik artisi sonucunda idrara ¢ok

miktarda protein igeriginin kagisina bagli olarak ortaya ¢ikan tablodur. (15, 16)

Nefrotik sendrom bulgulari (15, 17);

-Nefrotik diizeyde (masif) proteiniiri (>40 mg/m?/saat ya da spot idrar

orneginde protein/kreatinin>2 mg/mgq)

-I:Iipoalbuminemi (<3,0 g/dl veya baz1 kaynaklarda < 2,5 g/dL)

-Odem

-Hiperlipidemidir

Cocukluk ¢aginda NS insidansi, cografik bolge ve etnik kokene gore degismekle

beraber 100.000 ¢ocuk niifusta 1.15 ile 16.9 arasinda bildirilmistir (15, 18-22). Cocukluk
cagindaki NS’lerin biiyiikk kismint olugturan SSNS en sik 1-4 yag arasinda goriiliir ve
erkeklerde daha siktir (erkek/kiz orani: 2/1) (15, 22, 23). Yas biiyiidiik¢e, SSNS insidansi
diiserken SRNS ve sekonder NS’ler artar. Bir yas altindaki siit ¢ocuklarinda NS insidansi
distktir; ilk ti¢ ay i¢inde ortaya ¢ikan NS’ler konjenital nefrotik sendrom (KNS) olarak
tanimlanan 6zel bir grubu olusturur. Ug ay ile bir yas arasindaki NS ise infantil nefrotik

sendrom olarak adlandirilir (15).

2.2.2. Smiflandirma ve etyoloji

NS klinik tabloya, patogeneze, histopatolojik bulgulara, genetik inceleme
sonuglarina ve tedavi yanitlarina gore siiflandiriimaktadir (15). Genel klinik yaklagimda

oncelikle “primer” ve “sekonder” NS ayrim1 yapilir (Tablo 1).



Tablo 1: Cocuklarda nefrotik sendrom etyolojisi ve siniflandiriimasi (15-17)

PRIMER NEFROTIK SENDROM Idiyopatik nefrotik sendrom
Histopatolojiye gore:
Minimal degisiklik hastalig1
Fokal segmental glomeriiloskleroz
Steroid yanitina gore:
[ Steroide duyarl nefrotik sendrom
|| Steroide direngli nefrotik sendrom
Glomeriilonefritler
1gA nefropatisi
[ Membranoproliferatif glomeriilonefrit
C3 glomeriilopatisi
Genetik nefrotik sendrom
[ Nefrin
| Podosin
Digerleri
SEKONDER NEFROTIiK SENDROM Sistemik/otoimmun hastaliklar
|| Sistemik lupus eritematozus
[ Henoch-Schénlein purpurasi
|| Mikroskopik polianjitis
[ Hemolitik iiremik sendrom
I Diabetes mellitus
L Amiloidoz
Enfeksiyonlar
[ B ve C hepatiti
LIHIV
[/ Sitma
[l Sistozoma
| Dogumsal sifiliz
Malign hastaliklar
[l Lenfomalar
| Losemiler
Allerjenler
[ Ar1 sokmast
LI Besin allerjisi
ilaglar/toksik maddeler
Il Non-steroidal antiinflamatuarlar
|| D-penisilamin
L Altin tuzlart
[ Lityum
LI Civa
L Eroin
Glomeriiler hiperfiltrasyon
| Morbid obezite
|| Orak hiicreli anemi
Genetik hastaliklar
LI Alport
| Sendromik hastaliklar (Denys-Drash,Schimke,
Pierson, Frasier, Galloway-Mowat...)

Primer nefrotik sendrom, sistemik bir hastalik olmaksizin sadece bobrek
tutulumunun oldugu hastaliklar1 tanimlar. Cocukluk ¢aginda primer NS baslig1 altindaki
en bilyiikk grubu INS olusturmasmna karsin hastalik mekanizmasi tam olarak
anlagilamamigtir. Bobrek biyopsi preparatlart incelendiginde spesifik immun birikim
olmaksizin, elektron mikroskobu incelemesinde podositlerin ayaksi ¢ikintilarinin silinmis

oldugu minimal degisiklik hastalig1 veya 151k mikroskopisinde FSGS goriiliir (15, 24).

Nefrotik ~ sendromlu  ¢ocuklarin  bir  kisminda  igA  nefropatisi,
membranoproliferatif glomeriilonefrit (MPGN) vs. hastaliklarinda goriildiigii gibi primer

bir glomeriilonefrit s6z konusudur. Bu hastalarin kliniginde nefrotik sendrom



bulgularinin yani sira nefritik sendrom bulgulari, bobrek biyopsisinde ise immun

birikimler ve glomeriiler enflamasyon bulgular1 goriliir.

Podositlerdeki gesitli proteinleri kodlayan genetik mutasyonlar da, yasamin ilk

aylarindan itibaren NS klinigine yol agar (Genetik nefrotik sendrom) (15, 24).

INS grubunda tanimlanan hastalarin biiyiik kisminda, 6zellikle de MDH’de
steroid tedavisi ile remisyon saglanir. Steroide duyarli hastalarin 6énemli bir béliimiinde
ise hastalik relapslarla seyreder ve bu hasta grubunda bazen relapslar sik olabilir. Kiigiik
bir grup hasta ise steroid tedavisinden fayda gérmez veya baslangicta tedaviye cevap

gozlenmesine ragmen hastada daha sonra direng gelisebilir (SRNS) (15, 25) .

Sekonder nefrotik sendrom, sistemik bir hastaligin komponenti olarak ortaya
cikan veya bilinen bir etkene bagli glomeriil hasari1 sonucu olusan hastalik tablolarini

kapsar. Yetigkin hastalardan farkli olarak ¢ocukluk ¢aginda daha az goriiliir.

2.2.3. Patogenez
Nefrotik sendromda esas fizyopatolojik mekanizma GFB’de meydana gelen

protein gecirgenligindeki artistir. GFB; kapiller endoteli, bazal membran ve podositlerden
olusan yapidir. GFB’nin yapisal biitiinliigiinii bozan dogumsal veya edinsel pek ¢ok etken

proteiniiriye yol agabilir (15).

Karaciger asir1 protein kaybini lipoprotein sentezi ile telafi etmeye calisan
fizyolojiye sahiptir. NS, idrarla kaybedilen protein kaybi karacigerdeki albiimin sentez

oranini astiginda ortaya ¢ikar, bu durum hipoalbiiminemi ve 6dem ile sonuglanir (26).
Patogenez ile ilgili 3 farkli hipotez mevcuttur.
a) Podositler ve filtrasyon bariyeri

Podositler glomeriiler filtrasyon bariyerinde ¢ok dnemli rol oynarlar. Podositlerin
hiicre govdeleri ve bazal membran {izerine oturan diizenli bir bigimde yer alan ayaksi
cikintilari mevcuttur. Ayaksi ¢ikintilarin birbirine baglanmasi SD ile saglanir. Podosit
yapisinda bulunan ¢esitli proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar, podosit yapisini
bozarak protein gecirgenligi artis1 ve NS’ye yol acar. Bu mutasyonlar SD proteinleri
nefrin ve podosin (NPHS1 ve NPHS2), aktin iskelet proteinleri (ACTN4 ve INF2),

niikleer proteinler (WT1), mitokondriyal proteinler (C0Q2) ile adezyon ve glomeriiler



bazal membran proteinleri [(tip IV kollajen (COL4A3, COL4A4, COL4Ab5) ve laminin
(LAMB2)] proteinlerindeki mutasyonlardir.

MDH’de de, elektron mikroskopik incelemesinde podosit ayaksi ¢ikintilarinin
diizeninin bozularak degistigi ve birbirleri ile kaynastiklar1 goriiliir. Ancak bu hastalarda
podositlerdeki yapisal bozukluga yol acan temel sebep ve patogenez tam olarak

anlagilamamistir (15).
b) Immiin mekanizmalar

INS patogeneziyle ilgili birka¢ kamit dizisi, immun sistemin genetik olmayan
INS'de 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Bunlardan en 6nemlisi hiicre
aracili immunosupresyona dayali tedavinin etkinligidir (23). Ayrica hiicre aracili
immunosiipresyona yol agan kizamik hastaligi sonrasinda remisyona giren vakalarin
saptanmasi, hodgkin lenfoma hastaligina eslik edebilmesi, MDH’li hastalarin
biyopsilerinde immun depolanma olmamas: hastaligin patogenezinde T hiicre
fonksiyonlarindaki bozuklugun rol aldigin1 diisiindirmektedir (15, 27). Ayrica son
zamanlarda yapilan gesitli arastirmalarda da MDH'nin aktif doneminde T hiicre alt

gruplari arasindaki dengenin bozulmus oldugu gosterilmistir (28).

Son yillarda, B hiicrelerini baskilayan CD20 monoklonal antikoru rituksimab’in
cesitli tipte NS'lerin tedavisinde yararli oldugu goriilmistiir. Bu gozlemlerle beraber
hastaligin patogenezinde B hiicrelerinin rolii oldugu diisiiniilmiistiir. Ote yandan in vitro
kosullarda rituksimab'in podositlerde  SMPDL-3b'ye direkt olarak baglandiginin
gbzlenmesiyle antiproteiniirik etkisinin B hiicre etkisinden bagimsiz olabilecegi 6ne

stirilmistiir (15, 29).
c) Dolasan faktorler

FSGS’li hasta serumlarinin deney hayvanlarinda kullanimiyla proteiniirinin
ortaya ¢ikmasi, plazma degisiminin tedavide etkili olmasi gibi bulgular sistemik
dolasimda bulunan bazi faktorlere dikkati ¢ekmistir. Baska bir ¢alismada ise bir plazma
proteini olan hemopeksinin podosit sitoskeletonuna baglanarak ayaksi ¢ikintilarin
kaybina sebep olup proteiniiriye yol ac¢tigr bildirilmistir (15, 30). FSGS’li hastalarin
serumundan izole edilen cardiotrophin-like cytokine 1’in (CLC-1) deneysel ¢aligmalarda
glomeriiler permeabiliteyi arttirdigi ve nefrin ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (15,

31). Son yillarda ¢ok tartisilan ve dikkat ¢eken bir faktor olan dolasim faktorii olarak
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adlandirilan urokinase-type plasminogen activator receptor (SUPAR) ile ilgili bir¢ok

calisma yapilmis ve nefrotik sendromla iliskilendirilmistir (15, 32, 33).

2.2.4. Klinik belirtiler, bulgular ve laboratuar incelemeleri

Nefrotik sendromda, hastalar genellikle dem nedeniyle basvururlar. Odem daha
cok periorbital bolgede baslayip, sonrasinda alt ekstremitelerde ve labial veya skrotal
bolgede 6dem sekline doniisiir. Daha ileri vakalarda asit, plevral ve perikardiyal sivi
birikimi ile anazarka tarzi 6dem goriilebilir. Bazi hastalar ise aktif sikayetleri olmadan
rutin idrar incelemesinde nefrotik diizeyde proteiniiri saptanarak tani alabilirler.
Hastalarin oykiilerinde ¢ogu zaman gecirilmis iist solunum yolu enfeksiyonu oykiisii
mevcuttur (19).

Anazarka 6demli hastalarda akcigerlerde sivi birikimine bagli solunum sikintisi
gelisebilirken perikardiyal efiizyon kalp yetmezligi bulgularina ve hipoperfiizyona sebep
olabilir. Hiperkoagiilabiliteye bagli gelisen vendz ve arteriyel tromboembolizm, basta
agr1 olmak ftizere farkli klinik bulgulara yol agabilir. Klinik tabloya sepsis, pndmoni,
peritonit gibi enfeksiyoz komplikasyonlar eslik edebilir. Hastalarda genellikle oligiiri
saptanirken bazi vakalarda klinige hipertansiyon da eklenebilir (19).

Nefrotik sendromlu hastalar i¢in 6nerilen laboratuvar testleri ve arastirmalar tablo

2 icerisinde 0zetlenmistir.

Tablo 2: Nefrotik sendromlu ¢ocuklarin arastirilmasi (15-17)

Birinci basamak aragtirmalar
1 Tam idrar tetkiki
_| Kantitatif proteiniiri tayini
Spot idrarda protein/ kreatinin orani
24 Saatlik idrar biriktirilmesi

] Tam kan sayimi1
| Bobrek fonksiyon testleri (kanda iire ve kreatinin)
1 Serum elektrolitleri
_| Serumda total protein, albiimin, immunoglobulinler
| Kan lipid profili
"1 Serum kompleman 3 ve 4 diizeyleri
| PPD testi
I Akciger grafisi
Gerekli hallerde yapilacak ek incelemeler
Sistemik/otoimmun hastaliklar icin:
_| Antiniikleer antikorlar (ANA)
"1 Anti-gift sarmalli DNA antikoru (Anti-ds DNA)
_| Anti-nétrofil sitoplasmik antikorlar (ANCA)
Enfeksiyon hastaliklar: arastirilmasi

| B ve C hepatiti

IHIV
Genetik testler

| Dogumsal ve infantil nefrotik sendrom

| Ailede nefrotik sendrom

| Sendromik hastalar

| Steroide direngli nefrotik sendromlu hastalar
Biyopsi

| 12 yasindan biiyiik hastalar

| Eslik eden nefritik bulgular

| Hipokomplementemi

| Steroide direngli nefrotik sendromlu hastalar




Tam idrar tetkikinde ti¢ +++ veya dort ++++ proteiniiri saptanir. MDH'de,
hastalarin %20 kadarinda gegici mikroskobik hematiiri de saptanabilirken diger nedenlere
bagl nefrotik sendromlarda (6zellikle FSGS, primer ve sekonder glomertilonefritler)
makroskobik veya mikroskobik hematiiri sik goriiliir. Proteiniirinin  kantitatif

arastirtlmasinda nefrotik diizeyde proteiniiri bulunur (15, 19).

