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TESEKKUR

Yan dal uzmanlik egitimim boyunca ilminden faydalandigim, insani ve ahlaki
degerleri ile de ornek edindigim, yaninda ¢alismaktan onur duydugum ayrica
tecriibelerinden yararlanirken gostermis oldugu hosgorii ve sabirdan dolayr ve
egitimim siiresince her konudaki desteginden dolayr degerli hocam, saymn Prof. Dr.
Metin Kaya Giirgéze’ ye sonsuz tesekkiir ederim. Cocuk Saghgi ve Hastaliklart
Anabilim Dali’ndaki tiim hocalarima, tezimin genetiginin c¢alisilmasindaki
katkilarindan dolay1r sayin Dr. Murat Kara’ya ve egitimim sirasinda gosterdikleri
samimiyet ve yardimlarindan dolay: asistan arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.
Beni her konuda destekleyen sevgili esime ve beni yetistiren ¢ok degerli aileme

sonsuz tesekkiir ederim.



OZET

Nefrotik sendrom, glomeriiler kapiller duvarda yar1 gecirgenligin bozulmasi
sonucu idrarla protein kaybi ile karakterize; yogun proteiniiri, hipoalbuminemi,
hiperlipidemi ve 6demin goriildiigii gocukluk ¢aginin kronik bir hastaligidir. Nefrotik
sendrom Kklinik olarak genellikle tedavisinde kullanilan steroid cevabina gore
smiflandirilmaktadir. Steroid direnci gelismesinde daha ¢ok glomeriiler kapiller
duvar proteinlerinin gen mutasyonlar1 suclanmakta ise de, mutasyon tasiyan
hastalarin bir kismi steroid tedavisine iyi yanit verebilmektedir. Bu nedenle steroid
direncinde diger faktorlerin etkilerini arastirmak gerekmektedir. Bu galisma nefrotik
sendromlu cocuklarda steroide yanitin1 degerlendirmede ilag eliminasyonundan
sorumlu MDR 1, CYP3A5 ve CYP3A4 gen polimorfizmlerinin etkili bir faktér olup
olmadigini belirlemek amaciyla yapilmistir.

Calismaya Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar:
Anabilim Dali Pediatrik Nefroloji poliklinigi tarafindan nefrotik sendrom tanisi ile
izlenen 53 hasta ve kontrol grubu olarak 22 saglam ¢ocuk dahil edildi. Hastalarin
demografik verileri, klinik durumlari, laboratuvar degerleri ve kullanilmis olan tedavi
rejimlerine ait bilgiler kaydedildi. Tiim hastalarin podosin ve nefrin mutasyonlari,
MDR-1, CYP3A4 ve CYP3AS5 polimorfizmleri, almig oldugu tedaviler ve bu
tedavilere yanitlari, relaps sayisi, bobrek yetmezligi varligi ve biyopsi sonuglar
degerlendirildi.

Nefrotik sendrom olgulart ve kontrol grubu hastalarinin yas ve cinsiyet
acisindan aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0,05). Cinsiyet
dagilimma bakildiginda steroide direncgli grupta kizlarin daha fazla oldugu saptandi
(p<0.05). Steroide direngli grupta serum iire ve kreatin degerleri duyarli gruba gore
anlamli olarak daha yiiksekti. Steroide direngli hastalarin tiimiinde podosin
mutasyonu saptanirken, steroide yanitli hastalarin 40’inda (%88,9) mutasyon
saptandi. Benzer sekilde nefrin mutasyonu da steroide direngli hastalarin tlimiinde
saptanirken, steroide yanith hastalarin 38’inde (%84,4) saptandi (p>0,05). Ancak
steroid direncinde podosin ve nefrin mutasyonlarin istatistiksel olarak anlamli bir
etki yapmadigr goriildi (p>0,05). Ayrica, steroide cevabin belirlenmesinde MDR-1,
CYP3AS ve CYP3A4 gen polimorfizmlerinin etkisi degerlendirildiginde istatistiksel

olarak anlamli bir iliski bulunmadi.



Sonug olarak, nefrotik sendrom tedavisinde steroid direncinin gelismesinde
glomeriiler kapiller duvar proteinlerin gen mutasyonlart ile birlikte ilag
eliminasyonundan sorumlu genlerin de etkili olmadigi belirlendi. Nefrotik
sendromda tedavi cevapsizligiin ¢ok faktorlii oldugu ve uygun tedavi modelinin
gelistirilebilmesi i¢in hastalik patogenezini agiklayacak arastirmalara ihtiya¢ oldugu
goriildii.

Anahtar Kelimeler: Nefrotik sendrom, steroid, MDR-1, CYP3A4, CYP3A5



ABSTRACT

THE EFFECT OF MDR-1, CYP3A5 AND CYP3A4 GENE
POLYMORPHISMS IN DETERMINING STEROID RESPONSE IN
CHILDREN WITH NEPHROTIC SYNDROME

Nephrotic syndrome, is a chronic disease of childhood which is characterized
by a protein loss with the urine and hypoalbuminemia, hyperlipidemia and edema
that can be seen as a result of impairment of the glomerular capillary wall semi
permeability. Nephrotic syndrome is clinically classified according to the
responsiveness to oral steroid treatment, which is the first line therapy of the disease.
Although genetic mutations of glomerular capillary wall proteins are blamed in the
development of steroid resistance, some patients who carry these mutations can
respond well to steroid treatment. Therefore, effects of other factors should be also
investigated in the case of steroid resistance. In this study, we aimed to determine
MDR 1, CYP3AS5 and CYP3A4 gene polymorphisms which are responsible for drug
elimination, whether or not the effect factor of steroid response in children with
nephrotic syndrome.

A total of 53 children diagnosed with nephrotic syndrome by the Pediatric
nephrology department of Firat University Medical Facutlty and 22 healthy children
who have neither chronic nor renal disease were enrolled in this study. Demographic
characteristics, clinical states, laboratory values and information about treatment
regimens of the patients were recorded. Podocin and nephrin mutations, MDR-1,
CYP3A4 and CYP3A5 polymorphisms, treatment regimens and response to these
regimes, number of relapses, presence of renal failure, and biopsy results were
evaluated in all patients.

There wasn’t as statistically significant difference between the patients with
nephrotic syndrome and control group in terms of age and gender (p>0,05).
Considering the distribution of gender, female gender was more frequent in the
steroid-resistant group (p <0.05). Serum urea and creatinine values were significantly
higher in steroid-resistant group than steroid-responsive group. While podocin
mutation was detected in all patients with steroid-resistant group, 40 patients had
mutations in the steroid-responsive group (88,9%). Similarly, nephrin mutations

were detected in all patients in the steroid-resistant group, and 38 patients had

Vi



mutations in the steroid-responsive group (84,4%) (p> 0.05). However, we found
that podocin and nephrin mutations have not a statistically significant effect in the
steroid resistance (p> 0.05). In addition, there wasn’t as statistically significant
relationship between MDR-1, CYP3A5 and CYP3A4 gene polymorphisms and
steroid responsiveness.

As a result, both gene of glomerular capillary wall proteins and genes which
are responsible for drug elimination was determined to be ineffective in the
development of resistance to steroids in nephrotic syndrome treatment. We thought
that resistance to treatments in nephrotic syndrome was multifactorial and it will be
required more studies which are elucidated pathogenesis of the disease for a
constitution of convenient treatment models.

Key Words: Nephrotic syndrome, steroid, MDR-1, CYP3A4, CYP3A5
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1. GIRIS
Nefrotik sendrom glomeriil kapiller duvarimin segici gegirgen
ozelligindeki degisiklikler sonucu olusan; agir proteiniiri, hipoalbuminemi, 6dem ve
hiperlipidemi ile karakterize c¢ocukluk caginin en sik goriilen kronik bobrek
hastaliklarindan biridir (1, 2).

Steroid yaniti1 hastaligin prognozunu belirlemede en 6nemli gdstergelerden
birisidir. Steroide direngli hastalarda siklikla diger immunsiipresiflere de yanit
alimamamakta ve kronik bobrek yetmezligi gelisme riski artmaktadir (3). Steroid
direnci son yillarda genellikle podosit proteinlerindeki mutasyonlarin glomeriiler
bazal membranda yapisal degisikliklere neden olmasi ile agiklanmaya ¢alisilmaktadir
(4). Ancak ayni podosit mutasyonu tasiyan farkli bireylerde steroid cevabin farkli
oldugu goriilmektedir. Podosit mutasyonu tasiyan bir NS olgusu steroide yanit
verirken ayn1 mutasyonu tasiyan diger kisiler steroid direngli olabilmektedir. Bu
nedenle steroid direncinde, ilaclarin bireyler arasindaki farkli yanitlarinin da etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle ilac tasiyic1 enzimler ve ilacin eliminasyonu
ile ilgili farkliliklarda, genetik polimorfizmlerin etkili oldugu bildirilmektedir.
Tasiyict enzimlerden P-glikoprotein ve steroid metabolizmasindan sorumlu en
onemli enzimlerden olan Sitokrom P450 (CYP3A) ila¢ duyarliliginda géz oniinde
bulundurulmasi gereken faktorlerdir. Bu enzimleri kodlayan MDR-1, CYP3A4 ve

CYP3AS5 gen polimorfizmleri ilag yanitinin degismesine neden olurlar (5, 6).

1.1. Nefrotik Sendrom Tanmim ve Nedenleri:

Nefrotik sendrom (NS), yogun proteiniiri, hipoalbuminemi, hiperlipidemi ve
6demin gorildigii gocukluk ¢aginin kronik hastaligidir (7, 8).

Nefrotik diizeyde proteiniiri hastaligin belirleyici 6zelligi olup hastaligin
tammlanmasinda énemlidir. Giinlik protein atilimmin 40 mg/m%/saat ya da 50
mg/kg’in ya da spot idrar proteinin idrar kreatinine oraninin 2 mg/mg iizerinde
olmasi nefrotik proteiniiri olarak tanimlanmistir (1, 9).

Etiyolojisi belli olmayan ve/veya sistemik hastaliklarla birlikte olmayan NS,
primer NS olarak tanimlanmaktadir. Etiyolojisi ve patogenezi bilinmeyen, degisik
bobrek histolojisi gosteren NS tablosuna da idiyopatik NS denilmekte olup, ¢ocukluk

yas grubu nefrotik sendromlarmin %85’ini idiopatik nefrotik sendrom (INS)



olusturmaktadir (7, 10).

Idiyopatik nefrotik sendromun smiflamasinda steroid tedavisine verdigi
yanita gore klinik olarak ve biyopsi yapilan olgularda ise histopatolojik olarak iki
farkli siniflama yapmak miimkiindiir.

Idiyopatik nefrotik sendromun klinik smiflamas: steroide duyarli ve steroide
direncli olarak steroid tedavisine verdigi yanita gore iki ana grupta degerlendirilir (7,
11). Cocukluk ¢agi NS’lerinin biiyiik ¢ogunlugu baslangicta uygulanan dort-sekiz
haftalik steroid tedavisine yanit verir. Baglangi¢ steroid tedavisi ile remisyona giren
INS’ye ¢ocukluk yas grubunda en sik neden olan minimal lezyonlu nefrotik sendrom
(MLNS) olup, digerleri ise sirasi ile fokal segmental glomeriiloskleroz (FSGS) ve
diffiiz mesangial proliferasyondur (7, 12). INS’li hastalarin yaklasik %20’si klinik
olarak steroide direnglidir, bunlarin da %20-60’1nin  biyopsisinde FSGS
bulunmaktadir (11, 12). Sekonder NS ise NS’ye yol acan sistemik bir hastalik
varliginda sdz konusudur. Idiyopatik NS’li olgularda yapilan bdbrek biyopsilerinde
en sik goriilen histoloji minimal lezyon hastaligidir (7). Steroid yaniti hastaligin
prognozunu belirlemede 6nemli gostergelerden birisidir. Steroide direngli hastalarda
siklikla diger immunsiipresiflere de yanit alinamamakta ve kronik bobrek yetmezligi

geligme riski artmaktadir.



Tablo 1. Nefrotik sendromun histopatolojik siniflamasi (1, 2, 9)

1- Primer Nefrotik Sendrom:

Minimal degisiklik nefrotik sendrom
Fokal segmental glomeriiloskleroz
Diffiiz mezangiyoproliferatif glomerulonefrit
Membranoproliferatif glomeriilonefrit
e Tipl MPGN: subendotelyal depolanma
e Tipll MPGN: intramembranoz yogun depolanma
e Tiplll MPGN: transmembranoz depolanma
Membranoz nefropati
2- Sekonder Nefrotik Sendrom:
Bobrek hastaliklari

e Hemolitik tiremik sendrom, antiglomeriiler bazal membran
hastaligi, hizli ilerleyen GN, diffiiz mezangial skleroz
Enfeksiyon hastaliklari
o Bakteriyel (poststreptokoksik, enfektif endokardit, lepra,
sifiliz)
e Viral (Hepatit B, C, CMV, EBV, HIV)
e Protozoal (toksoplazmozis, sistozomiyazis, filariyazis)
Neoplastik hastaliklar

o Lenfoma, 16semi, Wilms timorii

Ilaclar
e Civa ve altin bilesikleri, penisilamin, interferon, steroid dis1
antienflamatuar ilaglar, lityum, kaptopril
Sistemik hastaliklar
e SLE, HSP, PAN, diabetes mellitus, amiloidoz, takayasu
sendromu, sarkoidoz
Kalitsal hastaliklar

e Alport sendromu, Fabry hastaligi, orak hiicreli anemi
Allerjik reaksiyonlar

e Ari sokmasi, serum hastaligi, besin alerjileri



Hastalarin steroid tedavisine verdikleri yanita gore, klinik durumlarim
degerlendirmede bazi tanimlamalar yapilmistir (1, 7).
Remisyon: Ug giin arka arkaya idrarda dipstik ydntemi ile proteinin negatif veya
eser olmast veya idrar proteinin <4 mg/m?/saat veya spot idrarda protein/kreatinin
oraninin <(.2 olmasidir.
Relaps: Daha 6nce remisyonda olan hastanin idrarinda {i¢ giin arka arkaya >3+
protein ¢ikmasi veya idrar proteinin >40 mg/mz/saat veya >50 mg/kg/giin veya 1
gr/ m?/ giin veya idrarda protein/kreatinin oraninin >2 olmasidir.
Steroid direncli nefrotik sendrom: ISKDC’ye (International Study of Kidney
Disease in Children) gore (13): Dért hafta boyunca 60 mg/m?/giin (2 mg/kg/giin)
prednizolon tedavisine ragmen remisyon olmamast ;
Society of French Speaking Pediatric Nephrologists’e gore (14): Dort haftalik 60
mg/m?/giin (2 mg/kg/giin) prednizolon tedavisi ve ardindan ii¢ kez intravendz pulse
metilprednisolon tedavisine ragmen remisyon olmamasi durumudur.
KDIGO’ya (Kidney Disease Improving Global Outcomes’a) gore (12):
Kortikosteroidlerle minimum sekiz hafta tedaviye ragmen remisyon olmamasi
durumudur.
Steroid yanith nefrotik sendrom: 60 mg/m?/giin prednisolon tedavisinin dért hafta
kullanilmasi ile idrar proteininin ardisik ii¢ giin ya da bir hafta i¢inde bakilan ii¢ ayr1
idrar tetkikinde < 4 mg/mz/ saat olmas1 veya dipstik ile 0 veya eser olmasidir.
Steroid bagimh nefrotik sendrom: Steroide onceden yanit alinan ve proteiniirisi
kaybolan bir hastada, steroid dozu azaltilirken proteiniirinin yeniden ¢ikmasi veya
remisyona girdikten sonra steroid kesilmesini takip eden 14 giin iginde relaps
gbzlenmesi ve bu durumun iki kez tekrarlamasi durumudur.
Sik relaps: Baslangicta remisyona girmis hastada, ilk alti aylik izlemde en az iki
relaps veya herhangi bir 12 aylik izlemde en az dort relaps gdzlenmesidir.
Erken yamtsizhk: Ik epizot sirasinda steroid direnci olmast.
Ge¢ yamitsizhik: Daha Once steroid tedavisine yanitli olan hastada steroid direnci
olmasidir.
Gec cevap verme: Hastanin steroid disinda baska bir ilag kullanmaksizin dort

haftalik 60 mg/mz/ giin prednizolon tedavisinden sonra remisyona girmesidir.



1.2. Epidemiyolojisi:

Idiopatik NS insidans1 cografi bdlge, 1rk ve yasa gore farklilik gostermektedir
(7). Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupada NS insidansi 16 yas altinda, her
100.000 c¢ocukta 1-3, prevalansit 100.000 ¢ocukta 16 olarak bildirilmektedir (7, 11,
12). Cografik ve/veya etnik farkliliklar bilinmektedir. Ornegin, NS insidansi
Ingiltere’de yasayan Asya kokenlilerde, Avrupa kokenlilere gore alti kat daha
fazladir (7). Afrika’da ise hastalik daha nadir olarak goriilmektedir (7). Etnik koken,
histolojik tipi ve immiinstipresif yanit1 etkilemektedir. Siyah irkta beyazlara gore
steroide direngli NS daha fazla goriilmektedir (7). Erkek ¢ocuklarda kizlara gore iki
kat fazla olup, adolesan donemde ise benzer oranda goriilmektedir (7, 9). Hastaliga
en sik iki yasinda rastlanilirken, olgularn  %70-80’i alti yasindan Once
bagvurmaktadir (1).

Idiyopatik NS’nin ailesel olusumu da iyi bilinen bir durum olup, es yumurta
ikizlerinde de bildirilmistir. Benzer sekilde hastalik kardeslerde ayn1 yaslarda, benzer
biyopsi bulgular1 ile ve benzer klinik gidisle kendini gosterme egilimindedir (9).

Hastaligin insidansinda son 30 yil i¢inde degisiklik olmaz iken histopatolojik
bulgular degisim gostermektedir ve son yillarda steroide direngli nefrotik sendromlu
(SRNS) hastalara yapilan bobrek biyopsi oraninin da artmasi ile FSGS olgular
artmaktadir (1).

1.3. Klinik ve Laboratuvar Bulgulari:

Hastalik yasamin ilk yilinda ortaya cikabilecegi gibi, genellikle 2-7 yaglar
arasinda baslamaktadir. Erkeklerde kizlara oranla iki kat daha sik goriiliir. Siklikla
bir iist solunum yolu enfeksiyonu sonrasi baslar (7). Ani baslangigh bir hastalik olup,
O0dem en sik goriilen baglangic bagvuru semptomudur (7). Sivi tutulumu viicut
agirhiginin %3-5’ine ulastiginda 6dem klinik olarak saptanabilir hale gelir. Genellikle
baslangicta sadece periorbital goriilen ve alerji sanilarak atlanan 6dem giderek
artarak tiim viicuda yayilir ve anazarka 6dem olarak isimlendirilen ve tiim viicut yan
sira ser0z bosluklarda da sivi tutulumu ile karakterize NS’ye o6zgii 6dem gelisir.
Periorbital ddem gdziin agilmasini smirlayabilir. Odem yer ¢ekimine baglh olarak dik
pozisyonda alt ekstremitelerde, istirahat pozisyonunda ise viicudun sirt tarafinda
lokalize olmaktadir. Skrotumda, penisde, labialarda da 6dem goriilebilir. Nefrotik

sendromda goriilen 6dem yumusak kivamda ve gode birakan sekildedir. Kan basinci



genel olarak normaldir, fakat bazen yiikselebilir. Abdominal distansiyon olabilir
ancak dispne nadirdir. Asitin hizli olusumuna bagh karin agris1 ve halsizlik
gortlebilir. Hastalarda ciddi hipovolemi, peritonit, pankreatit, tromboz ve ilaclarin
neden oldugu karin agrist1 da olabilir. Hizl1 albiimin diisiisii karin agris1 ve dolasim
yetmezligi ile beraber sok tablosuna neden olabilir. Nefrotik sendrom nadiren rutin
idrar incelemesi sirasinda saptanabilecegi gibi, bazen komplikasyonlarla da ortaya
¢ikabilir. Peritonit tablosu ile baslayabilecegi gibi ilk veya tekrarlayan ataklarda
derin ven trombozu, arteriyal trombozlar veya pulmoner emboli goriilebilir (7).

Nefrotik Sendrom rutin idrar analizi ile de saptanmaktadir. Makroskopik
hematiiri ¢ok az vakada gozlenmektedir. Hastalik komplikasyonu ile de karsimiza
cikabilir. Streptococcus pneumonia’ya bagli peritonit klasik baslangi¢ sekli olabilir.
Ik atak veya relaps sirasinda derin ven veya arteriyel trombozlar goriilebilir (7, 15).
Idrar analizinde dipstik testle +3, +4 proteiniiri saptanir. Sayisal degerlendirmede
proteiniiri 1gr/giin altinda olabilecegi gibi 10 gr/giin iizerinde de olabilir. Nefrotik
diizeyde proteiniiri >50 mg/kg/giin veya 40 mg/mzlsaat’dir. Kiiciik ¢ocuklarda 24
saatlik idrar toplamak zor olabilir, bu durumda idrar protein/kreatin orani veya idrar
albiimin/kreatin oran1 faydali olur. Nefrotik denge 200-400 mg/mmol’diir (ya da > 2
mg/mg). Cogu vakada proteiniiri yiiksek selektiflidir, bu albumin ve diisiik molekiil
agirlikli proteinleri icerir. Siddetli SRNS’li olan ve tiibiilointerstisyel lezyonu olan
baz1 ¢gocuklarin B2 mikroglobiilin, retinol baglayici protein ve lizozomu igeren artmis
atilm1  ve tiibiiler proteiniirisi proksimal tiiblildeki protein reabzorbsiyon
bozukluguna baglidir (7).

