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) PAUCI-IMMUN GLOMERULONEVFRiT TANILI HASTALARIN BOBREK
IGNE BiYOPSILERINDE mTOR YOLAGININ ROLUNUN ARASTIRILMASI

OZET

Giris: Pauci-immun glomerulonefrit, eriskinlerde hizli ilerleyen glomerulonefritlerin en
yaygin formudur. Hastaligin karakteristik lezyonu fokal nekrotizan ve kresentik
glomerulonefrittir. Pauci-immun kresentrik glomerulonefrit, sistemik kiigiik damar
vaskiilitinin bir komponenti veya bobrege sinirli (primer) sekilde olabilir. En sik sistemik
olgular; Wegener Graniilomatozu, Mikroskobik Polianjitis ve Churg-Strauss Sendromudur.
Tedavi kisa zamanda baslatilmaz ise hiicresel kresentler hizla fibroz kresentlere doniisiir ve
glomeriiler kapiller yumakta kollaps ortaya ¢ikar. Pauci-immun kresentik glomerulonefritlerin
en tipik ozelligi, yaklasik %80-90 olguda saptanan, anti-nétrofilik sitoplazmik antikor
(ANCA) pozitifligidir. ANCA, miyeloperoksidaza (MPO-ANCA veya siklikla p-ANCA)
veya proteinaz-3'e kars1 (PR3-ANCA veya siklikla c-ANCA) olusmus olabilir. Mammalian
target of rapamycin (mTOR), bir serin treonin kinaz olup, hiicre bilylimesi ve ¢ogalmasinin
diizenlenmesinde rol oynar. mMTORC1 ve mTORC?2 olmak iizere, 2 farkli multi protein
komplekslerinden olusur. mTORC1, hiicre biiyiimesi, proliferasyonu ve sag kalimini kontrol
eder. mTORC?2, aktin hiicre iskeletini diizenler. mMTOR multi protein komplekslerinin, fibrotik
interlokinler tizerine pozitif etkisi mevcut olup, mTOR ’un rapamisin ile inhibisyonu sonucu
interlokin (IL)4, IL6, IL17 ve transforming growth faktor-f (TGF-B) nin azaldig:
gosterilmistir. Phosphatase and tensin homolog (PTEN) molekiilii ise mTOR yolagimi
etkiler. Sistemik otoimmun hastaliklarda Mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK), Protein
kinaz B (AKT), Niikleer faktor-kappaB (NF-Kb), Bcl-2 ailesi ve JAK/STAT molekiilleri gibi
birgok molekiiler sinyalizasyon yollarinin aktive oldugu goriilmiistiir. Ancak tiim bu
molekiiler yolaklar igerisinde, terap6tik hedef olma 6zelligi nedeni ile PI3K/AKT/mTOR
yolagi 6ne ¢ikmaktadir. Bu nedenle, bu ¢aligma ile bobrek biyopsileri sonrasi, pauci-immun
glomerulonefrit tanis1 almig hastalarda, mTOR yolaginin roliinii ve bu yolagin potansiyel
terapotik hedef olma 6zelligini arastirmayr hedefledik.

Materyal-Metod: izmir Katip Celebi Unv. Atatiirk Eg. Ars. Hastanesi Nefroloji
kliniginde yatirilarak, Ocak 2009 ile Mayis 2016 tarihleri arasinda bobrek igne biyopsisi
yapilmis ve patolojik tanisi pauci-immun glomeriilonefrit olarak rapor edilmis hastalar
retrospektif olarak tarandi. Bobrek biyopsisi ile pauci-immun glomeriilonefrit tanis1 konmus
hastalar, mnTOR ve mTOR yolagimin indirekt gostergeleri olan PTEN ve TGF-B1 agisindan
histokimyasal olarak boyanip degerlendirildi. mTOR, glomeriiler ve tiibiilointerstisyel alanda
ayr1 ayr1 semikantitaif olarak skorlandi. Boyanma yogunluklar1 0 (negatif), 1 (zayif pozitif), 2
(orta yogunlukta pozitif), 3 (kuvvetli pozitif); pozitif boyanma yiizdesi ise 0 (<%S5), 1 (%5-
25), 2 (%26-50), 3 (%51-75), 4 (>%75) olarak derecelendirildi. PTEN i¢in hiicreler zayif
boyanma gosterdiyse 1 pozitif, orta derecede boyanma gosterdiyse 2 pozitif, gii¢lii boyanma
gosterdilerse 3 pozitif olarak degerlendirilirken, boyanma gdstermedilerse skor 0 olarak not
edildi. TGF-B1 i¢in kontrol dokuda immunreaksiyon goriildiikten sonra, bobrek igne biyopsisi
preparatlari boyanmis olup, boyanma negatif ise skor 0, %1-25 (1 pozitif), %26-50 (2 pozitif),
%51-75 (3 pozitif) ve %76-100 (4 pozitif) olarak degerlendirildi. Tiim boyama kesitleri ayni
nefropatolog tarafindan kor olarak yorumlandi.

Bulgular: Yaslar1 54,4 + 14,3 yil olan, 58 hasta (29 erkek, 29 kadin) ¢alismaya dahil
edildi. Teknik sorunlar nedeniyle 51 hastada glomeruler mTOR ve 50°sinde TIA mTOR
boyanabildi. 50 hastanin PTEN, 52 hastanin da TGF-p1 boyamas1 yapilabildi.TIA, mTOR -
PTEN ve TIA mTOR - TGF-B1 arasinda anlamli iliski saptamazken (p=0,114, p=0,411),
TGF-B1 ve PTEN boyanma yiizdesi arasindaki iliskinin anlamli oldugunu gordiik (p=0,032).
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TIA mTOR boyanma yiizdesi ile kresent yiizdesi arasinda anlamli korelasyon (p=0,021)
vardi. TIA mTOR boyanma yiizdesi ile immunsiipresif tedavi yanit: arasinda da anlamli
korelasyon (p=0,048) oldugunu tespit ettik..

Sonuc¢larimiz mTOR yolaginin, pauci-immun glomerulonefrit patogenezinde rol
oynuyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, PTEN ve TGF-f1 de mTOR’dan bagimsiz
olarak patogenezde rol oynuyor olabilir. Bu agidan mTOR ekspresyonunun, immunsupresif
tedaviye yanit verme oranini arttirmasi, mTOR yolagini hedefleyen tedavilerin denenmesi
icin arastirmalara cesaret verici nitelikte oldugunu ve daha kapsamli ¢alismalar ile bu
sonuglarin desteklenmesi gerektigini diisiiniiyoruz.

ABSTRACT

Background: Pauci-immun glomerulonephritis is the most common form of
rapidly progressive glomerulonephritis in adults. The characteristic lesion of
disase is focal necrotizing and crescentric glomerulonephritis. Pauci-immun type
of crescentic glomerulonephritis is a component of small vessel vasculitis or
renallimited (primary) together with systemic vasculitis. The major
clinicopathologic expressions of ANCA associated small-vessel vasculitis are
Wegener’s granulomatosis, microscopic polyangiitis, Churg-Strauss syndrome,
and renal-limited vasculitis. If the treatment does not start in short time, cellular
crescents turn to the fibrous crescents and occur collapse in glomerular capillary.
The most typical feature of pauci-immun type crescentic glomerulonephritis is
positivity of antineutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) that detected the
case of %80-90. ANCA may against to occur that myeloperoxidase ( MPO-ANCA
or often PANCA) or proteinase-3 ( PR-3 ANCA or often C-ANCA). mTOR is a
serine treonine kinase and regulates cell proliferation and growth. mTOR is
formed by mTORC1 and mTORC2 multiprotein complexes. mTORC1 has a role
in mMRNA translation and activates S6K1 and 4EBP1.Growth factors, nutrients,
energy, stress signals, PI3K, MAPK and AMPK stimulate mTOR activiy and
control cell growth, proliferation and survival. mTORC?2 activates PKC-a and
AKT and regulates actine skeleton of cell. mTOR has a positive effect on fibrotic
mediators. Liang et al. showed that IL4, IL6, I1L17 and TGF-B decreases after
mTOR inhibition with rapamycin. PTEN inhibits Akt/PKB and controls mTOR
pathway. Most of molecular signalization pathways such as MAPK, AKT, NF-«B,
Bcl-2 family and JAK/STAT are activated during systemic autoimmune diseases.
But, through these pathways, PI3BK/AKT/mTOR pathway is also important since
it is a therapeutic target. So, in this study, we aimed to evaluate the role of
mTOR, which is a potential therapeutic target in pauci-immun glomerulonephritis
kidney biopsies of glomerulonephritis patiens.

Methods: We retrospectively scanned who admitted to our outpatient
Nephrology clinic between January 2009 and May 2016 and were performed a
kidney needle biopsy. Patologically diagnosed pauci-immun glomerulonephritis
patients were stained and evaluated histologically for PTEN and TGF-B1, which
are indirect indices of mMTOR and mTOR pathways. mTOR of glomerular and
tubulointerstitial area were scored separately as semiquantitative. Staining
concentrations rated as 0 (negative), 1 (weak positive), 2 (medium intensity
positivite), 3 (strong positive). For PTEN, the cells were rated as positive if they
showed weak staining, 2 positive if they showed moderate staining, and 3 as
positive staining, and score 0 if they did not stain. For TGF-B1, kidney needle
biopsy preparations were stained after immunoregulation with control tissue. If
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the staining was negative, the score was 0, 1-25% (1+), 26-50% (2+), 51-75% -
100% (4+). Slides were read blindly.

Results: A total of 58 patients (50% male, 50% female, mean age of 54.4 +
14.3 years) were included in the study. Of these patients, 51 were glomeruler
mTOR, 50 were tubulointerstitial mMTOR could be painted. 50 patients could be
done colouring with PTEN and 52 patients could be done with TGF-f1 staining.
It was seen that there was no significant correlation between tubulointerstitial
area (TIA) mTOR-PTEN and TIA mTOR-TGF-B1 (p=0,114, p=0,411) and
there was a significant correlation between TGF-B1 and PTEN staining
percentage (p = 0,032). There was a significant correlation (p = 0.021) between
percentage of TIA mTOR staining and percentage of cresent.

Conclusion: The results suggest that mTOR pathway may play a role in the pathogenesis
of pauci-immun glomerulonephritis. Plus, PTEN and TGF-1 may also have a role in this
disease, probably with another pathways from PI3K/Akt/mTOR pathway. In this respect, we
believe that MTOR expression is encouraging to research immunotherapeutic treatment
response rates, to test treatments targeting mTOR pathway, and to support these results with
more extensive studies.
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1.GIRIS VE AMAC

Pauci-immun glomerulonefrit, erigskinlerde hizli ilerleyen glomerulonefritlerin en yaygin
formudur. Hastaligin karakteristik lezyonu fokal nekrotizan ve kresentik glomerulonefrittir.
Pauci-immun kresentrik glomerulonefrit, sistemik kii¢iik damar vaskiilitinin bir komponenti
veya bobrege siirli sekilde (primer) olabilir. Pauci-immun kresentik glomerulonefritlerin en
tipik ozelligi yaklasik %80-90 olguda saptanan anti-nétrofilik sitoplazmik antikor (ANCA)
pozitifligidir. (1) Tedavi kisa zamanda baslatilmaz ise hiicresel kresentler, hizla fibroz
kresentlere doniiserek, glomeruler kapiller yumakta kollaps ve sonrasinda son dénem bobrek
yetmezligi gelisir. (2,3)

Glomeriiler yumagin kresentik hasari, vaskiiler hiicre yapisma molekiili-1 (VCAM-1)
yoluyla makrofaj birikimi ile karakterizedir. Makrofajlar, bobrek hasarinin  kronik
ilerlemesinde matriksin yeniden modellenmesine katilan, TGF-beta gibi maddelerin tiretimi
ile 6nemli bir yer isgal ederler. Ayrica B ve T hiicrelerinin de ANCA iliskili vaskiilit (AAV)
patogenezine katkida bulunduguna inanilmaktadir.(4-6)

Mammalian target of Rapamisin (mTOR), bir serin treonin kinaz olup, hiicre biiyiimesi
ve ¢ogalmasinin diizenlenmesinde rol oynar. MTOR kompleks 1 ( mMTORC1) ve mTOR
kompleks 2 (MTORC2) olmak tizere 2 farkli multi protein komplekslerinden olusur. (7)
mTORCI1, mRNA translasyonunda gorevli olan ribosomal subunit 6 kinaz 1 (S6K1) ve
eukaryotic initiation factor 4E (elF4E) binding protein-1 (4EBP1) proteinlerini aktive eder.
Biiyiime faktorleri, besinler, enerji, stres sinyalleri, Fosfoinositid-3-kinaz (PI3K), Mitojen
aktive edici protein kinaz (MAPK), AMP aktive edici protein kinaz (AMPK) gibi en yaygin
sinyal yolaklari ile stimiile olarak hiicre biiyiimesini, proliferasyonunu ve sag kalimini kontrol
eder. mTORC2, Protein kinaz C alfa (PKC-a) ve Protein kinaz B (AKT)’yi aktive eder ve
aktin hiicre iskeletini diizenler.(8) Sistemik otoimmun hastaliklarda MAPK, AKT, Niikleer
faktor kappa B (NF-kB), B hiicreli lenfoma 2 (B cell lymphoma 2) [Bcl-2] ailesi ve Janus
Kinaz- transkripsiyonun sinyal gii¢ ¢eviricileri ve aktive edicileri (Janus kinase- signal
transducers and activators of transcription) [JAK/STAT] molekiilleri gibi birgok molekiiler
sinyalizasyon yollarinin aktive oldugu goriilmiistiir. Ancak tiim bu molekiiler yolaklar
igerisinde, terapotik hedef olma oOzelligi nedeni ile PISK/AKT/m-TOR yolagi One
¢ikmaktadir. (9)