Kan biyokimyasinda saptanan en oOnemli bulgu hipoalbuminemidir. Serum
alblimin diizeyinin 3g/dL (baz1 kaynaklara gore 2.5g/dL) altinda bulunmasi NS'yi
tamimlar (15, 17). Hiperlipidemi; lipid klirensinin bozulmasi ve lipoproteinlerin tasiyici
proteinlerinin kaybi sonucu olusur (34-36). NS’de Sserum kreatinin seviyesi ¢ogunlukla
normaldir. Ancak MDH’de hipoalbuminemi nedeniyle gerceklesen bdbrek perfiizyon
bozukluguna bagli prerenal bobrek hasari ve ilimli glomeriiler filtrasyon hizi (GFR)
diistisii gortilebilir. Yine kapiller gecirgenlikteki degisikliklerin de akut bobrek hasarina
katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir (36, 37). Hemokonsantrasyon nedeniyle hemoglobin
ve trombosit degerlerinde yiikselme saptanabilir. Idiyopatik ve genetik NS'de serum
kompleman 3 ve 4 (C3 ve C4) diizeyleri normal simirlarda saptanir. Postenfeksiyoz
glomeriilonefritlerde ve MPGN'de C3 diisiikkken SLE’de hem C3 hem de C4 diizeyleri
diisiiktiir. Akciger grafisi plevral efflizyon, akciger 6demi ve sistemik hastaliklarin

akciger tutulumu agisindan yol gostericidir.

Birinci basamaktaki bu incelemelere ek olarak, genetik NS diisiiniilen hastalara
genetik tetkikler, sekonder NS'de altta yatan hastaliga yonelik tetkikler ve gerektigi
zaman biyopsi yapilir. Bir yasindan kiiclik NS'Ti ¢ocuklarda kalitsal NS'ler daha siktir.
Bu hastalara tan1 konuldugunda baslangicta genetik test yapilmasi onerilir. Ayrica
ailesinde NS tanimlanan, fizik muayenesinde sendromik bulgular mevcut olan steroide

direncli olgularda da genetik test yapilmalidir.

Biyopsi ile membranoz nefropati (MN) tanis1 konuldugu durumda hepatit B ve C
serolojilerinin arastirilmasi ve son yillarda primer membrandz nefropati patogenezinde
rol oynadig1 gosterilmis olan fosfolipaz A2 reseptdr (PLA2R) antikoru tayini 6nem
kazanir (15, 16).

2.2.5. Bobrek biyopsi endikasyonlari

Cocuklarda renal biyopsi islemi, 1961°den itibaren agik operasyon kullanilarak

yapiliyorken, 1970 yilinda Metcoff modifiye igne biyopsisini tanimlamistir (38, 39).
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Bugiin perkutandz renal biyopsiler ultrasonografi esliginde giivenilir bir yontemle rutin

prosediirler kullanilarak yapilmaktadir.

Bobrek biyopsisi INS’de sart degildir ancak baslangigta MDH’de beklenen klinik
seyir disinda bulgular varsa biyopsi yapilir (40). Hastaligin baslangicinda bobrek biyopsi

endikasyonlar1 tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3: Baslangigta bébrek biyopsisi yapma endikasyonlari (40)

<1 yas veya >16 yas
Pozitif aile dykiisi

Makroskopik hematiiri, devam eden mikroskopik hematiiri, C3 dustkligii
Ciddi hipertansiyon

Bobrek yetmezligi (hipovolemiye bagl olmayan)

Bobrek disi bulgular (artrit, dokiintii, anemi)

Kronik hastalik varlig

Ayrica, steroide direngli olgularda diger immunsupresif ilaglarla tedavi dncesi ve
tedaviye devam edildigi siire boyunca 2 yilda bir bobrek biyopsisi yapilir (40). Dogru
degerlendirme i¢in biyopsi Orneginin en az 10 glomeriil icermesi tani i¢in gereklidir.
Ayrica alinan 6rnek agirlikli olarak korteks ve bir miktar da medullayr icermelidir.
Bununla beraber fokal lezyonlar i¢in (FSGS) en az 25 glomertil i¢cermeli ve FSGS en
erken jukstamediiller glomeriillerde ortaya ciktigindan bu bolgeyi de igermesine 6zen

gosterilmelidir (41).

Biyopsi bulgulart MPGN ile uyumlu oldugunda kronik enfeksiyon ve otoimmun
hastaliklar akla gelmelidir. immiinfloresan boyama C3 glomeriilopatisi ile uyumlu ise
etyolojide komplemam sistemi proteinleri ile ilgili mutasyonlar ve kompleman sistemi

proteinlerine kars1 antikorlar arastirilir (15, 16).

2.3. Nefrotik sendromda tedavi

Nefrotik sendromlu ¢ocuklarin %80’i MDH olup SSNS grubuna girmektedir (2,
6). SSNS’li hastalarin %401 ise steroid bagimli ya da sik relaps grubundadir. Kalan %10-
20 hasta ise SRNS olup bu hastalarin patoloji sonuglart FSGS ile uyumlu gelir. SRNS’li
(FSGS) hastalarin en biiytik riskleri ise kortikosteroid yaninda diger immunsiipresiflere

de direnglerinin olmasi ve bir kisminin KBH’ye ilerlemesidir (5, 6) (Tablo 4).
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Tablo 4: Nefrotik senderomda tanimlar (5, 42-48)

Neirotk Sendrom

Tam remisyon
Parsiyel remisyon
Tedaviye yanilsiz
Steroid yanitl
Steroid direngl
Relaps

Sayrek relaps

Sik relaps

Steroid bagimli
Gegdireng

Yaygin odem

Nefrofik diizeyde profeindir

- 240 mg/m2/saat (veya 50 mg/kglgiin) veya

- spot idrar proteinkreatinin orani >2 glg

Hipoalblminemi (<2.5 g/dl dL) olmasi

3 ardigik glinde idrarda prolein <4 mgim?/saat veya idrar dipstik lle <1+ olmasi

Proteindiri oraninda %50 veya daha fazla azalma ve spot idrar protein/kreafinin orani 0,2-2 glg

Bazal proteindrinin %50 azalilamamasi veya persistan spot idrar protein/kreatinin orani >2 gfg

4 haftalik kortikosterold tedavis! ile tam remisyon saglanmasi

8 haflalik korfikosteroid tedavising rajmen tam remisyon sadlanamamas:

Spat dvar proteinfkreatinin orani >2 gly veya idrar dipstk ile 3+ protein

Baglangi; tedavisine yanitian sonraki ik 6 ay iginde 1 relaps veya ilk 1 yil iginde 1 lla 3 arasinda relaps
Baglangig ledavisine yanittan sonraki ilk G ay iginde 2 veya daha fazla relaps veya llk 1 yil iginde 4 veya daha fazla relaps
Kortikosteroid ledavisl sirasinda veya tedavi kesildiklen sonra 14 glin iginde 2 ardigik relaps gelismesi
Bir veya daha fazla remisyon sonrasi >4 hafta kortikosteroide rajmen persistan proteinir olmasi

Tedavide amag belirtilerin kontrol altina alinarak en kisa zamanda iyilesmenin

saglanmast, tekrarlarin 6nlenmesi ve tedavinin yan etkilerinin en az diizeyde tutulmasidir.

Hastalarin ¢ogu steroide duyarli oldugundan tedavide ilk olarak oral kortikosteroidler

baslanir ve remisyona girmesi beklenir (2). Ancak steroid duyarli NS’li hastalarin bir

kismu sik relaps ve bagimli NS olup steroide ve yan etkilerine uzun siire maruz kalirlar.

Bu nedenle, alkilleyici ajanlar, KNI, MMF ve Rituksimab dahil olmak iizere diger

immunsupresif ajanlar, bu tiir ¢ocuklarda remisyon saglamak icin kullanilir (3, 4).

KNi’ler, SRNS'yi tedavi etmek icin kullanilan ana immunsupresif ajanlardir. KNi'lere

yanit vermeyen ¢ocuklar i¢cin MMF, rituksimab gibi ek alternatif ajanlar siklikla kullanilir

(7) (Sekil 4).
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Sekil 4: Nefrotik sendrom tedavisinde kullanilan immunsupresif ilaglarin etki mekanizmalari (49)

2.3.1. immunsiipresif tedavilerin etki mekanizmalar

2.3.1.1. Kortikosteroidler
Steroid tedavisi NS tedavisinde biiyiik yer tutmasina karsin etki mekanizmasi tam

olarak anlagilamamigtir. Ancak temel etkisi bazi sitoplazmik reseptorlere baglanarak
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protein sentezini ve transkripsiyonunu modifiye etmek, boylece inflamatuar reaksiyonlari
ve humoral immun yanitlar1 baskilamaktir. Steroidler INS’de ilk tercih edilen ilag olup,
hastalarin  %80’inde etkindir. Yine SRNS hastalarinda da intravendz pulse
metilprednizolon (PMP) tedavisinin hem tek basina hem de diger immunsupressif
tedaviler ile birlikte etkinligini gosteren gézlemsel galismalar vardir (50-52). Ancak bazi
caligmalarda ise PMP kullanimi ile ilgili yiiksek doz steroidin uzun siire kullaniminin

ciddi yan etkilere yol agacag belirtilmistir (43, 50).

Bilindigi iizere uzun siireli steroid tedavisinin bir¢cok yan etkileri vardir ve bu
durum SBNS olan c¢ocuklarda siklikla karsimiza g¢ikmaktadir. Klinik pratikte sik
karsimiza ¢ikan yan etkiler hipertansiyon, katarakt, glokom, akne, obezite ve davranig

bozukluklari olarak sayilabilir (42).

2.3.1.2. Alkilleyici ajanlar

Alkilleyici ajanlar olan siklofosfamid veya klorambusilin, sik relaps ve steroide
bagimli SSNS tedavisinde kortikosteroidden koruyucu ajan olarak kullanilmasi
onerilmektedir. Siklofosfamid tedavisinin kemik iligi depresyonu, hemorajik sistit,
gastrointestinal rahatsizliklar, alopesi ve enfeksiyon gibi yan etkileri goriilebilmektedir.
Uzun siireli kullaniminda ise malignite, pulmoner fibrozis ve sterilite gibi yan etkiler
goriilebilir. Ozellikle erkek c¢ocuklarda gonadotoksik oldugu bilinmektedir. SSNS

tedavisinde sik kullanilmasina karsin SRNS hastalari i¢in etkinligi oldukg¢a azdir

Klorambusil tedavisi ile nobet, enfeksiyon, malignite gelisimi gibi yan etkiler
goriilebilirken 16kopeni ve trombositopeni gibi yan etkiler doz azaltimi ile 1-3 hafta icinde
diizelir. Ayrica uzun siireli tedavi verilen hastalarda malignite veya 16semi geligsme riski

vardir.

Tedavilerin kemik iligi yan etkileri geri doniislii iken her iki tedavinin 6zellikle
erkek ¢ocuklarda gonadotoksik etkileri olup azospermiye yol agtig1 bilinmektedir (53).
Azospermi geri doniissiizdiir. Bu nedenle siklofosfamid (168 mg/giin) ve klorambusilin

(11,2 mg/kg/giin) kiimiilatif dozlar1 dikkatli hesaplanmalidir (42, 54).

2.3.1.3. Levamizol

Levamizol immun modiilator etkileri olan antihelmintik bir ajandir ve SSNS
tedavisinde kortikosteroidden koruyucu bir ajan olarak kullanimi Kidney Disease
Improving Global Outcomes (KDIGO) kilavuzunda onerilmektedir (42, 43). Levamizol

13



yan etkileri arasinda nétropeni, agraniilositoz, kusma, kutandz dokiintii ve vaskiilitin yant
sira uykusuzluk, hiperaktivite ve ndbet gibi norolojik semptomlar da bulunmaktadir.

Ancak ilag pek ¢ok iilkede mevcut degildir.

2.3.1.4. Kalsinorin inhibitorleri

KNI olan siklosporin ve takrolimus SRNS tedavisinde kullanilan temel ilaglardan
olmalarinin yanisira kortikosteroidden koruyucu ajanlar olarak sik relaps ve steroide
bagimli NS tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ila¢ grubu iki mekanizma ile antiproteiniirik
etki gosterir: 1) Lenfositlerde T hiicre sinyalinin inhibisyonu ve boylece podositlerde yer
alan sinaptopodin iizerinden etki etmesi 2) Podosit aktin hiicre iskeletine non-immun etki
ile fayda saglamasi (42, 43).

Siklosporinin hipertrikoz, dis eti hiperplazisi gibi kozmetik yan etkileri fazla
oldugundan, siklosporin yerine takrolimus kullanimi oOnerilmekte ve kullanimi
artmaktadir (42, 55). Ancak her iki ilag ta hipertansiyon, bobrek fonksiyon bozuklugu,
bobrekte interstisyel fibrozis ve diyabetes mellitus gelisimi gibi yan etkilere neden
olabilir (42, 56). Son yapilan bazi ¢alismalarda ise nefrotoksisite goz oniine alindiginda,
takrolimus tedavisinin siklosporin tedavisine gore daha diisiik riskli oldugu One

strtilmiistiir (57).
2.3.1.5. Mikofenolat mofetil (MMF)

MMF piirin biyosentezinde rol alan inozin monofosfat dehidrogenazi inhibe
ederek etki eder. Bu enzim piirin biyosentezinde yer alan anahtar bir enzimdir. Bu

baskilama sayesinde T ve B hiicrelerinde DNA replikasyonu inhibe olur.

SSNS tedavisinde kortikosteroid koruyucu bir ajan olarak kullanimi
onerilmektedir. KDIGO klavuzunda steroid ve KNI direngli hastalarda kullanilmas:
onerilmektedir ancak SRNS hastalarinda etkinligi az hasta sayili gézlemsel ¢aligmalara
dayanmaktadir. Son yillarda rituksimab tedavisi uygulanan hastalarda MMF’in ilave bir
ajan olarak verilebilecegini Oneren c¢alismalar vardir (58). Az sayida ¢ocukta

gastrointestinal semptomlar ve 16kopeni gibi yan etkiler goriilmektedir.