Idiyopatik nefrotik sendromlu hastalardaki idrar sedimenti siklikla yag
cisimciklerini igermektedir. Masif proteiniirili hastalarda hyalin silendirler siklikla
bulunmakta, fakat graniiler silendirler ise akut renal yetmezlik ve akut tiibiiler nekroz
olmadik¢a bulunmamaktadir (7).

Makroskopik hematiiri hastalarin %3’{inde goriiliip, nadirdir. Mikroskobik
hematiiri hastalarin %20’sinde goriiliir ve steroid tedavisine yanitta etkisi yoktur.
Idrar sodyum atilim diisiiktiir (Smmol/24saat) ve sodyum retansiyonu ve ddemle
iligkilidir. Kalitirezis siklikla natritirezisden daha fazladir, fakat bu oligiirik
hastalarda diisiik olabilir (7).

Kan biyokimyasinda ise serum proteinleri belirgin azalir ve serum lipidleri ise



genellikle artar. %80 hastada proteinemi 50 g/L’nin, %40 hastada ise 40 g/L’nin
altindadir. Albiimin konsantrasyonu genellikle 20 g/L’nin bazen de 10 g/L’nin altina
diiser. Elektroforez sadece alblimindeki diisiisii de§il ayni zamanda artmis o2
globiilinleri, B globiilinleri, azalmis y globiilinleri gosterir. IgG belirgin azalir, IgA
diiser, IgM artar, IgE ise normal veya artmistir. Fibrinojen ve [B-lipoproteinler
artarken, antitrombin 111 (ATIII) azalir (7).

Hiperlipidemi (I) kolesteroliin, trigliseritlerin ve lipoproteinlerin artmis
hepatik sentezine, (II) azalmis lipoprotein lipaz (LPL) aktivitesine bagh
lipoproteinlerin katabolizmasinin azalmasina, (I1I) azalmis LPL reseptor aktivitesine
ve yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL)’lerin idrarla artmis kaybina bagl goriilen bir
sonugtur. Total kolesterol ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) kolesterol artarken
HDL kolesterol degismez veya diiser. Siddetli hipoalbliminemisi olan hastalarda
trigliseritler ve ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler (VLDL), apoproteinler (apo B, apo
CII, apoCIIl) artar. Nefrotik hastalarda artmis kardiyovaskiiler ve trombotik
komplikasyonlara neden olan LPL(a) diizeyleri artar (7).

Serum elektrolitleri genellikle normal araliktadir. Diisiik sodyum diizeyi,
hipovolemi ve uygunsuz antidiliretik hormon sekresyonuna bagli suyun renal
retansiyonuna baghdir. Plazma sodyum konsantrasyonundaki hafif diisiis, siklikla
hiperlipidemiye baglidir. Serum potasyum, oligiirik hastalarda yiiksek olabilir. Serum
kalsiyumu hipoproteineminin sonucu olarak diisiiktiir. Iyonize kalsiyum ise
genellikle normaldir, fakat idrarla 25 OH D3 kaybina bagh disiik olabilir. Kan iire
azotu (BUN) ve kreatin konsantrasyonlari genellikle normal araliktadir veya
GFR’deki iliml diisiise bagli hafif olarak artmus olabilir (7).

Hematolojik olarak hemoglobin ve hematokrit seviyesi artmustir. Idrarla
siderofilin kaybina bagl olarak mikrositik anemi gézlenebilir. Eritropoietinin idrarla
kaybi da anemiye neden olabilir. Trombositoz ise siktir ve 5.10% veya 10%I’ye
ulagabilir (7).

1.4. Patogenez:
Patogenezde rol oynayan etkenleri dort ana grupta ele almak miimkiindiir:
1. Immiin etkenler
2. Hemodinamik etkenler

3. Podosit zedelenmesi



4. Genetik predispozisyon

Tiim hastalardaki temel anormallik masif proteiniirinin ortaya ¢ikmasidir.

Nefrotik sendrom patogenezinde bagisiklik sisteminin  kontroliiniin
bozulmasinin (6zellikle hiicresel immiinite) rolii oldugu diisiiniilmektedir. Nefrotik
sendromun viral enfeksiyonlar ve atopi ataklari ile ortaya ¢ikmasi ya da tekrarlamasi,
HLA antijenleri ve immiinolojik hastaliklarla iligkisi (lenfoma, timoma), steroid ve
siklosporin A tedavisi ile diizelmesi bu verileri desteklemektedir. Kizamik sonrasi
uzun siireli remisyonlarin goriilmesi bu hipotezi desteklemektedir (2, 16). Minimal
degisilik NS’li hastalarin bazilarinda T hiicre alt gruplarinda ve/veya T hiicre
islevlerinde bozukluklar tanimlanmistir (16, 17). Humoral mekanizmay1 destekleyen
bulgular IgM ve C3 iceren depozitlerin renal biyopsi orneklerinde saptanmasi ve
immiinstipresifler ve plasmaferez gibi tedavi yaklasimlar1 ile proteiniirinin
azalmasidir. Ayrica bazi hastalarin serumlarindan "FSGS Faktor" izole edilmis ve bu
ratlara enjekte edildiginde proteiniiriye yol agtig1 gdzlenmistir (18). Primer immiin
mekanizmada hangi sitokinlerin ve lenfokinlerin etkili oldugu relaps ve
remisyondaki rolleri konusunda pek ¢ok c¢alisma olsa da esas iliski
aydinlatilamamustir.

Hemodinamik faktorlerin glomeruler hipertansiyon ve artmis transmural
basing gradiyenti ile FSGS gelisimine katkida bulunduklari diistiniilmektedir (18).
Ayrica, apolipoprotein bilesenlerinden olan glomeriiler permeabilite inhibitorleri de
FSGS’li hasta ¢ocuk serumlarinda gosterilmis ve esas nedenin permeabilite faktorleri
ile permeabilite inhibitorleri arasindaki dengenin bozulmasi oldugu vurgulanmistir
(19). Gegirgenligi etkileyen bu faktér ya da faktorlerin yapilar1 halen
bilinmemektedir. Baz1 ¢aligmalarda vaskiiler endotelyal biiytime faktorii, heparanaz
ve hemopeksin gibi ¢esitli faktorlerin gecirgenligi arttirabilecegi belirtilmistir (16).

Bobregin en 6nemli islevlerinden birisi kani glomertillerden filtre ederek sivi
ve artik iiriinlerin atilimini saglarken kan proteinlerinin biiyiik bir bolimiinii ve kan
hiicrelerini dolagima geri vermektir. Bu filtrasyon iglemi 6zellesmis fenestre endotel
hiicreleri, glomeriil bazal membran (GBM) ve distal ayaksi ¢ikintilart GBM’ye
yapisik glomeriiler epitelyum hiicrelerinden (podositlerden) olusan glomeriiler
filtrasyon bariyeri ile gergeklestirilir. Bu bariyerden 42 A° ¢apindan ya da 200
kDa’dan kii¢iikk olan molekiiller gecebilirler (1). Slit diyafram (SD) glomeriil



filtrasyon bariyerinin biyolojik olarak aktif bir komponentidir. SD; bobrekteki en
onemli secici filtrasyon bariyeri olarak kabul edilmektedir. Podosit ve SD yapisinda
bulunan proteinlerde fonksiyon kaybi1 sonucu ortaya ¢ikan podosit ayaksi

cikintilarinda birlesme veya silinme esas bozukluktur (1).

Sekil 1. Podositlerin elektron mikroskobik goriinimii
(soldaki sekilde normal bir podositin gériintimii, sagdaki sekilde minimal degisiklik
hastaliginda podositlerdeki silinmeler goriilmektedir)

Familyal NS’li hastalarin genetik incelemelerinden yola ¢ikilarak giiniimiizde
yirmiden fazla gen ve pek ¢ok lokus tanimlanmistir. Slit diyafram ve podosit iskeleti
(NPHS1, NPHS2, PLCE1, CD2AP, TRPC6 ve ACTN4) glomeriiler bazal membran
(LAMB2) ve mitokondrilerde (COQ?2) ekprese olan genler ve podosit fonksiyon ve
gelisiminde etkili olan transkripsiyonel faktorler (WT1 ve LMXIB) INS’nin
patogenezinde ve klinik seyrine etkisinde arastirilmakta ve genotip-fenotip iliskileri
degerlendirilmektedir (7).

Herediter SRNS’de ilk tanimlanan gen nefrini kodlayan NPHS1 olup 1998
yilinda bulunmustur. Bu gendeki mutasyonlar erken ve ciddi klinikle bulgu verirler
(11). Bu gen 185 kDa agirliginda, hiicre adezyon molekiillerinin immiinglobulin
ailesine ait olan bir transmembran protein olan nefrini kodlar. NPHS1 geni 19q13.1.
kromozomda yer alir. Nefrin, podositlerdeki SD iizerinde yerlesik 6nemli bir sinyal
proteinidir. NPHS1 genindeki mutasyonlar defektif nefrin molekiiliine neden olur ve
bu da glomeriiler filtrasyon bariyerinin yapisini ve fonksiyonunu bozar. Nefrin
yoklugu plazma proteinlerinin idrara ¢ikmasma neden olur. Insidansi 8200 canl
dogumda 1°dir. En yiiksek insidans 1/500 ile Peninsilvanya’nin Lancaster sehrinden

bildirilmistir. Otozomal resesif (OR) kalitilmaktadir. Renal histopatolojisinde degisik



derecelerde glomeriiler ve tiibiiler etkilenmeler goriilebilir. Glomeriiler lezyonlar
mezengiyal hiperselliilariteden diffiiz mezengiyal skleroz (DMS)’a kadar degisiklik
gosterebilir (1, 7, 11).

Podosit proteini podosini kodlayan NPHS2 genindeki mutasyonlar ilk kez
2000 yilinda tanimlanmis olup, SRNS’li ¢ocuklarda yaygin bir nedendir. Sporadik
vakalarin %28’inde, familyal vakalarin %40’indan fazlasinda goriilmektedir (7, 11).
NPHS2 geni, sekiz ekzonlu olup hem matiir hem de fetal bobrekte eksprese olan 42
kD biiyiikliigiindeki integral membran proteini podosini kodlar. Podosin, biiytikliik
ve elektriksel yiike selektif filtrasyonun gerceklestigi SD i¢indeki podositlerin ayaksi
cikintilarina lokalizedir (20, 21). Podosin bir adaptdr protein olup, nefrinin SD ile
uygun sekilde eslesmesi igin gerekmektedir (7, 11). Gliniimiizde, tiim sekiz ekzonun
ve intronlarin dahil edildigi genetik caligmalarda 80’e yakin mutasyon bildirilmistir.
Podosin geninde tanimlanmis olan mutasyonlar etnik kdkene gore farkli fenotiplere
neden olabilse de proteiniiri ortalama 14 yasindan once gozlenir. Histopatolojik
goriiniim; agirlikli olarak FSGS olsa da, IgM nefropatisi, MLH ve DMS gosterebilir.
Son donem bdbrek yetmezligine ilerleme ya da tedavi yaniti mutasyon tipleriyle
degiskenlik gosterebilir (22).

Wilms tiimor siipressor gen (WT1), 11p13°de lokalizedir ve niiklear WTI
proteinini kodlar. WT1 bobreklerin ve genitalyanin embriyonik gelisiminde kritik rol
oynar. Matiir bobrekte, WT1 podositlerdeki niikleusta eksprese olur ve SD
proteinleri ve nefrinin ekspresyonunu kontrol eder (7, 11). Willms tiimériinden sonra
WT-1 gen mutasyonlari, Denys-Drash sendromu, Frasier sendromu ve izole NS ile
beraber DMS’li olgularda da gosterilmistir. Denys-Drash sendromu erken baslangicl
NS, erkek psddohermafroditizmi, gonadal disgenezi ve Wilms tiimor gelisimi ile
karakterize olup SRNS hayatin ilk aylarinda baglar ve hizla son dénem bobrek
yetmezligi (SDBY)’ne ilerler. Frasier sendromu, progresif glomeriilopati ve erkek
psédohermafroditizmi ile Kkarakterize bir sendromdur. Ancak, ge¢ c¢ocukluk
doneminde proteiniiri goriiliir ve yavas gidisli olup SRNS tipik olarak FSGS
goriiniimiindedir (1).

Laminin B2 gen mutasyonlari’na 3p21°de yerlesmis LAMB2 genindeki
resesif mutasyonlar neden olur. Bu gen laminin B2 zincirini kodlar, bu da 6zellikle

GBM’da, okiiler yapilarda ve ndromiiskiiler sinapslarda eksprese edilir. Laminin
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ekstra selliller matrix proteini olup, hiicre adezyonunda, diferansiasyon ve
proliferasyonunda onemli rol oynar. Laminin B2 proteini, podositin bazolateral
membraninit GBM’na baglayan proteindir. Laminin B2 zincirindeki hasar, glomertiler
filtrasyon bariyerinin fonksiyonunu bozar ve GBM’dan protein kagagina neden olur.
Pierson sendromu, konjenital NS kliniginde ve DMS histolojisinde SRNS ile tipik
mikrokori ve eslik eden diger lens ve kornea anomalileri ile karakterize bir
sendromdur (1, 7).

Fosfolipaz C epsilon 1 (PLCel) veya NPHS3 gen mutasyonlar1 son
zamanlarda bildirilmis, erken baslangighh NS’nin OR bir nedenidir. PLCel,
anjiotensin-2 dahil bir ¢ok G protein reseptdriiniin sinyalizasyonundan sorumlu bir
fosfolipaz enzimdir. PLCel, bobrek glomeriiliinde bulunup, podosit sitoplazmasinda
lokalizedir (7). Hastaligin otozomal dominant ve ressesif formlar1 daha Once
bildirilmistir (23).

Nail-patella sendromu, OD gegis gosteren 9q34.1°de lokalize LMX1B geni
mutasyonlart ile olusan hipoplastik tirnak, patella yoklugu ve tek form renal displazi
ile karakterize bir sendromdur (1). Hafif bir proteiniiriden, NS’ye ve SDBY’ye kadar
degisen bir klinik gdsterebilir.

Geg baslangi¢li NS ile birlikte olan bozukluklar, eriskin donemde bulgu veren
bozukluklardir. Kalitsal, ge¢ baslangicli FSGS genellikle otozomal dominant (OD)
gecis gosteren heterojen bir gruptur. Etkilenen aile bireylerinde {i¢ tane hastalik
yapict lokus tanimlanmigtir: bunlar sirasiyla ACTN4, TRPC6 ve CD2AP olup;
sirastyla FSGS1, FSGS2 ve FSGS3’e neden olurlar (1).

Tablo 2’de ailesel nefrotik sendromla iligkili genler ve kodladiklari proteinler
goriilmektedir (11).
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Tablo 2. Nefrotik sendroma neden olan genetik bozukluklar

Protein Gen Sendrom Kalhitim Histoloji
Nefrin NPHS1 Konjenital NS, OR Tibiillerde mikrokistik
dilatasyon ve progresif
mezengiyal skleroz,
SRNS OR MPGN,MCD,FSGS
Podosin NPHS2 Konjenital NS, OR FSGS
SRNS
PLCel NPHS3 SRNS OR FSGS
CD2AP CD2AP SRNS OD/OR FSGS
TRPC6 TRPC6 SRNS oD FSGS
WT1 WT1 Denys-Drash oD DMS
Frasier oD FSGS
Izole SRNS OR DMS,FSGS
LIM homeobox LMX1B Nail-Patella oD FSGS
transkripsiyon sendromu
faktor 1B
SMARCA SMARCAL1  Schimmke OR FSGS
benzeri protein immiinooss6z
displazi
a-actinin-4 ACTN4 Eriskin oD FSGS
baslangigh
SRNS
NMMHC-A MYH9 FSGS - FSGS
Arhgap24 ARHGAP24  SRNS oD FSGS
Non-muscle clasl Myole SRNS OR FSGS
myozinle
Inverted formin 2 INF2 SRNS oD FSGS
Laminin (32 LAMB2 Pierson OR DMS,FSGS
sendromu
tRNA-LEU MTTL1 MELAS ? FSGS
COQ6 COQ6 SRNS ve SNIK OR FSGS
B1,4 Mannosil-  ALG1 Glikozilasyon OR FSGS
transferaz konjenital defekti
GLEPP1 PTPRO SRNS OR FSGS
Glypican-5 GPC5 SRNS OR FSGS

(OR: Otozomal resesif, OD: Otozomal dominant, NPHS1: Nefrin, NPHS2: Podosin,
ACTN4: Alfa aktinin 4, WT'1: Wilms tumor 1, DMS: diffiiz mezengiyal skleroz,
MELAS: Mitokondriyal myopati-ensefalopati-laktik asidoz-stroke benzeri epizotlar,

SNIK: Senserinoronal isitme kaybt)
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1.5. Komplikasyonlar:

Hipovolemi: Relaps sirasinda goriilebilir. Sepsis, diyare veya ditiretikler
hipovolemiyi arttirabilir. Bu durumda c¢ocuklar siklikla abdominal agri, diisiik kan
basinct ve soguk ekstremitelerden yakinirlar. Hipovolemiye hemokonsantrasyon
siklikla eslik eder.

Akut Bobrek Yetmezligi: Bobrek fonksiyonlar1i baslangigta genellikle
normaldir. Hipovolemi, enfeksiyon veya tromboza sekonder GFR (Glomeriil
filtrasyon hizi) azalmasi siktir. Bu azalma gecicidir ve remisyondan sonra hizla
normale doner (7). Vande Walle ve ark. (24) glomeriiler gecirgenlikteki
degisikliklerin akut bobrek yetmezliginde (ABY) temel rol oynadigini
bildirmislerdir. Belirgin oligiiri ¢cocuklarda goriilebilir. Oligiirik bobrek yetmezligi
bagvuru semptomu olabilir. ABY siklikla yiiksek doz furosemidin diiirezi tetiklemesi
ve IV albiimin inflizyonu ile geri doniisiimliidiir. Ancak baz1 vakalarda, glomeriiler
yapt baslangi¢ta normal olmasina ragmen bobrek yetmezligi yillarca uzun stirebilir
ve bazen geri dontisiimsiizdiir (7).

Kronik Bobrek Yetmezligi: Yanitlilar ve yanitsizlar arasindaki temel fark
ileride SDBY’ne ilerleyebilmesidir. Bu komplikasyon steroide direncli hastalarin
%350 veya daha fazlasinda 10 yildan uzun siireli takiplerde goriilmiistiir. GFR’deki
azalmanin tek avantaji, proteiniirinin azalmasina bagli nefrotik sendromun
iyilesmesidir. Kronik bobrek yetmezligi (KBY)’ nin zayif prognostik faktorleri ise
basvuru sirasinda asemptomatik proteiniiri, baslangicta bobrek yetmezligi olmasi ve
yiiksek oranda glomeriiler segmental skleroz olmasidir.

Biiyiime: Persistan NS’li c¢ocuklarda biiyiime etkilenebilir. Buna neden
hormonlarin idrarla kayba bagli azalmasidir.

Enfeksiyonlar: Bakteriyel enfeksiyonlar NS’de siktir. Sepsis hastaligin
baslangicinda goriilebilir. En sik komplikasyon Streptococcus pnueumonia’ya baglh
peritonit olusumudur. Diger organizmalar ise, Echerichia coli, B grubu streptokok,
Hemofilus influenza ve diger gram negatif organizmalardir. Peritonitten ayr1 olarak,
menenjit, pnomoni, selliilit gelisebilir. NS’li ¢ocuklarda bakteriyel enfeksiyon
gelisiminde, IgG’lerin diisiik diizeyi ile T ve B lenfositlerin idrarla kayb1 gibi ¢esitli

faktorler one siiriilmiistiir. Viral enfeksiyonlar ise kortikosteroid veya immiinsiipresif
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alan hastalarda goriilebilir.

Tromboz: Nefrotik hastalar tromboembolik komplikasyon gelisimi agisindan
risk altindadirlar. Arteriyel tromboz %19-27 oraninda olup, vendéz tromboza gore
(%73-81) daha az sikliktadir. Hiperkoagiilabilite —durumu, hipovolemi,
inmobilizasyon ve enfeksiyon gibi gesitli faktorler tromboz riskini arttirmaktadir.
Hemostatik anormallikler nefrotik hastalarda daha 6nce tanimlanmistir. Bunlar
trombosit agregasyonunda artis, fibrinojende artig, faktor V, VII, VIII, X, XIII’de
artig; ATIII, heparin kofaktor, protein C, protein S, faktor XI ve XII azalma, tPA ve
PAI-1 gibi fibrinolitik sistem komponentlerinde artis olmasidir. Nefrotik ¢ocuklarda
tromboembolik komplikasyonlarin insidanst %3 civarindadir. Ani makroskobik
hematiiri veya ABY durumunda renal ven trombozundan siiphelenilmelidir. Doopler
USG, bobrek boyutunda artigi ve renal vende kan akimiin olmamasini gosterir (7).