Kronik bobrek hastaliklarinda artmis fibrozisin m-TOR ile olan iligkisi, in vivo ve in
vitro ¢alismalarda daha 6nce arastirilmistir. Ancak, pauci-immun glomerulonefrit ve m-TOR
yolag1 arasindaki iligkiyi gostermek agisindan in vivo veya in vitro yapilmis insan veya
hayvan deneyi bulunmamaktadir. Bu nedenle, pauci-immun kresentik glomerulonefritli
hastalarin bobrek biyopsilerinde, m-TOR yolaginin 6nemli etkisinin olup olmadigim
belirleyebilmeyi hedefledik.
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2. GENEL BILGILER

2.1.GLOMERULONEFRITLER

Glomerulonefritler(GN) etiyopatogenezi farkliliklar gosteren bir hastalik grubudur.
Genellikle immiinolojik mekanizmalarla gelisen GN’lerde, daha agirlikli  glomeriiller olmak
lizere, tubiiluslar ve intertisyum gibi nefron yapilarinin, inflamasyon ve/veya proliferasyon
seklinde etkilenmesi s6z konusudur. Klinik olarak asemptomatik idrar bulgulari, ya da ciddi
bobrek yetmezligi gibi gesitli bulgulara yol agabilir. Kesin tani ve tiplendirme i¢in, bobrek
biyopsisi ile histopatolojik inceleme gereklidir. (10)

GN’lerin patogenezi karmasiktir ve ¢esitli faktorlerden dolayr da tam olarak
anlagilamamistir. Birgok hasar tipi GN’leri baslatabilmektedir. Endojen mekanizmalari igeren
otoimmiinite, kanser, bobrekteki ultrayapisal anormallikler, ila¢ ve enfeksiydz organizmalari
iceren dis faktorler baslicalaridir. Ayrica genetik olarak, GN’lere duyarlilik agisindan da
bireysel farkliliklar vardir. Ornegin, hepatit C viriisii ile enfekte bireylerin yalnizca az bir
kisminda GN gelismektedir. Son olarak ¢6ziinebilir faktorler (antikorlar, komplemanlar,
kemokinler, sitokinler ve biiylime faktorleri) ile glomeriil aracili enflamasyon hiicreleri
(16kositler ve intrinsik bobrek hiicreleri) arasindaki karmasik bir etkilesim sonucu bobrekte
ilerleyici bir hasara sebep olur. Ayrica hipertansiyon ve proteiniiri gibi faktorlerin de bu
ilerleyise katki sagladigi bilinmektedir. ( 2)

Hayvan modelli ¢alismalar, GN'lerin patogenezinde bdbregin intrinsik hiicreleri
ve kemik iligi kaynakli inflamatuar hiicreler arasindaki 6nemli etkilesimi gostermistir. (2)
GN’lerin gelismesinde immiin sistemin tiim komponentlerinin rolii vardir. Dolasan immiin
kompleksler veya in-situ olarak olusan kompleksler, kompleman sistemini aktive ederek,
bobrekte immiin mekanizmay1 baslatmaktadir. Immiin olayin baslamas: ile dolasimda artan
miktarda bulunan inflamatuar hiicreler (bilhassa monositler, T ve B lenfositleri ve
trombositler) immiin olaymn devaminda da onemlidir. Dolagimdaki mononiikleer hiicreler
tarafindan salgilanan Platelet derived growth factor (PDGF) ve Transforming Growth Factor
(TGF) kolaylikla glomeriile, interstisyuma ve hatta kan damarlarinin duvarmna girebilirler.
Insulin Growth Factor 1 (IGF1), IL-1 (interlokin-1), IL-6 (interlokin-6) ve TNF (timor
nekrotizan faktér) hem otokrin, hem de parakrin etki gosterdigi gibi, sistemik dolagima
gecerek de etki ederler. Bu olaylar esnasinda monositler, makrofajlar ve T hiicreleri
birbirleriyle etkilesimleri yaninda, intrensek glomeriiler ve interstisyel hiicreler ile de
etkilesirler. Bu etkilesim sonucu agiga cikan sitokinler ve biiylime faktorleri, hiicre
proliferasyonuna, matriksin genislemesine ve sonugta glomeriiloskleroza ve interstisyel
fibrozise ve tiibiiler atrofinin olugsmasina neden olurlar (11).
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2.1.1. Glomerulonefritlerin klinik goriiniimii

GN’ler klinikte bes ana major sendrom ile karsimiza ¢ikmaktadir ( 2).

I. Asemptomatik anormal idrar bulgusu: Nefrotik olmayan proteiniiri ve/veya
mikroskopik hematiiri, bazen makroskopik hematiiri ile birlikte.

II. Akut Nefritik sendrom: Ani baslangi¢li glomeruler hematiiri (dismorfik eritrositler)
ve proteiniiri, bobrek fonksiyonlarinda bozulma, sivi ve tuz retansiyonunun sebep oldugu
hipertansiyon ile karakterizedir.

III. Nefrotik sendrom: Nefrotik diizeyde proteiniiri (3.5 g/giin tizeri), hipoalbuminemi
(serum alblimin diizeyi 3.5g/dl altinda), hiperlipidemi ve 6dem ile karakterize klinik goriiniim.

IV. Hizli ilerleyen glomerulonefrit: Akut nefritik o©zelliklerle birlikte, bobrek
biyopsisinde yaygin glomeruler krensent formasyonu yaninda giinler ve haftalar icerisinde
bobrek yetmezligine ilerleyis gosteren klinik ile kendini gosterir.

V. Kronik glomerulonefrit: Hematiiri ile birlikte veya birlikte olmaksizin direngli
proteiniiri ve yavas bir sekilde ilerleyici renal fonksiyonlarda bozulma ile seyreden durum.

2.2 HIZLI iLERLEYEN GLOMERULONEFRIT
2.2.1. Histopatolojik Ozellikleri

Hizli ilerleyen glomeriilonefrit (HIGN), glomeriillerde gok sayida kresent olusumu ile
kendini gosteren ve tedavisiz olgularda haftalar veya aylar i¢cinde son donem bdbrek
yetmezligi (SDBY) ile sonuglanan heterojen bir hastalik grubuna verilen ortak isimdir (12).
Bu hastalik genellikle akut nefritik sendrom tablosu ile seyreder. Akut nefritik tabloya gore
daha sinsi ve yavas bir sekilde baslar ve prognozu da daha kotiidiir (13). Bobrek biyopsisinde
glomeriillerin Bowman boslugunun parietal yapragindaki epitel hiicrelerinin anormal sekilde
prolifere olarak, yarimay goriiniimii almasi karakteristiktir. (14) Ayrica, hastaligin siddeti
kresent olusumunun derecesiyle orantilidir. Dairesel bir kresent, glomeriillerin %80’inden
fazlasii tutmussa ileri bir bobrek yetersizligi vardir ve genellikle tedaviye yanit vermez. Tiim
glomertillerin %50’sinden daha azinda kresent mevcutsa ve dairesel degilse, daha yavas
seyirlidir ve tedaviye yanit aliabilir (13).

Patogenez: Hastaliga 6zgii bir bulgu olarak algilanan kresent formasyonu, aslinda
Ozglin bir olay degil, ancak glomeriil lezyonuna bir yanittir. Ayni zamanda glomeriil
hasarinin ¢ok agir oldugunun da bir gostergesidir (15). Degisik patogenetik mekanizmalar bu
olaylara eslik eder. Kresent olusumunun humoral bir mekanizmadan daha ¢ok, hiicresel bir
mekanizma ile gelistiine dair deliller mevcuttur (16).

Kresent olusumu: Bu siiregte ilk asama glomeriiler kapiller duvar biitiinliigiiniin
bozulmasidir. Bdylelikle dolagimda bulunan hiicreler, o6zellikle makrofajlar, T-hiicreleri,
inflamasyon Onciisii sitokinler [(interlokin-1 (IL-1), timor nekrozis faktér (TNF) alfa)] ve
plazma proteinleri kapiller duvar1 gecerek Bowman bosluguna gelirler (15). Benzer olarak
Bowman kapsiiliinde olusan delikler, fibroblast gibi hiicrelerin ve mediatorlerin
interstisyumdan Bowman bosluguna gecisine izin verirken, Bowman boslugundaki igerigin
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de interstisyuma ge¢mesine neden olur ve bdylelikle periglomeriiler inflamasyona katkida
bulunurlar(16). Kresent olusumuna neden olan yapilar, en basta fibrin olmak iizere
koagiilasyon faktorleri, doku faktorleri, makrofajlar, parietal glomeriiler epitel hiicreleri ve
interstisyel fibroblast gibi prolifere olan farkl: hiicre tipleridir (17). Koagiilasyon faktdrlerinin
Bowman boslugunda bulunmasi, kresent olusumu agisindan olduk¢a énemlidir. Oyle ki, bu
koagiilasyon faktorleri fibrinin ¢apraz baglanmasini saglar ve Bowman boslugunda
fibrinolitik mekanizmalarin yetersizligi nedeniyle fibrin pihtisi olusumunu kolaylastirir (18).
Endotel hiicreleri, podositler ve makrofajlardan iiretilen ve 31 kD agirliginda bir protein olan
doku faktorii de fibrin depozitleri i¢in uyarici role sahiptir (19). Parietal epitel hiicreleri de
kisith proliferasyon kapasitesine sahip visseral glomeriiler (podosit) hiicrelerin aksine, platelet
deriveted growth factor (PDGF) gibi biiylime faktorleri ile prolifere olabilirler ve kresent
olusumuna katkida bulunurlar (20) (Figiir-1).

Figiir-1: Hiicresel kresentlerin goriildiigii glomeriil yapisi

Makrofajlar da kresent olusumunda olduk¢a 6nemli bir role sahiptirler (21). Makrofajlarin
glomeriillere lokalizasyonu, parietal epitel hiicrelerde ortaya c¢ikan C-C kemokinler,
macrophage chemoattractant protein-1 (MCP-1), macrophage inhibitory factor (MIF),
macrophage inflammatory protein-1 (MIP-1) alfa, osteopontin, VCAM-1 ve interselliiler
adhezyon molekiilii-1 (ICAM-1) gibi adezyon molekiilleri ve CD44 gibi bir¢ok kemoatraktan
sayesinde olmaktadir (22).

Bowman bosluguna ge¢mis ve aktive olmus makrofajlar, hem proliferasyon yoluyla,
hem de salgiladiklar faktorler, IL-1, TNF-a, transforming growth factor beta (TGF-f), matrix
metalloproteinase (MMP) ile kresent olusumuna katkida bulunurlar. IL-1 ve TNF-a, adezyon
molekiillerinin sayisini arttirma, hiicre proliferasyonunu uyarma ve daha fazla makrofaji
cagirmada rol alirlar (23). Deneysel modellerde, aktive T-lenfositlerin de glomeriiler bazal
membran (GBM) da olan hasarda rol aldigi gosterilmistir (24). T-helper hiicrelerinin
glomeriillere gogii geleneksel kemoatraktanlar (MCP-1 ve MIP-1 alfa), belli sitokinler (IL-
12p40 ve IL-18), mast hiicreleri, makrofajlar ve lenfoid dis1 hiicreler (CD80 ve CD86) ile
olmaktadir. T-hiicrelerinin glomeriiler hasarda esas roli, antijenleri tanima, MIF ve
interferon-gama gibi faktorlerin salinimi yoluyla makrofajlara takviyede bulunmaktir. (25)
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Kresent olusumu basladiktan yaklasik 1 hafta sonra hiicresel elemanlar apoptoz ile
ortadan kaybolmaya baglar. Fibroblastlar periglomeriiler interstisyumdan, Bowman
kapsiiliindeki deliklerden gegerek, Bowman bosluguna gelirler ve hiicresel kresentten fibroz
kresente gegiste major rol oynayan interstisyel kollajeni (tip 1) sentezlerler (25) (Figiir-2).
TGF-B, kollajen tiretimi igin giiglii bir uyarici olarak rol alir.