2.3.1.6. Monoklonal antikorlar

Rituksimab; bir kimerik CD20 monoklonal antikorudur. Temel etki mekanizmasi

CD20’yi hedefleyerek B hiicre deplesyonu yapmasidir (42, 56). Bu ¢ok bilinen immun
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etkisi disinda podosit fonksiyonlari iizerinden de etki etmektedir. Yakin zamanda
sfingolipid metabolizmasindaki 6nemli yolaklarda gorev alan ASMase ile ayni
homolojiye sahip bir protein olan SMPDL-3b ekspresyonunun, FSGS'li hastalarda
azaldig1 gosterilmistir (59). Diger bir¢ok bir ¢alismada ise, Rituksimab’in podositlerde
SMPDL-3b'nin ekspresyonunda down regiilasyonu engelledigi saptanmistir (59, 60). Bu
calismalar, SMPDL-3b seviyelerindeki degisikligin ¢esitli renal glomeriiler hastaliklarda
podosit fonksiyonunu etkiledigini ve rituksimab tedavisi konusunda SMPDL-3b’nin yol

gosterici olabilecegini diistindiirmektedir.

NS’de 2000’11 yillarin baslarindan beri kullanilan bu tedavi 6zellikle SSNS
hastalarinda daha basarili olsa da, SRNS’li hastalarin bir kisminda da basarili sonuglar
bildirilmistir (61).

Rituksimab klinikte genellikle giivenilir ve tolere edilen bir ilagtir. Hastalarin
yaklasik tigte birinde ates, kusma, deri dokiintiisii, bronkospazm gibi akut reaksiyonlara
neden olurken potansiyel yan etkileri arasinda hipogamaglobulinemi, ge¢ baslangigh
notropeni, Hepatit B reaktivasyonu, ciddi inflizyon iligkili advers olaylar, Pneumocystis
jiroveci pndmonisi, pulmoner fibrozis ve enfeksiyonlar bulunmaktadir (42, 62). Ozellikle
hematolojik yan etkiler kiiciik ¢ocuklarda daha sik ve ciddi olarak karsimiza ¢ikmaktadir

(50, 63).

Ofatumumab; Son dénemde SRNS tedavisinde giindeme gelen bir diger
monoklonal CD20 antikorudur. Humanize bir CD20 antikorudur ve rituksimab antikoru
gelismis veya rituksimab hipersensitivitesi olan hastalarda alternatif bir tedavi segenegi
olarak kullanilmaktadir (50).

2.3.2. Nefrotik sendromda ilk atak tedavisi
SSNS tedavisinde ilk olarak oral kortikosteroidler (prednizon veya prednizolon)
onerilir. Oral steroid dozunun giinliik tek dozda 60 mg/m?/giin veya 2 mg/kg/giin olarak
maximum 60 mg/giin olacak sekilde baglanilmas1 6nerilmektedir. Tedavi protokoliinde
giinliik oral steroid tedavisi 4-6 hafta verildikten sonra tedaviye cevap alind1 ise 40 mg/m?
veya 1,5 mg/kg (Max 40 mg/gin) giinasiri devam edilerek 2-5 ayda azaltilarak
kesilmelidir (42, 46) (Sekil 5).
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IDIYOPATIK NEFROTIK SENDROMUN iLK ATAGI
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40 mg/m? (1.5 mg/kg) giin asiri, 4 hafta
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Uzun tedavi
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40 mg/m? (1.5 mg/kg) glin asiri, 4 hafta
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5-7.5 mg/m? (0.25 mg/kg) giin asiri, 2 ay

'

KES

Sekil 5: idiyopatik nefrotik sendrom ilk atak tedavi algoritmasi(64)
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2.3.3 Steroide duyarh nefrotik sendromda relaps tedavisi

SSNS tanili ¢ocuklarda %80-90 oraninda bir veya daha fazla niiks gortilmektedir
(65). Relaps olan hastalarin yaklagik yaris1 seyrek relaps grubunda iken, geri kalan kismi
sik relaps veya steroide bagimli SSNS grubundadir.

Cocuklarda seyrek goriilen SSNS relaps grubunda, cocuk en az 3 giin boyunca
tam remisyonda olana kadar 60 mg/m? veya 2 mg/kg (Maximum 60 mg/giin) giinliik doz
steroid ile tedavi edilmesi 6nerilmektedir. Bu hastalarda tam remisyon saglandiktan sonra
giinagirt 40 mg/m? veya 1,5 mg/kg (Maximum 40 mg) tek doz olarak 4 hafta siireyle
steroid tedavisi uygulanmalidir. Sik relaps ve steroide bagimli NS’li g¢ocuklarda
relapslarin giinliik steroid ile en az 3 giin remisyon saglanana kadar tedavi edilmesi ve

ardindan 3 ay boyunca giinasiri steroid olarak verilmesi dnerilmektedir (42, 66) (Sekil 6).




RELAPS IDIYOPATIK NEFROTIK SENDROM
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Sekil 6: Idiyopatik nefrotik sendromda relaps tedavisi (64)

Sik relaps ve steroide bagimli NS’li cocuklarda remisyonu siirdiirmek i¢in 6nemli
bir yan etki gelismedigi siirece steroidin en diisiik dozda (esik doz <0,5 mg/kg veya 15
mg/m?) giinasirt verilmesi Onerilir. Giinasir1 tedavinin etkili olmadigi durumlarda ise
remisyonu siirdiirmek i¢in major yan etkilerin goriilmedigi en diisiik dozda giinliik steroid

verilmesi Onerilmektedir (42, 43).

2.3.4. Sik relaps ve steroide bagimh NS tedavisinde steroidden koruyucu
ajanlar

Sik relaps veya steroide bagimli NS’li ¢ocuklarda steroid yan etkilerin goriilmesi
hekimleri farkli tedavi arayislarina yonlendirmistir. Kiimilatif steroid dozunu azaltarak
bu hastalar1 steroid yan etkilerinden korumak amaciyla kortikosteroidden koruyucu
ajanlar kullanilmaktadir. Bu grupta alkilleyici ajanlar (siklofosfamid, klorambusil),
levamizol, KNI (siklosporin, takrolimus), MMF ve rituksimab tedavileri bulunmaktadir
(42) (Sekil 7).
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Sekil 7: Sik relaps veya steroide badimli nefrotik sendromda tedavi algoritmasi(64)

Alkilleyici ajanlar olan siklofosfamid ve klorambusilin, sik relaps ve steroide
bagimli SSNS tedavisinde kortikosteroidden koruyucu olarak kullanilmasi

onerilmektedir.

KDIGO Calisma Grubu siklofosfamid 2 mg/kg/giin dozda 8-12 hafta siireyle
(maximum kiimiilatif doz 168 mg/kg) verilmesini 6nermektedir (4, 42). Siklofosfamid
tedavisine alternatif olarak klorambusil 0,1-0,2 mg/kg/giin dozunda 8 hafta siireyle
(maximum kiimiatif doz 11.2 mg/kg) verilebilir. Alkilleyici ajanlarin ikinci kez verilmesi
onerilmemektedir (42, 44). Bu hasta grubunda klorambusil ve siklofosfamidin
birbirlerine tstinliikleri bulunmamistir. Sik relaps ve bagimli SSNS’de siklofosfamid ve
steroid etkinligini karsilastiran bir ¢alismada siklosporin grubunda relapsin daha az

goriildiigi saptanmistir (57).

KNI olan siklosporin ve takrolimus KDIGO rehberinde kortikosteroidden
koruyucu ajanlar olarak onerilmektedir. Siklosporin tedavisinin 4-5 mg/kg/giin iki doza
boliinerek verilmesi onerilmektedir. KNI kesildiginde ¢ogu ¢ocukta niiks gelistiginden
en az 12 ay siireyle tedaviye devam edilmelidir (42, 43). Gozlemsel ¢aligmalardan elde
edilen verilerde alkilleyici ajan tedavisinden sonra relaps olan SBNS’li ¢ocuklarin

siklosporin tedavisi ile %60-90’inda remisyon saglandigi bildirilmistir (67, 68).
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Siklosporin tedavisinde de hastalarin gogunda doz azaltildiginda veya kesildiginde relaps
bildirilmektedir (42, 69). Sonug olarak steroid tedavisine oldugu gibi hastalar siklosporine
de bagimli hale gelebilirler (42, 68).

SSNS’de takrolimus kullanimini destekleyen sinirli miktarda veri bulunmaktadir.
Siklosporinin hipertrikoz, dis eti hiperplazisi gibi yan etkilerinin olmasi nedeniyle
takrolimus kullanimi1 artmaktadir (42, 55). Siklosporinin bu tiir kozmetik yan etkileri fazla
oldugunda, siklosporin yerine takrolimusun 0,1 mg/kg/giin iki dozda kullanilmasi

onerilmektedir.

KNI ile tedavi siiresi konusunda tam bir uzlasma yoktur. Baz1 yazarlar bobrek
fonksiyonlar1 ve histoloji iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle KNI tedavisinin 2 yil ile
siirlandirilmasini 6nermekteyken; iki yilin tizerinde kullanilmasi gerekiyorsa bobrek

biyopsisi yapilmasi onerilmektedir (42, 56).

MMF steroid bagimli ya da sik relaps SSNS tedavisinde kortikosteroid koruyucu
bir ajan olarak kullanilabilir. MMF kesildiginde ¢ogu ¢ocukta relaps ortaya ¢iktigindan,
MMF’nin (baslangi¢c dozu 1,200 mg/m?/giin, iki dozda) en az 12 ay boyunca verilmesi
onerilmektedir (42, 43). Bu hasta grubunda MMF ve siklosporinin karsilagtirildigi bir
calismada siklosporinin remisyonu siirdiirmede daha basarili oldugu ancak bobrek

fonksiyonlarin1 korumada MMEF’in daha basarili oldugu bulunmustur (70, 71).

Rituksimab; son zamanlarda steroid ve steroidden koruyucu ajanlarin optimal
kombinasyonlarina ragmen sik relaps veya tedavilerin ciddi yan etkilerinin ortaya ¢iktigi
SBNS’li hastalarda oOnerilmektedir (42, 43). Genellikle uygulanan protokol 375
mg/m?/hafta 4 doz seklinde olsa da CD19 diizeylerine bakilarak CD19 deplesyonu
saglandiginda 1 ya da 2 doz veren merkezler de vardir (72). Yapilan ¢aligmalarda bu hasta
grubunda remisyon saglandiktan sonra uzun siire relaps gelismedigi gosterilmistir (2, 3,

73, 74).

2.3.5. Steroide direncli nefrotik sendrom tedavisi

SRNS tanist i¢in literatiirde farkli tanimlamalar mevcuttur. Baz1 yazarlar 60
mg/m?/glin dozunda 4 hafta prednizolona ragmen remisyona girememeyi SRNS olarak
tanimlarken bazi yazarlar ise prednizolonun 6-8 hafta 60 mg/m*giin dozunda
kullanmanin yanisira intravendz bolus steroid tedavisine ragmen remisyon

saglanamamasi olarak tanimlamaktadir. Bazi kaynaklarda ise SRNS 4 hafta 60
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mg/m?/glin dozunda steroidi takiben 3 giin 1000 mg/m?/giin intravendz metilprednizolon
pulse tedavisine ragmen remisyon saglanamamasi olarak tanimlamaktadir (50, 75-78).
SRNS’nin %10-30’unda podosin iligkili genlerde mutasyon saptanir. Mutasyon
saptanmayan hastalarin %50-70’inde KNI ile remisyon saglanir. En az 6 ay boyunca KNI
kullanimma ragmen kismi ya da tam yanit saglanamamasma KNI direngli nefrotik
sendrom denir. Steroid disinda KNI ve baska bir steroidden koruyucu ilagla en az 12 ay
tedaviye ragmen remisyonun saglanamamasi ¢oklu ilaca direngli nefrotik sendrom olarak
tanimlanir (78). SRNS’li hastalarin %20-40’1 higbir tedaviye yanit vermez ve 10 yil
icinde KBH’ye ilerler (78).

KNI’ler steroide direngli nefrotik sendrom tedavisinde kullanilan temel
ajanlardir. SRNS’li hastalarda yapilan ¢alismalarda KNI tedavisi ile SRNS hastalarmin
%30-80°ninde parsiyel veya tam yanit alindig1 belirtilmistir (50, 79, 80). KNI tedavisinin
ozellikle steroid tedavisi ile birlikte kullanildiginda etkili oldugu belirtilmistir. KDIGO
calisma grubu rehberinde KNI tedavisi SRNS tedavisinde ilk basamak tedavi olarak
onerilmistir. Ayrica bu rehberde SRNS tedavisinde KNI ile 6. ayda parsiyel remisyon

saglandiginda en az 12 ay devam edilmesi onerilmistir (21, 50).

SRNS’li gocuklarda siklosporin ve takrolimus tedavilerinden hangisinin daha
etkin olduguna yonelik yapilan ¢alismalarda ise her ikisinde de benzer sonuglar oldugu
one siiriilmiistiir (50, 81). Uzun siireli KNI kullaniminda akilda tutulmasi gereken en
onemli konu nefrotoksisitedir. Yapilan ¢alismalarda 6zellikle 2-5 yildan daha fazla KNI
kullaniminin renal toksisite ile iligkili oldugu saptanmistir (50, 63). Alt1 ay iginde
remisyon saglanan hastalarda 12-24 ay kullamm sonrast1 KNI kesilmesi ya da

nefrotoksisite riskinin azaltilmasi i¢cin MMF’e gecilmesini 6neren yayinlar vardir (78).

Siklofosfamidin 6zellikle SSNS hastalarinda remisyonu sagladigi ve relapslart
azalttigi gosterilmesine ragmen, SRNS hastalari igin etkinligi olduk¢a diisiktiir.
Siklofosfamid ve siklosporinin karisilastirildigr bir¢ok calismada siklosporin {istiin
bulunmustur. Bundan dolayr KDIGO o6nerilerinde siklofosfamidin SRNS’li ¢ocuklara

verilmemesi gerektigi belirtilmistir (21, 50).

MMF, agirlikli olarak SSNS tedavisinde kullanilmakta olup SRNS hastalarinda
etkinligiyle ilgili az sayida gozlemsel c¢aligma bulunmaktadir. Bu caligmalarda tam
remisyon orani %23-62 iken parsiyel remisyon orani %25-37 olarak tespit edilmistir (50,

63). MMF kullaniminin etkinligiyle ilgili birgok ¢alisma yapilmakla beraber genel olarak
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bakildiginda MMF’in SRNS hastalarinda KNI monoterapisine gore iistiin olmadig1
gosterilmistir. Ayrica son yillarda MMF’in rituksimab tedavisi uygulanan hastalarda

ilave bir ajan olarak verilebilecegini 6neren ¢alismalar vardir (50, 82).