Bobrek Biyopsisi:

Genellikle kortikosteroid tedaviye baslanildiginda endike degildir.
Endikasyonlari: - 1 yas alt1 ¢gocuklar

- Makroskobik hematiiri

- Hipertansiyon

- C3 distiklugi

- Persistan bobrek yetmezligi

- Kortikosteroid tedaviye yanitsizlik (7).

1.6. Tedavi

1.6.1. Semptomatik Tedavi:

1- Diyet: Giinliik protein alimi, yasa gore alinmasi gereken protein miktarinin
%130-140’1 arasinda olmalidir. Tuz kisitlamasi 6demin Onlenmesi igin
onerilmektedir. Stv1 kisitlamasi siddetli hiponatremide (Na:125mEq/1 altinda)
onerilmektedir. Doymus yag asidi miktar1 azaltilmalidir. Karbonhidrat
aliminda nisasta veya dekstrin-maltoz tercih edilmeli; sukrozdan ise lipidleri
arttirdigindan kagmilmalidir.

2- Hipovolemi: Protein kaybina bagli meydana gelir ve bazen de diiiretik
kullanimiyla agirlagabilmektedir. Bu durumda plazma (20ml/kg) veya %20
albiimin (1gr/kg), kalp hizi, solunum sayis1 ve kan basinci kontrol edilerek

verilmelidir.
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Diiiretikler: Siddetli 6demde kullanilmalidir. Furosemid 1-2 mg/kg’dan
kullanilir. Etkili degilse spironolakton (5-10 mg/kg) veya amilorid (0.2-0.5
mg/kg’dan) kullanilabilir.

Tromboemboli:  Siddetli hipoalbiiminemisi olan nefrotik hastalar
tromboembolik  komplikasyonlar  agisindan  risk  altindadirlar.  Bu
komplikasyonlarin ~ 6nleminde  mobilizasyon,  hipovolemiye  bagh
hemokonsantrasyondan kaginma oOnemlidir. Proflaktik warfarin tedavisi
plazma albiimin konsantrasyonu 20 g/dl altinda, fibrinojen diizeyi 6 gr/l
tizerinde veya ATIIl diizeyi normalin %70 altinda oldugu durumlarda
verilebilir. Risk altindaki hastalar diisiik doz aspirin ve dipiridamol ile tedavi
edilebilirler. Trombiis olustugunda heparin baslangigta verilebilir. Azalmis
ATIII diizeyi nedeniyle terapétik etki i¢in gerekli heparin dozu normalden
daha fazladir.

Antihipertansif ilaglar: Antihipertansif tedavide amag¢ tansiyonu <90™
persentil altinda tutabilmektir. Arteriyel hipertansiyon (HT) dikkatli bir
sekilde akut atak sirasinda P-bloker veya kalsiyum kanal blokerleri tercih
edilerek kontrol altina almmalidir. Kalic1 hipertansiyonda ise anjiotensin
konverting enzim inhibitér (ACEI)’leri tercih edilmelidir. Anjiotensin
konverting enzim inhibitorleri FSGS’ye sekonder renovaskiiler HT’ye bagli
proteiniiriyi dramatik olarak diisiirmektedir. Bobregin korunmas: {izerine
uzun donem etkileri, kan basmcint disiirmeye dayahidir (25). Anti-
proteiniirik olup SRNS’de 0.95 g/giin olacak sekilde proteiniiriyi azaltir.
ACET’lerinin anjiotensin reseptdr blokerleri (ARB) ile kombinasyonu, klinik
yan etkilerini arttirmadan, antiproteintirik etkileri arttirmaktadir (26).
Enfeksiyonlar ve Immiinizasyon: Baslangic kortikosteroid tedavisi
sirasinda  Streptococcus pneumonia proflaksisi igin oral penisilin tedavisi
siklikla tercih edilmektedir. Peritonit durumunda, peritoneal sivi incelenmesi
sonrast S.pneumonia ve gram (-) mikroorganizmalara yonelik antibiyotik
baglanmalidir. Varisella, kortikosteroid tedavisi veya immiinsiipresif tedavi
alan hastalarda ciddi bir hastaliktir. Maruziyet durumunda erken Onlem
tedavisi olarak asiklovir verilmelidir. Varisella agilamasi hasta remisyonda

iken yapilmalidir.
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7- Hiperlipidemi: Hiperlipideminin glomeriiler skleroza ilerlemeyi arttirdig
deneysel hayvan modellerinde gosterilmistir (7). Olusan hiperlipidemi
sekonderdir. Bu nedenle nefrotik sendromun tedavisi ile hiperlipidemi
diizelir. Total kolesterol > 200 mg/dl, LDL kolesterol > 130 mg/dl ise diyet
tedavisi baglanir. Steroide direngli NS olgularinda ancak LDL kolesterol >
160 mg/dl sebat ederse farmakolojik tedavi baslanir. Persistan hiperlipidemi
ateroskleroz icin bir risk faktoriidiir ve KBY gelisiminde rol oynamaktadir.
Hiperlipidemik ilaglardan ise statinler etkili olarak goriilmektedir. Statinler,
SRNS’de total kolesteroli %45 azaltir ayrica tlibliler protein
reabsorbsiyonunu azaltir ve ek renal hasar1 onler (27).

1.6.2. Spesifik Tedavi: Steroid tedavisi tiim INS’li hastalara histopatolojisi ne

olursa olsun verilmektedir. Hastalarin cogu steroid yanithdir.

Baslangi¢ Tedavisi: NS tanist konulur konulmaz steroidler hemen
baslanmaktadir. Ancak %S5 vaka bir-iki hafta i¢inde spontan remisyona girmektedir.
Bu nedenle steroid tedavisi birkag giin geciktirilerek baslanabilir. Enfeksiyon steroid
tedavisine baslanmadan Once tedavi edilmeli, bu sadece tedavi sirasinda sepsis riskini
onlemek i¢in degil aymi zamanda steroid rezistansina neden olabilecek gizli
enfeksiyonlarm oniine gegmek icin de gereklidir. Idiopatik nefrotik sendromlu
cocuklarda steroid tedavisi bir yas lizerinde ve 11 yas altinda ise, hipertansiyonu
olmayan, makroskobik hematiirisi veya ekstrarenal semptomlar1 olmayan ve normal
kompleman diizeyleri olan hastalara baglanmalidir. ISKDC’ye gore tedavi rejimi: 60
mg/m?/giin prednizolon, maksimum 80 mg/giin, béliinmiis dozlar seklinde doért hafta;
takiben 40 mg/m?/giin, maksimum 60 mg/giin bolinmiis dozlar seklinde haftada iic
giin ardisik dozlar halinde dort haftadir. The Arbeits gemeinschaft fiir Pediatische
Nephrologie ise daha az relaps igin tek doz 40 mg/m?/ginagiri dort hafta
onermektedir. Cogu vakalarda yanit 10-15 giin igerisinde (ortalama 11 giin)
alinmaktadir (7). ISKDC’ye gore yanit alinan hastalarin yaklasik %901 ilk dort hafta
iginde, %10°u ise alti-sekiz hafta igerisinde remisyona girmektedir (7, 28). Ilk dort
haftada remisyona girmeyen hastalara (1gr/1.73m? veya 30 mg/kg) pulse
metilprednizolon verilmektedir. Baslangi¢ steroid tedavisinin siiresi relaps riskini

etkilemektedir (7).
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[LK ATAK (BASLANGIC) TEDAVISI (7, 29)
I. SEMA
- 4 hafta 2 mg/kg/giin prednisolon (1 veya 2 dozda) (60 mg/m?/giin) (Maksimum 60
mg/g)
-4 hafta 2 mg/kg/giin asir1 prednisolon tek dozda (Maksimum 60 mg)(60 mg/m?/giin)
-2 hafta 1,5 mg/kg/giin asir1 tek dozda (40 mg/m*/giin)
-2 hafta 1.0 mg/kg/giin asir1 /tek dozda
-2 hafta 0.5 mg/kg giin asir1 /tek dozda
-2 hafta 0.25 mg/kg/ giin asir1 /tek dozda
II-SEMA
4 hafta 2 mg/kg/glin prednisolon (2 veya 3 dozda) (Maksimum 60 mg) (60
mg/m?/giin)
4 hafta 1,5 mg/kg/giin asir1 tek dozda (40 mg/m?/giin)
4 hafta 1 mg/kg/giin asir1 tek dozda
4 hafta 0,5 mg/kg/giin asir1 tek dozda
8 hafta 0,25 mg/kg/glin asir1 tek dozda
1.6.3. Relaps Tedavisi: Yaklasik %30 ¢ocuk tek atak gegirir ve tek kiir
steroidden sonra tamamen iyilesmektedir. Persistan remisyon igin ise tedavi
bitiminden sonra 18-24 ay boyunca relaps olmamasi kabul edilmektedir ve geg relaps
riski diistiktiir. %10-20 hasta tedavi bitiminden birkag ay sonra relaps olur ve ti¢-dort
kez tekrarlar. Kalan %50-60 hasta ise steroid tedavisi bitiminden hemen sonra veya
doz azaltilirken relaps gosterir. Bazi vakalar ise gecici proteiniiri ve spontan
remisyon ataklar1 gosterebilirler. Bes yas alti baslangicli ¢cocuklarda ve erkeklerde
relaps riski yiiksektir (7). NS ataklarinda iist solunum yolu enfeksiyonunun (USYE)
rolii oldugu bilinmektedir. Relapslarin %71’inde bir USYE oldugu bildirilmistir (30).
1.6.4. Alternatif Tedaviler: Siddetli steroid yan etkileri gelisen g¢ocuklarda
endikedir. Ornegin, diyabetes mellitus, trombotik komplikasyonlarin eslik ettigi sik
relapslar gibi durumlar. Alternatif tedavi levamizol, siklofosfamid, klorambusil,
siklosporin, takrolimus, azotiopiirin, MMF ve rituksimabu igerir.
1.6.5. Steroide rezistan INS tedavisi: Bir aylik 60 mg/m%/giin’liik steroid
tedavisine yanit vermeyen hastalarda steroid rezistansi tanimlanir. Bazi yazarlar

tedaviye bir veya iki hafta daha devam ederken, bazilar1 {i¢ metilprednizolon pulse’
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vermektedirler (1000 mg/1.73m2). Bu tedaviden bir hafta sonra proteiniirinin devami
steroid direnci olarak tanimlanmaktadir. SRNS’in prognozu koétidir ve yiiksek
oranda SDBY’ye ilerler. Genetik form NS’li ¢ocuklar immiinsiipresif tedavilere
ragmen siklikla tedaviye yanit vermemektedir (7). NS’de proteiniiriden esas sorumlu
olan podositlerdir. Embriyonik gelisim sirasinda GBM’nin dis kismi podositlerden
olusur. Podositlerin major fonksiyonu glomeriiler kapiller basinca karsi bariyer
olusturmaktir. Herhangi bir stres ve fonksiyonel bozukluk podosit kaybina neden
olarak filtrasyon bariyerini bozup, proteiniiriye neden olabilir. Podositlerin %20 veya
daha fazla kaybi kritiktir. Tibilointerstisyel skarlanmaya neden olan inflamatuar
degisiklikler SDBY’ye gidiste dnemli rol tutmaktadir (8).

Prednizolon, 60 mg/m2/giin, 4 hafta

!
3MP Puls
!
Persistan NS
!
Renal Biyopsi
Siklosporin+Prednizolon
l l
Komplet remisyon Yanit yok
! !
Relaps yok Relaps, siklikla Siklosporin ve prednizolon kesilir
Steroid yanitl !
Semptomatik Takrolimus,
Tedavi MMF+MP pulslari,

IV Siklofosfamid (7)

Glukokortikoidler:

1990 ve 1992 yillarinda, Mendoza ve ark. (31-33) FSGS’ye bagli SRNS’li
hastalar1 yiiksek doz metil prednizolon (MP) ve oral alkilleyici ajanlarla tedavi
etmiglerdir. 46 = 5 ay boyunca takibe alian 23 ¢ocugun 12’si komplet remisyona
girmis, altis1 hafif-orta proteiniirik ve dordii nefrotik diizeyde kalmigtir. Her birinin
GFR’si normal imis ancak bir ¢ocuk KBY’ye girmistir. Birgok merkez bunu kriter
alip, Mendoza protokolii olarak kullanmistir. Ancak prospektif randomize kontrollii

calisma bildirilmemistir.
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Mendoza protokolii: MP 30 mg/kg IV giin asir12 hafta
MP 30 mg/kg IV haftada bir 8 hafta,
MP 30 mg/kg IV giin asir1 hafta, 8 hafta
MP 30 mg/kg IV ayda bir 9 ay
MP 30 mg/kg IV giin asir1 ay, 6 ay boyunca oral steroidle
birlikte verilir.

Fujii ve ark. (34) defektif nefrin transportunu belirlemisler. Podositlerde
endoplazmik retikulum hasari, nefrinin N-glukozilasyonuna, bu da NS’de
proteiniiriye neden oldugu ve deksametazonun mitokondrial genleri uyararak,
ATP’yi azaltarak bunu tamir edebilecegi 6ne siiriilmiis (7, 34).

Siklosporin:

Siklosporin bir kalsindrin inhibitdrii olup cesitli sitokin genlerini down
regiilasyona ugratarak immiin yaniti siiprese etmektedir. En belirgin sitokin
Interlokin-2 (iL-2) olup, T hiicre aktivatoriidiir. Siklosporinin antiproteiniirik oldugu
da bildirilmistir (35, 36).

Siklosporin dozu 4-20 mg/kg/glin’diir. Renal podositlerdeki aktin iskeletini
stabilize ederek anti-proteiniirik etki saglar (37). Siklosporin A (CsA), steroid
rezistan FSGS’lerin %20’sinde tam remisyon saglar. Tek basina etkili fakat diisiik
doz prednizon ile (10-15 mg/giin) birlikte kullanim1 daha etkilidir. Baslangi¢ dozu: 5
mg/kg/giin (iki doz halinde 12 saat ara ile)’diir. CsA diizeyi izlenmeli ve dozdan 12
saat sonraki seviye (poliklonal antikor ile) 500 ng/ml’yi gegmemelidir (200 ng/ml-
spesifik monoklonal antikor ile). Bu izlem haftalik olarak yapilmalidir. Serum
kreatin haftalik Ol¢iilmeli, iki Ol¢iimde bazal degerin iizerine ¢ikarsa doz %25
azaltilmalidir. 1ki defa doz azaltildiktan sonra kreatinde diisme gozlenmezse protokol
birakilmalidir (3).

Siklosporin dozu ne zaman ve nasu azaltilmali:
» Serum kreatininin bazal degerinin %25’inden fazla yiikseklik gostermesi
* Serum K diizeyinin 6 mEq/L’nin iizerine ¢ikmast

» Siklosporin diizeyi 200 ng/ml {izerinde ise doz %20 oraninda azaltilmalidir
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Siklosporin Tedavisinin Sonlandirilmasi:
* 6 aylik renal biyopsilerde siklosporin toksisitesine ait bulgu olmasi
» Bobrek fonksiyonlarinda hizli bozulma

* 4 ay siiresince verilen Siklosporine yanitsizlik (3)

Fokal Segmental glomeriilosklerozlu, genetik testleri yapilmamig SRNS’si
olan cocuklarda randomize kontrollii prospektif ¢aligmalar, ¢ocuklarin yaklagik
1/3’tinde siklosporinin komplet remisyon sagladigini gostermektedir. Bunun tersine
ne oral ne de IV siklofosfamidin remisyon iizerine etkisi gdsterilememistir. Ancak
cogu calisma non-randomize, retrospektif ve az sayida hasta ile yapilmistir.
Calismalarin yaklasik 2/3’iinde hasta sayis1 10’un altindadir. Diger ¢calismalar MLNS
ve mezengiyal proliferasyonu olan ¢ocuk ve erigkinleri dahil etmisler ancak farkli
yas gruplar farkli hastaliklar1 zeminde tasiyabilir. Cogu calisma kisa donemli olup
uzun dénemli caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Steroide direngli nefrotik sendromda siklosporinin etkinligi ile ilgili ilk
kontrollii ¢alisma Lieberman ve Tejani’den gelmistir. Randomize ¢ift kor plasebo
kontrollii calisma steroide direngli idiopatik FSGS’1i 25 ¢ocuk {izerinde yapilmistir.
Siklosporin proteiniiriyi belirgin diisiiriirken alblimin seviyelerini ise arttirmistir.
llging olarak, hiperkolesteroleminin siklosporinin etkilerini antagonize ettigi
goriilmiis ve ilag dozu kolesterol diizeyine gore arttirilmistir (38).

The French Society of Pediatric Nephrology ise SRNS’li 65 ¢ocuk vakasini
yaynlamistir. Hastalar 150-200 mg/m? siklosporin ve 30 mg/m?%/giin prednison ile bir
ay boyunca ve degisen giinlerde bes ay boyunca tedavi edilmistir. Renal biopside 45
cocukta MLNS, 20 cocukta FSGS saptanmis ve 27 hasta komplet remisyona
girmistir (39).

Antiproliferatif Ajanlar:

Azotiopiirin ve Vincristin kullanilmis, fakat olumlu sonuglar yetersiz
bulunmus. Azotiopiirin steroid rezistanst olan hastalarda inefektif oldugu
bildirilmistir (7).

Siklofosfamid

Oral veya IV kullanilabilir (2-3 mg/kg/giin, oral veya 500-750 mg/m?/ay, iv ).
Yapilan c¢alismalarda baslangi¢ tedavide siklosporinin, siklofosfamide gore daha
etkin oldugu bildirilmistir (40).
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Mikofenolat mofetil (MMF)

Mikofenolik asit (MPA), guanozin niikleotidlerinin biyosentez enzimi olan
inosin monofosfat dehidrogenaz (IMPDH)’1 inhibe eder. MMF, T ve B-lenfosit
proliferasyonunu inhibe eder. Diiz kas hiicreleri, renal tiibiiler hiicreler, mezengiyal
hiicreler, ve fibroblastlar gibi non-immiin hiicrelerin proliferasyonunu inhibe eder,
anti fibrotik fonksiyonlari, kalsinorin inhibitdr toksisitesini Onleyebilir veya diizeltir
(41). Iki yas alt1 24 SRNS’li ¢ocuga MMF tedavisinin verildigi bir ¢alismada 15
hastada komplet remisyon, 6 hastada parsiyel remisyon saglandig bildirilerek iki yas
altindaki SRNS’li ¢ocuklarda MMF ’nin proteiniiriyi azalttigi gosterilmisti (42).
Takrolimus / FK506

Takrolimus Kalsindrin inhibitoriidiir, IL-2 ve Interferon-y (IFN-y) gamma
transkripsiyonunu baskilar. Yan etkileri nefrotoksisite, tremor, bas agrisi, trombotik
mikroanjiopati, hepatotoksisite, hiperlipidemi, hipomagnesemi ve hiperkalemi, sag
dokiilmesi sayilabilir. 2004 yilinda Kanada’dan yapilan retrospektif bir ¢aligmada
SRNS’li hastalarda takrolimus tedavisini degerlendirmisler. Diger tedavilere direngli
15 ve ciddi yan etkileri olan bir hasta olmak {iizere toplam 16 hastaya takrolimus
tedavisi 0,1 mg/kg/giin dozundan baglanilmistir. 6,5 aylik takip sonundal3 hasta
(%81) ortalama iki ay i¢inde tam remisyona girmistir (0,5-5,5 ay), {i¢ hasta ise yanit
vermemistir (43). Baska bir ¢alismada ise immiinsiipresif tedaviye direngli veya
relaps gosteren 15 hastaya takrolimus (0.05 mg/kg/g) diisiik doz steroid ile birlikte
verilmis. 27-43 aylik izlem sonunda %60 tam, %40 kismi remisyon gézlenmistir
(44). Roberti ve ark. (45) ise SRNS’li 19 c¢ocuga takrolimus vererek
degerlendirdikleri ¢alismada 55 aylik takip siiresi sonunda komplet remisyonun
%358, parsiyel remisyonun %32 oldugunu bildirmislerdir.

Rituksimab

Rituksimab (RTX), CD20 aracili B hiicre proliferasyon ve diferansiasyonunu
inhibe eden monoklonal antikordur. Periferal B hiicrelerini tamamen baskilamasi
ortalama alt1 aydir. Akut reaksiyonlar, anaflaksi, hipogammaglobinemi, infeksiyon,
viriislerin reaktivasyonu, progresif multifokal 16koensefalopati gibi yan etkiler
goriilebilir. Dozu, 375 mg/m*/haftadir. Yapilan ¢alismalarda hem SRNS’li, hem de
steroid bagimli NS’li hastalarda etkin ve giivenilir bir bicimde uzun siireli remisyona

yol agtigi gosterilmistir (46). Ancak rituksimabin ¢ok da etkin olmadigi ve ileri
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calismalara ihtiyag¢ oldugunu bildiren ¢alismalar da mevcuttur (47).