Figiir-2: Fibroseliiler kresentin olustugu glomertil yapist

Klinik ve laboratuvar bulgulari: HIGN de akut nefritik sendromun komponentleri vardir. En
onemli fark; semptom ve bulgularin giinler degil, haftalar i¢cinde ortaya ¢ikmasidir ve klinikte
daha sinsi bir seyir gdstermesidir (12). Bu nedenle HIGN, 6nceden subakut glomeriilonefrit
olarak da isimlendirilmistir. Oligiiri siktir, bazen mutlak aniiri de goriilebilir. Makroskopik
veya mikroskopik hematiiri olabilir, eritrositlerin hemen hepsi dismorfiktir ve sedimentte
eritrosit silendirlerine sik rastlanir. Idrar sedimentinde 16kositler, renal tiibiiliis epitel
hiicreleri, cok sayida hiyalen ve graniiler silendirler de goriiliir (12). Proteiniiri genellikle
nefrotik diizeylere erismez, nonselektif olan bu proteiniiri fibrin yikim {riinleri ve
fibrinopeptidleri de igerir (13) .

Tani: Subakut seyirli bir bobrek yetersizligi karsisinda oOncelikle bu hastaligi akla
getirmelidir. O nedenle, klinik seyrin bilinmesi tanida ¢ok énem tagir. Hastanin idrar ve kan
tahlillerinde yukarida sayilan tablolara ait bulgularin saptanmasi ve ayrintili serolojik
inceleme (Antiglomeriiler bazal membran antikoru (Anti-GBM-Ab), anti-niikleer antikor
(ANA), anti-¢ift sarmal DNA antikoru (anti-dsDNA), sitoplazmik ANCA (c-ANCA),
periniikleer ANCA (p-ANCA), hepatit B yiizey antijeni (HBsAg), hepatit C viriis antikoru
(Anti-HCV), HCV-RNA, Clq, C3, C4, kriyoglobiilin gibi) tanida yarar saglar. Kesin tani
i¢in bobrek biyopsisi ve materyalin hem 151k, hem de IF mikroskopi ile incelenmesi sarttir.
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2.2.2. HIGN ve alt tipleri

Patogenezin saptanmasinda, hem de hastalifin siniflandirmasinda glomeriillerdeki
antikorlarin immiinofloresan ile boyanma paternleri énemlidir. Buna gére HIGN’ler 3 ana
gruba ayrilir (14)(tablo-1):

Tablo-1: Hizli ilerleyen glomeriilonefritlerde etiyopatogenetik faktdrler ve bunlara 6rnek
olusturan klinik tablolar (14)

I Hizh llerleyen Glomerilonefritler I
¥ i T~
Dolasan anti GBEM ]mgjyn kompleks
antikorian epolanmasi ANCALY)
-linear IF boyanma- -graniiler IF boyanma- -IF boyanma yok-
1 ! F ¥ 3
Sistdmik
Akciger Akciger Sistemik - = > i N
kanamah kanamasiz vaskalit (-) %f?#?l"\th(a 2 Q'f@{fl,?,"(l_,( 2 astim,
granulom (-) granulom (+)
| S | s | +
Goodpasture || Anti-GBM ANCA Mikroskopik Wegener Churg-Straus
sendromu GN GN polianjiit sendromu
i | ! ! ! ! | | |}
1 1gA Akut sangio- GBM 20 nm A
: - ] o Di
wffe wif se  Sap CEEET SR offe D58 oo
l ! ! l ! l | 1 |
gA. H-S Lupus, Akut Tipt Tiph Membrandz Fibriler
Nefropa. || Purpura || nefriti PSGN MPGN MPGN GN GN Diger

Kisaltmalar: IF: Imminofioresan; Anti-GBM: anti-glomeriiier bazal membran, GN-
glomerilonefrit; ANCA: anti-nétrofilik stoplazmik antikor; SLE: sistemik lupus eritemarozis; H-
S: Henoch-Schonlein; PSGN: poststreprokoksik glomerilonefric; MPGN: membrancoproliferatif
glomerilonefrit

2.3. PAUCI-IMMUN GLOMERULONEFRIT (HIGN TiP3)

Klinik ve histolojik olarak kii¢iik damar vaskiilitlerine benzeyen, ancak damar
duvarlarinda immunkompleks birikiminin ¢ok az olmas1 veya birikimin olmamasi ile ayrilan
nekrotizan vaskiilitlerdir. Eriskinlerde hizli ilerleyici glomerulonefritin en sik nedenidir.
Sadece bobrek tutulumu ile bagvuran hastalarda bile ates, kilo kaybi, halsizlik, kas ve eklem
agrist gibi sistemik belirtiler vardir. Bu hastalarda daha sonra bobrek disi organlar da
tutulabilir. Ozel alt gruplar1 (26);

Wegener granulomatozu: Siklikla solunum yollarmi etkileyen nekrotizan
glranulomatoz yangi ile birliktedir. Bébrek tutulumu %90 hastada bulunur.

Mikroskobik polianjitis: Wegener granulomatozu ve Churg-Strauss sendromu

bulgularinin olmadig, sistemik ve immunite bakimindan sinirl vaskiilittir. Bobrek tutulumu
%80 hastada bulunur.

Bobrege simirh vaskiilit: Sistemik vaskiilitin eslik etmedigi durumlarda “ bobrege
stirl vaskiilit” ya da * idiyopatik HIGN “ tablosudur.

Churg-Strauss sendromu: Astim, eozinofili ve nekrotizan yangi ile kendini gosterir.
Bobrek tutulumu %45 hastada bulunur.
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Hastaliklarin tiimii, serumda notrofil sitoplazma bilesenlerine karsi otoantikorlarla —
anti noétrofil sitoplazma antikorlart (ANCA) iligkilidir. Vaskiilit ve glomerulonefrit
hastalarinda en sik saptanan 6zgiill ANCA tipleri proteinaz 3 (PR3) ve myeloperoksidaz
(MPO) i¢in olanlardir. ANCA ile patogenetik iliski, bir¢ok c¢alisma ile desteklenmistir.
Propiltiourasil, hidralazin ve penisilamin gibi, dolastmda ANCA sunumunu tetikleyen
ilaglarin verilmesi sonrasinda da pauci-immun kresentik glomerulonefrit ve kiigiik damar
vaskiiliti gelismesi gii¢lii bir kanittir. Ilging olarak MPO-ANCA IgG* nin, plasenta yolu ile
gecisine bagl yenidoganda glomerulonefrit ve pulmoner kanama bildirilmistir. Ayni sekilde
ANCA IgG enjeksiyonu ile, farclerde de kresentik glomerulonefrit ve vaskiilit gelistigi
gosterilmistir. (27)

2.3.1. Patogenezi

ANCA iliskili vaskiilitler, enfeksiyon, genetik yatkinlik, silika gibi c¢evresel
patojenlerin etkisiyle immun toleransin bozulmasi ve anti-MPO (miyeloperoksidaz) ya da
anti-PR3 antikorlar1 ile ortaya ¢ikmaktadir. Tetikleyici nedenlere bagli olarak agiga ¢ikan
sitokinler notrofilleri uyarir. Sonugta nétrofil ylizeyinde ANCA antijenlerinin sunumu artar,
antikorlar olusur ve antijen-ANCA etkilesmesi sonrasinda, nétrofilik grantillerden IgG ve
toksik oksijen metabolitleri ve proteazlar salinir. Bu metabolitler, endotel hiicre harabiyetine
neden olur. ANCA-antijen kompleksleri, endotel hiicrelerine yapisarak, (in situ)
immunkompleks olusumuna da katilirlar ve ayrica uyarilmis nétrofiller de endotele yapisarak;
yangi mediatOrlerinin salinmasina, hiicre hasarina ve sonugta damar duvari yikimina neden
olurlar. MPO-ANCA, in-vitro olarak hipoklorik asit (HOCL) iiretimini artirir. Meydana gelen
diger yan iiriinlerle birlikte, endotelyal hiicrelerde sitolitik etki gosterir (28).

T hiicreleri, O6zellikle Wegener Granulomatozu (WG) patogenezinde Onemli rol
almaktadir. T helper 1 (Th-1) iliskili mediatorler, lokalize hastalikta artmis saptanirken,
T helper 2 (Th-2) iliskili mediatdrler, generalize hastalikta artmis saptanir (29). Interlokin 17
tiretimini saglayan CD 4 hiicrelerinin, patogenezde 6nemli rol aldigim1 gosteren ¢aligsmalar
mevcuttur (30). Xiao ve ark.’nin (31) yaptig1 ¢alismada, MPO 1gG uygulanan farelerde, alti
giin i¢inde kresentik glomeriilonefrit ve bazi farelerde de kiiciik damar vaskuliti gelistigi
saptanmigtir. Nolen ve ark. intravital mikroskopiyle yaptiklari ¢alismada TNF-a, antiMPO
antikorlar1  gibi  proinflamatuvar  sitokinlerin, endotelden 10kosit adezyonu ve
transmigrasyonunu uyardigi gosterilmistir (32).

2.3.2. T ve B Hiicrelerinin Glomerulonefrit Patogenezinde Rolii

T ve B hiicrelerinin de AAV patogenezine katkida bulunduguna inanilmaktadir. Wilde
ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢aligmada, hem aktif hem de pasif AAV’de B regiilatuar
hiicrelerinin sayisinda bir azalma oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma, pasif AAV’de B ve T
regililatuar hiicreler arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu gostermis ve aktif AAV'de, B
reglilatuar hiicreler tarafindan Thl hiicre supresyonunun yetersiz kalmis olabilecegini one
stirmistiir. (33) AAV tanili hastalarda diger c¢alismalar, regiilator T hiicrelerinin
fonksiyonunun bozulmasi ile birlikte, bu hiicreler tarafindan supresyona karsi direngli olan
efektor T hiicrelerinin varhigini gostermistir. (34) Ayrica yapilan invitro ¢aligmalarda, AAV
patogenezinde, efektor T hiicrelerinin bir alt grubu olan Th17 hiicrelerinin de olasi bir roliiniin
oldugu sonucuna vartlmistir. (35-37)
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Th17 hiicrelerinin pauci-immiin ANCA iliskili GN’deki rollerini arastiran ¢aligmalar
da vardir. ANCA iliskili vaskiilitte IL-17 iireten Th17 hiicrelerinin, 6nemli bir roliiniin oldugu
belirtilmistir. (38) Th17 hiicreleri, Th1 ve Th2 hiicrelerinden farkli sitokinleri salgilamakta ve
farklilagma icin bu hiicrelerden farkli sitokinlere gereksinim duymaktadir. IL-6, TGF- 3, IL-1,
IL-21, Retinoik asit reseptor iligkili orphan reseptor RORyt (RORyt), RORa ve Signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT3), Th17 farklilasmasinda rol alan
sitokinlerdir(39). Kresentik GN lezyonlarinin gelisiminde, MPO’nun 6nemli bir antijen
oldugu bilinmektedir. ANCA ile iligkili hastaliklarda IL-17A, nétrofil ¢ogalmasini artirarak
hastalik gelisimine katkida bulunur.(40) ANCA pozitif WG hastalarinda, IL-17A {ireten aktif
T hiicrelerinin arttig1 gosterilmistir. (38) Aktif Churg-Strauss hastalarinda IL-17A {iretiminin,
kontrol ve inaktif hastalik grubuna gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir. (41)
Organizmadaki immiin yanitlarin ayrintili incelemesinde, bazi hiicrelerin “effektér” T
lenfositlerin aktivasyonunu ve fonksiyonlarin1 engelledigi saptanmistir. Bu inhibitor hiicreler
de T hiicre alt gruplarindandir ve diizenleyici (baskilayici) T hiicreler (Treg) olarak
adlandirilir. Diizenleyici T hiicre ile “effector” T hiicreler arasinda etkilesim sonrasi, 1L-2, IL-
10, TGF-P gibi sitokinler salgilanir. Bu sitokinler, “effektér” T hiicresinin fonksiyonunda rol
alan NFAT ve NF-B (Niikleer faktor beta) gibi 6nemli yolaklarin rol aldigi intraniikleer gen
transkripsiyon inhibisyonunu engeller.(42) CD4+ Th hiicrelerinin Treg veya Th17 hiicrelerine
farklilagsmasin1  saglayan sitokin TGF-B’dir. Karsilanmamig TGF-B uyarist FOXP3
ekspresyonunu artirarak, Treg olusumuna ve immiinregiilasyonuna yol acar. Ancak
inflamasyon sitokini olan IL-6 da ortamda varsa, TGF-p “naive” Th hiicresini Th17 y6niinde
farklilagtirir. (43)

Kresentik GN gelistirilen murine deney modelinde Treg deplesyonu gelistirilen
farelerde Th17 yaniti artmaksizin, sistemik ve renal IFN-gamma (interferon gama)
ekspresyonunun ve IFN-gamma iireten Thl hiicrelerinin enflamasyon alaninda toplanmasinin
arttig1 gézlenmistir. (44). Diizenleyici T hiicrelerinin GN baskilayici 6zellikleri olmas1 nedeni
ile, bu tiir hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilecegi diisiincesini uyandirmistir.