2.3.6. Kalsinorin ve steroide direncli nefrotik sendromda tedavi secenekleri

SRNS’de tedaviyi ¢ogunlukla KNi’ler olusturmaktadir. Baz1 hastalar KNI ile
remisyona girerken tedavi dozunun azaltilmasiyla beraber tekrar relaps olmaktadir. Bazi
hastalar ise KNI tedavisine hi¢ yanit vermemektedir. KNI tedavisinin uzun siireli
kullaniminin nefrotoksisiteye yol agtigi da diisiliniildiigiinde yeni tedavi segenekleri
gindeme gelmistir. Bahsedilen ilaglara karsi direngli olan SRNS hastalar1 ¢ocuk
nefrologlari i¢in ¢ok zor bir hasta grubunu olusturur. Yakin zamanda etkinligi gosterilen
monoklonal CD20 antikorlar1 bu hasta grubunda tedavide yeni bir umut 15181 olmustur.
2000’11 yillarin baglarindan beri SSNS ve SRNS hastalarinin tedavisinde kullanilan bu
tedavi 6zellikle SSNS hastalarinda daha basarili olsa da SRNS’li hastalarda da basarili
sonuglar bildirilmistir (61). Son 20 yilda SRNS’li hastalarda da bir ¢ok g¢alisma
yapilmistir. Bu ¢alismalarda remisyon orani %18-80 arasi bildirilmistir (50, 73, 82-89).

2.3.7. SRNS’li hastalarda kullanilan ek tedaviler ( Renin angiotensin-
aldosteron sistem (RAS) inhibisyonu)
RAS inhibitorleri SRNS tedavisinde siklikla kullanilan ilaglardir. Enapril ve
ramipril en sik kullanilan etken maddelerdir. Anjiotensin reseptor blokorleri (ARB)
NS’de kullanilan diger ilaglardir. RAS inhibitorleri ve ARB’nin birlikte kullanilmasinin

tek basina kullanilmasina iistiinliigli saptanmamistir (73).

2.4. Prognoz

NS’ye bagli mortalite immunsupresif ajanlarin kullanimi ile azalmis olsa da
relapslar, enfeksiyonlar ve kullanilan ilaglarin yan etkileri halen sorun olmaya devam
etmektedir. NS tanis1 almis hastalarda hastaligin seyriyle ilgili tahminde bulunmak
glictlir. NS’de steroid tedavisine yanit en iyi prognostik gosterge olarak kabul edilebilir.
llerleyici bobrek hastaligi gelismesindeki en &nemli risk faktdrii olarak baslangicta

steroid tedavisine olan yanitsizlik gosterilebilir.

SRNS’li hastalarin tedavilerinde uzun siireli ve ¢ok sayida immunsiipresif tedavi
kullanilmas1 gerekebilir. Bu kadar tedaviye karsin bu hastalarin diyaliz veya bobrek nakli

gerektirecek KBH’ye ilerleme riski yiiksektir. FSGS’nin immun formlarinda nakil
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yapilan bobrekte tekrarlama riski yiiksek olmasina ragmen yine de en uygun yaklasim
uygun hazirlik ve oOnlemlerle bdbrek naklidir. Genetik nedenlere bagli NS’de
immunsupresif ilaglarin etkili olmamasi nedeniyle verilmeleri 6nerilmez. Bu hastalar
hizla KBH’ye ilerlediginden bobrek nakli en etkin tedavi yontemidir. Genetik nedenlere
bagli FSGS immun formlarla karsilastirildiginda hastaligin nakil bobrekte tekrarlama
riski oldukga diisiiktiir (78).

2.5. Podosit iskelet yapisi ve tedavi hedeflerindeki yeri

Nefrotik sendrom, glomeriiler filtrasyon bariyerinin bir bozuklugudur. Biiyiik
proteinlerin ve makromolekiillerin idrara siiziilmesini Onleyen GFB’nin filtrasyon
mekanizmasinin merkezinde ise podosit bulunur (90). Podosit hiicre gévdesi ultrafiltrat
icinde ylizer ve sadece cikintilartyla GBM’ye baglanir. Podosit primer ¢ikintilari ikincil
ve tglinctl ¢ikintilart olusturmak iizere boliiniir, nihayetinde komsu podositlerle i¢ ice

gecen ayaksi ¢ikintilari olusur (91-93) (Sekil 8).

Sekil 8: Podosit yapisi: (A) Bir podositin taramali elektron mikroskobu gériintiisi. 1-Hiicre gévdesi, 2-Primer ¢ikintilar,
3-Sekonder ¢ikintilar, 4-Ayaksi ¢ikintilar. (B) Podosit ayaksi ¢cikintilarinin arasindaki filtrasyon yariklarinin elektron
mikroskobu gériintiisii

Podositler, GFB'nin dis katmanini olustururlar. Bu hiicrelerin glomeriil igindeki
hemodinamik degisikliklerin olusturdugu mekanik kuvvetlere karsi dayanikliligini aktin
hiicre iskeleti saglar. Bu nedenle aktin hiicre iskeletinin devamliligi normal podosit
fonksiyonu ve GFB’nin biitiinligiiniin korunmasi i¢in kritik 6neme sahiptir (94-96).
Aktin hiicre iskeletinin bozulmasi podosit fiizyonuna sebep olarak proteiniiriye yol
acar (96, 97) (Sekil 9).
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Sekil 9: Glomeriiler filtrasyon bilesenleri ve podosit hasarlanmasi
SD, biiyiik makromolekiillerin ultrafiltrata siiziilmesini dnleyen iki ayaksi ¢ikinti
arasinda olusan segici bir bariyerdir (98). SD aktin hiicre iskeletine baglanan nefrin ve
podosin proteinlerinden olusurken P-cadherin, zonula okludens-1 (ZO-1) gibi baglanti
proteinlerini de igerir (99). Glomeriiler hasardan sonra SD'lerin yerini tight
junctionlar (sik1 baglanti) alir (100, 101).
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a3p1 integrin

GLOMERULER BAZAL MEMBRAN

Sekil 10: Podosit ayak ¢ikintilari igindeki makromolekiiler kisimlar (102)

SD’nin en 6nemli yapisal proteini olan nefrin podosin ile etkilesime girerek etki
gosterir (103) (Sekil 10). Hiicre dis1 sinyaller, nefrinin tirozin fosforilasyonu ile aktin
cekirdegine iletilir (99). Nefrin 19913.1 kromozom bdlgesinde bulunan NPHS1 geni
tarafindan kodlanir. NPHS1 mutasyonu antenatal donemden itibaren nefrotik diizeyde
proteiniiriye sebep olur ve bu durum fin tipi konjenital nefrotik sendromla sonuglanir.
Hastalar gelisen fibrotik kalinlagsma ve glomeriiler skleroz nedeniyle birkag¢ yil iginde
KBH’ye ilerler. NPHS1 mutasyonu konjenital nefrotik sendrom hastalarinin %40-60’1nin

nedenidir (95, 101). Bu gendeki mutasyonlar otozomal resesif olarak kalitilir ve

23



Finlandiya’da sik goriiliir. Ulkemizdeki NPHS1 genindeki en stk mutasyonun ¢.3478C>T
(p.Argl160Ter) oldugu bildirilmistir (95, 104).

Podosin, nefrinin SD’de yerlesimini saglayan bir transmembran proteindir ve bu
sebeple podosin mutasyonlarinda nefrin miktar1 da azalir (95, 105) (Sekil 10). Podosini
kodlayan gen olan NPHS2’deki mutasyonlar, ¢ocuklarda nefrotik sendromun 6nemli bir
nedenidir (95, 106). Podosin gen mutasyonlart KNS’li hastalarin %10.6’sinda ve daha
biiyiik FSGS’li ¢cocuklarin %10-40’1nda altta yatan nedendir. Tiirk toplumunda dogu ve
gineydogu Anadolu bolgesinde NPHS2 genindeki en sik Qoriilen mutasyon
p.P118L"dir(95, 105).

Nefrin ve podosinin ayaksi ¢ikintilarin aktin hiicre iskeletlerine baglanmasinda
adaptor proteinleri, kritik bir rol oynar (107) (Sekil 10). Bu adaptor proteinlerden CD2-
iligkili protein (CD2AP) hem nefrin hem de podosine baglanir ve bu proteinleri aktine
baglar (108). CD2AP geninin mutasyonlari, Insanlarda NS ve FSGS lezyonlar: ile
sonuglanir (109-111).

Sinaptopodin, podosit ayak c¢ikintilarinde eksprese edilen aktin ile iliskili bir
proteindir (112) (Sekil 10). Sinaptodopodin, a-aktinin-4 tizerindeki etkileri yoluyla aktin
aktivitesini diizenler (113). a-aktininler, aktin filamentlerini ¢apraz baglayan ve ayni
zamanda bazal membrandaki integrinleri hiicre iskeletine baglayan bir protein ailesidir
(114). Podosit ayaksi ¢ikintilarinda bulunan a-aktinin-4’iin kaybu, aktin hiicre iskeleti ve
integrinler arasindaki etkilesimleri bozarak, podositin GBM'ye baglanma giiciinii azaltir
(115). a-aktinin-4'i kodlayan ACTN4 genindeki mutasyonlar FSGS’ye sebep olur (116-
119).

Gegici reseptdr potansiyel katyon kanal tip 6 (TRPC6), SD'de podositlerce
eksprese edilen selektif olmayan bir katyon kanalidir (120, 121) (Sekil 10). Podosit ayaksi
cikintilarinda nefrin ve podosin ile etkilesir (95). Podositlerde TRPC6'nin asiri
ekspresyonu, aktin hiicre iskeletinin bozulmasina, podositlere artmis kalsiyum girigine ve
buna bagli SD hasarina sebep olur (122). Bu gendeki mutasyonlar daha ¢ok 30-40’l1
yaglarda SRNS’ye neden olur ancak erken ¢ocukluk caginda da SRNS’ye yol agabilir.

Glomeriiler bazal membran (GBM); tip IV kollajen (a3, a4, a5 izoformlart),

laminin 521 (a5B2y1), entaktin/nidojen ve agrinden olusur. Podositlerde yer alan temel
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adezyon reseptorii ise integrin a3p1’°dir. Bu reseptor GBM’de yer alan laminin-521’1

podositin aktin iskeletine baglar (123) (Sekil 10).

Podosit aktin yapisinin devamliliginda rol oynayan diger faktorler ise;
hemodinamik faktorler, sitokinler (TGF-B1, IL-6, Anjiyotensin Il (Anj 11)), hormonlar,

ilaglar ve sfingolipidlerdir.
Sfingolipidler

Lipid yapilarin, protein etkilesimleri ve sinyal iletimindeki rolleri nedeniyle hiicre
fonksiyonu i¢in kritik 6nemi vardir (124). Sfingolipidler, plazma zarlarindaki lipid
yapilarin 6nemli bilesenleridir. Plazma zarmin akigkanligi, basta sfingomiyelin olmak
tizere sfingolipitler tarafindan diizenlenir. Sfingolipit metabolizmasinda gorevli
enzimlerin eksikligi bir veya daha fazla sfingolipit tiirliniin belirli bir organelde

birikmesine veya tiikkenmesine yol acabilir.

Seramidler sfingolipit metabolizmasinin merkezi olup ayn1 zamanda tim diger
sfingolipitlerin olusumu igin bir Onciildiir (Sekil 11). Seramid ayni1 zamanda hiicre
biiyiimesi farklilagsmasi ve apoptoz gibi hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesini saglayan
bir sinyal molekiiliidiir (124, 125). Seramid, asit sfingomiyelinaz (ASMase) enzimi
araciligiyla sfingomiyelinden elde edilir. Boylece bir yandan seramid sentezlenirken
diger yandan sfingomiyelinin hiicre igerisinde birikimi engellenmis olur (126). Son
yillarda, bobrekte sfingolipid birikimi ile glomeriiler hastaliklar arasinda iliski oldugu
anlasilmistir (127, 128).

De novo synthesis pathway |

L-Serine + Palmitoyl-CoA Hydrolytic pathway

PT
3 Kelosp:insganine Sphingomyelin pathway
§ 3KsR Catabolic pathway
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o
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S— — ()
CDase GCase
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- Cerebrosides
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Sekil 11: Seramidin farkli yollarla sentezi ve ASMase aktivitesi (59)
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Merscher vd. FSGS'li hastalarin podositlerinde ASMase aktivitesinin ve ASMase
ile ayn1 homolojiye sahip bir protein olan SMPDL-3b ekspresyonunun azaldigini
gostermiglerdir (59). SMPDL-3b, podositlerin lipid yapilarinda bulunur ve ASMase’a
benzer sekilde sfingomiyelinin seramide doniistiiriilmesinde rol oynar (59) (Sekil 12).
SMPDL-3b eksikligi sfingomiyelin birikimine yol agarak aktin remodelingini olumsuz

etkileyip podositleri apoptozise duyarli hale getirir (129).

ASMase
(SMPDL-3b 77)

SFINGOMIYELIN =——= SERAMID

Sekil 12: Sfingomiyelin seramid déniisimii

Son yillarda yapilan ¢aligmalar CD20 monoklonal antikor olan rituksimabin B
hiicre deplesyonundan bagimsiz SMPDL-3b ekspresyonunda down regiilasyonu
engelleyerek ya da SMPDL-3b’ye baglanarak proteiniiriyi engelledigini gostermistir (8,
130-132) (Sekil 13).