1.7. Steroid

Glukokortikoid (GK) hormon veya ilaglarin, sitoplazmadaki reseptorlerini
aktive ettikten sonra niikleusa geg¢ip gen transkripsiyonunun modiilasyonuna bagh
olarak gelistirdikleri etkiler genomik etkilerdir. Bu etkiler, ¢ekirdekte ilgili genin
mRNA transkripsiyonu asamasinda (transkripsiyonel) ve transkripsiyon sonrasi
mRNA’nin ribozomda ¢evirisinin yapilacagi asamaya kadar olan siirecte
(postranskripsiyonel) gerceklesir. GK’ler hedef hiicrelerdeki bu etkilerini, hiicre
membranint  gectikten sonra, baglandiklari GK’lere spesifik intrastoplazmik

glukokortikoid reseptorleri (GR) araciligi ile gergeklestirirler (48-50).

Hixre @ Kortikosteroid
membrani
T-hiicre 5 Sitoplazma L ]
aktivasyonu 0 Glukokortikoid
reseptor kompleksi

_’m

Sitokin sentez
inhibisyonu |

Sekil 2. Kortikosteroidlerin hiicresel molekiiler etki mekanizmasi

Glukokortikoid reseptorii, 1985’te klonlanmistir ve 777 aminoasidli bir
sitoplazmik proteindir. Viicutta ¢ekirdekli hiicrelerin hepsinde bulunur. Biitiin hiicre
ici reseptorlerde oldugu gibi glukokortikoid reseptorlerinde de amino terminalinde
degisken transaktivasyon bolgesi, iki adet "zinc finger" tasiyan DNA’ya baglanma
bolgesi ve karboksi terminalinde ligand baglayan bolge olmak tizere {ic fonksiyonel
kisim bulunur. Transaktivasyon bolgesi reseptdr cinsine gore degisir ve gorevi tam
olarak  bilinmemekle birlikte trankripsiyon regiilasyonunda rol aldig
diistiniilmektedir (51). Kortikosteroidlerin en 6nemli immiinsiipresif etkileri antijen
sunan hiicreler (ASH) ve T hiicreleri tizerinedir. Kortikosteroidler, ASH’dan salinan

sitokinlerin (IL-1, IL-6) hiicre ylizeyinde eksprese olmasini engeller. Ayrica immiin
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reaksiyonlarda onemli rol oynayan IL-2’nin {iretimini baskilayarak, T hiicre
proliferasyonuna da engel olur. Sitoplazmaya gegtikten sonra, 90 kilo-dalton (kDa)
agirhigindaki 1s1-sok proteini ile birlikte bulunan sitoplazmik reseptoriine baglanir.
Bu baglanma ile 1s1-sok proteini kompleksten ayrilir ve reseptor steroid ikilisi hiicre
cekirdegine gecerek glukokortikoid yanit elamanlart olarak adlandirilan DNA
dizisine baglanir. Bu baglanma ile sitokin gen kopyalanmasinin inhibe edildigi
distiniilmektedir (52, 53). Steroid hormon reseptoriiniin DNA baglayan kisminda iki
zinc finger vardir. Hormon reseptor kompleksinin DNA’nin hormona yanithi
elemanina (HRE-hormone responsive element) baglanabilmesi i¢in dimer
olusturmas: gerekir. ilk zinc finger hedef gen spesifikligini saglarken ikincisi
dimerizasyonda 6nemlidir. Reseptér—hormon dimerinin DNA’ya baglanmasi genin
transaktivasyonu icin yeterli olmamakla birlikte 6n kosuldur. Bu baglanmadan sonra
transkripsiyon kompleksi olusur ve hedef genin mRNA sentezi baslar.
Kortikosteroidler hedef hiicrelerindeki bu &zgiil reseptorler yoluyla fonksiyonel
onemi olan enzimleri ve diger proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu
artirarak etki ederler. Kortikosteroidin, reseptorlerini aktive etmesinden sonra gen
transkripsiyonunun modiilasyonuna bagl olarak hiicre diizeyinde gelisen etkilerine
genomik etkiler adi verilir. Bu tiir etkiler, transkripsiyonla mRNA yapilmasi ve
bunun ribozomlarda ¢evirisi gibi basamaklardan gegmeyi gerektirdiginden genellikle
en az birkag saatlik, bazen de en az 15-30 dakikalik gecikmeden sonra baglar. Bu etKi
mekanizmasi ile kortikosteroidler, bir¢ok sitokinin sentezinde rol oynayan Nuklear
Faktor kapa-beta (NK-kb)’nin ¢ekirdege gecip DNA’ya baglanmasini dnlemektedir.
Anti enflamatuar etkileri i1se muhtemelen monositlerin inflamasyon alanina gociinii
engellemek suretiyle gergeklesmektedir (52).

Kortikosteroidlerin 1990’11 yillara kadar sadece genomik yolla etki ettikleri
kabul edilirken, ¢alismalarda genomik etkiyle agiklanamayan bulgularin g6zlenmesi
etki mekanizmalarinin yeniden incelenmesine neden olmustur. Genomdan bagimsiz,
hiicresel mekanizmalar tarafindan diizenlenen hizli etki ‘non-genomik etki’ olarak
tamimlanir (48, 54-56). Kortikosteroidlerin saniyeler ve dakikalar iginde olusan
etkileri  non-genomik etki mekanizmalarmi  distindirmistir (57,  58).
Kortikosteroidlerin non-genomik etkilerinin olusumunda membran reseptorleri

olduk¢a onemli role sahiptirler (59). Spesifik ve nonspesifik olmak tlizere 2 cesit
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nongenomik etki tanimlanmistir. Spesifik etkiler ya klasik intraselliler GR

aracilifiyla ya da klasik olmayan membran reseptorleri araciligiyla dakikalar i¢inde

gerceklesir. Nonspesifik non-genomik GK etkileri ise saniyeler igerisinde ve

biyolojik membranlar ile etkilesim sonucunda goriiliir. Non-genomik etki yiiksek doz
GK tedavisinde daha fazla klinik 6neme sahiptir (48, 54-56).
Spesifik nongenomik etkiler:

a)

b)

Klasik olmayan reseptorlerin araci oldugu nongenomik etkiler: Membran
reseptOr aktivitesinin hiicresel siiregleri degistirmek icin cesitli ikinci
mesajct sistemler lizerine (Ca+2, adenozin 3’,5’ monofosfat, inositol
trifosfat, protein kinazin) hizli etkileri uyardigi gosterilmistir (48, 55).
Klasik intraselliiler reseptorlerin aract oldugu nongenomik etkiler:
Sitoplazmik GR’lerin aktivasyonunun da hizli nongenomik etkileri
baslattig1 gosterilmistir. Ligand baglanmasini takiben, GR-saperon protein
kompleksinden serbestlestirilen 1s1 sok proteinlerinin ve mitojen ile aktive
edilmis protein kinaz sisteminin kinazlarinin hizli hiicresel yanitlari
uyardigi disiiniilmektedir (48, 55, 56).

Nonspesifik nongenomik etkiler: (araci bir reseptériin olmadig
nongenomik etkiler): GK’ler hiicre membranimnin fizikokimyasal
ozelliklerini degistirerek hizli etkilere neden olabilmektedirler. Lipofilik
GK molekiilleri, hiicre membraninin ¢ift fosfolipid tabakalar1 igerisine
yerlesir. Yiiksek konsantrasyonlarda membranlar igerisinde birikme,
membran akiskanligin1 degistirme ve boylece hiicresel fonksiyonlarda
hizl1 degisiklikleri uyarma egilimine girerler (55). Saniyeler i¢cinde olusan
bu etki, yiiksek doz GK kullanimiyla mimkiindiir. Yiiksek dozlarda,
klasik genomik yolda kullanilan tiim reseptorlerin baglandigi ve
nongenomik yolun devreye girdigi varsayilir (54). Reseptor kullanimi
olmaksizin gerceklesen nongenomik etkiye bir ornek; deksametazonla
insan primer bronsiyal epitelyum hiicrelerinde hizli bir sekilde elde edilen

salgilanmay1 6nleyici etkidir (55, 56).

1.8. Genetik Polimorfizm

Toplumda % 1’den daha sik gbzlenen DNA varyasyonlaria polimorfizm adi

verilebilir. ilaglara yanitta, gogunlukla birden fazla protein ve onlar1 kodlayan gen rol
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oynar. Molekiiler biyolojide 1980’lerde yasanan hizli gelismeler, genetik 6zellikler
ile genlerdeki degisimlerin (yani mutasyonlarin) iligkilendirilebilmesini saglamistir.
Normal popiilasyonda mutant ya da varyant genlerin %1 veya daha fazla siklikta var
olmasina polimorfizm denir (60).

Genetik polimorfizm, bir popiilasyonda, genetik olarak belirlenmis farkli
allellere bagl olarak iki veya daha ¢ok alternatif fenotipin goriilmesidir. Eger bir
lokusdaki allel frekansi en az 0.01 ise ve bu alleli tasiyan heterozigotlarin frekansi
%?2’den biiyiikse bu gen lokusuna polimorfik denebilir. Proteinleri kodlayan gen
lokuslarmin en az 1/3’linlin polimorfik oldugu saptanmistir (61). Farkli bir tanimla,
toplumlarda normal kisilerde genomik DNA’nin tek baz ciftlik pozisyonunda farkli
sekans alternatiflerinin (allel) bulunmasidir. Genetik degisikliklerden tek nokta
mutasyonu (SNP: single nucleotide polimorphism) en sik gozlenen seklidir. Insan
genomunda yaklasik 30.000 farkli gen mevcuttur. Toplam 3,12 milyon niikleotid
oldugu ve SNP olusma frekansinin iki birey arasi 1/1250 baz ¢ifti oldugu hesaba
katilirsa iki birey arasindaki SNP sayisinin 2,5 milyon oldugu sonucuna ulagilir.
Insan genomunda yaklasik 15 milyon SNP bulundugu tahmin edilmektedir. SNP,
DNA sekansindaki bir baz ¢iftindeki degisikliktir. Olusturdugu proteinde fonksiyonel
veya miktar bazinda degisiklige yol agabilir ya da agmayabilir (62).

Hastanin molekiiler profilinin, yani insanda genetik polimorfizm gosteren
enzimler ve reseptorlerin tedavi siirecinde bilinmesi; ilag segiminde, yan etkilerin
belirlenmesinde ve tedavinin uygunlugununun saglanmasinda, terapdtik yanitin
ongoriilmesine veya tedavinin bireysellestirilmesine olanak saglayabilir. DNA
polimorfizmleri; mutasyon sonucu ortaya cikarlar ve Mendel kurallarina gore
aktarilirlar. Genlerin protein kodlayan ve kodlamayan bolgelerinde meydana gelebilir
(62).

1.9. Coklu ilag diren¢-1 (MDR-1) geni = ABCB geni

[laglarin hiicreye girisi ve hiicreden cikisi genellikle aktif bir olaydir ve dzel
ilag tastyicit molekiilleri eslik eder.

Coklu ilag direng-1 (MDRI1) P glikoproein, ATP bagiml tasiyicilar (ABC)
ailesinden olup, cok ¢esitli substratlarin biyolojik membranlardan taginmasini
saglayan transmembranik bir proteindir. ABC tasiyict ailesi ABCA’dan baslayip
ABCG’ye kadar uzanan yedi alt gruba ayrilmistir. MDR1 P-gp, ABCBL alt grubunda
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yer almaktadir. Bu yedi alt grup icerisinde ise bugiine kadar 48 ABC tasiyicisi insan
viicudunda tanimlanmistir. Adenosine triphosphate-binding cassette B1 (ABCBL1)
geni 7q21 kromozomda yer alir ve 28 ekzondan olusur. Bu gen bir transmembran
effliks pompasi olarak goérev yapan ve bunun Gtesinde ilaglarin emilimi, doku
hedeflenmesi ve eliminasyonunda 6nemli olan multidrug transporter Pglycoproteini
kodlar. Glinimiizde ABCB1 geninde 50’den fazla single nucleotide polymorphisms
(SNPs) tanimlanmistir. Bunlardan ekson 21 (G2677T) ve ekson 26 (C3435T)’da
olanlar ilgi ¢ekmislerdir ¢ilinkii bunlarin ABCB1’in fonksiyonu ve ekspresyonu ile
iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Ek olarak, ekson 12’deki C1236T polimorfizmin
cesitli toplumlar arasinda farkli oldugu bildirilmistir (63, 64).

7. Kromozom 7q21.1
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Sekil 3. MDR1 geninin lokalizasyonu

Coklu ilag direng-1 {iriinii olan p-glikoprotein (p-gp) 170 kDa agirhiginda,
ATP bagimli bir membran tasiyict protein ailesinin bir Uriintidiir. Kirktan fazla
tagtyict geni siniflandirilmistir. P-gp, hiicre membraninda yerlesmis olan ve birgok
ilag ile etkilesime giren, ATP bagiml bir fosfo-glikoproteindir. Ilaclarin
tasinmasindan ve ilacin hiicreden atilimmdan sorumludur. Ilacin hiicre icine
alinmasin1 engelleyerek, tedaviye direng gelistirilmesine neden olur. Saglhkh
bireylerde P-gp, ince barsak, karaciger, bobrek ve kan-beyin bariyerinde eksprese
olmaktadir. Barsaklarda, bobrekte, hepatik epitel hiicre membranlarinda yer almasi
nedeniyle ilaglarin emilimi, biyoyararlanimi ve atiliminda 6nemlidir. Tastyicilart
kodlayan genlerdeki mutasyonlar ilag yanitinda farkliliga yol agmaktadir. Farkli
dokularin plazma zarinda yer alan tasiyici proteinlerin, ilaglarin farmako-kinetiginde
rol oynadigi bilinmektedir (65). P-gp, gesitli ilaglarin atilmasinda pompa gorevi
yapmaktadir ve ayrica ilag etkisini saglayan hiicrelerdeki ilag birikimini engeller. P-
gp yedinci kromozom tizerinde (7g21.1) bulunan ve 28 ekzondan olusan 1280 amino
asitli fosforile ve glikozile bir proteindir. Alt1 hidrofobik transmembran segmenti ve
bir intraselliiler ATP baglanma alani iceren iki homolog yaridan olusmaktadir. Bu
proteinler ATP baglar ve cesitli molekiilleri hiicre disina atmak i¢in enerji kullanirlar.
Proteinler nukleotid baglama bdlgesi olarak da bilinen, ATP bagladiklar1 domaine

gore siniflandirilirlar (66, 67). Giiniimiizde genetik polimorfizmin farmakokinetik
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tizerine etkisini ve ilag direncini en iyi yansitan tasiyict MDR-1’dir. MDR-1"deki
polimorfizmler ila¢ yanitini biiyiik 6l¢iide etkiler. MDR-1 geni olduk¢a polimorfiktir
ve bu genetik ¢esitlilik ¢ogu ilacin bireyler arasi farmakokinetik ve
farmakodinamiginde farklilifa yol agmaktadir. Giiniimiizde MDR-1 geninde 20’den
fazla tek niikeotid polimorfizmler tamimlanmistir. Ekzon 26 ve ekzon 21°deki
SNP’lerin degisken protein ekspresyonu ile iliskili olabilecegi vurgulanmistir.

En sik gorilen sessiz mutasyon MDR-1 C3435T ve MDR-1 G2677T
(AlaB93Ser) gen polimorfizmlerinin immiinsiipresif ilaglarin farmakokinetigini
etkileyebilecegi vurgulanmistir. Ozellikle ekzon 26 (C3435T) ve ekzon 21
(G2677T)’deki polimorfizmlerin takrolimusun farmakokinetigi ve fonksiyonu ile
ilgili oldugu bildirilmistir (66, 67).

1.10. Sitokrom p450 (CYP) enzimleri

Sitokrom siiper gen ailesi, yapisi ve fonksiyonuyla ¢ok genis bir enzim
ailesini olusturmaktadir. CYP enzimlerinin, aminoasit dizi benzerliklerine gore
simniflandirmasinda, yapisal ve fonksiyonel olarak birbirlerine yakin olan CYP
enzimleri bir araya gelmektedir. CYP enzimleri ilk olarak aile ve alt aile olarak
ayrilmaktadir. Buna gore aminoasit dizilimi yoniinden en az %40 benzerlik gosteren
enzimler ayn1 aile i¢inde yer almaktadir (68). Ayni alt aile grubunda ise aminoasit
dizilim benzerligi en az %55 oraninda olmaktadir. Bu ozelliklere gore yapilan
siiflandirma sonucunda; 17 aile ve ¢ok miktarda alt aile ortaya ¢ikmistir. Bu 17
ailenin dokuz tanesinin kolesterol ve steroid hormon sentezi ile ilgili oldugu, dort
tanesinin mitokondride bulundugu ve elektron tasima zinciri ile ilgili oldugu
vurgulanmaktadir (68, 69). Bu enzimlerin isimlendirmesinde; CYP sitokrom p450’yi
ifade eder, P harfi proteini; 450 sayis1 proteinin absorbans degerini; sonra gelen
rakam aile numarasini, aileden sonra gelen harf alt aileyi ve en son kullanilan say1 ise

bu alt aile i¢indeki enzimi simgelemektedir (CYP3A4 gibi) (69, 70).

CYP3 A4 *4
| Alel
Enzim/Gen
Alt aile
Aile

Sekil 4. Enzimlerin isimlendirilmesi
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Her bir enzim i¢in en yaygin ya da “vahsi tip” allel, “*1” olarak isimlendirilir
ve mutant alleler ise *2, *3, *4 seklinde isimlendirilir. Vahsi tip allel genellikle
normal enzim aktivitesini gOsterir ama her zaman her olguda bdyle olmayabilir.
Giliniimiizde, CYP enzimlerinin 57 aktif 58 yalanci genlerinin oldugu ve 434’den
fazla alleli kodladig: bilinmektedir. En biiyiikk enzim ailelerinin ise CYP1, CYP2 ve
CYP3 oldugu bilinmektedir (70, 71).

Ilaglar ve ksenobiyotiklerin ¢ok biiyiik bir boliimiiniin metabolizmasinda en
onemli gorevi bu enzim ailesi iistlenmektedir. Bu enzim ailesi p450 bagimli mono
oksijenazlar veya karigik oksidazlar olarak adlandirilmaktadir. CYP enzimleri
mikrozomal hemoproteinlerden olusan bir hem protein ailesidir (70).

Glinlimiizde bilinen 70 kadar p450 ailesinden 17 tanesi insanlarda
bulunmaktadir. Bu kadar genis aileye ragmen, ilaglarin biiylik ¢ogunlugu cok kiigiik
bir enzim grubu tarafindan metabolize edilirler. CYP1, CYP2 ve CYP3 aileleri daha
¢ok ilaglarin ve diger ksenobiyotiklerin metabolizmasmi gerceklestirmektedir. Ilag

metabolizmasina katkilart Sekil 4’de goriilmektedir (70, 72).

P450 enzimlerinin ilag CYP2E1
%1

metabolizmalarna katlas

%19 CYP2C
N
N\

CYP3A
% 51

%5
CYP1A2

%24
CYP2D6
Sekil 5. CYP enzimlerinin ilag metabolizmasina katkilari
1.10.1. CYP3A enzimleri
Insan sitokrom P450 (CYP) sistemi bir takim CYP izoformlardan

olusmaktadir ve bunlarin ¢esitli endojen ve ekzojen bilesiklerin oksidatif ve rediiktif
metabolizmasinda 6nemli fonksiyonlar1 vardir. CYP1, CYP2, CYP3, CYP4, CYP5,
CYP7, CYP8, CYP11 ve CYP17 gibi ¢ogu CYP ailesi insanlarda bulunmaktadir.
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Insan sitokrom P450 3A (CYP3A) alt ailesi ilag metabolizmasinda énemli bir role
sahiptir. Onemli dort CYP3A geni vardir. Bunlar CYP3A5, CYP3A7, CYP3A4 ve
CYP3A43’diir. CYP3A enzimleri, 6zellikle de CYP3A4 ve CYP3AS5, ¢ogu eksojen
ve endojen bilesiklerin metabolizmasini katalizler.