2.3.3. Klinik Ozellikler

Kresentik glomeriilonefrit, siklikla HIGN tablosuyla, ani baslayan, tamamen
iyilesmenin ¢ok az oldugu, giinler-haftalar i¢inde kronik bobrek yetmezligi gelisimi ile
karakterizedir. Baslangict ¢ogunlukla sinsidir. Hastalarin ¢ogunlugunda viral enfeksiyonu
takiben halsizlik, bulanti, kusma, artralji, oligiiri gibi nonspesifik semptomlarla ortaya
cikabilir. Baz1 hastalarda ise baslangi¢ anidir, makroskopik hematuri, 6dem, oligiiri ile ortaya
cikar. Klinik olarak, poststreptokokal glomeriilonefrite benzer. Basvuru esnasinda ¢ogu
vakada kreatinin degeri Smg/dl {izerindedir. idrar analizinde dismorfik eritrositler, eritrosit
silendirleri saptanir. Degisik derecelerde proteiniiri mevcuttur, glomeriiler filtrasyon hizinin
distikligii, proteiniiriniyi kisitlar. Bu yiizden nefrotik sendrom seyrektir (45). Ekstrarenal
bulgular ise altta yatan hastaliga bagl olarak degisir. Anti GBM hastaliginda renal bugulara
ek olarak, hemoptizi saptanabilir. Pauci-immiin kresentik glomeriilonefrit vakalarinda ise
vaskulitin sistemik bulgularina rastlanabilir. Piiriilan kanli burun akintisi, oral-nazal iilserler,
kulak akintisi, otitis media, isitme kaybi WG vakalarinin %90’inda, MPA vakalarinin ise
%35’inde rastlanir. Akciger tutulumuyla ilgili olarak oOksiiriik, hemoptizi, ploretik gogiis
agris1 saptanabilir (46-48). Alt ekstremitelerde fokal nekroz ve purpura, iirtiker, livedo
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retikiilaris, eritama nodosum, pyoderma gangrenosum gozlenebilir (49). Konjuktivit,
episklerit, optik noropati, diplopi, retinal vaskulit bulgular1 ortaya ¢ikabilir. Norolojik olarak
mononoritis miiltipleks ve kranial sinir tutulumlari da saptanabilir. Alerji-astim bulgulari,
karimn agris1 gibi non-spesifik semptomlar da olabilir (50,51).

2.3.4. Serolojik Ozellikler

Antinétrofil sitoplazmik antikorlar (ANCA) son yillarda tanimlanmis bir grup
otoantikordur (52). ANCA'nin tanimlanmasindan sonra, ¢esitli vaskiilitlerin patogenezinde
rolii oldugu yolunda ipuglar elde edilmis ve ANCA (+) vaskiilit patogenezinde, otoimmiinite
agirlik kazanmistir. ANCA'lar, yoneldikleri antijene gore 3 alt gruba ayrilirlar (53)

cANCA'nin hedef antijeni, proteinaz 3 ve cathionic protein 57 (CAP-57) dir.
Immiinofloresan boyama teknigi ile klasik diffiiz boyama ornegi verir. WG ve cPAN ile
birlikteligi rapor edilmistir. pANCA'nin hedef antijeni, MPO, elastaz ve lactoferrin‘dir,
Immiinofloresan boyama teknigi ile periniikleer boyanma &rnegi verir. XANCA'nin hedef
antijeni ise Cathepsin G dir. Immiinofloresanla her iki tip boyanma &rnegi vermektedir (53).

Sistemik nekrotizan vaskiilit ve glomerulonefritlerle ANCA'nin birarada bulunusu
onemlidir. Invitro calismalarda, bu antikorlarin patogenezde rollerinin oldugu ortaya
konmustur. Nétrofillerin ve monositlerin stimiilasyonu ve T lenfositlerdeki degisikliklerde
rollerinin oldugu disiiniilmektedir. ANCA’nin, T lenfositler iizerine olan etkisi incelenmis ve
WG'de T lenfosit aktivasyonu kamtlar1 gosterilmistir (53-55). Ugiincii Uluslararast ANCA
seminerinde l6kositler tizerine, ANCA'nin etkilerini gosteren yeni veriler ortaya konmustur.
Notrofillerin  aktivasyonu ile agregasyon, kemotaksis, adherens, reaktif oksijen
metabolitlerinin agiga ¢ikmasi ve degraniilasyon ile hedef hiicre hasar1 olusur (53,54). ANCA
pozitif bir kiside vaskiiler inflamasyon potansiyeli vardir. Ancak doku harabiyeti igin bu
yeterli degildir. Viral enfeksiyon gibi lokal ya da dolasan sitokin diizeyini artiran nonspesifik
bir olaya ihtiya¢ vardir. Bu nonspesifik olaymn sitokin diizeyini artirmasi ile adezyon
molekiilleri ile noétrofil endotel adezyonu saglanir. Bunun sonucunda antijenler, yiizeye
hareket eder ve bu ortama ANCA'nin yonelmesi ve ANCA ile antijeni arasindaki iliski sonucu
serbest oksijen metabolitleri liretimi, degraniilasyon ve endotel hasar1 olusur. Degraniilasyon,
notrofil aktivasyonunun bir gostergesidir.(56)

ANCA pozitif hastaliklarda, etkilenen organlardan bagimsiz olarak ortak patolojik
ozellikler vardir. Bunlar; fibrinoid nekroz, nétrofil akiimiilasyonu ve damar duvar
nekrozudur. Fibrinoid nekroz, ANCA ile birlikteki vaskilitlerde ortak karakteristik ozelliktir.
Ayrica WG'de multiniikleuslu dev hiicreler, CSS’de hipereozinofilinin bulunusu bu
hastaliklara 6zeldir.(56)

ANCA ile birlikte olan nekrotizan glomerulonefritli hastalar, ekstrarenal bulgular
olsun ya da olmasin, oral veya IV kortikosteroid ve siklofosfamid tedavisine (24 ayda %75
yasam orani) cevap verirler. Tedaviden sonra relaps olabilir. Bunun yanisira tedaviye direngli
vakalar da goriilebilir. Ancak erken tam1 ve erken donemde immiinsiipressif tedavi
baslanmasi, uzun siireli optimal yasam firsatin1 saglamasi yoniinden gereklidir. Sonug olarak,
ANCA(+)'liginin WG’de %95, sistemik vaskiilitlerde %84 sensivitesi ile tani agisindan
onemli yeri yardir. Relaps olmadan 6nce ANCA titresinin yiikselmesi, relapslarin 6nceden
fark edilebilmesi agisindan Onemlidir. ANCA tayini primer nekrotizan kresentik
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glomeriilonefritlerin tan1 ve izleminde yapilmasi gereken dnemli bir tetkiktir. Ancak ANCA
pozitifligi, histolojik tanmnin yerini almamalidir.(56)

2.3.5. Tedavi ve Prognoz

Giincel ve destekleyici tedavi yaklasimlari, HIGN wuzun dénem sonuglarmi
diizeltmistir. Ancak tedavinin gelistirilmesi 6onemli bir ihtiyagtir. Kresentik glomerulonefritte
de prognoz ve uygun tedavi, baslangictaki hastaligin ciddiyeti, immiinpatolojik kategoriye
gore degisir. AntiGBM ve ANCA iliskili glomerulonefrit, kresent formasyonu olusturmayan
ya da kismen olusturan glomeriilonefrite gore daha agresiftir, akciger tutulumu da olmugsa
ciddi immiinsiipressif tedavi diisiiniilmelidir. ANCA iliskili glomeriilonefritlerle ilgili iyi
organize edilmis prospektif bir c¢alisma, Avrupa Vaskulit Calisma Grubu tarafindan
olusturulmustur. Remisyon indiiksiyon tedavisinde siklofosfamid, hala ilk secilecek ilagtir
(57) AntiGBM kresentik glomeriilonefrit, ANCA iliskili glomeriilonefrit ve diger ciddi
kresentik glomeriilonefrit tiplerinde, standart tedavi yiiksek doz kortikosteroid ve sitotoksik
immiinstipressif ajan kullanimidir (58). ANCA pozitif kresentik glomeriilonefrit ve antiGBM
kresentik glomeriilonefrit tiplerinde pulmoner tutulum mevcutsa, tedaviye plazmaferez
eklenebilir (59). Siklofosfamid, remisyon indiiksiyon tedavisinde hala en sik kullanilan
ajandir. Her 3-4 hastadan birinde zaman iginde niikks meydana gelir. immiinsupresyonun
devami i¢in kullanilacak tedavi, uzun donem immiinsiipressif tedavinin neden olabilecegi
toksik etkilerden dolayr problemlidir. Siklofosfamid, ge¢miste en sik kullanilan ajandi
giinimiizde remisyon idamesinde azatiyoprin ve mikofenolat mofetil gibi ajanlar
kullanilmaktadir. Amag, rekiirrens hizlarini %20’nin altinda tutarken, toksisiteyi azaltmaktir.
Bu amagla kullanilan ajanlar arasinda leflunomide, deoksipergualin, TNFa blokerleri ve
kalsinorin inhibitorleri de bulunmaktadir (59).

Tiim kresentik glomeriilonefrit tiplerinde sonucu tahmin eden en 6nemli durum, tedavi
oncesi bobrek yetmezliginin derecesidir (57,59,60). Renal patolojinin ciddiyeti, aktivitesi,
glomeriiler ve interstisyel tutulumun derecesi, prognozu netlestirmeye yardimcidir. Ornegin
ANCA glomeriilonefritli hastalarda, yiiksek oranda etkilenmemis glomerul sayisi, artmis sag
kalim ile iligkilidir (60). Tan1 esnasinda antiGBM pozitif, ANCA negatif saptanan hastalar,
ANCA pozitif ve antiGBM negatif saptanan hastalara gore, daha kotii bir klinik gidis ve
prognoza sahiptir. Tahminlere aykir1 olarak, anti GBM ve ANCA birlikte pozitif saptanan
hastalarin kresent oranlari yiiksek degildir. Daha iyi prognoza sahiptirler.(61) PR3-ANCA
pozitif hastalar, MPO-ANCA pozitif hastalarla karsilastirildiklarinda daha ¢ok kroniklesme
oranina, patolojik olarak daha az aktiviteye ve daha uzun sag kalima sahiptirler (58, 60, 61).

2.4. mTOR YOLAGI
2.4.1 mTOR multiprotein komplekleri ve yapisal 6zellikleri

mTOR, 290 kilo Dalton (kDa) agirlifinda bir atipik serin/treonin protein kinaz olup
fosfatidil inozitol kinaz iligkili kinaz (PIKK) ailesine mensuptur(62). Yapisal olarak 20 ardigik
Huntingtin, elongation factor 3 (EF3), protein phosphatase 2A (PP2A) ve the yeast
kinase TOR1 (HEAT) proteininden olusur. Amino u¢ bolgesini FAT (tiimii PIKK aile tiyesi
olan FK506 baglayan protein 12- rapamisin iliskili protein [FRAP], Ataxia telangiectasia
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mutated [ATM], Transformation/transcription domain-associated protein [TRAPP]) takip
eder. Kinaz alani, FKBP12/rapamisin binding (FRB) ile FAT C- terminus (FATC) arasinda
olup proteinin C-terminal kismindadir. FRB, FAT ve FATC alanlari, mTOR kinaz
aktivitesinden sorumludur (63).

MTORC1

mTORCI1 5 kisimdan olusur (64):

1) mTOR (kompleksinin katalitik alt birimidir)

2) Raptor (regulatory-associated protein of mTOR)

3) GbL (veya diger adiyla mLST8 -mammalian lethal with Sec13 protein 8)
4) PRAS40 (prolinerich AKT substrate 40 kDa)

5) Deptor (DEP-domain-containing mTOR-interacting protein)

mTOR ile iligkili pek ¢ok molekiiliin kesin islevi hala net degildir. Raptorun mTOR
substratlarii1 toplayip, kompleksi diizenleyerek mTORCI1 aktivitesini etkiledigi one
stiriilmektedir(65,66). mLST8 proteininin, in vivo delesyonu ile mTORCI1 islevi etkilenmedigi
icin, mLST8 islevi heniiz belli degildir(67). PRAS40 ve Deptor mTORCT igin belirgin negatif
diizenleyicilerdir.(64,68,69)

MTORC2

mTORC2, bazilart mTORC1 kompleksinde de yer alan 6 farkli proteinden olusur(64):
1) mTOR (kompleksin katalitik alt birimidir)

2) Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR)

3) GbL (veya diger adiyla mLST8 -mammalian lethal with Sec13 protein 8)

4) mSIN1 (mammalian stress-activated protein kinase interacting protein)

5) Protor-1 (protein observed with Rictor-1)

6) Deptor (DEP-domain-containing mTOR-interacting protein)

Rictor ve mSIN1 molekiillerinin birbirlerini stabilize ederek mTORC2 yapisini
kurduguna dair kanitlar mevcuttur (70,71). mTORCI1 igindeki gérevine benzer olarak Deptor
MTORC2 aktivitesini inhibe eder (64). Son olarak, mLST8 (GbL) mTORC?2 islevi i¢in ¢ok
onemlidir. Bu proteinin eksikliginde kompleks stabilizasyonu bozulur ve kompleksin
aktivitesi kaybedilir (67). Akt hem mTORC1 hem de mTORC2’yi fosforilleyerek aktive
ederken, mTORC?2 daha sonra Akt’yi fosforilleyerek Akt’nin tam aktivasyon ile caligmasini
katalizler(72).
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Figiir-3: mTOR kompleks 1 ve 2’yi olusturan yapisal proteinler ve aktive olan mTOR
komplekslerinin etkilesime girdigi yolaklar (73).