FSGS'li hasta serumu

Rituksimab

- SMPDL-3b

Aktin sitokeleton
hasarlanma: e apoptoz

== \%ﬁ&

Sekil 13: Rituksimab SMPDL-3b iliskisi: Podosit hiicresi FSGS hasta serumuyla temas ettiginde SMPDL-3b
down regiilasyonu seramid sentezinde azalmaya sebep olarak ya da indirekt yoldan ASMase aktivitesini azalmasina
sebep olarak seramid sentezini azaltir. Boylece aktin hiicre sitoskeletonu bozulur Ve hiicre apoptoza ilerler (A: Hasarli
podosit) . Rituksimab SMPDL-3b down regiilasyonunu onleyerek hiicresel devamliligi saglar (B: Tedavi gormiis
podosit) (133).

Son 10 y1l iginde gerek deneysel gerek hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda SMPDL-3b
ile NS ve rituksimab iligkili ¢alismalar artmistir. Ancak NS’li insan biyopsilerinde
SMPDL-3b mRNA ekspresyonunun Real time PCR ile bakildig: bir ¢alisma literatiirde
mevcut degildir. Buradan yola ¢ikarak yaptigimiz g¢alismanin amaglari; 1-Nefrotik
sendromlu hastalarda bobrek biyopsi orneklerinde SMPDL-3b boyanmasini immun
histokimyasal yontemlerde gostermek, Real time PCR yontemiyle SMPDL-3b
ekspresyonundaki seviyeleri saptamak ve SMPDL-3b diizeylerinin nefrotik sendrom alt

gruplar1 arasinda farkli olup olmadigini gostermek, 2-Nefrotik sendromlu ¢ocuklarin
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tedavilerinde kullanilan basta rituksimab olmak iizere steroid, KNI, MMF gibi
immunsupresif tedavilerin yanitinda, bébrek biyopsilerinde SMPDL-3b boyanmasi ve

ekspresyonunun tedavide yol gosterip gostermedigine yanit bulmaktir.
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3.  GEREC VE YONTEM

Bu calismada 2011-2021 tarihleri arasinda Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Nefroloji Bilim Dali’nda takip edilen NS hastalar1 retrospektif olarak
degerlendirildi. Sekonder NS olan hastalar ve takibinde biyopsi yapilmayan hastalar
calismaya alinmadi. INS tanis1 almis ve takibinde klinik gerekgeleri nedeniyle biyopsi
yapilmis 48 hasta incelendi. Molekiiler patoloji ¢alismalari esnasinda 7 hasta,
immunohistokimya ¢alismalar1 esnasinda 11 hasta teknik asamada biyopsi dokusundaki
yetersizlik nedeniyle calisma dis1 birakildi. Teknik nedenlerle 4 hasta iki ¢alismaya da
alinamazken geri kalan 44 hastadan molekiiler degerlendirmeye 41 hasta,

immunhistokimyasal degerlendirmeye 37 hasta dahil edildi.

Hastalara ait tan1 yasi, cinsiyet, klinik tanilar, hipertansiyon, histopatolojik
bulgulari, laboratuar bulgulari, steroid yamiti, siklofosfamid yaniti, MMF yanit, KNI
yaniti, rituksimab yaniti, remisyon durumu, genetik mutasyon varligi gibi demografik
veriler ¢ocuk nefroloji BD dosya arsivinden ve hastane bilgi sisteminden tarandi.
Hastalarin glomeruler filtrasyon hizlar1 (GFR) shwartz formiilii (kas faktorii x boy / serum
kreatinin) ya da konvansiyonel kreatin klirensi (( Idrar Voliimii x Idrar Kreatinin x 1.73 )
/ (Serum Kreatinin x 1440 x Viicut Yiizey Alani1)) kullanilarak hesaplandi (134). Tim
biyopsi materyalleri hastalarin ilk bagvurdugu ve glomeriiler filtrasyon hizlar1 normal

iken yapilmis bobrek biyopsileri idi.

Hastalar steroid yanitlarina gore SSNS ve SRNS olmak iizere gruplara ayrildi.
SSNS’li hastalar ise; seyrek relaps NS ile sik relaps ve steroid bagimli NS olmak iizere
kendi aralarinda gruplandirildilar. Hastalar diger immunsiipresif ilag yanitlarina gore de
duyarli ve direncli olmak iizere gruplara ayrildilar. Se¢ilmis olan hastalarin formalin ile
tespit edilmis parafine gomiilii bobrek biyopsi doku drnekleri Pamukkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji ABD arsivinden ¢ikarildi. Tiim hastalarin bobrek dokularindan yeniden
hazirlanan kesitlere immunhistokimyasal yontemlerle anti-SMPDL3B poliklonal antikor
uygulandi. Ayrica tiim hastalarin parafine gémiilii biyopsi doku 6rneklerinden SMPDL-
3b mRNA eldeleri molekiiler patoloji laboratuarinda Real-Time PCR yo6ntemi ile 6lgtildii.
Bobrek biyopsi orneklerinin immunhistokimyasal anti-SMPDL3B boyanmasi ve Real
time PCR ile SMPDL-3b ekspresyonlart immunsiipresif ilag yanitlarina gore, patoloji

sonuglarina ve progresyonlaria gore karsilagtirildilar.
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Molekiiler patoloji

Real time PCR degerlendirmesi i¢in secilen dokularin parafin blok 6rneklerinden
10uM kesit alinarak 1,5 veya 2ml ependorf tiiplere aktarilarak 6rnekler toplandi ve RNA
izolasyonu yapildi. Izolasyonun ardindan RNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik
yontemlerle olciildii. Elde edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve safliklar1 260 ve
280 nm dalga boylarinda absorbanslarinin o6lgiilmesiyle belirlendi. Elde edilen m-
RNA’larin degrade olmasini engellemek igin, drnekler -80 derecede saklandi. cDNA
(tamamlayict DNA) sentezi i¢in “Evoscript Universal cDNA Synthesis” kiti kullanildi.
Tiipler buza yerlestirildi ve 5 dk boyunca RNA’lar inkiibe edildi. Tiipler thermal cycler’a
yerlestirildi ve cDNA elde edildi. Primer prob sulandirma islemi igin primerler
sulandirilirilarak 30 sn. vorteks ve 30 sn. spin edildi. Real time primer miksi hazirlanirken
her gen i¢in ayri1 bir ependorf tiip hazirland1 ve isimlendirildi. Real-time PCR ile her bir
gen i¢in ayrt ayri real time miksi hazirlandi. Real time miksi Lightcycler 480 Probes
Master 500 reaksiyonluk ile hazirlandi. 2,5 ul cDNA 6rnegi veya kontrol her bir kuyucuga
son reaksiyon hacmi 20 ul olacak sekilde ilave edildi. Elde edilen cDNA’lar, Cobas z480
de UDF software ile real time PCR yontemi ile ¢alisildi. Ornek isimleri ve gen isimleri
cihaz software’ine girildikten sonra referans gen ACTB (Beta aktin) segilerek relatif

kantitasyon yapilabilmek i¢in 2"*2“T metodu kullanilds.

204CT yontemi

Real time PCR, DNA amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresans
sinyal miktarinin Ol¢iilmesi ile kantitatif sonu¢ verebilen bir PCR yontemidir.
Amplifikasyon dongiisiinde genler ikiye katlanarak logaritmik sekilde cogalir. CT (cycle
threshold) floresan sinyal miktarmin gézlemlenebilmesi i¢in gereken minimum degeri
(esik degerini) gectigi dongii sayisina (esik dongiisii) verilen addir. Gen miktar1 ne kadar
fazlaysa o kadar az katlanmayla saptanabilir bundan dolayr CT degeri “ 2™ “olarak

tanimlanir.

Rolatif kantitasyon bir oOrnekteki ilgili genin ekspresyonunun referans gen
ekspresyonu ile karsilastirildigi yontemdir. Bu yontemle gen ekspresyonundaki fizyolojik
degisiklikler goz ardi edilmemis olur. Referans gen i¢in pratikte daha cok ACTB referans
geni kullanilir. Hedef gen CT degeri, referans gen CT degerinde ¢ikarilarak normalize

edilmis olur . Hesaplanan say1 (ratio degeri) 2T ile ifade edilir.
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Karsilastirilacak gruplarm normalize degerlerinin ortalamalar1 hesaplanir. Iki
grubun ortalamalar1 birbirine boliinerek fold change (kat degisimi) bulunur. Bu isleme 2°
AACT yontemi denir. Fold change (FC) <1 olanlar azalmis ekspresyon (down regiilasyon)
olarak kabul edilirken, FC>1 olanlar artmis ekspresyon (up regulasyon) olarak kabul
edilir. Analiz i¢in pratikte daha ¢ok 1.5 kat veya 2 kat degisiklik anlamli olarak
degerlendirilir (135, 136). Bizim ¢alismamizda 1.5 kat ve iizerinde degisiklik gésteren

genler anlamli olarak kabul edildi.

Immiinhistokimya

Immiinhistokimyasal boyama i¢in secilen dokulardan elektrostatik yiiklii lamlara
2 um kalimhiginda kesitler alindi ve etiivde 60 °C’de en az iki saat kurutuldu. Tim
hastalara anti-SMPDL3B ile immunhistokimyasal boyama yapildi. 37 °C’de 1:150
diliisyonda 100 dakika inkiibe edildi. Anti-SMPDL3B i¢in ThermoFisher firmasinin
poliklonal antikoru kullanildi (SMPDL-3B Polyclonal Antibody). Pozitif kontrol olarak
ince bagirsak dokusu kullanildi. Deparafinizasyon ve antijen agiga ¢ikarma islemleri de
dahil olmak iizere, tim boyama siireci Ventana, Benchmark LT tam otomatik
immunhistokimya boyama cihazinda gergeklestirildi. Zit boyama, hematoksilen ve
mavilestirici soliisyon ile cihazda tamamlandi. Kesitlerin dehidratasyonu, ksilen ile
seffaflandirilmalar1 ve lamel ile kapatilma asamalar1 elde yapilarak immunhistokimya

boyama protokolii tamamlandi.

Immiinhistokimyasal boyanma 6zellikleri 151k mikroskobunda incelendi. Verilerin
nicellestirilmesi i¢in gorsel derecelendirme sistemi kullanildi (Tablo 5). Klinik
ozelliklerine gore ayrilan gruplar arasinda tanimlanan demografik 6zellikler ve anti-

SMPDL3B boyanimi karsilastirildi.

Tablo 5: Verilerin nicellestirilmesi i¢in gorsel derecelendirme sistemi
0 Boyanma yok
1+ Boyanma var

Anti SMPDL-3b ile immunhistokimyasal boyanma 25 (% 67,6) hastada “0*, 12 (%
32,4) hastada “1+%, olarak degerlendirildi. Dokularin anti SMPDL-3b ile
Immunohistokimyasal boyanma 6zellikleri gorsel derecelendirme sistemine uygun olarak
sekil 14 ve sekil 15°te verilmistir. Pozitif kontrol olarak sectigimiz ince bagirsak

dokusundaki immunhistokimyasal boyanma ise sekil 16’da gosterilmistir.
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Sekil 16: Anti-SMPDL3B pozitif ince bagirsak dokusu (IHK ;100X)

31



istatistiksel analiz

Analizler ve grafikler i¢in Graphpad Prism 8.0.2 ile SPSS25.0
(IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.) paket programi kullanilda.
Stirekli  degiskenler ortalama + standart sapma, ortanca (interquartile range=IQR
=¢eyrekler arasi aralik) ve kategorik degiskenler frekans (ylizde) olarak ifade edilmistir.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir. Bagimsiz grup
farkliliklarin ~ karsilastirilmasinda Mann Whitney U testi kullanilmistir. Kategorik
degiskenler arasindaki farkliliklarin incelenmesinde Ki kare analizi kullanilmistir. Tiim
analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Real time PCR
degerlendirme 2722CT yontemi ile yapilmistir. FC>1,5 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.

Etik kurul

“Nefrotik sendromlu ¢ocuklarin bobrek biyopsi Orneklerinde sfingomiyelin
fosfodiesteraz acid like 3b (SMPDL-3b) boyanmasi immun sistem cevabinda yol
gbsterici olabilir mi ?” adli tez ¢alismamiz i¢in Pamukkale Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirma Etik Kurulu tarafindan 16/01/2020 tarih ve 1 sayili kurul

toplantisinda kurul karari ile etik kurul onay1 alindi.
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4. BULGULAR
Hastalarin yas ortalamasi1 7,54 + 5,57 (0,5-18) yil olup 18 kiz ve 26 erkekten
olusmaktaydi. Hastalarin 6 tanesinde hipertansiyon mevcuttu (Tablo 6). Hastalarin tani
aldig1 donemdeki laboratuvar degerlerinde serum albumin ortalamasi 2,03 + 0,70 gr/dl,
24 saatlik idrarda proteiniiri ortalama 175,08 + 157,99 mg/m?/saat (40,00 - 635,00)
saptand1. Hematiiri 7 hastada vardi (Tablo 7).

Tablo 6: Demografik bulgular

TANI YASI (y1l)
Aritmetik ortalama (AO) + Standart sapma (SS) 75+5,5
Median 5 (0,50 - 18,00)

CINSIYET Erkek/Kiz 26/18

HT var/yok 6/38

HEMATURI var/yok 7137

GENETIK MUTASYON var/yok 8/10

Tablo 7: Laboratuar bulgular

ALBUMIN 24 SAATLIK IDRAR 24 SAATLIIZ( IDRAR
(mg/g) (mg/m?/sa)
AO £SS 2,0377 £0,70831 3786,7561 + 4458,66099 175,0829+157,99503
Median 1,95(1,10-4,60) 2461 (773 - 19362) 111 (40 - 635)

Histopatolojik olarak siniflandirildiginda 44 hastanin 20’si FSGS ile uyumlu iken
19 hastada spesifik bulgu yoktu. Geri kalan 5 hastanin biyopsi materyalleri ise
membranoproliferatif glomeriilonefrit, diffiiz mezengial skleroz ve membranséz

glomeriilonefrit uyumlu idi (Tablo 8).