Sitokrom 3A alt ailesi, protein seviyeleri bireyden bireye farklilik gosterir.
Ancak buna ragmen insan karacigerindeki toplam p450 iceriginin yaklasik %40’ 1n1
olusturmaktadir.  Giiniimiizde  kullanilan  ilaglarin  %50’sinden  fazlasinin
metabolizmasinda rol alan 6nemli enzim grubudur. CYP3A5 enziminin &nemli
substratlar1 arasinda immiinsiipresif ilaglar (steroidler, CsA, takrolimus, sirolimus)
bulunmaktadir (70, 73-75). CYP3A enziminin ekspresyonu ¢ogunlukla karaciger ve
ince barsakta olmaktadir (64, 70, 73). Yedinci kromozomun uzun kolu iizerinde
(7922) olup 231 kilo baz (kb) biiyiikliigiindedir. CYP3A alt ailesi temelde CYP3A4,
CYP3AS5, CYP3A7 ve CYP3A43’den olusan dort aktif gen ve CYP3AS5SPI,
CYP3AS5P2 olarak isimlendirilen iki tane yalanci gen bolgesi igermektedir. CYP3A7
geninin ekspresyonu dogumdan sonra azalmaktadir (70, 73).
1.10.1.1. CYP3A4

Sitokrom 3A4 geni, yedinci kromozomun uzun kolu tizerinde yer almaktadir
(7921.3-g22.1). On i¢ eckzona sahip ve 27.592 baz ¢iftinden olugmaktadir.
Endoplazmik retikulum membranina bagli olarak bulunur. CYP3A4 toplam CYP
iceriginin %30-40’1m1 olusturmaktadir. Ilaclarin yaklasik yaris1 bu enzim tarafindan
metabolize edilmektedir. CYP3A4 enziminin ekspresyonu en fazla karacigerde
olmak {izere, ince ve kalin barsakta, prostatta, memede olmaktadir (76, 77). Insan
karacigerinde ve ince barsakta en ¢ok bulunan CYP enzimidir. Insan karaciger
mikrozomlarinda gerceklesen terapdtik ilaglarin, yag asitleri, steroidlerin,
ksenobiyotiklerin metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir. Karacigerde ve diger
dokulardaki CYP3A4 seviyeleri ¢esitli mutasyonlar ile azalabilmektedir. CYP3A4
icin 16 gesit allel saptanmistir. Cesitliliklerin ¢ogu polimorfizm olarak karakterize
edilmistir  (76). Ozellikle CYP3A4*4, *5, *6, *18, *1B allellerinin ilag
metabolizmasinda bireylerde P450’nin aktivitesini azalttigi ile ilgili ¢alismalar
bulunmaktadir (78, 79). Son yillarda 6zellikle ince barsakta CYP3A4 ile birlikte
calisan ve membranlar aras1 bir disa atilim pompasi olan p-gp 6nem kazanmustir.

Birgok ilacin ilk ge¢is metabolizmasina ugramasina ve atilimina sebep olmaktadirlar.
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CYP3A ve p-gp’nin inhibisyonu veya indiiksiyonu bunlarin substrati olan ilaglarin

dogrudan olarak ilk gegis metabolizmasini ve biyoyararlanimini etkilemektedir (80).
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Sekil 6. CYP3A4 geninin lokalizasyonu
1.10.1.2. CYP3A5

Sitokrom 3A5, yedinci kromozomun uzun kolu iizerinde yer almaktadir
(7921.1) ve 31.809 baz ¢iftinden olusmaktadir. CYP3AS5 enzimi 57.109 kDa
biiyiikliigiindedir. CYP3AS enzimi ¢ok polimorfiktir. Etnik gruplar arasi gesitlilik
gostermektedir. CYP3AS5 enzimi, kolonda, bdbreklerde, akcigerde, Ozafagusta,
hipofiz bezinde ve yaklasik olarakta %20 kadar karacigerde bulunur ve endoplazmik
retikulum membrani, mikrozom membraninda yer almaktadir. Terapétik ilaclarin,
steroidlerin, ksenobiyotiklerin metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir. Polimorfik
Ozellik gosteren bir enzimdir (73). Klinik 6nemi ortaya konmus bes farkli allel
saptanmigtir. CYP3AS5*1 alleli vahsi tip olarak adlandirilir. Homozigot vahsi tip
bireyler normal bir metabolizmaya sahiptirler. CYP3AS5 igin iki mutant allel
saptanmistir. Bu mutant alleller; CYP3A5*3 ve CYP3A5*6 olarak isimlendirilir. Bu
alleller enzim aktivitesinin kaybolmasina neden olmaktadirlar. CYP3A5*6 alleli
toplumlarda az goriilen bir mutant alleldir. CYP3A5*3 ve CYP3A5*6 alleline sahip
bireylerin ilag toksisitesi agisindan riskli olabilecegi vurgulanmaktadir. CYP3AS5
polimorfimleri CYP3A4 polimorfizmlerinden daha biiyiik 6neme sahiptir. CYP3AS5
enziminin aktivitesi ve ekspresyonundaki cesitlilik CYP3A aracili metabolizmada

bireyler arasi ¢esitlilige neden oldugu bildirilmektedir (71).
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Sekil 7. CYP3AS geninin lokalizasyonu
1.11. Amag

Nefrotik sendrom glomertil kapiller duvarmin secici gegirgen 6zelligindeki
degisiklikler sonucu olusan; agir proteiniiri, hipoalbuminemi, 6dem ve hiperlipidemi

ile karakterize ¢ocukluk ¢aginin en sik goriilen kronik bobrek hastaliklarindan biridir

1, 2).
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Steroid yanit1 hastaligin prognozunu belirlemede en onemli gostergelerden
birisidir. Steroide direngli hastalarda siklikla diger immunsiipresiflere de yanit
alimamamakta ve kronik bobrek yetmezligi gelisme riski artmaktadir (3). Steroid
direnci son yillarda genellikle podosit proteinlerindeki mutasyonlarin glomeriiler
bazal membranda yapisal degisikliklere neden olmasi ile agiklanmaya ¢alisilmaktadir
(4). Ancak ayni podosit mutasyonu tasiyan farkli bireylerde steroid cevabin farkli
oldugu gorilmektedir. Podosit mutasyonu tasiyan bir NS olgusu steroide yanit
verirken ayni mutasyonu tasiyan diger kisiler steroid direngli olabilmektedir. Bu
nedenle steroid direncinde, ilaclarin bireyler arasindaki farkli yanitlarinin da etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle ilac tasiyic1 enzimler ve ilacin eliminasyonu
ile ilgili farkliliklarda, genetik polimorfizmlerin etkili oldugu bildirilmektedir.
Tastyic1 enzimlerden P-glikoprotein ve steroid metabolizmasindan sorumlu en
onemli enzimlerden olan Sitokrom P450 (CYP3A) ila¢ duyarliliginda géz oniinde
bulundurulmasi gereken faktorlerdir. Bu enzimleri kodlayan MDR-1, CYP3A4 ve
CYP3AS gen polimorfizmleri ilag yanitinin degismesine neden olurlar (5, 6).

Sitokrom 3A4, Sitokrom 3A5 ve Coklu ila¢g direng-1 genlerindeki
polimorfizm ve bu genlerin yonlendirdigi proteinlerin biyoaktiviteleri steroid
farmakokinetigindeki bireysel farkliligi ve dolayisiyla steroid direncini agiklayabilir.
Bu calismada nefrotik sendromlu ¢ocuklarda steroide yanitint degerlendirmede MDR
1, CYP3AS5 ve CYP3A4 gen polimorfizmlerinin etkili bir faktdr olup olmadiginin

belirlenmesi amaclanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve Hastaliklar
Anabilim Dali Pediatrik Nefroloji poliklinigi tarafindan nefrotik sendrom tanisi ile
izlenen 53 hasta ve kontrol grubu olarak herhangi bir kronik hastaligi olmayan 22
saglam ¢ocuk dahil edildi. Calisma 6ncesi fakiilte etik kurulundan 20.01.2012 tarih
ve 2011-2012 / 261 sayili kurul karar1 alindiktan sonra g¢alismaya katilan tim
ailelerden aydinlatilmis onam belgesi alind1 (Ek.1).

Calismaya NS tanisi ile Cocuk Nefroloji poliklinigi tarafindan izlenen ve
yaglart 1 ile 18 arasinda degisen 53 g¢ocuk alindi. Hastalarin demografik verileri,
Klinik durumlari, laboratuvar degerleri ve kullanilmis olan tedavi rejimlerine ait
bilgiler kaydedildi. Her hasta i¢in hasta degerlendirme formu (Ek.2) hazirlandi. Bu
formda hastalarin ad-soyad, yas, cinsiyet, hastalik baglama yasi, boy, kilo, kan
basinci, ailede benzer hastalik dykiisii, anne-baba arasinda akrabalik gibi demografik
verileri kaydedildi. Calismaya alinan tiim hastalar ayni1 hekim (g¢ocuk nefroloji yan
dal arastirma gorevlisi) tarafindan degerlendirildi. Ayrintili 6ykiisii alinan hastalarin
fizik muayenesi yapilarak patolojik bulgular kaydedildi. Hastaligina 6zgii tan1 ve
izlem i¢in laboratuvar tetkikleri planlandi. Proteiniiri ve hematiiri varhig: idrarda
tetkik edildikten sonra 24 saatlik idrar toplandi. Alinan kan 6rneklerinden beyaz kiire
sayisi, hemoglobin, trombosit sayimi, iire, kreatin, total protein, albiimin, kolesterol
ve lipid degerleri ¢alisildi. Ayirict tani agisindan antiniiklear antikor (ANA),
antiglomeriiler bazal membran antikoru, C3, C4 degerlerine bakildi. Tiim hastalarin
ultrasonografi ile bobrekleri degerlendirildi. Nefrotik sendrom tanist konulduktan
sonra steroid tedavisi baslandi. Tiim hastalarin podosin ve nefrin mutasyonlari,
MDR-1, CYP3A4 ve CYP3A5 polimorfizmleri, almig oldugu tedaviler ve bu
tedavilere yanitlari, relaps sayisi, bobrek yetmezligi varligi ve biyopsi sonuglar
kaydedildi.

Nefrotik sendrom ve steroide direngli NS tanimlamalar1 International Study
of Kidney Disease in Children’a (13) gore yapilmistir. Nefrotik sendrom, agir
proteiniiri (>50 mg/kg/giin veya >40 mg/m?/saat), hipoalbuminemi (<2.5 gr/dl) ve
O0dem ile karakterize klinik tablo olarak tanimlanmistir. Steroid duyarli NS ise 4
haftalik 60 mg/m?/giin steroid tedavisine yamt olmas: olarak kabul edildi. Steroid

direnci ise dort hafta siire ile verilen 60 mg/mz/gﬁn (maksimum 60 mg) steroid
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tedavisine yanit alinamama, steroid bagimli nefrotik sendrom ise steroide dnceden
yanit alman ve proteiniirisi kaybolan bir hastada, steroid dozu azaltilirken
proteiniirinin yeniden ¢ikmasi veya remisyona girdikten sonra steroid kesilmesini
takip eden 14 giin i¢inde relaps gozlenmesi ve bu durumun iki kez tekrarlamasi
durumu olarak tanimlanmigtir (7, 13). Bobrek biyopsisi NS tanisi alan bir yas alti
cocuklara, makroskobik hematiirisi olan hastalara, hipertansiyonu devam eden
hastalara, C3 diisiikliigii olan hastalara, persistan bobrek yetmezligi olan hastalar ile
kortikosteroid tedaviye yanitsiz veya steroid tedavisine bagimli olan hastalara yapildi
(7).

Yirmi dort saatlik idrar sabah ilk idrar atildiktan sonra giin boyunca toplandi
ve ertesi giin sabah ilk idrar da kaba eklendi. 24 saatlik idrar voliimii ile oranlanarak
glinliik proteiniiri mg/m?/saat olarak belirlendi.

Glomeriiler filtrasyon hizt (GFR) o6l¢iimii; Schwartz yontemi kullanilarak
asagidaki formiile gore hesaplandi (81).

GFH=[boy(cm) X 0.55 / serum kreatinin (mg/dl)].

Hastalar ti¢ gruba ayrildi.

Grup I: Steroid tedavisine duyarlt NS hastalar1 (45 hasta)
Grup II: Steroid tedavisine direngli NS hastalar1 (8 hasta)
Grup III: Kontrol grubu (22 saglam ¢ocuk)

Calismaya alinan NS’li tiim hastalarin NPHS1 ve NPHS2 gen mutasyonlari
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Genetik Laboratuvarinda ¢alisild1.

Nefrin i¢in 3 polimorfizm bakildi: NEFRIN A1105G, NEFRIN T763C,
NEFRIN T741C. Podosin i¢in 2 polimorfizm bakildi: PODOSIN G346A ve
PODOSIN T318C. Nefrin ve podosin igin Roche marka MagNA Pure Compact
otomatik izolasyon cihazinda DNA izolasyonu yapildi.
1.Nefrin ve Podosin igin ayr1 bir karisim hazirlandi: 10.4 pl H,O, 1.0 pl reagent
karisimi, 2.0 pl fast stort DNA master, 1.6 pul MgCI2 ve 5 ul DNA eklenerek Roche
marka Light Cycler 2.0 cihazina yiiklendi.
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2. Standart thermocycler’da PCR reaksiyonu asagidaki sekilde yapild.
95° C’de 10 dakika

95° C’de 10 saniye

60° C’de 10 saniye 45 dongil

72° C’de 15 saniye

95° C’de 20 saniye

40° C’de 20 saniye

70° C°de 5 saniye

40° C’de 30 saniye

3. Cihazin sonunda yapilan islemler sonucu melting curves yontemi ile floresans
sayesinde okuma yapildi ve sonuglar degerlendirildi.

Hastalarimizdan rutin tetkikleri sirasinda EDTA’ tiipe 2cc kan alindi ve kan
Ornekleri tetkik anmna kadar —20°C’de saklandi. MDR-1, CYP3A4 ve CYP3A5
polimorfizmleri i¢in hastalarimizin kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapildiktan
sonra SNP Genotyping Using the Sequenom MassARRAY iPLEX Platform yontemi
ile (82) Invitrogen marka Applied Biosystems Step One Plus cihazinda calisildi.
Periferik kandan DNA izolasyon protokolii asagidaki basamaklardan
olusmaktadir:

1. EDTA’L tiiplere alinan periferik kandan 200 pl aliip 2ml kapasiteli eppendorf
tiipiine aktarildiktan sonra bunun iizerine 20 pl Proteinaz K ve 20ul RNAaz A ilave
edildi.

2. Karisim 10-15 saniye karistiricida karigtirildiktan sonra tizerine 200 pl Pure Link
Genomic Lysis Buffer eklendi ve yine 10-15 saniye karistiricida karistirildi.

3. Karisim, onceden 55 °C’ye ayarlanan su banyosuna 10 dakika i¢in inkiibasyona
birakildi.

4. Inkiibasyon sonunda, karistmimn iizerine 200 pl Etanol eklendi ve 5 saniye
karisgtirildi.

5. Eppendorf tiiplin i¢inde bulunan 6rnegin tamami toplama tiipi i¢ine yerlestirilmis
filtreli tiiptin (DNA’y1 baglamaya yarar) igine pipet ile aktarildi.

6. 10000 devir/dakika’da 1 dakika santrifiij edildi.

7. Santrifiij sonrasinda filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine aktarild.
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8. Filtreli tiipiin lizerine 500 pl inhibitér uzaklastirici ¢ozeltisi (Wash Buffer-1)
eklendi.
9. 10000 devir/dakika’da 1 dakika santrifiij edildi.
10. Santrifiij sonrasinda filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine (pure link collection tube)
aktarildi.
11. Tipiin tzerine 500 pl yikama c¢ozeltisi (Wash Buffer-2) eklendi ve 15000
devir/dakika’da 3 dakika santrifiij edildi.
12. Toplama tiipleri atilarak yerine 1,5 pl’lik mikro santrifiij tiipii eklendi ve 55°C’ye
ayarlanmig su banyosunda 1sitilmis olan ¢6zdiirme ¢ozeltisinden (Elution Buffer) 100
ul ilave edilerek oda 1sisinda 1 dakika bekletildi.
13. 15000 devir/dakika’da bir dakika santrifiij edildi.
14. Santrifiij sonrasinda filtreli tiip atildi. Eppendorf tiipiinde geri kalan ¢ozelti
saflastirilmis genomik DNA olarak elde edilmis oldu.

SNP Genotyping Using the Sequenom MassARRAY iPLEX Platform yontemi
asagidaki basamaklardan olusmaktadir:
1. PCR Amplifikasyonu i¢in karisim hazirlandi: 1.850 pl saf su, 0.625 ul MgCI2 ile
hazirlanmig PCR Buffer, 0.325 pl MgCl;, 0.100 ul dNTP karisimi, 1.000 pl Primer
karisim, 1.000 pul Genomik DNA ve 0.100 pl Hotstar Taq toplamda 5.000 ul olacak
sekilde eklendi.
2. Eklenen yukaridaki maddeler nazik¢e karistirildi.
3. Standart thermocycler’da PCR reaksiyonu asagidaki sekilde yapildi.
94° C’de 15 dakika
94° C’de 20 saniye
56° C’de 30 saniye 45 dongii
72° C’de 1 dakika
72° C’de 3 dakika
4° C’de bekletilir
4. SAP (shrimp alkaline phosphatase) tedavisi yapildi. Bunun i¢in 1.330 pl saf su,
0.170 ul SAP buffer, 0.500 pISAP enzim toplamda 2.000 upl olacak sekilde
karisgtirildi.
5. Her bir PCR reaksiyonuna 2 ul SAP karigimi eklendi ve nazikge karistirildi.
6. Standart thermocycler’da SAP ilave edilmis PCR reaksiyonu asagidaki gibi inkiibe
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edildi.

37° C’de 40 dakika
85° C’de 5 dakika
4° C’de bekletilir
7. Primerlerin uzatilmasi igin IPLEX reaksiyon karisimi hazirlanir. Bunun igin 0.755
ul saf su, 0.200 ul iPLEX Buffer Plus, 0.200 ul iPLEX sonlandirma karisimi, 0.804
ul Primer karisim, 0.041 ul IPLEX enzimi toplamda 2.000 pl olacak sekilde nazikge
karistirildi.

8. Standart thermocycler’da 2 asamal1 200 kisa devir programinda IPLEX reaksiyonu
asagidaki gibi yiiriitiildii.
94° C’de 30 saniye

94° C’de 5 saniye

52° C’de 5 saniye ] 5 dongii

40 dongii
80° C’de 5 saniye
72° C’de 3 dakika
4 ° C’de bekletilir
9. Acgik Regine: Kiitle spektrometrik analizleri optimize etmek i¢in IPLEX reaksiyon
tirtinlerinin temizlenmesi uygulandi.

10. MALDI-TOF MS Analizi: ‘MassARRAY Workstation version 3.4 software’
kullanildi ve sonuglar elde edilmis oldu (82).

Calismada kullanilan genler ve SNP’leri:

MDR-1 geni: (3435C>T) rs1045642 SNP’ye ait sekans
AGCCGGGTGGTGTCACAGGAAGAGAT[A/CITIGTGAGGGCAGCAAAGGAGGCCAACA
C: Normal= ‘Wild tip’, CT: Heterozigot, T: Homozigot olarak degerlendirilmistir.
Rs1045642 i¢in primerler:

Forward: 3’- ACGTTGGATGACTGCAGCATTGCTGAGAAC- 5’ ve
Reverse: 5°- ACGTTGGATGAAGGCATGTATGTTGGCCTC- 3’ diir.
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Sekil 8. 36 numarali nefrotik sendromlu hastanin rs1045642 SNP’ye ait dagilim

grafigi

MDR-1geni: (1236C>T) rs1128503 SNP’ye ait sekans
CACTCGTCCTGGTAGATCTTGAAGGG|C/TICTGAACCTGAAGGTGCAGAGTGGGC
C: Normal= ‘Wild tip’, CT: Heterozigot, T: Homozigot olarak degerlendirilmistir.
Rs112850 i¢in primerler:
Forward: 3’-ACGTTGGATGGTTTTTTTCTCACTCGTCCTG- 5’ ve
Reverse: 5°- ACGTTGGATGAGCCACTGTTTCCAACCAGG - 3’ diir.

MDR-1geni: (2677G>A) rs2032582 SNP’ye ait sekans
TGAAAGATAAGAAAGAACTAGAAGGTIA/GITICTGGGAAGGTGAGTCAAACTAAATA
G: Normal, GT-GA: Heterozigot, T-A-TA: Homozigot olarak degerlendirilmistir.
Rs2032582 igin primerler:

Forward: 3’-ACGTTGGATGGAAAATGTTGTCTGGACAAGC- 5’ ve
Reverse: 5’-ACGTTGGATGCATATTTAGTTTGACTCACC - 3’ diir.

MDR-1: (199G>A) rs2229109 SNP’ye ait sekans
TTTGGAATTCAGAAATGTTCACTTCA[A/G/TITTACCCATCTCGAAAAGAAGTTAAG
G: Normal, GA: Heterozigot, A: Homozigot olarak degerlendirilmistir.

Rs2229109 igin primerler:
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Forward: 3’- ACGTTGGATGGAGTGGGCACAAACCAGATA -5’ ve
Reverse: 5’- ACGTTGGATGGTACCTTAACTTCTTTTCGAG - 3’ diir.

MDR-1: (61A>T) rs9282564 SNP’ye ait sekans
AGAAGAAGAACTTTTTTAAACTGAACIA/GJATAAAAGGTAACTAGCTTGTTTCAT
A: Normal, GA: Heterozigot, G: Homozigot olarak degerlendirilmistir.
Rs9282564 i¢in primerler:

Forward: 3’- ACGTTGGATGGAGGAGCAAAGAAGAAGAAC -5’ ve
Reverse: 5’- ACGTTGGATGACTCAAATCTCGCAACTATG - 3’ diir.

CYP3A5: (27289C>A) rs28365083 SNP’ye ait sekans
CAAAGGGTCAATGGTGGTGATTCCAA[A/CITTATGCTCTTCACCATGACCCAAAG
C: Normal, CA: Heterozigot, A: Homozigot olarak degerlendirilmistir.