2.4.2. mTOR ve Fizyolojik islevleri

mTOR kompleks aktivasyonu ile hiicre biiylimesi, hiicre ¢ogalmasi ve hiicrenin boyutsal
olarak genislemesi pozitif yonde etkilenir. mTOR bu etkilerini mRNA translasyonu, ribozom
biyogenezi, besin metabolizmasi ve otofaji gibi birkag yolla yapabilmektedir.

Protein sentezi

MTORCI1, hiicre biiyliimesi i¢in gerekli olan protein sentezini, ¢esitli efektorleri
etkileyerek arttirir. mMTORCI, elF4E ve bunu baglayan protein olan elF4E binding protein-1
(4E-BP1) ile S6K1 proteinlerini fosforile ederek, protein sentezini arttirir. 4E-BP1
molekiiliiniin fosforillenmesi, bu molekiiliin e[F4E’ye baglanmasini onler. Boylece elF4E
sapka bagimli translasyonu baslatir (74). S6K1 aktivitesinin mTORCI ile uyarilmast mRNA
biyogenezinde, sapka bagimli translasyon ve wuzama ile ribozomal proteinlerin
translasyonunda artisa yol acar. Bu durum Figiir 4’te sematize edilmistir.
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Figiir-4: mTOR islevleri ve islevlerine aracilik eden proteinler (75).
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mTORCI1 uyaris1 ile 4E-BP1, translasyonu baslatacak olan elF4E’den ayrilir ve
boylece sapka bagimli translasyon baslar. Yine mTOR uyarisi ile S6K1 aktivitesi baslar.
Translasyon ve elongasyon ile protein sentezi artmis olur.

Otofaji

Otofaji, hiicre i¢i komponentlerin otofagozomlar i¢ine alinarak lizozomlar aracilig ile
sindirilmesi demektir. Organellerin degredasyonu ve protein dongiisiinde dnemli bir katabolik
stirectir. Besin yetersizliginde protein sentezi ve enerji sentezi gibi anabolik olaylar igin
biyolojik materyal, otofaji ile saglanir. Calismalar mTORC]1 inhibisyonunun, otofajiyi
arttirdigini, diger yandan mTORC]1 aktivitesinin de otofajiyi azalttigin1 géstermistir (76).
mTOR, Unc51-like kinase 1 (ULK1) molekiiliinii fosforile ederek otofajiyi dnlemektedir (77)
(Figiir 4).

Lipid sentezi

mTORCI1 lipid sentezinde gorevli olan sterol regulatory element binding protein 1
(SREBP1) ve peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPAR-y) molekiillerini pozitif
yonde kontrol etmektedir (78,79). Bu iki molekiil (SREBP1 ve PPAR-y) lipid ve kolesterol
homeostazinda gorevli proteinlerin kodlandig1 genlerin transkripsiyon faktorleridir. mTOR
kompleksinin rapamasin ile bloke edilmesi PPAR-y ve SREBPI1 ekspresyonunu ve
aktivitesini azaltmaktadir (78,80).

Mitokondriyal Metabolizma ve Biyogenez

Mitokondriyal metabolizma ve biyogenezin her ikisi de mTORC1 ile kontrol
edilmektedir. Rapamisin ile mTORC1 inhibisyonu mitokondriyal membran potansiyelini,
oksijen tiiketimini ve hiicresel adenozin trifosfat (ATP) diizeylerini azaltir (81). Son yapilan
calismalarda oksidatif metabolizmada yer alan proteinlerin yaninda mitokondriyal DNA
kopya sayisinin rapamisin ile azaldigi ve mTORCI1 aktivasyonuna yol acan mutasyonlarla
arttig1 gosterilmistir (82). Bunlara ek olarak fare iskelet hiicresinde Raptorun delesyonu ile
mitokondriyal biyogenezi diizenleyen genlerin ekspresyonunda azalma saptanmistir (83).

T Hiicre Farklilasmast

T hiicrelerinin farklilasmasi i¢in baglica 3 sinyale gerek vardir: T hiicre reseptor (TCR)
etkilesimi, kostimiilatdr sinyaller ve sitokinler. Bu sinyallerin tamami mTOR duyarlidir.
mTOR aktive oldugunda T hiicre sinyal yolaklar ile etkilesime girerek hiicre farklilasmasi,
cogalmasi, sag kalimi ve metabolizmasini diizenler. T hiicrelerindeki mTOR’un fonksiyon
kayb1 Thl, Th2 ve Th17 hiicrelerinin azalmasina ve Treg hiicrelerinin artisina neden olur
(Figlir 5). Treg hiicreleri organizmanin kendi antijenlerine karsi duyarli hale gelmesini
onleyerek otoimmun hastaliklart 6nlemektedir. Bu nedenle organ naklinde organ reddini
onlemek amacli mTOR inhibitorleri kullanilmaktadir. mTOR inhibisyonu ile Treg hiicre artist
saglanirken yardimeir T hiicreler baskilanmaktadir (84). Ayrica mTOR inhibitorii ile naif T
hiicresi yiizeyinde, Treg hiicre yiizeyinde fazla miktarda bulunan FoxP3’iin de novo artis1 in
vivo ve in vitro ¢alismalarda gosterilmistir (84). Yine benzer sekilde in vitro ortamda TGFf
ve IL2 varliginda, T hiicre reseptorlerinin uyarildig: ve T hiicre ylizeyinde FoxP3 artis1 oldugu
tespit edilmistir (85). Figlir 6’da T hiicreleri ve baslica enerji kaynaklar1 gosterilmekte olup
yardimct T hiicrelerin fazla enerji gereksinimleri i¢in yiiksek mTOR aktivitesine ihtiyag
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vardir. Boylece mTOR vyalnizca T hiicre farklilagmasi degil sag kaliminda da 6nemli rol

oynamaktadir.
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Figiir-5: mTOR’un T hiicre farklilasmasi tizerindeki islevi (86)
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Figiir-6: T hiicreleri ve T hiicrelerinin enerji gereksinimleri i¢in gerekli olan yiiksek mTOR
aktivitesi (84)

B hiicreler

PI3K ve mTOR B hiicre ¢ogalmasi icin gerekli olup erken ve ge¢ B hiicre
reseptorlerini (BCR) mTOR inhibisyonu ile bloke olurlar. Fare B hiicrelerinde mTOR
inhibisyonu ile S6K1 aktivasyonu ve DNA sentezinin de bloke oldugu gosterilmistir (85). B
hiicrelerinin lipopolisakkaride olan duyarlilig1 da yine mTOR araciligiyla olur.
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Dogal Oldiiriicii Hiicreler

MTOR inhibisyonu ile sigan NK hiicrelerinde mitoz béliinmenin Gap-1 (G1) fazindan
sentez (S) fazina gecisin durmasi ile hiicre ¢ogalmasinin engellendigi gosterilmistir. Ancak bu
durumdan IFN-y salinimi etkilenmemektedir (85).

Notrofiller

mTOR nétrofillerin kemotaksis ve graniilosit makrofaj koloni stimulan faktér (GM-
CSF) ile ortaya cikan kemokinesisinde gorev alir. mTOR inhibisyonu ile kemotaksis,
kemokinesis ve IL8’e verilen notrofil yaniti azalir. GM-CSF hiicre icin S6K1 diizeyini
arttirarak 10kosit migrasyonu igin gerekli olan aktin liflerini arttirir (85). Hiicre
migrasyonunda gorev alan PI3K/Akt/mTOR yolaginin oral PI3K inhibitorii ile engellenmesi
sonucunda fare romatoid artrit modellerinde eklem inflamasyonu ve hasarmin engellendigi
gosterilmistir (87).

2.4.3. mTOR aktivitesini etkileyen mekanizmalar
Biiyiime faktorleri:

Biiytime faktorleri, standart insiilin ve Ras sinyalizasyon yolaklar1 tizerinden mTOR
aktivitesini uyarirlar. Bu yolaklarin uyarmmi ile tuberoskleroz kompleks  (TSC)-2
fosforilasyonu artar. TSC2 kompleksinin fosforile olup inaktive olmasiyla mTORCI aktive
olur. Biiylime faktorleri ile Akt aktive oldugunda, direkt PRAS40 molekiiliini fosforiller ve
mTORC1 aktivasyonuna neden olur (68,69,88).
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Figiir-7: Cesitli biiylime faktorleri ve mTOR arasindaki etkilesim (89)
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Enerji Diizeyi

Hiicre enerji diizeyi, AMPK araciligiyla mTORC1 kompleksine yansitilir (90). Enerji
diizeyinin azalmasina yanit olarak (diisik ATP:adenozin difosfat [ADP] orani olusunca),
AMPK aktive olarak mTORC1’in aktivitesinin azalmasina yol agar (91).

Oksijen Diizeyi

Oksijen diizeyleri mTORCI aktivitesini pek ¢ok yolak iizerinden etkileyebilir ve net
etki olarak mTOR diizeylerini azaltir (92). Orta diizeyde bir hipoksi olugmasi halinde ATP
azalarak yukarida bahsedilen AMPK mekanizmasi tizerinden mTORC]1 aktivitesi baskilanir
(93,94). Hipoksi ayrica DNA damage response 1 (REDD1), promiyelositik 16semi tiimor
supresor ve BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3 (BNIP3) molekiilleri
araciligiyla mTORC sinyalizasyonunu azaltir (95-97).

Aminoasitler

Aminoasitler mTORC1’i kuvvetli olarak uyaran sinyaller sunarlar (98). mTORC1

aktivasyonu i¢in bir esansiyel aminoasit olan 16sin gereklidir ve hiicre i¢ine glutamin aracilikli
bir yol ile alinir (99).

Aminoasit varliginda rekombinasyon aktive edici protein (RAG proteini) Raptor’a
baglanir ve mTORC1 aktivatorii olan Rheb proteinine baglanmasini saglar (100). Bu nedenle
aminoasit yoklugunda biiylime faktorleri olsa bile mTORCI1 yolagi aktive olamamaktadir
(100).

PTEN

PTEN, Akt/mTOR yolaginin negatif diizenleyicisidir (101). Akt’nin fosforile olmasini
engelleyerek, mTOR kompleksinin aktive olmasini da inhibe eder (102) (Figiir 7). PTEN’in
bu etkisine karsilik aragidonik asit ise Akt fosforilasyonunu arttirarak, mTOR’u aktive eder.
PTEN diizeyinin hiicre i¢inde disiisii ile PI3K/Akt/mTOR yolagi aktive olarak, hiicre
proliferasyonu, sag kalimi, hiicre adezyonu ve migrasyonu ile anjiogenezis artmaktadir (102).

PTEN’in mTOR iizerindeki bu negatif etkisinin yaninda, immiin sistemde mTOR ile
benzer etkileri bulunmaktadir. Notrofil migrasyonu, PI3K/Akt/mTOR ve PTEN’den olugan 2
farkli yolak araciligiyla olmaktadir (103). PTEN delesyonu olan hiicrelerin, migrasyon
yetenegi kaybolmus olup, bakteriyel kemoatraktanlara yeterli yanit verilemez (103). Bu
nedenle PTEN, otoimmun artritlerde arastirilmis olup, PTEN delesyonu olan antijen sunucu
hiicrelere sahip fare modellerinde; kollajen ile indiiklenmis artritin neredeyse tamamen
onlendigi, IL23 ve IL6 gibi sitokinlerin, antijen sunan hiicreler tarafindan {iretilme
kapasitelerinin azaldig1 gosterilmistir (104).
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Figiir-8: PTEN ve PI3K/Akt/mTOR yolag: arasindaki iliski (102)

TGF-p

TGF-B reseptoriiniin uyarilmast hem PI3K hem de SMAD f{izerinden hiicre igi
yolaklar1 aktive eder (105,106) (Figiir 9). PI3K molekiiliiniin, TGF-p reseptorii ile fosforile
olmast Akt, mTOR ve S6K1’i aktive eder (105,106). Bu durum S6 kinaz aktivasyonu ve
translasyon artisi ile devam eder (105). Sonugta protein sentezi artisi ve hiicre migrasyonunda
artis meydana gelir.