Tablo 8: Hastalarin Biyopsi Ozellikleri

Normal 20 (%45,5)

FSGS 19 (43,2)
Diger (MGN,MPGN) 5 (%11,4)

Steroid yanitina gore hasta gruplarn

Hastalarin 19°u SSNS olup 25 tanesi SRNS tanist aldi. SSNS’lerin 6 tanesi tek
atak gecirmis (relaps gelismemis), 1 hasta seyrek relaps,12 hasta ise sik relaps ya da
steroid bagimli NS tanist almigt1 (Tablo 9 ). SRNS’li hastalarin biyopsi materyallerinde
14’6t FSGS ile uyumlu iken, 6’sinda normal biyopsi bulgulari, 5 tanesinde
membranoproliferatif glomeriilonefrit, diffiiz mezengial skleroz ve membrandz

glomeriilonefrit uyumlu bulgular mevcuttu.
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Tablo 9: Hastalarin steroid yanitina gére gruplandirilmasi
SRNS 25 (%56,8)
SSNS 19 (%43,2)

Tek atak 6 (%31,6)

Seyrek relaps 1 (%5,3)

Sik relaps +SBNS 12 (%63,2)

KNI yanitina gore hasta gruplar

SRNS’li 25 hastanin tiimiine ve SBNS tanili hastalarin 7’sine tedavide KNI
verildi. KNI tedavisi verilen hastalardan 22’sinde tedaviden sonra proteiniiride gerileme
saptandi. 10 hastada ise tedavi sonras proteiniiride gerileme olmadi. KNI ilaglar olan
takrolimus ve siklosporin ayr1 gruplar olarak degerlendirildiginde ise siklosposin alan 32
hastanin 17’sinde tam remisyon 4’tinde kismi remisyon saglandigi 11 hastanin ise
tedaviye yanitsiz oldugu goriildii. Diger KNI takrolimusun verildigi 5 hastanin ise 3’iinde
tedaviye yanit alinirken 2 hasta tedaviye direngliydi (Tablo 10).

Tablo 10: Hastalarin KNI yanitina gére gruplandiriimasi
KNI YANITI
Yanith 22 (%68,7)
Yanitsiz 10 (%31,3)
SIKLOSPORIN YANITI
Yanith 21 (%65,6)
Kismi remisyon 4 (%12,5)
Tam remisyon 17 (%53,1)
Yanitsiz 11 (%34,4)
TAKROLIMUS YANITI
Yanith 3 (%60)
Yanitsiz 2 (%40)

MMF yanitina gore hasta gruplar
SRNS ve SBNS tanili hastalardan 10’una MMF tedavisi uygulanmis ve hastalarin
yarisi tedaviyle remisyona girerken geri kalan yarisi ise tedaviye yanit vermemisti (Tablo

11).

Tablo 11: Hastalarin MMF yanitina gére gruplandirilmasi
Yanith 5 (%50)
Direngli 5 (%50)

Siklofosfamid yanitina gore hasta gruplar:
SBNS tanili hastalardan siklofosfamid uygulanan 9 hastanin 7 tanesinde yanit
alinirken geriye kalan 2 hastada ise tedavi sonrasi proteiniiride gerileme olmadi. (Tablo

12)

Tablo 12: Hastalarin siklofosfamid yanitina gére gruplandiriimasi
Yanith 7 (%77,8)
Direngli 2 (%22,2)
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Rituksimab yanitina gore hasta gruplan

Rituksimab tedavisi uygulanan 13 hastadan 6’sinda tam remisyon saglanirken bir
hasta kismi remisyonda, 6 hasta ise tedaviye yanitsizdi. Rituksimab alan 13 hastanin 4’i
sik relaps veya SBNS idi ve bu 4 hastanin hepsi rituksimaba yanithiydi. Kalan 9 hasta
SRNS idi ve bu hastalarin 3’1 rituksimab yanitli, 6’s1 yanitsizdi. (Tablo 13)

Tablo 13: Hastalarin rituksimab yanitina gére gruplandiriimasi

Yanith 7 (%53,8)
Yanitsiz 6 (%46,2)

Hastalarin progresyon durumlari
Hastalarin 28’1 tam remisyona girerken 13 hastada ise hi¢gbir immunsiipresif ilaca

yamit almamamis ve kronik bobrek hastaligi (KBH) gelismisti. Ug hastanin ise
immunsiipresif tedavisi devam eymekteydi (Tablo 14). SRNS’li hastalarin 13’{inde (%52)
KBH gelisirken 9’unun (%36) GFR’si normal ve proteiniirisi yoktu. Ug hastanin (%12)
ise immunsiipresif tedavileri devam etmekte ve GFR’leri normaldi. KBH gelisen
hastalarin hepsi SRNS idi. Bu 13 hastanin 4’linde genetik mutasyon yokken 5’inde
mutasyon saptanmistir. Bu hastalarda bobrek fonksiyonlarinda bozulmanin baslama
stiresi ortalama 28,76 + 15,05 ay idi. SRNS’lerde bobrek fonksiyonlarinda bozulmanin
baslama zamani genetik mutasyon saptananlarda 23,60 + 2,15 ay iken, genetik mutasyon

saptanmayanlarda 41,50 + 11,57 ay idi.

Tablo 14: Hastalarin progresyon durumlart
Tam remisyonda 28 (%63,6)
KBH 13 (%29,5)
Tedavisi devam edenler 3 (%6,8)

4.1. Dokularin SMPDL-3b ekspresyonunun Real time PCR ile degerlendirilmesi

Molekiiler patoloji laboratuarinda g¢alismaya alinan 44 hastadan 3 hasta teknik
nedenlerle ¢alismadan ¢ikarildi. Diger 41 hastanin SMPDL-3b ekspresyonu Real time
PCR yontemi ile degerlendirildi.

Hastalar immunsiipresif ila¢ yanitina goére gruplandirthp SMPDL-3b
ekspresyonlar1 karsilagtirildi. (Sekil 17)
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Sekil 17: immunsiiresif yanitlarina gére SMPDL-3b ekspresyonu

SSNS hasta grubunda SMPDL-3b ekspresyonu 0,00215 + 0,00543 (0,0000154 -
0,0226), SRNS grubunda ise 0,00211 + 0,00366 (0,00153 - 0,0145) saptandi. SSNS
grubunda SMPDL-3b ekspresyonu 1,021 kat daha yiiksekti ancak istatistiksel olarak
anlamli degildi (p degeri: 0,711, FC<1,5) (Tablo 15, Sekil 18).

STEROID
p:0,711
FC:1,02
0.03- Tablo 15: Steroid yanitina gére SMPDL-3b ekspresyonu
Steroid yaniti SSNS SRNS
[ ]
0.024 AO £ SS 0,00215+0,00543 0,00211+0,00366
- ® MED 0,000306 0,000508 p: 0,711
2 0.014
o~ ’ 8 IQR (25-75%)  0,0000555 + 0,00153 0,0000622 - 0,00176
0.004-- % _ % ... MiN-MAX _ 0,0000154-0,0226 0,00153-0,0145
FC:1,02
_0-01 I I

SSNS SRNS

Sekil 18: Steroid yanitina gére SMPDL-3b ekspresyonu

Steroid yanith hastalar kendi icerisinde relaps sayis1 ve bagimlilik durumuna goére
gruplandirilip karsilastirildi.  Seyrek relaps NS grubunda SMPDL-3b ekspresyonu
0,00429 + 0,00898 (0,0000351 - 0,0226), sik relaps-steroid bagimli NS grubunda 0,00108
+ 0,00170 saptandi. 224°T metoduyla yapilan degerlendirmede seyrek relaps grubunda
SMPDL-3b ekspresyonu 3,97 kat fazlaydi ve anlamliydi (FC>1,5) ancak p degeri
istatistiksel olarak anlamsizdi (p: 0,635) (Tablo 16, Sekil 19).
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STEROID ALT GRUPLARI

p:0,635
0.03- FC:3,956

—
0.02— ® Tablo 16: Relaps durumuna gore SMPDL-3b ekspresyonu
Seyrek relaps NS Sik relaps NS+SBNS
% 0.014 (n=7) (n=10)
(9]
- AO £SS 0,00429 + 0,00898 0,00108 +0,00170
0.00- .. 0® :.%
MED 0,000667 0,000294 p: 0,635
-0.01 T T IQR (25-75%)  0,0000708 - 0,00693  0,0000470 % 0,00175
s Q@ i
Qg}z %x6 MIN-MAX 0,0000351 - 0,0226 0,0000154 - 0,00519
o& R FC:3,956
< <
< <&
) &

>
Sekil 19: Relaps durumuna gore SMPDL-3b ekspresyonu

Rituksimab yanith grupta SMPDL-3b ekspresyonu 0,00159 =+ 0,00261
(0,0000154 - 0,00742), rituksimab direngli grupta 0,00146 + 0,00291 (0,0000297 -
0,00739) saptandi. Rituksimab yanitli grubun SMPDL-3b ekspresyonu yanitsiz gruba
gore 1,089 kat fazlaydi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p: 0,534, FC<1,5)
(Tablo 17, Sekil 20).

RITUKSIMAB
p:0,534
FC:1,089
0.008 r 1
Tablo 17: Rituksimab yanitina gére SMPDL-3b ekspresyonu
0.0064 RITUKSIMAB RITUKSIMAB
YANITLI YANITSIZ
5 ©0-004-
Y AO £ SS 0,00159 = 0,00261 0,00146 = 0,00291
0.002
. MED 0,000693 0,00037 p: 0,534
0.000-:-- o |-®....0.%.0....
IQR (25-75%)  0,0000504 + 0,00136  0,0000401 - 0,00226
-0.002 .
. y MIN-MAX 0,0000154-0,00742  0,0000297-0,00739
o‘&\\ &
e \\qﬁ“ FC:1,089
< +
< Q;\

Sekil 20. Rituksimab yanitina gére SMPDL-3b ekspresyonu
KNI yanitli grupta SMPDL-3b ekspresyonu 0,00141 + 0,00246 (0,00000507 -
0,00843), KNI direncli grupta 0,00125+ 0,00233 (0,0000297 - 0,00739) saptandi. KNI

yamtl grupta SMPDL-3b ekspresyonu KNI yanitsiz grupla karsilastirildiginda 1,127
kat fazlaydi ancak istatistiksel olarak anlamsizdi (p:0,397) (Tablo 18, Sekil 21).
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p:0,397
FC:1,12 -
0.010— — Tablo 18: KNI yamitina gére SMPDL-3b ekspresyonu
0.008— . . KNi YANITLI KNi YANITSIZ
0.006- AO £SS 0,00141+0,00246  0,00125 + 0,00233
‘%’,N 0.004- MED 0,000308 0,000525 p: 0,397
0.002 IQR (25-75%) 0,0000333 +0,00136  0,000216 - 0,00139
0.0004 - MiN-MAX  0,00000507-0,00843  0,0000297-0,00739
-0.002
FC:1,127

Sekil 21: KNI yanmitina gére SMPDL-3b ekspresyonu

MMF yanith grupta SMPDL-3b ekspresyonu 0,00213 £ 0,00298 (0,000306 -
0,00742), MMF direngli grupta 0,000563 + 0,000524 (0,0000436 - 0,00139) saptandi.
MMF yanith grupta SMPDL-3b ekspresyonu MMF direngli hasta grubuna gore 1,44 kat
fazlaydi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p degeri: 0,310, FC<1,5) (Tablo 19,
Sekil 22).

MMF
p:0,310
FC:1.44 Tablo 19: MMF yanitina gére SMPDL-3b ekspresyonu
0.0015— — Y g presy
i ® MMF YANITLI MMF YANITSIZ
0.00104 T AO+SS 0,00213 +0,00298  0,000563 + 0,000524
S
X ° MED 0,00108 0,000473 p: 0,310
0.0005-] Y
T IQR (25-75%)  0,000413 +0,00439  0,000129 - 0,00104
®
e MIN-MAX 0,000306-0,00742  0,0000436-0,00139
0.0000 T
> QL FC:1,44
4@9{& (\{\%\ C:1,440
& S
S W«
NS

Sekil 22: MMF yanitina gére SMPDL-3b ekspresyonu

Biyopsi sonuglarina gore SMPDL-3b ekspresyonu MDH’li hastalarda
0,00217+0,000538 (0,0000051-0,0226) FSGS’li hasta grubunda 0,00171-0,0239
(0,0000214-0,00742) saptandi. SRNS’li hastalarda SMPDL-3b ekspresyonu KBH’li
hastalara gore 1,267 kat fazlaydi ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu (p degeri: 0,846) (Tablo 20, Sekil 23).
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Biyopsi durumu

p:0 159
WO TG
0.02- ¢ Tablo 20: Biyopsi sonucuna gére SMPDL-3b ekspresyonu
Son durum MDH SRNS
E__ 0.01- AO£SS 0,00217+0,000538 0,00171-0,0239
™ had MED 0,000283 0,000559 p: 0,159
0.00 % IQR (25-75%) 0,0000371-0,00108 0,000348-0,00232
MiN-MAX 0,0000051-0,0226  0,0000214-0,00742
FC:1,267
-0.01 ; ;
MDH SRNS

Sekil 23:Biyopsi sonucuna gére SMPDL-3b ekspresyonu

Genetik mutasyon bulunmayan hasta grubunda SMPDL-3b ekspresyonu
0,000297+0,000220 (0,0000504-0,000693), mutasyonlu grupta 0,0000436-0,00742
(0,0000436-0,00742) saptandi. Mutasyonsuz grupta SMPDL-3b ekspresyonu 2244¢T
yontemine gore 1,344 kat fazlaydi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p degeri:
0,13, FC<1,5) (Tablo 21).