Rs2032582 i¢in primerler:
Forward: 3°- ACGTTGGATGTTCCCAAAGGGTCAATGGTG-5’ ve
Reverse: 5’- ACGTTGGATGAGGCTCTGTCCAGTACTTTG- 3 diir.

CYP3A5: (18386G>A) rs28383479 SNP’ye ait sekans
AGCAGAAACTGCAAAAGGAGATTGAT[A/G]CAGTTTTGCCCAATAAGGTGAGGGG
G: Normal, GA: Heterozigot, A: Homozigot olarak degerlendirilmistir.
Rs28383479 i¢in primerler:

Forward: 3’- ACGTTGGATGATATGAACTGGCCACTCACC -5’ ve
Reverse: 5>-ACGTTGGATGATCCCCTCACCTTATTGGGC - 3’ diir.

CYP3A5: (27131 _27132insT) rs41303343 SNP’ye ait sekans
GTTTCTTTCCTTCCAGGCACCACCT[-/TIACCTATGATGCCGTGGTACAGATGG
Delesyon: Normal, TDelesyon: Heterozigot, T:Homozigot olarak degerlendirilmistir.
Rs41303343 i¢in primerler:

Forward: 3’- ACGTTGGATGCTGTTTCTTTCCTTCCAGGC-5’ ve
Reverse: 5’- ACGTTGGATGACCACCATGTCAAGGTACTC - 3’ diir.
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Sekil 9. 36 numarali NS hastasinin rs41303343 SNP’ye ait dagilim grafigi

CYP3A5: (3699C>T) rs55817950 SNP’ye ait sekans
CAGTCTCTTAAAAAGTNCATRTGTAC[IA/G]GGTCCCATATCTACAAAGTGAAACA
G: Normal, GA: Heterozigot, A: Homozigot olarak degerlendirilmistir.
Rs55817950 igin primerler:

Forward: 3’°- ACGTTGGATGCCTGGAATTCCCAGTCTCTT -5 ve
Reverse: 5’- ACGTTGGATGAAGTCACAATCCCTGTGACC - 3’ diir.

CYP3A5: (6986A>G) rs776746 SNP’ye ait sekans
TCTTTAAAGAGCTCTTTTGTCTTTCA[A/G]TATCTCTTCCCTGTTTGGACCACAT
A: Normal, AG: Heterozigot, G: Homozigot olarak degerlendirilmistir.

Rs776746 i¢in primerler:
Forward: 3°- ACGTTGGATGCAGCTTAACGAATGCTCTAC -5’ ve
Reverse: 5’- ACGTTGGATGGTAATGTGGTCCAAACAGGG- 3’ diir.

CYP3A5: (14690G>A) rs10264272 SNP’ye ait sekans
TCTAAGAAACCAAATTTTAGGAACTT[C/TITTAGTGCTCTCCACAAAGGGGTCTT
C: Normal, CT: Heterozigot, T: Homozigot olarak degerlendirilmistir.

Rs10264272 i¢in primerler:
Forward: 3’- ACGTTGGATGGCCCACATACTTATTGAGAG - 5’ ve
Reverse: 5’- ACGTTGGATGAGACCCCTTTGTGGAGAG- 3’ diir.
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CYP3A4: (21896C>T) rs12721629 SNP’ye ait sekans
TCAGATTATTCCCAATTGCTATGAGA[C/TITTGAGAGGGTCTGCAAAAAAGATGT
C: Normal, CT: Heterozigot, T: Homozigot olarak degerlendirilmistir.

Rs12721629 igin primerler:
Forward: 3’- ACGTTGGATGGCTCAGATTATTCCCAATTGC -5’ ve
Reverse: 5’- ACGTTGGATGCACCCCTTTGGGAATGAACA - 3’ diir.
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Sekil 10. 36 numarali NS hastasinin rs12721629 SNP’ye ait dagilim grafigi

CYP3A4: (23171T>C) rs4986910 SNP’ye ait sekans
AAGTGGACCCAGAAACTGCATTGGCA[C/TIGAGGTTTGCTCTCATGAACATGAAA
T: Normal, TC: Heterozigot, C: Homozigot olarak degerlendirilmistir.

Rs4986910 i¢in primerler:
Forward: 3°- ACGTTGGATGTACACACCCTTTGGAAGTGG -5’ ve
Reverse: 5’- ACGTTGGATGTGAAGGACTCTGATTAGAGC - 3’ diir.

Her bir grup igin calisilan genlerin allel frekanslar asagidaki formiille hesaplandi:
(83).

Allel frekansi= (2 X o grup icin homozigot savyisi) + ayni grubun homozigot savisi

2 X ayn gruptaki toplam hasta sayisi
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2.1. Istatistiksel analizler

Olgularm verileri SPSS 15.0 programinda olusturulan veri tabanina girildi ve
verinin istatistiksel analizleri yine aymi program ile yapildi. Verilerin normal
dagilima uygunlugu tek Orneklem kolmogorov-smirnov testi ile degerlendirildi.
Paremetrik sonuglar (ikili gruplarin normal dagilim gosteren veriler yoniinden
ortalamalar1 arasindaki farkin anlamli olup olmadig1) standart t testi ile parametrik
olmayan sonuglar (normal dagilim goéstermeyen veriler yoniinden ortalamalar
arasindaki farkin anlamli olup olmadigi) Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi.
Oranlarm karsilastirilmas: Ki-kare (x?) testi ile degerlendirildi. Normal dagilim
gostermeyen verilere sahip ti¢lii grup olglimlerinin karsilastirilmasi Kruskal-Wallis

testi ile yapildi. P degerinin <0,05 olmasi istatistiksel agidan anlamli olarak kabul

edildi.
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3. BULGULAR

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklart Cocuk
Nefroloji Bilim Dali’nda izlenen 53 NS tanili cocuk ile kronik hastaligi olmayan 22
saglikli cocuk calismaya dahil edildi.

Hastalarimizin yag araligt 1-18 yil (8,96+4,26) arasinda degisiyordu.
Calismaya alman NS’li 53 ¢ocugun 39’u (%73,6) erkek, 14’i (%26,4) kiz olup,
erkek/kiz oran1 39/14=2,78 idi. Hastalarin ortalama tan1 yas1 5 yas 4ay (6 ay-16 yas)
olarak bulundu. Kizlarin ortalama tani yas1 5 yas 10 ay olup, erkeklerden daha
fazlaydi. Hastalarin ortalama viicut agirligt 31,77+15,52 kg ve ortalama boylar
128,734+22,72 cm idi.

Nefrotik sendrom olgulart ve kontrol grubu hastalarimin yas ve cinsiyet
acisindan aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklililk yoktu (p>0,05).
Olgularimizin demografik verileri Tablo 3’de verildi.

Tablo 3. Olgularin Demografik Ozellikleri

Nefrotik Sendrom Kontrol P degeri
n=53 N=22
Yas (y11+SD) 8,96+4,26 8,48+4.,46 >0,05

Cinsiyet (kiz/erkek) 14 (%26,4) / 39 (%73,6) 9 (%40,95)/ 13 (%59,1)  >0,05

*Normal dagilim gosteren veriler ortalama+SD, Normal dagilim gdstermeyen veriler ortanca (min-max) olarak

ifade edilmistir.

On ii¢ hastanin (%24,5) anne-babas1 arasinda akrabalik bulunmaktayken 40
hastanin (%75,5) ebeveynleri arasinda akrabalik yoktu.
Poliklinigimize basvuran NS’li olgularinin en sik basvuru semptomu goz

kapaklarinda sislikti (%96,2). Olgularimizin bagvuru bulgular1 Tablo 4’de verildi.

42



Tablo 4. Olgularin basvuru bulgulari

Semptom N (%)

G0z kapaklarinda sislik 51 (% 96,2)
Pretibial 6dem 48 (% 90,5)
Karin agrisi 10 (% 18,8)
Karinda siskinlik 5 (%9,4)
Az idrara ¢ikma 4 (% 7,5)
Skrotal 6dem 4 (%7,5)
Bas agrisi 2 (%3,7)
Hipertansiyon 2 (%3,7)
Hematiiri 1 (%1,8)
Kusma 1 (%1,8)

Olgularimiz steroid tedavisine verdikleri yanita gore steroide duyarli ve
direngli olarak iki grupta degerlendirildi. Nefrotik sendrom tanili 53 hastanin 45’1
(%84,9) steroide duyarli, 8’1 (%15,1) steroide direncli idi. Kontrol grubunda ise 22
hasta vardi. Steroide duyarli grubun yas ortalamasi1 8,67+3.,42 yil, steroide direngli
grubun yas ortalamasi 10,63+6,23 yil, kontrol grubunun yas ortalamasi ise 8,48+4,46
yil olup her ii¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05).

Steroide duyarli gruptaki 45 hastanin 9’u (%20) kiz, 36’s1 (%80) erkek idi.
Steroide direngli gruptaki 8 hastanin ise 5’1 (%62,5) kiz, ¢t (%37,5) erkek idi.
Kontrol grubundaki 22 hastanin ise 9’u (%40,9) kiz, 13’1 (%59,1) erkek 1di. Cinsiyet
dagilimina baktigimizda steroide direngli grupta kizlarin daha fazla oldugu saptandi
(p<0.05). Nefrotik sendrom genel olarak erkeklerde daha sik goriiliirken steroide
direngli grupta kizlarin fazla oldugu gortldi.

Hastalarin tan1 yaslar1 degerlendirildiginde ise, steroide duyarli grubun tani
yas1 4 yil (1-14), steroide direngli grubun tan1 yasi 4,5 yil (0,5-16) olarak bulundu.

Hastalarin viicut agirliklar1 ve boylart bakimindan her {i¢ grup arasinda
istatistiksel farklilik yoktu. Steroid tedavisine yanitina gore olgularimizin demografik
verileri Tablo 5’de verildi.

Steroide direngli ve duyarli gruplarin ailesinde NS o6ykiisii olan bireylerin
oldugu ve bu iki grup arasinda istatistiksel a¢idan anlamli fark oldugu belirlendi
(p<0,05). Steroide yanitli grupta 45 hastanin ikisinde, direngli grupta ise 8 hastanin
ticiinde NS aile oykiisii mevcuttu. Ayrica steroide direngli NS’li hasta grubunda NS

aile 0ykiisiiniin kiz hastalarda daha fazla (%67) oldugu saptandi.
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Tablo 5. Steroid tedavisine yanitina gore olgularin demografik verileri

Steroide direncli Steroid duyarh P degeri
n=8 n=45
Yas (y1l+SD) 10,63+6,23" 8,67+3,42" >0.05
Cinsiyet (kiz/Erkek) 5 (%35,7) /3 (%7,7) 9 (%64,3) / 36 (%92,3) >0.05
Viicut agirigi (kg+SD) 34,25+ 20,4" 31,33+14,74 >0.05
Boy (cm+SD) 129,12+31,88" 128,66+21,17" >0.05
Tani yasi (y1l) 45 (0,5-16)" 4 (1-14)” <0.05
NS aile 6ykiisii (n %) 3 (%37,5) 2 (%4,4) <0.05

*Normal dagilim gosteren veriler ortalama+SD, **Normal dagilim gostermeyen veriler ortanca (min-max) olarak

ifade edilmistir.

Hastalik baslangicinda 2 hastada hipertansiyon (%3,77) belirlendi. Steroide
duyarli ve direngli gruplarin her birinde birer hastanin kan basinci yiiksek saptanmis
olup, her iki grup arasinda kan basinci yiikseklikleri bakimindan istatistiksel anlamli
farklilik saptanmadi (p>0,05).

Nefrotik sendromlu hastalarin total protein degeri 4,3140,70 g/dL ve albiimin
degeri 1,18+0,50 g/dL, iire 31,92 (3-118) mg/dL ve kreatin 0,6 (0,10-3,70) mg/dL
idi. Serum iire ve kreatin degerlerinde steroide duyarli ve direngli gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii. Steroide direngli grupta serum tire ve
kreatin degerleri duyarli gruba gore anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,05).

Nefrotik sendromlu hastalarin idrar protein/kreatin orani 6,79+3,76 idi. Tam
aninda giinliik protein atilimi 124,59+62,13 mg/kg/giin olarak saptandi. Spot idrar
protein/kreatin orani steroide yamith grupta 6,56+3,92, steroide direncli grupta
8,08+2,50 idi. Tami anindaki gilinliik proteiniiri miktar1 steroide duyarli grupta
128,2+64,31 mg/kg/giin iken steroide direncli grupta 104,32+46,12 mg/kg/giin idi ve
istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktu (P>0,05).

Hematiiri goriilme sikligi erkeklerde daha fazla olup kizlarda 3 hastada
erkeklerde ise 6 hastada hematiiri belirlendi. Nefrotik sendromlu hasta grubunda bir
hastada (%1,88) makroskobik hematiiri ve 8 hastada (%15,09) mikroskobik hematiiri
saptand1. Steroide direngli ve duyarli gruplar arasinda hematiiri saptanmasi agisindan
anlaml farklilik yoktu (p>0,05). Steroide yanitli grupta 45 hastanin 8’inde (%17,7)

hematiiri saptandi; bunlarin 7’sinde mikroskobik hematiiri, birinde makroskobik
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hematiiri tespit edildi. Steroide direngli grupta ise bir hastada (%12,5) mikroskobik
hematiiri saptandi.

Steroide direngli ve duyarli gruplar arasinda laboratuvar tetkiklerinden beyaz
kiire, hemoglobin ve trombosit, total protein, albiimin, kKolesterol, trigliserit degerleri
arasinda istatistiksel anlamli farklilik yoktu (Tablo 6).

Tablo 6. Nefrotik Sendrom hastalarinin laboratuvar bulgulari

Steroide duyarh Steroide direncli P degeri

n=45 n=8
Beyaz kiire (K/uL) 9.831,53+4.125,85" 8.722,50+2.125,81" >0.05
Hemoglobin (g/dL) 13,6+1,4" 12,5+1.5" >0.05
Trombosit (/mm?) 419.222,22+119.727,32"  410.625,00+1543.89,98" >0.05
Serum iire (mg/dL) 25 (11-118)™ 42,12 (3-108)™ <0,05
Serum kreatin (mg/dL) 0,5 (0,2-2)" 1,13 (0,1-3,7)" <0,05
Total protein (g/dL) 4,36+0,72" 4,05+0,53" >0.05
Albiimin (g/dL) 1,87+0,53" 1,92+0,31" >0.05
Total kolesterol (mg/dL) 373,63+101,86 348,75+96,82" >0.05
Trigliserit (mg/dL) 222,76+97,78" 226,37+72,97" >0.05
Idrar Prot/kreatin (mg/dl) 6,56+3,92" 8,06+2,50" >0.05
Proteiniiri (mg/kg/giin) 128,20+64,31 104,32+46,12" >0.05

*Normal dagilim gosteren veriler ortalama+SD, **Normal dagilim géstermeyen veriler ortanca (min-max) olarak

ifade edilmistir.

Bobrek fonksiyonlari agisindan hastalar degerlendirildiginde, hastalarin
glomeriiler filtrasyon hizlar1 Schwartz yontemi ile hesaplanmis olup steroide yanith
grupta 152,80+36,45 ml/dak/1,73m?, steroide direngli grupta 168,75+130,26
ml/dak/1,73m? olarak bulundu (p>0,05). Tan sirasinda ii¢ hastada (%5,66) bobrek
yetmezligi vardi. Steroide yanith gruptaki bir hastanin bobrek yetmezligi tedavi ile
gerilerken, steroide direngli gruptaki FSGS tanisi olan iki hasta SDBY’ne ilerledi.

Antiglomeriiler bazal membran antikoru tiim hastalarda negatif idi. C3
diistikligii steroide yanith grupta iki hastada saptanirken, steroide direngli grupta
saptanmadi. C3 yiiksekligi ise steroide direngli grupta 8 hastanin birinde, steroide
yanith grupta ise 7 hastada saptandi. C4 diisiikliigii hi¢cbir hastada saptanmazken, C4
yiiksekligi steroide duyarli grupta 11 hastada, direngli grupta bir hastada saptandi. C3

ve C4 degerleri acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).
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Elli ii¢ hastanin 21’ine (%39,6) bobrek biyopsisi yapildi. Biyopsi yapilan 21
hastanin biyopsi bulgular1 9 hastada FSGS (%42,8), 5 hastada MezPGN (%23,8), 5
hastada MCNS (%23,8), bir hastada MPGN (%4,8), bir hastada C1gq Nefropatisi
(%4,8) ile uyumluydu. Steroide direncli gruptaki tiim hastalara biyopsi yapildi.
Direngli grupta ii¢ hastada MezPGN, ti¢ hastada FSGS, iki hastada MCNS saptandi.
Steroide yanitli grupta ise 13 hastaya bobrek biyopsisi yapildi ve bir hastada MPGN,
iki hastada MezPGN, 6 hastada FSGS, bir hastada C1q nefropatisi ve ii¢ hastada
MCNS saptandi (Tablo 7).

Tablo 7. Nefrotik Sendrom olgularinin bobrek biyopsi sonuglari

BiYOPSI SONUCLARI
MPGN  MezPGN  FSGS  C1Q Nefropati  MCNS
SSNS (n) 1 2 6 1 3
SRNS (n) 0 3 3 0 2
Tiim NS’li hastalar (n) 1 5 9 1 5

Her iki grup arasinda podosin ve nefrin mutasyonlar1 degerlendirildi. Nefrin
icin A1105G, T763C, T741C olmak {izere ii¢ mutasyon, podosin i¢in ise G346A ve
T318C olmak {iizere iki mutasyon bakildi. Steroide direncli hastalarin tliimiinde
podosin mutasyonu saptanirken, steroide yanitli hastalarin 40’inda (%88,9) mutasyon
saptand1, 5’inde (%11,1) ise saptanmadi (p>0,05). Benzer sekilde nefrin mutasyonu
da steroide direngli hastalarin tiimiinde saptanirken, steroide yanitli hastalarin
38’inde (%84,4) mutasyon saptandi, 7’sinde (%15,6) ise saptanmadi (p>0,05). Tablo
8’de steroide duyarli ve direngli hastalarin nefrin (A1105G, T763C, T741C) ve
podosin (G346A ve T318C) mutasyonlari ayri ayri verildi.

Tablo 8. Olgularin nefrin ve podosin sonuglari

SSNS SRNS P degeri
n=45 n=8
NEFRIN A1105G 37 (%82) 7 (%87,5) >0,05
mutasyonu
NEFRIN T763C 3 (%6,6) 2 (%25) >0,05
mutasyonu
NEFRIN T741C 1 (%2,2) 1 (%12,5) >0,05
mutasyonu
PODOSIN G346A 3 (%6,6) 1 (%12,5) >0,05
mutasyonu
PODOSIN T318C 39 (%86,6) 8 (%100) >0,05
mutasyonu
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Podosin mutasyonu ile biyopsi sonuglart karsilastirildiginda biyopsi yapilan
21 hastanin 9’unda FSGS saptandi. FSGS olan hastalarin tamaminda ise podosin
mutasyonu bulundu. Ancak podosin ve nefrin mutasyonlar: ile biyopsi sonuglari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Tablo 9’da podosin ve nefrin
sonuglari ile biyopsi sonuglart verildi.

Tablo 9. Olgularin nefrin ve podosin sonuglari ile biyopsi sonuglarinin

karsilastirilmasi

Biyopsi sonuglari Nefrin mutasyonu Podosin mutasyonu P degeri
MPGN (n=1) 1 (%100) 1 (%100) >0,05
MezPGN (n=5) 5 (%100) 4 (%80) >0,05
FSGS (n=9) 8 (%88,8) 9 (%100) >0,05
C1Q Nefropati (n=1) 1 (%100) 1 (%100) >0,05
MCNS (n=5) 5 (%100) 4 (%80) >0,05

Fokal segmental glomeriiloskleroz tanisi alan 9 hastanin tiimiinde podosin
T318C mutasyonu saptandi, 7’sinde nefrin A1105G mutasyonu, birer hastada ise
nefrin T763C, T741C ve podosin G346A mutasyonu belirlendi. Mezengiyal
proliferatif GN tanisi olan 5 hastanin tiimiinde podosin T318C mutasyonu, doérdiinde
ise nefrin A1105G mutasyonu saptandi. Nefrin T763C, T741C ve podosin G346A
mutasyonu ise saptanmadi. Minimal degisiklik biyopsi sonucu olan 5 hastanin
timiinde nefrin A1105G mutasyonu, doérdiinde ise podosin T318C mutasyonu
saptand1. Nefrin T763C, T741C ve podosin G346A mutasyonu ise saptanmadi. C1Q
nefropati ve MPGN tanis1 olan birer hastada da nefrin A1105G ve podosin T318C
mutasyonu saptandi. Nefrin T763C, T741C ve podosin G346A mutasyonu ise
saptanmadi.