TGF-f’nin PTEN molekiiliinii hem arttirma, hem de baskilama yoniinde etkiledigi
daha onceki calismalarda gosterilmistir. Bu etkisi Ras/Extracellular-signal-regulated kinase
(ERK) yolaginin durumuna gore degisiklik gostermektedir. Ras/ERK yolagi aktive
oldugunda, SMAD4 bagimsiz sinyal yolag: iizerinden TGF-f’nin PTEN {izerine baskilayici
etkisi goriilmektedir. Ancak Ras/ERK yolagi inaktive edildiginde TGF- klasik SMAD
bagiml yolaktan PTEN molekiiliiniin ekspresyonunu arttirmaktadir (102) (Figiir 9).
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Figiir-9: TGF-p reseptoriiniin uyarilmasi ile mTOR arasindaki etkilesim (107)

Diger hiicresel durumlar ve sinyaller

Yukarida bahsedilenlerin disinda genotoksik stres faktorleri, inflamasyon, Wingless-
Type Integration Site (WNT) ligandi ve p53 de mTORCI1 aktivitesini diizenlemektedir.
Ornegin DNA hasar1 sonras aktive olan p53, TSC2’yi aktifler ve bdylece indirekt olarak,
mTORC1 aktivitesini inhibe eder (108).

TNFa, aktive IkB kinaz B (IKKf) gibi proinflamatuvar sitokinler fiziksel olarak TSC1
ile temas ederek onu inhibe ederler. Bu da mTORCI1 aktivasyonuna yol agar (109).
Inflamasyon ve mTORC]1 arasindaki bu pozitif iliskinin tiimdr anjiyogenezinde ve insiilin
direnci gelisiminde 6nemli oldugu diistiniilmektedir (109).

2.4.4. mTOR inhibisyonu ve Etkileri

mTOR etkinligini inhibe eden molekiiller; (1) rapamisin ve rapamisin analoglari, (2)
mTOR ve PI3K iizerinde dual etki gdsteren inhibitorler, (3) segici mMTORC1/2 inhibitorleri ve
(4) diyet tlirevi dogal tiriinler olmak iizere 4 ayr1 bashik altinda gruplandirilmistir. Bu gruplar
icinde yalnizca rapamisin ve rapamisin analoglari, 6zgiil olarak mTOR etkinligini inhibe
etmektedir. Diger basliklar altinda bahsedilen molekiiller, farkli mekanizmalarla mTOR
etkinligini inhibe etmektedir (110).

Rapamisin, hiicre i¢i bir reseptor olan FKBP12 proteinine baglanarak, inhibitor
etkisinden sorumlu bir kompleks olusturan rapamisin, mTOR’un, C-terminal ucundaki FRB
bolgesine baglanarak, hiicre biiyiimesini inhibe etmekte ve sitotoksik etkilerini meydana
getirmektedir (111-114). FRB bolgesi araciligiyla, mMTORCI1 inhibisyonunun mekanizmasi
tam olarak bilinmemekle birlikte, FKBP12-rapamisin protein kompleksi bu bdlgeye
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baglanarak, mTOR’un otofosforilasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu etkilerin, FRB
bolgesi ile katalitik kinaz bolgesi arasindaki allosterik etkilesme sonucu ortaya ¢iktigi
diistinilmektedir (115). Bununla birlikte, rapamisinin, FKBP12 proteini ile kompleks
olusturmadan da FRB bdlgesine diisiik afinite ile baglandigi gosterilmistir. (116). Ayrica
rapamisinin, mTOR’un otofosforilasyonunu inhibe edici etkisinin yani sira, mTOR-raptor
kompleksini destabilize ederek de, mMTORCI1 etkinligini inhibe ettigi ileri stiriilmektedir (117).

Rapamisine ek olarak temsirolimus, everolimus ve deforolimus olmak tizere 3 adet
rapamisin anologu (rapaloglar) giinlimiizde insanlarda kullanilmaktadir. Bu rapaloglar,
rapamisin ile ayn1 etki mekanizmasina sahip olup, FKBP12 proteinine baglanarak, mTOR’un
FRB bolgesi ile etkilesmektedir. Temsirolimus (CCI779) bir 6n ilag olup, rapamisinin
dihidroksimetil-propiyonik asit esteridir. Bu modifikasyon, bilesigi suda ¢06ziinebilir
yapmakla birlikte, damar i¢i uygulamaya da olanak saglamaktadir. Temsirolimus, viicutta
rapamisine doniiserek, benzer farmakolojik etkiler olusturmaktadir. Everolimus (RADOO1),
C-40 konumunda O-(2-hidroksietil) zincirine sahiptir. Deforolimus (AP23573) ise lakton
halkasinin C-40 konumunda fosfin oksit siibsitiisyonuna sahiptir (117).

Rapamisin ve analoglari, mTOR inhibisyonuna neden olan diger ilag gruplarindan farklh
olarak mTORKI1 i¢in oldukc¢a spesifiktir. Hiicre biyolojisinde mTORCI1’in islevinin
arastirildigl calismalarda kullanilan rapamisin, mTORC1’in potent ve spesifik bir inhibitdrii
olarak bilinmektedir (118). Rapamisinin mTORC1 e se¢icilik orant mTORC2’e gére oldukga
yiiksek olup, yaklasik 500 kat1 kadardir (119).

Rapamisin, ilk olarak antifungal bir madde olarak kesfedilmistir. Rapamisinin immiin
sistemi baskilayici bir ilag olarak gelistirilmesi ve bu amag ile kullanilmaya baslanmasi,
mTOR sinyal iletiminin immiin sistemde énemli bir rol oynadigini géstermistir. Enfeksiyonun
ardimdan hizla baslayan ve mast hiicreleri, fagositler ile dogal 6ldiiriicii hiicreler (natural
killer cells; NK)'in rol aldig1 dogal immiin yanitta mTOR, nétrofillerin ve mast hiicrelerinin
yasami, migrasyonu ve sitokin tiretimi igin gereklidir (120-122).

Ozgiil bir mTORC] inhibitérii olan rapamisinin, nétrofil hiicrelerinde proinflamatuvar
sitokin {iretimini ve ivegen akciger zedelenmesinin siddetini azalttigi gosterilmistir.
mTORC/!’in, inflamatuvar yanitlarin diizenlemesindeki rolii ile ilgili mekanizmalar, gen
transkripsiyonu tizerinden agiklanmaktadir. TNF-o ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin
transkripsiyonel diizenlenmesinde bir transkripsiyon faktorii olan NF-«xB 6nemli rol
oynamaktadir. Bununla birlikte, rapamisinin lipopolisakkarid ile artan NF-kB’nin niikleer
translokasyonunu ve transkripsiyonel etkinligini azalttigi gosterilmistir (123). Rapamisin, bu
etkisini, lipopolisakkarid ile wuyarilmanin ardindan, artan IkB-a fosforilasyonu ve
degradasyonunu azaltarak ve NF-kB’nin p65 alt biriminin Ser276 bolgesinden
fosforilasyonuna bagl etkinligindeki artigi inhibe ederek gostermektedir (124, 125).

2.4.5. mTOR yolaginin bobrek hasari ve glomerulonefrit ile iliskisi

MTOR yolagi, genellikle normal sartlar altinda hiicre proliferasyonunda yer
almaktadir. mTOR sinyal yolunun inhibisyonu, kanser, kalp-damar hastaliklari, otoimmiin ve
metabolik bozukluklarin tedavisinde genel olarak yararli olabilir ve yasam siiresini uzatan bir
rol oynayabilir. Bunun aksine, bobreklerde, yliksek mTOR aktivitesi, kismen alt kompleksleri
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mTORC1 ve mTORC?2 tarafindan diizenlenir ve artmis reaktif oksijen tiirleri, renal onarimi
ve in vitro ve in vivo ¢alismalarda bulunan yaslanma proseslerini gostermektedir. (126)

Up-regiille MTOR yolag1 ve renal hastalik progresyonu, mTOR'un polikistik bobrek
hastaligindaki baglayici roliine iyi bir 6rnektir. Up-regiile mTOR aktivitesi, bazi1 kemirgen
modellerinde, diyabetik nefropati, membrandz glomerulopati, minimal degisiklik hastalig1 ve
kresentik glomerulopati gibi bobrek hastaliklariyla iliskili oldugu bulunmustur. Wei ve ark.
yaptiklar1 ¢calismada, upregiile MTOR ve onun rapamisin duyarli dalinin (NTORC1) dogal ve

transplant bobreklerde ilerleyici bobrek hastaliginin 6nemli gostergesi oldugunu gostermisler.
(126)

Fokal segmental glomeruloskleroz (FSGS) ve immun kompleks aracili
glomeriilonefritin (ICMGN) yer aldig1 her iki grupta ise, proksimal tiibiil, glomeriiler visseral
ve paryetal epitelde kontrol grubuna gore karsilastirildiginda mTORCL’in 6nemli Slgiide
yiiksek ekspresyonu saptanmistir ve bu da nativ bobrek hastaliklarinda aktif bir mTOR yolagi
oldugunu gostermektedir. Aktive mTOR yolunun hastalikli bobreklerde kiiresel bir fenomen
oldugu teorisini destekleyen ii¢ belirte¢ arasinda anlamli korelasyon mevcuttur. mTOR
aktivitesi ¢esitli hastaliklarda upregiiledir. Bildigimiz kadariyla, c¢esitli insan renal
hastaliklarinda dogal ve transplant biyopsilerde, glomeruler ve tiibiiler epitelde up-regiile p-
mTOR ve mTORCI iliskili sinyaller, pp70S6K ve p-4EBP i gosteren Wei ve ark.’in yaptigi
calisma mevcuttur. Bu c¢alismanin verileri, insan bobrek hastaliklarinda up-regiile mTOR
yolagi ile, diyabetik nefropati, membrandz nefropati, minimal degisiklik hastalig1 ve kresentik
glomerulonefritte, upregiile mMTOR yolagin1 gosteren in-vivo datalarla uyumludur. Son
zamanlarda, podositlerin bowman kapsiil duvarlari boyunca glomeriiler paryetal
epitelyumunda bulunan projenitor hiicrelerinden tiiremis oldugu tespit edilmistir (126).

FSGS nin kollaps varyantlarinda kresent formasyonu ve podosit proliferasyonu, primer
olarak ayn1 progenitor hiicrelerden ( glomeruler pariyetal epitel ) geliyor olabilir. Bu nedenle,
podositler glomeriillerde etkin olmayan bir asamada diisiiniillmemelidir. Nitekim Wei ve ark.
calismasinda kresentik glomerulonefritli 23 renal biyopside, hiicresel kresentik hiicrelerde
(pariyetal epitelden kaynaklandigi bilinen ) upregiile p-mtor ve onun alt sinyali p-p70S6K
oldugu bulunmustur. Transplant ve normal bobreklerin her ikisinde, bobrek hastaligi mevcut
oldugunda, podositlerde up-regiile mTOR yolag1 aktivitesi, glomeriiler parietal epitel ve
proksimal tiibiiler epitele kadar yaygin olabilir. Ayrica goriiliiyor ki; aktive renal hastaliklarin
varyantlarinda, podositler dinamik sekilde aktive edilebilir. Yine bu c¢alismada, upregiile
mTOR aktivitesinin, dogal bobrek biyopsilerinde yiikselmis serum kreatinini ve transplant
bobrek biyopsilerinde akut hiicresel rejeksiyon ve interstisyel fibrozis ile baglantili oldugu da
bulunmustur. Hem dogal, hem transplant biyopsilerin biitiin glomeriiler ve tiibiiler epitelinde
upregiile mTOR aktivitesi gosterir ki; aktive mTOR sinyali, renal hastalik varyantlarinda
genel bir fenomendir. mTOR yolagi durumunun belirlenmesi, bobreklerde aktif hastalik
evresinin degerlendirilmesi igin giivenilir bir gostergedir (126).

Bobreklerde yiiksek reaktif oksijen tiirleri yoluyla kismen diizenlenmis mTOR
aktivitesinin yiiksek diizeyi, bobrek onarim ve yaslanma siireclerini temsil eder. Giincel
caligmalarda renin -anjiyotensin sistem blokaji ile, mMTOR’u, reaktif oksijen tiirlerini ve renal
hasar/fibrozisi azalttig1 gosterilmektedir (126).
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2.4.6. MTOR inhibitorleri ve klinik kullanim

Ik olarak antifungal bir madde olarak kesfedilmis rapamisinin, Kklinikte esas
kullanildig1 alan, immiinsupressif ve antiproliferatif 6zelliklerinin gosterilmesiyle birlikte
hizla farkli bir yone ilerlemistir. Rapamisin ile ilgili kemoterapiden, transplante edilen
organin rejeksiyonuna; kardiak cerrahide uygulanan stentlerin agik tutulmasindan, kornea
yaniklar1 tedavisine kadar pek cok alanda farkli arastirmalar ve olumlu sonuglar elde
edilmistir (119). Rapamisin, 1999 yilinda, Amerika’da, Food and Drug Administration (FDA)
tarafindan immiinsupressif bir ilag olarak onaylanmustir (127).