Tablo 21- SMPDL-3b ekspresyonunun mutasyon varligina gore karsilastirilmasi
Mutasyon Yok (n=10) VAR (n=8)
AO =SS 0,000297+0,000220 0,0000436-0,00742
MED 0,000224 0,00139 p: 0,130
IQR (25-75%) 0,0000555 - 0,000122 0,000163 £ 0,00601
MIN-MAX 0,0000504-0,000693 0,0000436-0,00742
FC:1,344

Tim hastalar progresyon durumlarmma gore karsilagtirildiginda SMPDL-3b
ekspresyonu remisyonda olan hasta grubunda 0,00240 + 0,00133 (0,00133-0,00221)
KBH hasta grubunda 0,00133 + 0,00221 (0,0000214-0,00739) saptandi. Remisyondaki
hastalarda SMPDL-3b ekspresyonu KBH’li hastalara gore 1,788 kat fazlaydi ve
anlamliyd1 (FC>1,5) ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p
degeri: 0,846) (Tablo 22, Sekil 24).
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PROGRESYON

p:0,846
FC:1.788
0.03 [ —
[ ]
0.024
[ ]
S 0.01-
o~ n
0.00- . é e
-0-01 I I

Remisyon KBH

Tablo 22: Tiim hastalarda remisyon durumuna gére SMPDL-3b

ekspresyonu
Son durum Remisyon (n=28) KBH (n=13)
AO £ SS 0,00240+0,000529 0,00133-0,0221
MED 0,000311 0,000499 p: 0,846
IQR (25-75%)  0,0000529 - 0,00162  0,0000622 + 0,00131

MIiN-MAX 0,00133-0,00221 0,0000214-0,00739

FC:1,788

Sekil 24: Tiim hastalarda remisyon durumuna gore

SMPDL-3b ekspresyonu

SRNS’li hastalar remisyon durumuna gore karsilastirildiginda remisyona giren
hastalarda SMPDL-3b ekspresyonu 0,00281 + 0,00497 (0,0000051-0,0145) KBH’li
hastalarda 0,00128 + 0,00212 (0,0000214-0,00739) saptand1. Remisyondaki hastalarda
SMPDL-3b ekspresyonu KBH’li hastalara gore 2,18 kat fazla ve anlamliydi (FC>1,5)

ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p degeri: 0,920) (Tablo 23,

Tablo 23: FSGS'’li hastalarda progresyon durumuna gore SMPDL-
3b ekspresyonu

Son durum Remisyon (9) KBH (n=13)
AO £SS 0,00281 £ 0,00497 0,00128 +0,00212
MED 0,000492 0,000525 p: 0,920

IQR (25-75%)  0,0000332 - 0,00465 0,000129 + 0,00123

MIiN-MAX 0,0000051-0,0145 0,0000214-0,00739

Sekil 25).
PROGRESYON
p:0,920
_ FC:2,188
0.020 —
0.0154 °
~ 0.010-
O
< °
AN
0.0054 .
0.0004-- .0%
-0.005 I I

Remisyon KBH

FC:2,188

Sekil 25: FSGS'li hastalarda progresyon durumuna gére

SMPDL-3b ekspresyonu
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4.2. Dokularin SMPDL-3b boyanmalarimin immunhistokimyasal karsilastirilmasi

Anti-SMPDL3B ile immunhistokimyasal inceleme i¢in 44 hasta ¢alismaya alindi.
Yedi hasta doku yetersizligi ve teknik nedenler nedeniyle ¢alisma dig1 birakildi. Geri
kalan 37 hasta tedavi yanitlarina gore gruplandilip degerlendirildi (Tablo 24).

Steroid yanitina gore hastalar gruplandirilip karsilastirildiginda SSNS’li 14
hastanin 2’sinde boyanma vard1 (%14). SRNS’li 23 hastanin ise 10’unda boyanma vardi
(%43). ki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p:0,155). SSNS hastalar
relaps durumuna gore degerlendirildiginde seyrek relaps NS hasta grubunda 4 hastanin
2’sinde boyanma oldu (%50). Sik relaps ve steroid bagimli NS grubunda 8 hastanin
higbirinde boyanma olmadi. iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu
(p:0,55) (Tablo 24).

Hastalar rituksimab yanitina gore gruplandirildiginda rituksimaba yanit veren 6
hastanin 2’sinde boyanma vardi (%33). Rituksimab yanit vermeyen 6 hastanin yarisinda
boyanma vardi (%50). ki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p:0,785) (Tablo 24).

¥ boyanma var ¥ boyanma yok

4w
o=y

HASTA SAYISI

4
(<)
=
>
(]
v
~
o
=
>

Sik relaps-SB NS
Tam remisyon
Kismi remisyon |,

Steroid yanit Relaps Rituksimab | MMF yanit | Siklosporin yanit | Takrolimus | KNiyanit
durumu yaniti yanit

p:0,155 p:0,55 p:0,785 p:0,068 p:0,1 p:0,144

Tablo 24: immunsiiresif yanitina gére SMPDL-3b boyanmasi

MMF tedavisine yanit veren ve immunhistokimayasal boyamasi yapilan 4
hastanin birinde boyanma vardi (%25). MMF yanit vermeyen 5 hastanin 2 tanesinde
boyanma vardi (%40). ki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark yoktu (p:0,941)
(Tablo 24).

KNI yanit veren 18 hastanin 6’sinda boyanma goriildii (%33). KNI yanitsiz 9
hastanin ise 4’iinde boyanma vardi (%40). Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmadi (p:0,144). KNI olan siklosporin ve takrolimus tedavileri kendi icerisinde

tedavi yanitlarina gore ayr1 olarak degerlendirildiginde ise siklosporinle tam remisyon
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saglanan 13 hastadan 3 tanesinde boyanma vardi (%23). Kismi remisyona giren 4
hastanin birinde boyanma goriildi (%25). Siklosporine yanit vermeyen 10 hastanin
4’inde boyanma vardi (%40). Siklosporin tedavisine yanit verenlerle vermeyenler
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p:0,068). Takrolimusa yanit veren 3
hastanin hi¢birinde boyanma olmazken, yanit vermeyen 2 hastanin ikisinde de boyanma
vardi1 ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p:0,1) (Tablo 24).

Hastalar biyopsi tanilarina gore gruplandirildiginda, biyopsisi normal 19 hastanin
5’inde (%26) anti-SMPDL3B boyanmasi saptandi. FSGS’li 14 hastanin 5’inde boyanma
saptand1 (%35). MPGN, MGN, DMS biyopsi tanili 4 hastanin higbirinde boyanma
olmadi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml1 fark yoktu (P:0,437) (Tablo 25).

* boyanma var ¥ boyanma yok

@
=
=
wvy
<
7
=
x

Normal FSGS Diger (MPGN+MGN)

Biyopsi

p:0,437
Tablo 25: Biyopsi sonucuna gére SMPDL-3b boyanmast

Hastalarin remisyon durumuyla boyanma oranlart karsilastirildiginda, tam
remisyonda 24 hastanin 7’sinde (%29), KBH olan 13 hastanin 4’tinde (%30)
immunhistokimyasal anti-SMPDL3B boyanmast pozitif saptandi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p:0,068) (Tablo 26).

* boyanma var ¥ boyanma yok

17
—

HASTA SAYISI

4
O —

Tam remisyon SDBH (KBY+Tx)
Remisyon
p:0,364

Tablo 26: Remisyon durumuna gére SMPDL-3b boyanmas:

42



4 TARTISMA

INS c¢ocuklarda en sik goriilen bobrek hastaliklaridandir (1). Bu hastalarin
%80'ini steroide yanit veren MDH olusturur (2). SSNS en sik 1-4 yas arasinda goriiliir
ancak yasla beraber SRNS siklig1 artar. Ayrica INS erkeklerde daha sik goriilmektedir
(erkek/kiz orani: 2/1) (15, 22, 23). Bizim ¢alismamizda hastalarin yas ortalamasi 7,54 +
5,57 (0,5-18) yil olup literatiire benzer sekilde erkek/kiz orani 1,5 idi. Calismamizda
hastalar daha ¢ok steroide yanit vermeyen bobrek biyopsisi yapilan SRNS grubu hastalar
oldugu icin yas ortalamasi yiiksekti. Yapilan ¢calismalarda, NS'li gocuklarda hipertansiyon

prevalansinin %8 ila %59,1 arasinda degistigi gosterilmistir (137). Bizim ¢alismamizda

hastalarin %13,6’sinda hipertansiyon mevcuttu.

INS’li ¢ocuklarin cogunlugunu olusturan SSNS hastalarinin yaklasik %40 sik
relaps veya steroid bagimli NS grubuna girmektedir (3). Hastalarin %210-20'si ise steroide
yanit vermez (5). Caligmamizda hastalarin %43,2’si steroid yanitliydi. Steroid yanitl
hastalarin %36,8’1 seyrek relaps NS iken, %63,2’si sik relaps veya steroid bagimli NS
taniliydi. Hastalarin %56,8°1 ise steroide direngliydi. SRNS’li hasta oranindaki yiikseklik
yine ¢alismaya dahil edilen hastalarin bobrek biyopsisi yapilan NS’li hastalardan se¢ilmis

olmasina baglhdir.

INS tanili hastalarin ¢ogunlugu steroide yamit verse de sik relaps ve steroide
bagimli NS’li hastalar steroidin uzun siireli kullanimina bagl yan etkilere maruz kalirken,
SRNS’li hastalarin bir kismi diger immunsiipresiflere de direncli olup KBH’ye
ilerleyebilmektedir (2, 5). SRNS’li hastalarin %50-70’i immunsiipresiflerle remisyon
girmektedir. KBH’ye gidis oran1 %20-40 arasinda degismektedir (43, 138, 139). SRNS
hastalarinda NS tanisiyla bobrek fonksiyonlarinda bozulmanin baslamasi arasindaki siire
genetik mutasyonun varliginda ortalama 45-48 ayda, genetik mutasyon olmadiginda
ortalama 58-205 ay arasinda degisir (138, 140, 141). Bizim calismamizda SRNS’li
hastalarin %52’sinde KBH gelismisti. Hastalarin bobrek fonksiyonlarinda bozulma
ortalama 28,76 + 15,05 ayda baslamisti. Bu siire genetik SRNS’de literatiire uyumlu
olarak daha kisa iken (23,60 £ 2,15 ay) genetik olmayanlarda siire daha uzundu (41 +
11,27 ay). KBH gelismeyen hastalarin takip siireleri ortalama 62,05 + 37,00 aydi.

Glinlimiizde 06zellikle SRNS tedavisi hala c¢ocuk nefrologlari i¢in sorun
olusturmaya devam etmektedir. CD20 monoklonal antikor olan rituksimabin sik relaps

veya steroid bagimli NS’li hastalarin tedavisinde basarili oldugu gdosterilmis ve
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KDIGQO’da tedavi segenegi olarak kabul edilmistir (19). Rituksimab tedavisi SRNS ya da
FSGS’1i hastalarda da kullanilmaya baglanmigtir ancak remisyon oranlari sik relaps veya

steroid bagimli NS’li hastalar kadar basarili degildir (7).

Baslica B lenfosit deplesyonu yapan rituksimabin bazi hastalarda B lenfosit
deplesyonu yapmadan proteiniiriyi engelledigi, bazi hastalarda ise B hiicre deplesyonu
yaptig1 halde remisyonu saglayamadigi gosterilmistir (142). Bazi ¢alismalarda rituksimab
verilerek B hiicre deplesyonu saglanan bazi hastalarda B hiicre deplesyonu diizelse bile
tekrar relaps gelismedigi farkedilmistir. Biitlin bunlardan yola c¢ikilarak NS’de
rituksimabin B hiicre deplesyonu disinda, siklosporine benzer sekilde podosit iskeleti

tizerinden bagka mekanizmalarla remisyonu sagliyor olabilecegi diisiiniilmiistiir (8, 143).

SMPDL-3b podositlerde hiicre zar1 lipid yapilarinin ig¢inde yer alir. Seramid
sentezini saglayarak podosit hiicre iskeletinin diizenlenmesinde ve hiicrelerarasi sinyal
iletiminde rol alir (59, 144). SMPDL-3b’nin, sfingomiyelinin seramide doniigiimiinde
gerekli ASMase aktivitesini arttirdigt ya da ASMase enzimine benzer etki gosterdigi
bilinmektedir. SMPDL-3b eksikligi sfingomiyelin birikimine yol agarak aktin

remodelingini olumsuz etkileyip podositleri apoptozise duyarli hale getirir (129).

Rituksimab ilk olarak 2004 yilinda NS tedavisinde kullanilmaya baslanmistir
(145). Son yillarda yapilan ¢aligmalar CD20 monoklonal antikor olan rituksimabin B
hiicre deplesyonundan bagimsiz, SMPDL-3b ekspresyonunda down regiilasyonu
engelleyerek ya da SMPDL-3b’ye baglanarak proteiniiriyi engelledigini gostermistir (8,
130-132). 1llk olarak 2011 yilinda Fornoni vd. posttransplant FSGS niiksii goriilen
hastalarda SMPDL-3b immunfloresan (IFA) boyanmasmin (tavsan poliklonal anti
SMPDL3B antikor) niiks gostermeyen hastalara gore azaldigini géstermistir. Calismanin
ikinci boliimiinde normal insan serumu (n=5) ve rekiirrens gosteren (n=12) ve
gostermeyen (n=10) FSGS’li hastalarin serumlar1 verilerek olusturulan hiicre kiiltiir
calismasinda; hiicre kiiltiirlerine rituksimab uygulanmis ve Real time PCR ile SMPDL-
3b ekspresyonu degerlendirilmistir. Calismada niiks gosteren podositlerde rituksimabin
SMPDL-3b ekspreyonunun down regiilasyonunu engelledigi gosterilmistir. Dolayisiyla
rituksimabin FSGS’de SMPDL-3b ekspresyonunda azalmay1 engelleyerek, SMPDL-
3b’ye baglanip ASMase aktivitesini arttirdigr ve bdylece proteiniiriyi azalttigi tespit
edilmistir (132) . Niiks gostermeyen ve normal podositlerde ise rituksimabin SMPDL-3b

ekspresyonunu arttirmadigi gosterilmistir.
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Watanabe ve arkadaslarinin 2017 ve 2019 yillarinda kisith vaka serisi ile
yaptiklar1 ¢alismalarda NS’de proteiniiri mevcut iken idrarla SMPDL-3b atiliminin
azaldig1 gosterilmistir. Bobrek biyopsilerinde de atak déneminde SMPDL-3b (IFA)
boyamalarinin azaldig1 gosterilmistir. Rituksimab tedavisi ile remisyona giren nefrotik
sendromlu hastalarin idrarlarinda SMPDL-3b diizeyinin arttigi gosterilmistir. Ancak
saglikli ¢ocuklarla karsilastirildiginda NS’li  gocuklarin idrarlarindaki SMPDL-3b
atitlimlar1 remisyon durumunda bile normalden diisiik saptanmistir. Calismanin sonunda
da idrar SMPDL-3b atiliminin rituksimab tedavisinin etkinliginde yol gostericCi
olabilecegi ileri siiriilmiis ancak hasta sayilart az oldugu i¢in bu iddianin spekiilatif

oldugunu kabul etmislerdir (8, 130).