Steroid tedavisine yanitin degerlendirilmesinde ilag eliminasyonundan
sorumlu genlerin ve polimorfizmlerinin roliinii belirlemek amaci ile nefrotik
sendromlu ve kontrol grubundaki hastalarin genetik polimorfizmleri belirlendi. Her
hastanin MDR-1, CYP3A4 ve CYP3A5 genetik polimorfizmleri belirlendi ve
SNP’ler arasindaki korelasyon ve tedaviye yanitlar1 analiz edildi. Bu caligmada
analiz edilen genetik polimorfizmler MDR-1 igin C3435T (rs1045642), C1236T
(rs1128503), G2677A (rs2032582), G199A (rs2229109), A6L1T (rs9282564);
CYP3AS5 igin C27289A (rs28365083), G18386A (rs28383479), 27131 _27132insT
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(rs41303343), C3699T (rs55817950), A6986G (rs776746), G14690A (rs10264272);
CYP3A4 icin ise C21896T (rs12721629), T23171C (rs4986910) idi. CYP3A5
rs283650, rs283834, rs558179 ve rs102642 polimorfizmleri ile CYP3A4 rs127216,
rs498691 polimorfizmleri higbir hastada saptanmadi. Polimorfizm saptanan MDR-1
rs1045642, rs112850, rs203258, rs222910, rs928256 ve CYP3AS rs776746,
rs413033 karsilagtirildiginda NS’li olgular ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Tablo 10’da polimorfizmlerin gruplar
arasinda karsilastirmal1 sonuglar1 verildi.

Tablo 10. Polimorfizmlerin gruplar arasinda karsilastirmali sonuglari

NS’li hastalar Kontrol P

n:53 n:22 degeri
MDR-1rs1045642 >0,05
Normal: C 13 (%24,5) 6 (%27,3)
Heterozigot: CT 23 (%43,4) 11 (%50)
Homozigot: T 17 (%32,1) 5 (%22,7)
MDR-1rs1128503 >0,05
Normal:C 15 (%28,3) 4 (%18,2)
Heterozigot: CT 28 (%52,8) 12 (%54,5)
Homozigot: T 10 (%18,9) 6 (%27,3)
MDR-1rs2032582 >0,05
Normal: G 16 (%30,2) 5 (%22,73)
Heterozigot:GT ,GA 28 (%52,8) 12 (%54,54)
Homozigot: T,A, TA 9 (%17) 5 (%22,73)
MDR-1rs2229109 >0,05
Normal: G 47 (%88,7) 21 (%95,5)
Heterozigot: GA 6 (%11,3) 1 (%4,5)
Homozigot: A 0 0
MDR-1rs928256 >0,05
Normal: A 52 (%98,1) 22(%100)
Heterozigot: GA 1 (%1,9) 0
Homozigot: G 0 0
CYP3A5rs413033 >0,05
Normal: Del 52 (%98,1) 22(%100)
Heterozigot: Tdel 1(%1,9) 0
Homozigot: 0 0
CYP3AbLrs776746 >0,05
Normal: A 0 0
Heterozigot: A G 3 (%5,7) 2 (%9,1)
Homozigot: G 50 (%94,3) 20 (%90,9)

Steroide duyarli ve direngli olgulardaki polimorfizmler degerlendirildiginde

de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 11).
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Tablo 11. MDR-1, CYP3A5 polimorfizmlerinin gruplar arasinda karsilastirmali

sonuglari
Steroide duyarh Steroide direncli P

n:45 n:8 degeri
MDR-1rs1045642 >0,05
Normal: C 11 (%24,4) 2 (%25)
Heterozigot: CT 18 (%40) 5 (%62,5)
Homozigot: T 16 (%35,6) 1 (%12,5)
MDR-1rs112850 >0,05
Normal: C 13 (%28,9) 2 (%25)
Heterozigot: CT 23 (%51,1) 5 (%62,5)
Homozigot: T 9 (%20) 1 (%12,5)
MDR-1rs2032582 >0,05
Normal: G 14 (%31,1) 2 (%25)
Heterozigot:GT,GA 23 (%51,1) 5 (%62,5)
Homozigot: T,A, TA 8 (%17,8) 1 (%12,5)
MDR-1rs2229109 >0,05
Normal: G 40 (%88,9) 7 (%87,5)
Heterozigot: GA 5 (%11,1) 1 (%12,5)
Homozigot: A 0 0
MDR-1rs928256 >0,05
Normal: A 44 (%97,8) 8 (%100)
Heterozigot: GA 1 (%2,2) 0
Homozigot: G 0 0
CYP3A5rs413033 >0,05
Normal: Del 44 (%97,8) 8 (%100)
Heterozigot: Tdel 1 (%2,2) 0
Homozigot: 0 0
CYP3Ab5rs776746 >0,05
Normal: G 0 0
Heterozigot: GA 2 (%4,4) 1 (%12,5)
Homozigot: A 43 (%95,6) 7 (%87,5)

Coklu ilag direng-1 geni rs1045642 polimorfizmi steroide duyarli 45 hastanin
34’linde (%75,6), steroide direngli 8 hastanin 6’sinda (%75), kontrol grubunda ise 22
hastanin 16’sinda (%72,7) saptandi ve her li¢ grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmadi (p>0,05).

Coklu ilag direng-1 geni rs1128503 polimorfizmi steroide duyarli 45 hastanin
32’sinde (%77,1), steroide direngli 8 hastanin 6’sinda (%75) kontrol grubunda ise 22
hastanin 18’inde (%81,8) saptandi ve 3 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi (p>0,05).

Coklu ilag direng-1 geni rs203258 polimorfizmi steroide duyarli 45 hastanin
31’inde (%68,9), steroide direncli 8 hastanin 6’sinda (%75), kontrol grubunda ise 22

hastanin 17’sinde (%77,3) saptandi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
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fark saptanmad1 (p>0,05).

Coklu ilag direng-1 geni rs222910 polimorfizmi steroide duyarli 45 hastanin
5’inde (%]11,1), steroide direngli 8 hastanin birinde (%12,5), kontrol grubunda ise 22
hastanin birinde (%4,5) saptandi (p>0,05).

Coklu ilag direng-1 geni rs928256 polimorfizmi steroide duyarli 45 hastanin
birinde (%2,2) saptandi, steroide direngli ve kontrol grubunun higbirinde herhangi bir
polimorfizm saptanmadi. (p>0,05).

Sitokrom 3A5 rs283650, rs283834, rs558179 ve rs102642 polimorfizmleri
hicbir hastada saptanmazken; CYP3AS5 rs413033 polimorfizmi steroide duyarli bir
hastada (%2,2) saptandi (p>0,05).

Sitokrom 3A5 rs776746 polimorfizmi ise steroide duyarli ve direngli
hastalarin tamaminda mevcuttu.

Onsekiz hastada (%33,96) steroid tedavisine ek olarak siklofosfamid,
siklosporin ya da diger immiinstipresif ilaglar kullanilmigt1.

Coklu ilag direng-1 geni rs1128503 polimorfizmi olan hastalarda
siklofosfamid tedavisine yanit istatistiksel degerlendirmede anlamli olarak daha
yiikksek bulundu (p<0,05). Siklofosfamid tedavisi alan toplam 14 hasta vardi.
Bunlarin 8’1 (%57,1) siklofosfamid tedavisine yanit vermezken 6 hastada (%42,9) ise
yanit gozlendi. Siklofosfamid tedavisine yanit alinan 6 hastanin timiinde MDR-1
rs112850 polimorfizmi saptandi, yanit vermeyen 8 hastanin ise dordiinde mutasyon
yokken, dordiinde ise polimorfizm saptandi. Ancak diger MDR-1, CYP3A5 ve
CYP3A4 polimorfizmleri agisindan siklofosfamid direnci arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark gézlenmedi (p>0.05).

Siklosporin tedavisi alan ise toplam 13 hasta vardi. Bunlarin 8’i (%61,5)
siklosporin tedavisine yanit vermezken 5 hastada (%38,5) ise remisyon gozlendi.
MDR-1, CYP3A5 ve CYP3A4 polimorfizmlerinin siklosporin cevabi agisindan bir
o6nemi olmadig belirlendi (p>0,05).

Nefrotik sendrom ile kontrol grubu arasinda MDR-1 geninde bakilan tiim
polimorfizmlerin allel frekanslari (mutant ve normal) degerlendirildi ve istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 12).
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Tablo 12. Nefrotik sendrom ve kontrol grubu hastalarnda MDR-1 gen
polimorfizminin ve allel frekansinin karsilastirilmasi

Polimorfizm Genotip Allel P degeri
C3435T (rs1045642) CC CT TT C T >0,05
NS (n=53) 13 (%24,5) 23 (%43,4) 17 (32,1) 046 0,55

Kontrol (n=22) 6 (%27,3) 11 (%50) 5 (%22,7) 0,52 0,48

C1236T (rs1128503) CC CT TT C T >0,05
NS (n=53) 15 (%28,3) 28 (%52,8) 10 (%18,9) 0,55 0,45

Kontrol (n=22) 4(%18,2) 12 (%545) 6(%27,3) 045 0,55

G2677A (rs2032582) GG GT,GA TATA G T,A >0,05
NS (n=53) 16 (%30,2) 28 (%52,8) 9 (%17) 057 0,43

Kontrol (n=22) 5(%22,73) 12 (%54,5) 5(%22,7) 0550 0,50

G199A (rs2229109) GG GA AA G A >0,05
NS (n=53) 47 (%88,7) 6 (%11,3) O 094 0,06

Kontrol (n=22) 21 (%95,5) 1 (%4,5) 0 0,97 0,03

AB1T (rs9282564) AA AG GG A G >0,05
NS (n=53) 52 (%98,1) 1(%1,9) 0 099 0,01

Kontrol (n=22) 22 (%100) O 0 1 0

Nefrotik sendrom ile kontrol grubu arasinda MDR-1 C3435T (rs1045642)

icin T allel frekans1 karsilastirildi ve sirasiyla 0,55 ve 0,48 olarak bulundu (p>0,05).
MDR-1 C1236T (rs1128503) igin bakilan T allel frekansi sirasiyla 0,45 ve 0,55 idi
(p>0,05), MDR-1 G2677A (rs2032582) i¢in T, A allel frekansi sirastyla 0,43 ve 0,50
(p>0,05), MDR-1 G199A (rs2229109) igin A allel frekansi sirasiyla 0,06 ve 0,03
(P>0,05) ve MDR-1 A61T (rs9282564) i¢in G allel frekansi 0,01 ve 0 bulundu

(P>0,05).

Nefrotik sendrom ile kontrol grubu arasinda CYP3AS geninde bakilan tiim

polimorfizmlerin allel frekanslari (mutant ve normal) degerlendirildi ve istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 13).
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Tablo 13. Nefrotik sendrom ve kontrol grubu hastalarinda CYP3A5 gen

polimorfizminin ve allel frekansinin karsilastirilmasi

Polimorfizm Genotip Allel P degeri
27131 27132insT Delesyon Tdelesyon T Delesyon T >0,05
(rs41303343)

NS (n=53) 52 (%98,1) 1(%1,9) 0 0,99 0,01

Kontrol (n=22) 22 (%100) O 0 1 0

AB986G (rs776746) AA AG GG A G >0,05
NS (n=53) 0 3 (%5,7) 50 (%94,3) 0,03 0,97

Kontrol (n=22) 0 2 (%9,1) 20 (%90,9) 0,05 0,95

Nefrotik sendrom ile kontrol grubu arasinda CYP3AS 27131 27132insT
(rs41303343) i¢in T allel frekans1 karsilastirildi ve sirasiyla 0,01 ve 0 olarak bulundu
(p>0,05). CYP3A5 A6986G (rs776746) icin G allel frekansi ise sirasiyla 0,97 ve
0,95 idi (p>0,05).

Steroide duyarli ve direngli hastalarda MDR-1 geninde bakilan tim
polimorfizmlerin allel frekanslar1 (mutant ve normal) degerlendirildi ve istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 14).

52



Tablo 14. Steroide duyarli ve direngli hastalarda MDR-1 gen polimorfizminin ve

allel frekansinin karsilagtiriimasi

Polimorfizm Genotip Allel P degeri
C3435T (rs1045642) CC CT TT C T >0,05
SSNS (n=45) 11 (%24,4) 18 (%40) 16 (35,6) 0,44 0,56

SRNS (n=8) 2 (%25) 5(%62,5) 1(%125) 0,56 0,44

C1236T (rs1128503) CC CT TT C T >0,05
SSNS (n=45) 13 (%28,9) 23 (%51,1) 9 (%20) 0,54 0,46

SRNS (n=8) 2 (%25) 5(%62,5) 1(%125) 0,56 0,44

G2677A (rs2032582) GG GT,GA TATA G T,A >0,05
SSNS (n=45) 14 (%31,1) 23 (%51,1) 8(%17,8) 0,57 0,43

SRNS (n=8) 2 (%25) 5(%62,5) 1(%125) 056 0,44

G199A (rs2229109) GG GA AA G A >0,05
SSNS (n=45) 40 (%88,9) 5(%111) O 0,94 0,06

SRNS (n=8) 7(%87,5) 1(%125) O 0,94 0,06

AB1T (rs9282564) AA AG GG A G >0,05
SSNS (n=45) 0 1(%2,2) 44 (%97,8) 0,99 0,01

SRNS (n=8) 0 0 8 (%100) 1 0

Steroide duyarli ve direngli hastalar arasinda MDR-1 C3435T (rs1045642)
icin T allel frekans1 karsilastirild1 ve sirasiyla 0,56 ve 0,44 olarak bulundu (p>0,05).
MDR-1 C1236T (rs1128503) igin bakilan T allel frekansi sirasiyla 0,46 ve 0,44 idi
(p>0,05), MDR-1 G2677A (rs2032582) i¢in T, A allel frekansi sirasiyla 0,43 ve 0,44
(p>0,05), MDR-1 G199A (rs2229109) i¢in A allel frekansi sirasiyla 0,06 ve 0,06
(P>0,05) ve MDR-1 A61T (rs9282564) i¢in G allel frekansi 0,01 ve 0 bulundu

(P>0,05).

Steroide duyarli ve direngli hastalarda CYP3AS5 geninde bakilan tiim

polimorfizmlerin allel frekanslar1 (mutant ve normal) degerlendirildi ve istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 15).
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Tablo 15. Steroide duyarli ve direngli hastalarda CYP3A5 gen polimorfizminin ve

allel frekansinin karsilagtiriimasi

Polimorfizm Genotip Allel P degeri
27131 27132insT Delesyon Tdelesyon T Delesyon T >0,05
(rs41303343)

SSNS (n=45) 44 (%97,8) 1 (%2,2) 0 0,99 0,01

SRNS (n=8) 8 (%100) 0 0 1 0

AB986G (rs776746) AA AG GG A G >0,05
SSNS (n=45) 0 2 (%4,4) 43 (%95,6) 0,02 0,98

SRNS (n=8) 0 1(%12,5) 7(%875) 0,06 0,94

Steroide duyarli ve direngli hastalar arasinda CYP3A5 27131 27132insT
(rs41303343) igin T allel frekansi karsilastirildi ve sirasiyla 0,01 ve 0 olarak bulundu
(p>0,05). CYP3A5 A6986G (rs776746) icin G allel frekansi ise sirasiyla 0,98 ve
0,94 idi (p>0,05).
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4. TARTISMA

Nefrotik sendrom, glomeriiler kapiller duvarda yar1 gegirgenligin bozulmasi
ve idrarla protein kaybini 6nleme yetenegini kaybetmesi ile karakterize; yogun
proteiniiri, hipoalbuminemi, hiperlipidemi ve 6demin goriildiigii cocukluk caginin
kronik hastaligidir. Cocukluk ¢aginda iki ile alt1 yas arasinda en sik goriilmektedir.
Olgularimizin yas ve cinsiyet dagilimi literatiir bilgileri ile uyumlu idi (84, 85).
Ortalama tan1 yas1 dort yas olup, literatiirde bildirilen ortalama tani yasindan daha
diistik idi (86). Wasilewska ve ark.’nin (6) ¢alismasinda oldugu gibi ¢alismamizda da
kizlarin tani yas1 5 yas 10 ay idi ve erkeklerden daha yiiksek bulundu.

Calismalarda nefrotik sendromlu hastalarda steroid tedavisine yanit %63,4 -
%88 arasinda bildirilmistir. Calismamizda SSNS’li hastalar % 84,9 oraninda olup
onceki ¢alismalarla benzer oranlarda idi. (5, 85, 87-91).

Steroide direngli NS’li hasta grubunun ortalama tani yasi 4,5 yas, SSNS’li
grubun ortalama tan1 yasi 4 yas olup, her iki grup igin literatiirde bildirilen ortalama
tan1 yasindan daha kiigiik bulundu (5).

Mortazavi ve ark. (85) calismamiza benzer sekilde kizlarda SRNS’nin
erkeklerden daha fazla oranda goriildigiinii bildirmislerdir. Ancak bu bulgular hem
SRNS hem de SSNS’li hastalarda erkek cinsiyetin daha fazla oldugunu gdsteren
diger ¢alismalardan farklilik gostermektedir (92-94). 25 sporadik SRNS’li ¢ocugun
dahil edildigi bir ¢calismada da ¢alismamiza benzer sekilde kiz hastalarin prevelansi
erkek hastalardan daha fazla idi ve ayni ¢alismada SRNS’li hastalarin ortalama tani

yas1 ¢alismamiza benzer bulunmustu (95).

Jafar ve ark. (5) 216 NS’li ¢ocuk iizerinde yaptiklari ¢alismada serum kreatin
degerlerini SRNS’li grupta SSNS’li gruba gore anlamli olarak daha yiiksek
saptamislar, serum iire degerlerini ise iki grup arasinda benzer bulmuslardir. Aym
calismada serum total protein diizeyi ve idrar proteininin kreatine orani SRNS’li
hastalarda daha yiiksek, kan hemoglobin ve albiimin diizeyleri her iki grup arasinda
benzer olarak bulunmustur. Calismamizda ise hem serum {iire, hem de Kreatinin
degerleri SRNS’li grupta SSNS’li gruba gore anlamli olarak yiliksek iken (p<0,05),
kan hemoglobin, total protein, albiimin diizeyi ve idrar protein/kreatin oran1 iki grup

arasinda benzerdi.
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Mortazavi ve ark. (85), hematiiri goriilme sikliginin kizlarda erkeklere gore
daha yiiksek oldugunu bildirirken, yaptigimiz ¢alisma hematiiri goriilme sikliginin

erkeklerde daha fazla oldugunu gosterdi.

Calismalarda (85, 91) hematiirinin goriilmesi steroid rezistansini gosteren bir
bulgu olarak bildirilmesine karsin ¢alismamiz bu tezi desteklememektedir.
Calismamizda 8 hastada hematiiri gézlenmis olup sadece bir hasta SRNS’li hasta
olarak degerlendirildi.

Calismamizda SRNS’li 8 hastanin ikisi SDBY’ne ilerledi (%25). Bu sonug
onceki ¢aligmalarla benzerdi (94).

Farkli ¢aligmalar renal biyopsi ihtiyaci gosteren hastalarin oranini %7-42
arasinda bildirmektedir (88, 93, 96 - 98). Calismamizda %39,6 olup bildirilen diger
caligmalarla benzerdi. Steroid direngli nefrotik sendromlu olgularda bildirilen baskin
histoloji FSGS’dir (5). Calisma grubumuzda da bobrek biyopsilerinde %42,8 orant
ile ilk sirada FSGS saptanmistir. Ejaz ve ark.’nin (99) biyopsi yapilan nefrotik
sendromlu hastalar1 degerlendirdikleri ¢alismada, biyopsi sonuglar1 kiyaslandiginda
en sik %42 ile FSGS, ikinci sirada %22 ile MCNS, ti¢iincii sirada %14 ile MPGN ve
%12 ile en az oranda Mezengiyoproliferatif glomerulonefrit saptanmistir.
Calismamizda elde ettigimiz biyopsi sonuglari ile kiyaslandiginda; 9 hastada FSGS
(%42,8), 5 hastada MezPGN (%23,8), 5 hastada MCNS (%23,8), bir hastada MPGN
(%4,8), bir hastada C1q nefropatisi (%4,8) saptandi.

Nefrotik sendromda hastalarin steroid tedavisine verdikleri yanit degiskendir.
Steroid tedavisine direngte genetigin etkisi iizerinde durulmaktadir. Bununla ilgili
birgok calisma mevcuttur (100). Glomeriiler kapiller duvardaki podosin ve nefrin
tizerinde en ¢ok ¢alisilan proteinlerdir. Podosin ve nefrin igin farkli galigmalarda
farkli mutasyonlar bakilmistir (100, 101). Bazi1 yayinlarda steroid direnci ile
iliskilendirilirken (102), baz1 ¢alismalarda da mutasyonlar ile steroid rezistansinin
iliskili olmadigi bildirilmistir (101). Ancak aymi podosin veya nefrin gen
mutasyonunu tagtyan ve biyopsi sonuglar1 ayni olan hastalarin bir kisminin tedaviye
yanit verirken digerlerinde yanit gozlenmemesi, hastalifin genetigi disinda ilacin
eliminasyonunda etkili genetik faktorlerin de steroid direncinde etkisinin olabilecegi
hipotezini diistindiirmektedir. Calismamizda bu hipotezden yola ¢ikarak ilacin hiicre

icine alinmasinda gorevli olan MDR-1 gen polimorfizmi ile ilacin karacigerde
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metabolizmasindan major sorumlu olan CYP3A4 ve CYP3AS5’in genetik
polimorfizmini degerlendirmeyi amagladik.