Rapamisin ve tiirevleri, hiicreleri G1 fazinda durduran sitostatik ajanlar gibi
davranmaktadirlar. S6K 1, pro-apoptotik molekiil olan BAD (Bcl-2-associated death promoter,
Bcl-2 gen ailesinden olup apoptozisi baslatir) inaktivasyonu, rapamisin tedavisi ile geriye
donmektedir.(128)

MTOR inhibisyonu beraberinde, baska bir hedefli tedavi ajaninin kullanilmasinin da
ozellikle ortak yolak aktivasyonu gosteren kanserlerde, daha da anlamli olabilecegi ileri
stiriilmektedir. Preklinik ve erken insan ¢aligmalarinda, Tuberous Sclerosis Complex (TSC)
iligkili timorlerde de mTOR inhibitorlerinin etkili oldugu gosterilmis olup, 6zellikle kanser
tedavisinde PI3K ve mTOR inhibisyonun beraberce uygulanmasinin, ¢ok daha avantajli
olabilecegi bildirilmistir.(129 ) Radyoterapi ile beraber rapamisin kullanilmasi, apoptozisi ve
otofajiyi de arttirmaktadir (130).

Sirolimusun FKBP-12’ye afinitesi, everolimusa gore daha fazladir. T hiicre
uyariminda sinyal- 3 adi verilen yolu bloke ederler. Reseptér baglanmasi sonrasi, hiicre
proliferasyonunda anahtar bir role sahip target of rapamycin (m-TOR) adli bir serin treonin
kinazi inhibe ederler. Bu inhibisyon da sitokin aracili sinyal iletisini ve hiicre boliinmesini,
lenfositlerin sitokin ve biiylime faktorlerine olan yanitlarin1 da bloke ederler. Yeni ribozomal
protein sentezi inhibe edilerek, hiicreler boliinme siklusunun G1-S fazinda dururlar. 1L-2 ve
IL-4 aracili, T ve B lenfosit proliferasyonu da engellenir. Bu inhibisyondan hem immun, hem
de nonimmun hiicreler etkilenir. Fibroblast, endotel hiicreleri, hepatositler ve diiz kas gibi
hiicrelerin growth faktorlere (FGF, PDGF, VEGF, TGF-B) olan yanitlarini inhibe ederler
(131).

Sirolimus ve everolimus hem sitokrom P450 3A4 (CYP3A4), hem de P-glikoprotein’in
(P-gp) substratidir. Sirolimus ve everolimus, baslica karacigerde ve barsak duvarinda
CYP3A4 tarafindan metabolize olur ve ince barsak enterositinden barsak liimenine P-gp
pompastyla atilir. CYP3A4 ve P-gp inhibitorleri, sirolimus konsantrasyonunu artirirlar.
Barsak duvarinda sirolimusun metabolizmasimin boyutu bilinmemektedir. Everolimus ve
sirolimusun renal fonksiyonu koruma ve iyilestirme yaninda vaskuler endotelyal dokuya
olumlu etkisi de gosterilmistir. Nitekim kalp transplantasyonunda, aterosklerozu ve
vaskiilopatiyi 6nlemede yardimci oldugu gosterilmistir (132). Diger yandan; sirolimus da
koroner stentlerde restenozu engellemeleri nedeniyle kullanilmaktadir. Bu etkisini vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu ve mediadan intimaya gocilinii engelleyerek
gostermektedirler (132).

Alzheimer ve Huntington hastaliklar1 hayvan modellerinde rapamisin uygulanmasi,
olusan bu toksik proteinlerin otofaji ile yok edilmesini indiiklemekte ve klinik tabloyu
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iyilestirmektedir (133, 134). Polikistik Over Sendromunda mTOR inhibitorlerinin kullanimi1
ile ilgili calismalar devam etmektedir.

Ayrica mTOR inhibitorleri, renal hiicreli kanser ve renal transplantasyonda
immunsupresif olarak kullanilmaktadir. Polikistik bobrek hastaliklarinda kullanilabilmesi
acisindan yapilan ¢aligmalar devam etmektedir (118,120).

RADIANT-3 caligmasinda pankreatik ndroendokrin tiimdrlerde everolimus’un
etkinligi gosterilmistir (135). BOLERO-2 ¢alismasinda ise hormonoterapiye direng kazanmis
postmenepozal hormon reseptdr pozitif ileri evre meme kanserinde hormonoterapiye
everolimus’un eklenmesi arastirilmistir (136). ASCO 2012’de yayinlanmig PILLAR-2
calisma sonuglarinda yaygin biiyiikk B hiicreli lenfoma tanili kotii risk faktorlerine sahip olan
hastalarda birinci basamak rituximab ve kemoterapi sonrasi adjuvan olarak everolimus
kullanimi arastirilmaktadir (137).

Zhang ve ark. ‘nin yaptig1 bir ¢alismada kresentik glomerulonefritte fosforile mTOR
ve onun belli basl alt sinyali olan p-p70S6K incelenmis, kresentik glomerulonefritte mTOR
yolagi upregiile bulunmus ve kontrol grubuna gore; renal tiibiillerde, glomerulun parietal ve
visseral epitelinde, mTOR ve p-p70S6K sinyal upregiilasyonu gosterilmistir (138). Cesitli
bobrek hastaliklarinin renal biyopsilerinde glomertiler visseral/parietal epitel ve renal tiibiiler
epitelde, glomerulonefritlerin bircok tipinde artmis proliferatif aktiviteyi belirten onemli
oranda artmig MTOR aktivitesi gézlenmistir (126).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Hasta ve veri secimi

Izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egt. Ars. Hastanesi Nefroloji Kliniginde
2009-2016 tarihleri arasinda yatirilarak bobrek biyopsileri yapilmis ve bobrek biyopsisinden
Pauci-immun glomerulonefrit tanis1 almis hastalarin verileri, retrospektif olarak hastane bilgi
sisteminden tarandi. Hastalarin asagida belirtilen demografik 6zellikleri kaydedildi.

- Ad, soyad

- Protokol numarasi

-Yas

- Cinsiyet

- Hastalik tanis1 ve tani tarihi

- Glomerulonefrit alt tipi

- Patoloji numarasi, 1s1k ve immiinfloresan mikroskobi sonuglari
- Serum antikor pozitiflikleri ve dillisyonlar:

-Uygulanan immunsupresif tedavileri; siklofosfamid, kortikosteroid, azatiopurin,
rituximab, eculizumab

- Uygulanan diger tedaviler; hemodiyaliz, plazmaferez
- Klinik tedavi ve takip sonucunda, tedavi dncesi ve sonrast bobrek fonksiyon testleri.

Bobrek biyopsileri, hastanemizde daha onceden gerekli goriilen hastalardan
alinmis ve hastanemiz Patoloji Anabilim Dali tarafindan incelenmis olan preparatlardi. Bu
calisma icin herhangi bir hastadan tekrar bobrek biyopsisi alinmadi. Calismamiz retrospektif
oldugundan taze dokuda frozen kesitte ¢alisilan immunfloresan boyama yOntemi
kullan1lamadi. Hastalara herhangi bir anket, ek vizit, klinik veya laboratuvar tetkik yapilmadi.
Tiim veriler, tamamen saglik kayitlarinin retrospektif olarak taranmasi ile elde edildi.
Vakalarin formalin fikse — parafin gomiilii bloklar1 ve Hematoksilen Eozin boyali preparatlari,
Patoloji Klinigi arsivinden ¢ikarilarak tekrar degerlendirildi. Immiinhistokimyasal boyama
icin her vakadan bir blok segildi. Patoloji Klinigi arsivinde mevcut olan, parafin bloklanmis
biyopsi materyalleri Patoloji Anabilim Dali tarafindan PTEN (Spring Bioscience Rabbit Anti-
Human PTEN Monoclonal Antibody, Clone SP218), TGF-B1 (Spring Bioscience Rabbit Anti-
Human Transforming Growth Factor 1 [ Polyclonal Antibody) ve p-mTOR (Spring
Bioscience Rabbit Anti-Human mTOR Polyclonal Antibody) antikorlar1 immunhistokimyasal
methodla boyanarak yeniden incelendi.

Hasta gruplar:

1) Bobrek biyopsilerind  Pauci-immun  glomerulonefrit oldugu gdsterilmis
hastalar.
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Cahismaya dahil olma Kriterleri:

o Bobrek biyopsisi ile pauci-immun glomerulonefrit tanist almas,

o 18 yas iistii,

o mTOR inhibitorii tedavisi ve immunsupresif tedavi almamais olan,
o Hastanemizde son 7 y1l i¢inde yapilmis bobrek biyopsisi olan,

o Bilgisayar sistemimizde saglik kayitlarina ulasilabilen hastalar calismaya dahil
edildi.

Cahsma dis1 birakilma Kriterleri:

o Hastanemizde son 7 y1l i¢cinde yapilmis bobrek biyopsisi olmayan,
o 18 yas alti,

o Son donem bobrek yetmezligi gelismis,

o Hematiiri ve proteiniirisi bulunmayan,

o mTOR inhibitorii tedavisi almis olan,

o Saglik kayitlart eksik olan hastalar ¢alismaya dahil edilmedi.
Hastalarin Laboratuar Tetkikleri ve Kayit Edilen Ozellikleri

Dosyalardan ve otomasyon sisteminden hastalarin yas, cinsiyet, bobrek biyopsi
Oncesi laboratuar incelemeleri ve endikasyonlari, biyopsi sonrasi doktor ve hemsire takibi ve
patolojik tanilarina ulasildi. Biyopsi oncesi tiim hastalarin tam kan sayimi, protrombin zaman
(PT), parsiyel tromboplastin zaman1 (PTT), INR (International Normalized Ratio), iire,
kreatinin (Kr), 24 saatlik idrarda protein, 24 saatlik idrarda mikroalbiiminiiri ve serum total
protein, albiimin degerleri incelendi. Hastalara biyopsi oncesi HbsAg, Anti-Hbs, Anti-HCV
ve Anti-HIV serolojik incelemeleri yapilmisti. Gereken hastalarda da ANA profili, C3, C4,
IgG, IgM, IgA, cANCA ve pANCA bakildi. Bobrek biopsi raporlart (biopsi tarihi, tani,
glomeruler, tubulointerstisyel ve damarsal degisiklikleri,  immiinfloresans bulgulari),
hastalara uygulanan tedaviler (immdiinsiipresifler, diger ilaglar, hemodializ, plazmaferez),
tedavinin 1-2-6-12. aydaki iire-kreatinin degerleri, hastalarin tedavi sonrasi son durumlari ve
eksitus olmus hastalarda 6liim nedenleri kaydedildi.

3.2.Bobrek igne Biyopsisi Yontemi

Calismamiz i¢in higbir hastaya yeni bobrek igne biyopsisi yapilmamistir. 2013
yilina kadar yapilmis bobrek biyopsileri Nefroloji kliniginde, 2013 yilindan sonraki biyopsiler
ise Girisimsel Radyolojide yapilmis biyopsilerdi. Tiim hastalarin bobrek biyopsi Oncesi
onamlari alindiktan sonra, periferik intravenéz damar yollar1 agilmis halde, biyopsi odasina
alimir ve hastanin karin kismi sedye iizerine konmus bir yastikla desteklenecek sekilde
yiiziistii pozisyon verilip, ultrasonografi ile biyopsi yeri belirlenip, lokal anestezik islem
yapildiktan sonra ultrasonografi esliginde, 16G yar1 otomatik igne ile bobrek biyopsileri
alimmistr. Bobrek dokusu alindiktan sonra, igne ¢ikarilarak biyopsi yerine bandaj uygulanir.
Alman doku 6rnekleri fosfat tampon i¢ine konularak, ivedilikle patoloji boliimiine ulastirilir.
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3.3. Histolojik degerlendirme:

Tiim olgularin biyopsi 6rnekleri Izmir Katip Celebi Unv. Atatiirk Egitim Arastirma
Hastanesi’nde gorevli deneyimli ayni nefropatolog tarafindan degerlendirildi. Bobrek biyopsi
ornekleri, standart tekniklere gore islem gordii. Immiinfloresan inceleme igin kiigiik bir renal
kortikal doku (24 mm uzunlugunda) 6rnegi ayrildi. Bu ayrilan doku 6rneklerinden kriyostat
ile frozen kesitler alinarak, immiinfloresan yontem ile IgG, IgA, IgM, C3, Clq, fibrinojen,
kappa ve lambda boyalar1 uygulanarak, immiinfloresan mikroskopunda (Olympus, BX50,
Japan) Ozel filtreler ile degerlendirildi. Geriye kalan biyopsi ornegi, 1tk mikroskobunda
incelenmek iizere %10’luk formaldehit ile fikse edildi. Rutin doku takibi sonrasi, parafin
bloklara gomiilen doku 6rneklerinden 4um kalinliginda alinan kesitler, Hematoksilen Eozin,
Periyodik Asid Schiff, Masson Trikrom, Kongo Kirmizisi ve Methenamine Silver boyalari ile
boyanarak 151k mikroskopunda (Olympus BXS51, Japan) degerlendirildi. Biyopsi Ornekleri,
151k mikroskobu ve immiinfloresan yontemiyle incelendi. Isik mikroskobu ile glomeriiller,
tibtiller, interstisyum ve damarlar degerlendirildi. Isik mikroskobik incelemede, ilk olarak
materyal hiperselliilarite yoniinden degerlendirildi. Buna gore vaskiiler kutuptan uzakta tek
bir mezangiyal bolgede, iki hiicreden daha fazla sayida hiicre igeren glomerullerde
hiperselliilarite olduguna karar verildi. Isik mikroskobik degerlendirmede, immersiyon
objektifi kullanildi. Lezyonlarin bobrek biyopsisindeki yaygilik ve dagilimi yapilirken,
European Vasculitis Study Group (EUVAS) tarafindan (139) tanimlanan yeni ANCA iliskili
glomrulonefrit siniflamasina uyuldu.