Takahashi ve arkadaslarinin farelerde adriamisin ile olusturduklari nefrotik
sendrom modelinde rituksimabin B hiicre deplesyonu yapmadan SMPDL-3b’ye
baglanarak proteiniiriyi azalttif1 gosterilmistir. Yazarlar ileri derecede podosit hasarinin
oldugu FSGS’li hastaliklarda rituksimabin baglanacak SMPDL-3b bulamadig1 i¢in de

baz1 hastalarda etkisiz olabilecegini diisiinmiislerdir (131).

Rituksimabin B hiicre deplesyonundan bagimsiz podositte SMPDL-3b’ye
baglanarak etki ettigini gosteren bu ¢aligmalarin aksini savunan calisma Alfred vd.
tarafindan yapilmigtir (146). Bu ¢alismada NS patogenezinde T hiicre disfonksiyonu ve
dolagsan permeabilite faktorleri disinda B lenfositlerin antikor aracili immuniteden
bagimsiz olarak rol oynadigini ileri stirmiislerdir. B lenfositlerin antijen sunan MHCII
ekspresyonunu arttirarak T lenfositleri uyardigini veya direkt IL-4 gibi sitokin yapimi ile
podosit hasarina yol agtig1 belirtilmistir. Calismada; B lenfositlerince iiretilen 1L-4’{in
farelerde podosit ayaksi ¢ikintilarinda silinmeye ve proteiniiriye yol agti1 gosterilmistir.
Rituksimabin SMPDL-3b’ye baglanmadigi, antikor bagimsiz mekanizmayla podositopati
yapan B hiicrelerini deplese ederek IL-4 iiretimini azalttigi ve bdylece proteiniiriyi

onledigini ileri stirmiislerdir (146).

Rituksimab ve SMPDL-3b ile iliskili bu kisith sayidaki caligmalardan yola
cikarak; tedavisi hala sorun olmaya devam eden 6zellikle SRNS ve FSGS’li hastalarda
tedavi Oncesi bobrek biyopsi preparatlarindaki SMPDL-3b diizeyi, basta rituksimab
olmak tizere immunsupresif ilaglarin klinik etkinliginde yol gosterici olabilir mi ? sorusu

ile calismamizi planladik. Calismamiz insan bobrek biyopsi preparatlarinda hem

45



immunhistokimyasal hem de Real time PCR ile SMPDL-3b mRNA ekspresyonuna
bakilan literatiirdeki ilk ¢aligmadir

Calismamiza dahil edilen 44 INS hastasindan 41’inin bobrek biyopsilerinde
SMPDL-3b ekspresyonu Real time PCR yontemi ile degerlendirildi. 37 hastaya ise Anti-
SMPDL3B ile immunhistokimyasal inceleme yapildi. Hastalar steroid, rituksimab ve
diger immunsupresif tedavi yanitlarina gore, ek olarak mutasyon durumu ve remisyon
durumuna gore gruplandirildi. Real time PCR yontemi ile SMPDL-3b mRNA
ekspresyonu bu gruplar arasinda karsilastirildi.

Steroid yanitina gore degerlendirmede SSNS’li  hastalarda SMPDL-3b
ekspresyonu SRNS’li hastalardan 1,021 kat daha fazlaydi ancak istatistiksel olarak
anlamli degildi (p degeri: 0,711, FC<1,5). Seyrek relaps NS hastalarinda SMPDL-3b
ekspresyonu sik relaps ve steroid bagimli NS hastalarindan 3,97 kat fazlaydi ve
anlamliydi (FC>1,5) ancak p degeri istatistiksel olarak anlamsizdi (p degeri: 0,635). Bu
sonuglar bize steroid duyarli hasta grubunda 6zellikle SMPDL-3b artmis ekspresyonunun

relapslar konusunda iyi yonde (diisiik relaps) yol gosterici olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Rituksimab yanitli 7 hastamizla rituksimab yanitsiz 6 hastamizin SMPDL-3b
ekspresyonlarin1  karsilastirdigimizda; rituksimab  yanithi hastalarda SMPDL-3b
ekspresyonu yanitsiz hastalara gore 1,089 kat fazlaydi ancak istatistiksel olarak anlamli
degildi (p degeri: 0,534, FC<1,5). Fornoni vd. prospektif ¢alismasinda transplantasyon
sonrasinda kisith siire doku perfiizyonu beklenerek alinan biyopsilerin SMPDL-3b
ekspresyonlarina bakilmis ve ardindan rituksimab verilmisti. Takiplerinde niiks gelisen 8
hasta ile niiks gelismeyen 12 hasta karsilastirilmis, SMPDL-3b ekspresyonunun
transplant sonrast FSGS niiksii olan hastalarda down regiilasyonu gésterilmisti (132).
Watanabe vd. ¢alismasinda idrar SMPDL-3b’nin glomeruler SMPDL-3b’nin indirekt
gostergesi olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (8). Ayn1 yazar tarafindan 2020 yilinda daha fazla
hastayla (n=31) ¢alisma yapilmis ve bobrek SMPDL-3b boyanmasi kontrol grubu ile
benzer bulunmustur (8, 132). SMPDL-3b ekspresyonunun rituksimab tedavisinde yol
gosterici olup olmadigi ile ilgili calismamizda rituksimab yanitli hastalarin ekspresyonlari
rituksimab yanitsiz hastalara gore 1,089 kat fazla olsa da istatistiksel olarak anlamli
degildi. Yine steroid yanith hastalarda direncli hastalara gore 1,021 kat fazla olsa da bu
durum istatistiksel olarak yeterli diizeyde anlamli degildi. KNI yamtl grupta SMPDL-3b
ekspresyonu 1,127 kat (p:0,397), MMF yanithi grupta ise SMPDL-3b ekspresyonu 1,44
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kat (p:0,310) fazlaydi ancak bu sonuglarin higbiri istatistiksel olarak anlamli degildi
(FC<1,5). Sonug¢ olarak immunsupresif tedavilere yanithi hastalarda SMPDL-3b

ekspresyonu yliksek ancak istatistiksel olarak anlamli saptanmamustir (FC<1,5).

SRNS’li hastalardan genetik analiz yapilip mutasyon saptanmayan grupta
SMPDL-3b ekspresyonu 1,344 kat fazlaydi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p
degeri: 0,13, FC<1,5)

Hastalar son klinik durumlarina gore remisyon ve KBH olarak sinflandirildi.
Hastalarin ilk basvuru aninda GFR’leri normal iken yapilan bobrek biyopsilerinde;
remisyondaki hastalarda SMPDL-3b ekspresyonu KBH’li hastalara gore 1,788 kat
fazlaydi ve anlamliydi (FC>1,5) ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu (p: 0,846). Remisyon durumuna gore Kkarsilastirdigimizda SMPDL-3b
ekspreyonunun tam remiyondaki hastalarda KBH’li hastalara gore daha fazla eksprese
edildigini gosterdik. Calismamizda ayrica SRNS’li hastalar kendi igerisinde remisyon
durumuna gore karsilagtirildiginda remisyondaki hastalarda SMPDL-3b ekspresyonu
KBH’li hastalara gore 2,18 kat fazlaydi ve anlamliydi (FC>1,5) ancak gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p degeri: 0,920).

SMPDL-3b ekspresyonunun rituksimab, steroid ve diger immunsupresif ilag
etkinliginde yol gosterici olmadigini bulduk. Ancak SMPDL-3b ekspresyonunun
hastalarin prognozunda, tiim tedavilere yanmit ve KBH’ye gidisatta bir gosterge
olabilecegini diisiindiik. Bu sonuglar bize SMPDL-3b’nin aslinda belli bir immunsupresif
ajana verilen yanitin belirteci olmaktan ¢ok hastaligin progresyonu konusunda isaretler
veren bir belirte¢ olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ozellikle tedavisi zor olan SRNS ya da
FSGS’li hastalardan hangilerinin KBH’ye ilerleyecegini tahmin etmede yol gosterici

olabilecegini diistindiirmiistiir.

Calismamizda  anti-SMPDL3B  boyanmasi  hasta  gruplar1  arasinda
karsilagtirildiginda, SSNS’1i hasta grubuyla SRNS’li hasta grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark yoktu (p:0,155). SSNS hastalart1 relaps durumuna gore
degerlendirildiginde seyrek relaps NS hasta grubu ile sik relaps ve steroid bagimli NS
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p:0,55). Hastalar rituksimab
yanitina gore gruplandirildiginda rituksimaba yanit veren hasta grubuyla rituksimab
yanitsiz grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p:0,785). Diger

immunsupresifler tedavi yanitina gére gruplandirildiginda MMF yanith hastalarla MMF
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yanitsiz hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p:0,941). KNI yamith
hastalarla KNI yanitsiz hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p:0,144). Yine hastalarin progresyon durumlarina gore degerlendirildiginde de;
remisyondaki hastalar ile KBH gelisen hastalar arasinda anti-SMPDL3B boyanmalari

benzer bulunmustur

Bu sonuglar immunhistokimyasal yontemlerle anti-SMPDL3B boyanmasinin
PCR yonteminden farkli olarak gerek immunsupresif tedavi yanitinda gerek hastaligin

progresyonunda anlamli ve giivenilir olmadigini diistindiirmiistiir.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

5 SONUC

Calismamizda hastalarin yas ortalamasi 7,54 + 5,57 (0,5-18) yil, erkek/kiz orani 1,5

idi. Hastalarin %13,6’sinda hipertansiyon mevcuttu.

Hastalarin %43,2’si steroid yanitliydi. Steroid yanitli hastalarin %36,8’1 seyrek relaps
NS iken, %63,2’si sik relaps veya steroid bagimli NS idi. Hastalarin %56,8°1 ise

steroide direngliydi.

Real time PCR yontemi ile SMPDL-3b mRNA ekspresyonu gruplar arasinda
degerlendirildiginde SMPDL-3b ekspresyonu SSNS’li hastalarda SRNS’li
hastalardan 1,021 kat fazlaydi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (FC<1,5).
Seyrek relaps NS hastalarinda SMPDL-3b ekspresyonu sik relaps veya steroid
bagimli NS hastalarindan 3,97 kat fazla ve anlamliydi (FC>1,5) ancak p degeri

istatistiksel olarak anlamsizdi.
Immunsiipresif tedaviler karsilastirildiginda;

» Rituksimab yanith hastalarda SMPDL-3b ekspresyonu rituksimab yanitsiz
hastalara gore 1,089 kat fazlaydi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

> KNI yanith grupta SMPDL-3b ekspresyonu 1,127 kat, MMF yanitli grupta ise
SMPDL-3b ekspresyonu 1,44 kat fazlaydi ancak bu sonuglarin higbiri istatistiksel

olarak anlamli degildi.

> Immunsiipresif tedavilere yanitta SMPDL-3b ekspresyonu yiiksek ancak

istatistiksel olarak anlamli saptanmamistir (FC<1,5).

SRNS’li hastalardan genetik analiz yapilip karsilastirildiginda  mutasyon
saptanmayan grupta SMPDL-3b ekspresyonu 1,344 kat fazlayd: ancak istatistiksel

olarak anlaml degildi.

Remisyondaki hastalarda SMPDL-3b ekspresyonu KBH’li hastalara gore 1,788 kat
fazlaydi ve anlamliydi (FC>1,5) ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark yoktu (p:0,846). SRNS’li hastalar remisyon durumuna gore karsilastirildiginda
remisyondaki hastalarda SMPDL-3b ekspresyonu KBH’li hastalara gore 2,18 Kat
fazla ve anlamliyd1 (FC>1,5) ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

yoktu (p: 0,920).
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7)

8)

9)

Anti-SMPDL3B boyanmasi karsilastirildiginda; rituksimab, KNI, MMF gibi
immunsupresiflere yanithi hastalar ile yanitsiz hastalar arasinda istatistiksel olarak
anlamli  fark saptanmadi. Yine hastalarin progresyon durumlarina gore
degerlendirildiginde de; remisyondaki hastalar ile KBH gelisen hastalar arasinda anti-

SMPDL3B boyanmalar1 benzer bulunmustur.

Calismamiz insan bobrek biyopsi preparatlarinda hem immunhistokimyasal hem de
molekiiler PCR ile SMPDL-3b mRNA ekspresyonuna bakilan literatiirdeki ilk
calismadir.

Bobrek biyopsisinde SMPDL-3b ekpresyonunun basta rituksimab olmak {izere
steroid dahil diger immunsupresifilaglarin klinik etkinliginde yol gosterici olmadigin
bulduk.

10) Remisyon durumuna gore karsilastirdigimizda SMPDL-3b ekspreyonunun tam

remiyonlularda KBH’lilere gore daha fazla oldugunu gosterdik. Ayrica SRNS’li
hastalar kendi igerisinde remisyon durumuna gore karsilastirildiginda SMPDL-3b
ekspresyonunun remisyondaki hastalarda KBH’li hastalara gore 2,18 kat fazla

oldugunu gosterdik.

11) Bu sonuglar bize SMPDL-3b’nin aslinda belli bir immunsupresif ajana verilen yanitin

belirteci olmaktan ¢ok hastaligin progresyonu konusunda isaretler veren bir belirte¢
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ozellikle tedavisi zor olan SRNS ya da FSGS’li
hastalardan hangilerinin KBH’ye ilerleyecegini tahmin etmede yol gosterici

olabilecegini diislindiirmiistiir.

12) Bu ¢alisma molekiiler diizeyde SMPDL-3b ekspresyonunun INS tedavisinde yeri

konusuna doku diizeyinde c¢alisilarak katkida bulunmustur. SMPDL-3b
ekspresyonunun NS hastaliginda prognozla ilgili yol gosterici oldugunu,
immunsupresif tedavilere yanitin belirlenmesinde ileride yapilacak ¢aligmalar i¢inde

hazirlayict oldugunu diistinmekteyiz.
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