Coklu ilag direnci hem klinisyenler hem de kanser alanindaki arastirmacilar
tarafindan yaygin olarak arastirilan bir konudur. Ancak steroid direncini
degerlendirmede NS’li hastalar iizerinde yapilan galismalar ¢ok sinirlidir ve hala
veriler ¢ok yeterli degildir. Calismamizda NS’li hastalarda steroide cevabin
belirlenmesinde MDR-1 geni ve ilacin eliminasyonunda goérevli CYP3AS5 ve
CYP3A4 gen polimorfizmlerini degerlendirdik.

Coklu ilag direng-1(MDR-1), sitokrom 3A4 ve sitokrom 3A5 polimorfizmleri
ayr1 ayr1 veya birlikte bircok calisma ile degerlendirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda
sinirli sayida polimorfizm bakilmis olup yapmis oldugumuz calismada MDR-1 icin
5, CYP3AS i¢in 6, CYP3A4 i¢in iki polimorfizm bakildi. Calismamiz literatiirdeki
diger yayinlarla karsilastirildiginda bu {i¢ gen i¢in bakilan en genis polimorfizm ilag
yaniti ¢aligmasidir.

Insan MDR-1 geni ilaglarin etkinliginde gorev alan P-glikoproteini kodlar.
MDR-1  polimorfizmi  P-glikoproteinin  ekspresyonunu  ve  fonksiyonunu
etkileyebilecegi gibi ilag rezistansinda kisisel degisiklikleri belirler (103). Her bir
SNP’nin farkli etkileri vardir. Ornegin G2677T’deki bir aminoasit degisimi akis
transport yeteneginin artmasi ile sonuglanabilir (104) veya C3435T polimorfizmi
RNA stabilitesini degistirerek MDR-1 mRNA seviyesini azaltabilir (105).

Nefrotik sendromlu ¢ocuklarda MDR-1 gen polimorfizminin degerlendirildigi
bir c¢alismada 170 NS’li ¢ocukta MDR-1 C1236T (rs1128503), G2677T/A
(rs2032582) ve C3435T (rs1045642) polimorfizmlerine bakilmistir. MDR-1 C3435T
NS ve kontrol grubu arasinda anlaml fark saptanmamig, MDR-1 1236 CC, TC ve C
allel steroide baslangicta yanitli olanlarda yanitsiz olanlara gdre anlamli olarak
yiiksek bulunmus ve NS’li hastalarda baslangi¢ steroid tedavisine yanitin MDR-1
genindeki genetik ¢esitlilik ile aciklanabilecegi bildirilmistir (106). Ancak
calismamizda steroide direncli ve duyarli hastalar arasinda MDR-1 1236 CC, TC ve
C allel oranlar1 birbirine benzer olup istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.
Wasilewska ve ark. (80) caligmalarinda 108 SSNS’li ¢ocukta MDR-1 C1236T
(rs1128503), G2677T/A  (rs2032582) ve C3435T (rs1045642) genetik

polimorfizmlerini klinik ve tedaviye yanitlari bakimindan degerlendirmislerdir.
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SSNS’li ¢ocuklar ile saglikli kontrol grubu arasinda genotipik ve allelik dagilim
acisindan fark saptamamuglardir. SNP (1236TT, 2677TT, 3435TT) TTT haplodipi
baslangi¢ oral steroide ge¢ yanit verenlerde (7 giinden uzun siirede) erken yanit
verenlere (7 giinden kisa stirede) gore daha yiiksek bulunmus (p<0,05) ve 2677TT
genotipi sik relaps olan hastalarda sik relaps gostermeyenlere gore daha fazla oranda
goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada tiim hastalar SSNS’li oldugu igin steroid direnci ile
genetik polimorfizm arasindaki iliski degerlendirilememistir. Calismamizda steroide
yanitli ve bagimli hastalarimizi1 degerlendirdigimizde MDR-1, CYP3AS5 ve CYP3A4
polimorfizmleri ile steroide cevap arasinda anlamli bir fark belirlenemedi.

Chiou ve ark. (107) yaptiklar1 calismada 58’1 steroide duyarli, 16’s1 direngli
74 INS’li cocugu degerlendirmislerdir. Calismalarinda MDR-1 C1236T (rs1128503)
polimorfizmini INS’li ¢ocuklarda steroid rezistansi ile iliskilendirmislerdir (p<0,05)
ve T allel sikligint SRNS’li grupta SSNS’li gruba gore istatistiksel olarak daha
yiiksek bulmuslardir. Ancak yaptigimiz ¢alismada MDR-1 C1236T (rs1128503) T
allel sikligit SSNS’li grupta SRNS’li gruba gore daha yiiksekti, ama istatistiksel
olarak anlamli degildi. Yine ayni bildiride calismamizda oldugu gibi MDR-1
G2677T/A ve C3435T ve CYP3A5 A6986G polimorfizmlerinde iki grup arasinda
anlaml farklilik saptanmamustir.

Hindistan’dan bildirilen baska bir ¢alismada 216 NS’li hastada MDR-1
G3435C, G2677T/A,C1236T genetik polimorfizmini steroide verdikleri yanit
acisindan  degerlendirilmistir. Nefrotik sendromlu ¢ocuklarda kontrol grubu
karsilagtirildiginda MDR-1 C3435T ve G2677T/A polimorfizmlerinin anlamli olarak
daha yiiksek oldugu bildirilmistir. SRNS’li ¢ocuklarda ise MDR-1 G2677T/A
polimorfizminin SSNS’li ¢ocuklara gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (p<0,05), C3435T ve C1236T polimorfizmlerinde her iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi bulunmustur (5).

Bireyler arast ve bireyin kendi igindeki farkliliklar  ekzojen
glukokortikoidlerin eliminasyonundan ve esas olarak glukokortikoidlere yanittan
sorumludur. Membran transporterlar ve ilact metabolize eden enzimlerdeki genetik
polimorfizmlerin kaniti giderek artmaktadir (108). Ancak ¢alismamizda oldugu gibi
NS’li hastalarda steroide yanitsizlik bu genetik polimorfizmlerden bagimsiz olarak

da goriilmektedir.
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Karsilagtirma yaparken su da g6z Oniinde bulundurulmalidir ki, calisilan
genlerin farkli populasyonlardaki saglikli bireylerdeki dagilimlart oldukca
degiskenlik gostermektedir. Omnegin Gana’li popiilasyon {izerinde yapilan bir
caligmada (62) MDR-1 rs104564 homozigot polimorfizmi %19,6 iken ¢aligmamizda
%350 bulunmustur. Tiirk popiilasyonuna baktigimizda Giimiis-Akay ve ark. (109),
MDR-1 C1236T (rs1128503) polimorfizmini Tiirk popiilasyonunda 100 saglikli
bireyde degerlendirdiklerinde, C normal ve T mutant allelleri sirasiyla %45,5 ve
%54,5 ayrica CC, CT veTT fenotipleri sirasiyla %20, %51 ve % 29 olarak
bulmuslardir. Bu dagilimlarin Cek Cumbhuriyeti, Polonya, Portekiz, Rus ve Japon
popiilasyonu ile benzer, Fransiz, Alman, Cin ve Hindistan popiilasyonu ile farkl
oldugu bildirilmistir. Caligmamizla karsilagtiracak olursak saglikli bireylerden olusan
kontrol grubumuzda C alleli %45, T alleli %55 olarak bulundu. Daha 6nce Tiirk
popiilasyonunda yapilan ¢aligma (109) ile esdeger bulundu. NS’li hasta grubumuzda
ise bu oranin tersine dondigii (C allel %55 ve T allel %45) goriildii.

Nefrotik Sendrom disinda renal transplant hastalarinda da MDR-1, CYP3A4
ve CYP3A5 polimorfizmleri bircok c¢alismada arastimacilar tarafindan
degerlendirilmistir. Renal transplant hastalarinda CYP3AS5 ve MDR-1
polimorfizmlerinin ~ prednizolon  farmakokinetigi  iizerindeki  etkilerinin
degerlendirildigi Japonya’dan yapilan 95 vakalik bir ¢calismada CYP3AS5 ve MDR-1
(C1236T, G2677T/A, C3435T) gen polimorfizminin plazma prednizolon diizeyini
etkilemedigi bildirilmistir (110).

Coklu ilag direng-1, sitokrom 3A4 ve sitokrom 3A5 genetiginin takrolimus
farmakokinetigi iizerine etkisinin renal transplant hastalarinda degerlendirildigi bir
calismada CYP3A4 polimorfizmi ile takrolimus farmakokinetigi arasinda iliski
bulunmamistir. MDR-1 (T129C, C3435T ve G2677T) polimorfizmi diisiik
takrolimus diizeyi ile iligkili bulunmus ve bu hastalarda daha yiiksek doz takrolimus
dozlarina ihtiya¢ oldugu bildirilmistir. Transplantasyondan sonraki ilk hafta
CYP3A5*3’ii homozigot tasiyanlara kiyasla CYP3AS5*3 genotipini tagimayan
hastalarda daha diisiik doz takrolimus kan diizeyi saptanmistir (111). Bobrek nakli
olan hastalarda MDR-1 ve CYP3A4’lin takrolimus farmakokinetigi iizerine etkisi
olmadig1 ¢esitli yayinlarda bildirilmistir (112-116). Ancak, Italyan g¢ocuklarda
bobrek nakli sonrast CYP3A4, CYP3AS5 ve MDR-1 SNP’lein siklig1 ve roliiniin
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degerlendirildigi bir ¢alismada ise nakil sonrasi MDR-1 C1236T’deki TT
polimorfizmde takrolimus konsantrasyonunun belirgin olarak azaldigi gosterilmistir
(117). Yine aymi g¢alismada MDR-1 polimorfizminin siklosporinin bobrek nakli
sonrasi erken dénemdeki farmakokinetigini etkiledigi, ancak CYP3A4 ve CYP3A5
polimorfizminin etkisinin olmadig: bildirilmistir (117).

Zhang ve ark. (77) yaptiklari ¢alismada erken donem renal transplant
hastalarinda CYP3AS5 polimorfizminin takrolimus kan diizeyleri {izerine 6nemli rolii
oldugunu bildirmislerdir. Baslangi¢ takrolimus dozlarinin CYP3AS5 genotipine gore
secilmesi gerektigi ve boylece ilag kan diizeylerinin daha iyi ayarlanabilecegini
vurgulamiglardir.

Cin’den yapilan bir c¢aligmada renal transplantasyondan sonra verilen
siklosporin ~ farmakokinetigine CYP3A4, CYP3A5 ve MDR-1 genetik
polimorfizmlerinin  etkisi degerlendirilmistir. CYP3A5*3 polimorfizmi olan
hastalarin daha diisiik doz siklosporine ihtiya¢ gosterdikleri; MDR-1 3435C/C olan
hastalarin ise heterozigot hastalara kiyasla anlamli olarak daha diisiik siklosporin
dozuna ihtiyag gosterdikleri bildirilmistir (118).

Qiu ve ark’nin (119) ¢alismasinda ise renal transplant hastalarinda siklosporin
farmakokinetigi ile MDR-1, CYP3A4 ve CYP3AS5 polimorfizmleri karsilastirilmis ve
CYP3A*1/1 polimorfizmi olan hastalarin daha yiiksek doz ayarina ihtiyag
gosterdikleri, MDR-1 ve CYP3A5*3 polimorfizmlerinin postoperatif dozlari
etkilemedigi vurgulanmstir.

Glukokortikoid tedavinin etkinligi ile MDR-1 genetik polimorfizminin
aragtirlldigr ilk farmakogenetik c¢alismalardan biri Zheng ve arkadaslar1 (120)
tarafindan yapilmis olup, kalp nakli olan pediatrik hasta grubunda MDR-1 3435T
allelin 1yi steroid yaniti i¢in bir belirte¢ oldugu bildirilmistir.

Hematolojik hastaliklarda da MDR-1 polimorfizminin degerlendirildigi
calismalar mevcuttur. Ornegin akut ITP’li (idiyopatik trombositopenik purpura)
hastalarda 3435C>T MDR-1 polimorfizmi ile yiikksek doz metilprednizolon tedavisi
cevabina bakilmis ve 31 vakanin alindig1 bu calismada yiiksek doz metilprednizolon
tedavisine yanit ile MDR-1 gen polimorfizmi arasinda iliski bulunamamigtir (121).

Tiirkiye’den yapilan bir calismada ise MDR-1 C3435T polimorfizmi
kolsisine yanitsiz 52 FMF hastasinda kolsisin direnci ile iligkilendirilmistir (122).
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Molowa ve ark.’nin ¢alismasinda (123) CYP3A4 geninin %98 olarak benzer
oldugu bildirilmistir. Calismamizda, NS ve kontrol grubu dahil tiim hastalarimizda
CYP3A4 gen polimorfizmi belirlenemedi.

P-glikoproteini (P-gp) kodlayan insan MDR-1 geni kemoterapotik ajanlara
kars1 gelisen ¢oklu ilag direncinde rol oynamanin Yyanisira pekc¢ok ilag ve
ksenobiyotigin farmakokinetiklerini de etkilemektedir. Bugiine kadar MDR-1
geninin kodlayici bolgesinde P-gp fonksiyonunu etkileyebilen 60°dan fazla tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) tamimlanmistir. Ancak bu polimorfizmlerin P-gp
fonksiyonu tizerine etkisinin klinik 6nemi tam olarak anlagilamamustir.

flag eliminasyonunda gorevli genlerdeki polimorfizmlerin klinik &nemini
belirleyebilmek i¢in hem ¢ok sayida olguda yapilmasi hem de ayn1 donemde sorumlu
genlerin iirettigi proteinlerin serum diizeylerinin bakilmasi daha yararli olacaktir.
Ancak ¢alismamizda bu yapilamamistir.

Bir populasyonda ilaglara karsi verilen kisisel yanitlarin biiyiik Olclide
degiskenlik gosterdigi ve ayn1 zamanda toplumlar arasinda da ila¢ yanit1 agisindan
farkliliklarin bulundugu bilinmektedir. Ila¢ kinetiginin ve kisinin ilaglara karsi
verdigi yanitin genetik yapiya gore bireyler ve toplumlar arasinda degiskenlik
gostermesi, farkli populasyonlarda elde edilecek genetik veri kayitlarmin kullanimi
ile “kisiye Ozel tedavi” yaklagimlarinin gelistirilmesini giindeme getirmistir (124-
126). Farmakodinamik ve farmakokinetik temelli olan ilag yanitindaki
degiskenlikler, ilaclarin metabolizmasindan sorumlu enzimlerde, ila¢ tastyicilarinda
(transporter), reseptorlerinde veya kofaktorlerindeki genetik varyasyonlardan
etkilenebilmektedir (126). Bu hipotezden yola ¢ikarak ¢alismamizda NS’li
cocuklarda steroide cevabin belirlenmesinde MDR-1, CYP3A5 VE CYP3A4 gen
polimorfizmlerinin etkisi degerlendirildi, ancak istatistiksel olarak anlamli bir iligki

bulunamadi.
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EK-1
BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU
(Hekimin Aciklamasi)

Bu calismada nefrotik sendrom tanisi almis hastalarimizda steroide direnci
degerlendirmede MDR 1, CYP3A5 ve CYP3A4 gen polimorfizmlerinin etkili bir
faktor olup olmadigini belirlemek amaglanmaktadir.

Aragtirmanin ismi: Nefrotik sendromlu c¢ocuklarda MDRI1, CYP3A5 ve
CYP3A4 gen polimorfizmlerinin steroid direncini belirlemede rolii

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak bu arastirmaya katilip
katilmamakla serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliilik esasmna dayalidir.
Kararmizdan oOnce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri
okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayimiz.

Aragtirmaya davet edilmenizin nedeni ¢ocugunuzda nefrotik sendrom
bulunmasidir. Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Nefroloji ve Romatoloji Bilim
Dali ve Tibbi Genetik Anabilim Dali’nin ortak katilimi ile bu hastaligin tedavisi ve
yapilan tedavinin takibi fizik muayene ve laboratuvar testleri ile yapilacaktir.
Nefrotik sendrom glomeriil kapiller duvarmnin segici gegirgen O6zelligindeki
degisiklikler sonucu olusan; idrar ile agir protein kaybi, kan proteinlerindeki
disiikliik, 6dem (viicutta sislik) ve kolesterol yiiksekligi ile karakterize ¢ocukluk
caginin en sik goriilen kronik bobrek hastaliklarindan biridir. Bu hastalikta 1.
basamak tedavimiz olan steroidlere yanitsiz hastalarimiz mevcuttur. Bu durumun
ilacin dokulara taginmasini ve metabolizmasini saglayan genlerdeki degisikliklerden
kaynaklandigini diisiinmekteyiz ve elde edecegimiz sonugclar ileride hastalarin tedavi
secimine yol gosterecektir.

Sizin ¢ocugunuz icin etkin olacak tedavi sekli doktorunuz tarafindan
belirlenecektir. Cocugunuzla birlikte ¢alismaya katilmasanizda taniy1 koymak igin
tim hastalarda yapilan kan ve idrar tetkikleri yapilip, tedavileri diger hastalar gibi
yapilacaktir. Yalnizca MDR-1 ve CYP gen polimorfizminin ¢aligilabilmesi amaciyla
2cc kan alinacaktir. Cocugunuzla birlikte yaklasik 40 ¢cocugun tedavisi benzer testler

yapilarak tarafimizdan gergeklestirilecektir.
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Kan alinmas: sirasinda olusabilecek riskler: Igne batmasima bagl olarak az bir
ac1 duyulabilir. Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi
veya enfeksiyon riski vardir.

Calismanin devami sirasinda ortaya cikabilecek sorun ve riskler hastanin
ebeveyni/sorumlusuna iletilecektir.

Cocugunuzun  tanist konduktan sonra uygulanacak tedavi sekli doktorunuz
tarafindan belirlenip tedavi baslatilacaktir. Bu c¢alismaya katilmaniz i¢in sizden
herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz icin size ek bir 6deme de
yapilmayacaktir.

Bu calismaya katilmayr reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide, takip araliklarinda
ve alinan kan orneklerinde herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin

herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da sahipsiniz.

(Katihmcinin/Hastanin Beyani)

Sayin Dog¢. Dr. Metin Kaya Giirgéze, Uzm. Dr. Aslthan Kara, Uzm. Dr. Murat
Kara tarafindan yiirlitecegi ve tibbi bir arastirma yapilabilecegi belirtilerek bu
arastirmayla ilgili bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya
bilgilendirilerek "katilimer" (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiikk 6zen ve saygi ile
yaklasilacagina inanmiyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin thtimamla korunacagi konusunda bana yeterli
giiven verildi. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden
arastirmadan ¢ekilebilirim (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak igin
arastirmadan cekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacagmin bilincindeyim).
Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci
tarafindan arastirma dis1 tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan

nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya cikmasi
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halinde, her tiirli tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli glivence verildi.
(Bu tibbi miidahallelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda, herhangi bir saatte;
Dr. Aslihan Kara, (0-424-2333555-2346) ve FU Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1t AD’n1 arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya

katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmay1
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum.
Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde ‘“katilimct”
olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti memnuniyet ve goniilliiliik
igerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katihma (Veli) Goriisme tamigi
Adi, soyadr : Adi, soyadr :
Adres : Adres
Telefon Tefefon

Imza : Imza
Katihmai ile goriisen hekim Hastanin
Adi soyadi : Adi soyadi :
Unvam : Dogum tarihi:
Adres ; Adres
Telefon Telefon

Imza : Imza
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EK-2

NEFROTIK SENDROMLU HASTA DEGERLENDiRME FORMU

Adu: Protokol No:
Soyadi: Adres:

Cinsiyeti: TIf:

Dogum tarihi/yasi: Boy: cm (
Tani tarihi/hastalik baslama yasi: Agirlik: kg (
Kan alinma tarihi: Tansiyon:
Ozgegmis:

Soygec¢mis:

Fizik muayene:
Patolojik bulgular:

Odem:

Hipertansiyon: Var () Yok ()
Laboratuvar:

TIT:

Hematiiri:  Var () mikroskopik/makroskopik Yok ()
Protein (dipstik):

Spot idrar proteiniiri: Baglangig proteiniiri (24h.):
T.prot (g/dl): Albiimin (g/dl):

Ure (mg/dl): kreatin (mg/dl):

Kolesterol (mg/dl): Trigliserid (mg/dl):

WBC:

Hemoglobin (g/dl): Trombosit:

ANA: antiglomeriilerBM Ab:

C3: C4.

HBsAg: Anti HBs:
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GFR (Schwartz):

Renal USG:

Genetik Sonugclari:

Podosin:
Nefritin:
MDR1:
CYP3AS5:

CYP3A4:

Almis oldugu tedaviler:

Relaps sayist:

KS tedavisine yaniti: Yanith ()
Siklofosfamid kullanimu:
Siklosporin kullanimi:

ACEI kullanimz:

Bobrek yetmezligi:  Var ()

Biyopsi tarihi:

Bagimli ()
Siiresi:

Suresi:

Yok ()

Biyopsi sonucu:

Direngli ()
Yaniti:

Yaniti:
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