Fokal (odaksal) : Glomerullerin %50 ‘den azinin tutulmasi, kalan glomerullerin
normal olmas.

Kresentik : Selliiler kresent orant %50°den fazla olanlar.

Mikst: Normal glomeriil sayisi, kresentik glomeriil sayisi ve global sklerotik glomeriil
sayist %50’in altinda kalanlar.

Sklerotik : Global sklerotik glomeriil oran1 %50°nin istiinde olanlar.

Aktif ve kronik lezyonlar, 2004 International Society of Nephrology/Renal Pathology
Society (ISN/RPS) siniflamasina gore degerlendirildi (140).

2004 ISN/RPS Aktif ve Kronik Lezyonlar Siniflamasi

Aktif lezyonlar: Kronik lezyonlar:
-Endokapiller proliferasyon -Glomeruler skleroz
-Karyoreksis -Fibr6z adhezyon
-Fibrinoid nekroz -Fibroz kresent

-Glomeruler bazal membran riiptiirii
-Fibroselliiler veya selliiler kresent
-Isik mikroskobunda subendotelyal depozitler (wire loop)

-Intraluminal immun agregatlar (Hyalen trombiis)
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Glomeriillerde kresent, hyalinizasyon, skleroz, periglomeriiler fibrozis olusumu,
tiibiiler atrofi, interstisyel fibrozis ve inflamasyon, damar duvar kalinlig1 incelendi.
Histokimyasal PAS boyasi ile glomeriiller ve bazal membranlar degerlendirilirken, Masson
Trikrom boyasi ile interstisyel ve glomeriiler fibrozis, Methenamin Silver boyasi ile
glomeriiler bazal membranlar, Kongo Red boyasinda polarize filtre ile amiloid birikimine
bakild1. Immiinfloresan ydntemi ile biyopsi érneklerinde IgG, IgA, IgM, C3, Clq, fibrinojen,
kappa ve lambda ile birikim varligi, birikimin siddeti ve goriiniimii degerlendirildi. Hastalarin
patoloji sonuglarina otomasyon sisteminden ulasildi.

3.4.iImmunohistokimyasal Boyama:

. Bobrek igne biyopsilerinde PTEN (Spring Bioscience Rabbit Anti-Human
PTEN Rabbit Monoclonal, Clone SP170), mTOR (Spring Bioscience Rabbit Anti-Human
mTOR Polyclonal Antibody) ve TGF-f1 (Spring Bioscience Rabbit Anti-Human
Transforming Growth Factor 1 B Polyclonal Antibody) antikorlar1 immunhistokimyasal (IHK)
boyama yontemi ile arastirildi. Boyama protokolii su asamalart igerdi.

o Rutin doku takibi ile elde edilen parafin bloklardan hazirlanan 3-5 Mikron
kalinlikta kesitler Poli-L-lizin kapli lam {izerine alindi.

. Lam {izerine alinan kesitler 1 saat 60°C’de etiivde deparafinize edildi.

J Ardindan antijen agiga ¢ikarma (antijen retrival) ve rehidrasyon islemleri i¢in

MTOR ve TGF- ile boyanacak preparatlar Dako EnVision FLEX Target retrieval Solution
(50x) Low pH ile; PTEN ile boyanacak preparatlar ise EnVision FLEX Target retrieval
Solution (50x) high pH solusyonu ile Dako PT Link cihazi kullanilarak 97°C’ye kadar 1sitilip
20 dakika inkiibe edilip ardindan 65°C’ye geri sogutuldu.

. Daha sonra preparatlar IHK otomatik boyama cihazina (Dako Autostainer Link
48) yerlestirildi.
. Primer PTEN antikoru 1:100 oraninda diliie edilerek 35 dakika primer antikor

inkiibasyonu ile Dako Envision Flex + Rabbit Sekonder Antikor Kiti kullanilarak
gorlintiileme elde edildi. Pozitif kontrol i¢in prostat adenokarsinom dokusu kullanildi.

. Primer TGF-B kullanima hazir antikoru 15 dakika inkiibe edildi ve Dako
Envision Flex Sekonder Antikor Kiti kullanilarak goriintiileme elde edildi. Pozitif kontrol
amacli plasenta dokusu kullanildi.

° Primer mTOR antikoru 1:50 oraninda diliie edilerek, 15 dakika inkiibe edildi
ve Dako Envision Flex Sekonder Antikor Kiti kullanilarak goriintiileme elde edildi. Pozitif
kontrol amacli meme kanseri dokusu kullanildi.

. Zit boyama icin tim kesitlere Dako Envision Flex Hematoxylin 5 dakika
inkiibasyon ile uygulandi.

. Boyanan kesitlere dehidrasyon islemi i¢in ikiser dakika 3 farkli alkol degisimi
ve beser dakika 2 farkli ksilen degisimi uygulanarak bunun ardindan entellan damlatilarak
lamel ile kapatildi.
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o Usuliine uygun sekilde immiinhistokimyasal boyanan lamlar, hastanemizde
gorevli deneyimli ayni nefropatolog tarafindan 151k mikroskobunda degerlendirildi.

3.5.immunohistokimyasal Boyalarin Degerlendirilmesi:

Tim Hematoksilen-Eozin (HE) ve immiinhistokimyasal boyali kesitler kor
olarak incelendi. mTOR ile boyanan bobrek igne biyopsi materyallerini degerlendirmeden
once ilk olarak pozitif kontrol olarak kullanilan dokuda kahverengi sitoplazmik ve
membrandz immunekspresyon pozitif boyanma olarak kabul edildi. Tiim olgularda antikor
glomertil ve tiibiilointerstisyel alanda ayr1 ayr1 degerlendirildi. Boyanma yogunluklar1 ve
yiizdeleri farkli oldugu icin semikantitatif olarak ayri1 ayr1 skorlama yapildi. Boyanma
yogunluklar1 0 (negatif), 1 (zayif pozitif), 2 (orta yogunlukta pozitif), 3 (kuvvetli pozitif);
pozitif boyanma yiizdesi ise 0 (<%5), 1 (%5-25), 2 (%26-50), 3 (%51-75 ), 4 (>%75) olarak
derecelendirildi (141).

PTEN icin kullanilan pozitif kontrol dokuda sitoplazmik ve/veya niikleer
immunekspresyon pozitif oldugu goriildi. Ardindan bobrek dokulari semikantitatif olarak
boyanma durumlarina gore 151k mikroskobunda derecelendirildi. Hiicreler zayif boyanma
gosterdiyse 1 pozitif, orta derecede boyanma gosterdiyse 2 pozitif, giicli boyanma

gosterdilerse 3 pozitif olarak degerlendirilirken boyanma géstermedilerse skor O olarak not
edildi (142).

TGF-B1 i¢in kontrol dokuda immunreaksiyon goriildiikten sonra bobrek igne
biyopsisi preparatlari boyanmis olup boyanma negatif ise skor 0, 1-25% (1+), 26-50% (2+),
51-75% (3+) ve 76%-100% (4+) olarak degerlendirildi (143).

3.6. istatiksel Analiz

Stirekli degiskenler ortalama ve standart sapma olarak ifade edildi. Bagimsiz
degiskenler arasindaki iligskinin tespiti, Spearman korelasyon analizi ile yapildi. Tedavi 6ncesi
ve tedavi sonrasi kreatinin degerlerinin degerlendirmesi igin, Eslestirilmis 6rneklemler t testi
(Paired samples t test) kullanildi. P<0.05, anlaml1 olarak kabul edildi. Istatistik analizi icin,
Sosyal Bilimler igin Istatistik Paketi Versiyon 21 (Statistical Package for the Social Sciences
version 21th [SPSS V.21]) paket programi kullanildi.
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4. SONUCLAR

Calismamuz, Izmir Katip Celebi Unv. Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 ABD
Nefroloji Klinigi’nde 2009-2016 yillar1 arasinda yapilmis bobrek biyopsisi ile pauci-immiin
kresentik glomeriilonefrit tanis1 konmus toplam 58 hastanin (29 erkek ve 29 kadin) probel
sistemi iizerinde kayitli hasta dosyalar1 incelenerek, elde edilmis verileri tizerinden yapildi.

Hastalarimizin yas ortalamasi 54,4+14.3 (20-79) olarak bulundu. Ortalama takip

stiresi 37,7£26,7 ay idi. Caligmaya dahil edilen hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri
Tablo 2°de verildi.

Tablo-2: Hastalarin klinik ve demografik ozellikleri

Paramatre

n 58
Ortalama yas (yil) 54,4 + 14,3
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 29/29
Ortalama izlem siiresi (ay) 37,7 +26,7
Ortalama glomerul sayisi 11,6 £6,1
Tedavi 6ncesi kreatinin (mg/dL ) 4,16 + 3,69
Tedavi sonrasi kreatinin (mg/dL ) 2,84 £ 2,05
ANCA varhgi (negatif/pozitif) 22/33
Tedavi 6ncesi Spot idrar protein/kreatinin orani (mg/g) 4729 + 5350
Tedavi sonrasi spot idrar protein/kreatinin orani (mg/g) 1687+ 2248
immunsupresif Tedavi (n) 58
-Kortikosteroid 46
-Siklofosfamid 39
-Azatiyoprin 10
-Plazmaferez 18
-Hemodiyaliz 20
-Rituximab 7
-Eculizumab 2
immunsupresif tedaviye yanit (yok/var) 9/36
Sagkalim (eksitus/yasiyor) 9/49

Ug hastanin sistem kayitlarindan ANCA bilgisine ulasilamadi. Toplam 55 hastanin
ANCA yoniinden dagilimi; 22 hastada ANCA negatif (%40), diger 33 hastada ise ANCA
pozitif bulundu. ANCA pozitif olanlar igerisindeki 13 hastada (%39) p-ANCA 1/10 diliisyon
ve lzeri pozitiflik varken, diger 20 hastamizda (%61) c-ANCA 1/10 diliisyon ve {izeri
pozitiflik vardi. ANCA pozitif olan hastalarin kreatinin ortalamasi 4,3+ 4,2 (1,0-23) mg/dL,
ANCA negatif olan hastalarin kreatinin ortalamasi ise, 3,4+2,06 (1,4-9) mg/dL saptanmis
olup, iki grup arasinda anlamli olmayan, negatif iliskinin oldugu saptand: (p=0,119, r= -
0,342). ANCA varligi ile tedavi Oncesi serum kreatinin degerleri arasinda, anlamli iligki
saptanmadi (p=0,153).
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Hastalarin tan1 kondugunda tedavi dncesi serum kreatinin degerleri, ortalama 4,1+3,6
mg/dl (1,4-23mg/dl) idi. Kadin hastalarin serum kreatinin ortalamasi 3,34+2,2 (1-13) mg/dL,
erkek hastalarin serum Kkreatinin ortalamas: da 4,4+4,45 (1,4-23) mg/dL saptanmis olup,
aralarinda anlamli iliski saptanmadi (p=0,913). Takiplerinde 9 hastanin eksitus olmus olmasi
ve 5 hastanin da izlem dig1 kalmasi nedeniyle, bu 14 hastanin immunsupresif tedavi sonrasi
serum kreatinin degerleri elde edilememistir. Bu hastalar ¢ikarildiktan sonra geri kalan 44
hastanin tedavi sonrasi ortalama serum kreatinin degerleri, 2,84+2,05mg/dL (1,4-5mg/dL)
olarak bulunmus olup, tedavi dncesi degerlere gore aradaki fark anlamlidir (p=0,015). Eksitus
olan hastalarin eksitus nedenleri; 1 hastada infektif endokardit nedeniyle kardiyoembolik
serebral infarktiis, 1 hastada intrakranial kanama ve herniasyon, 1 hastada akut batin sonrasi
postoperatif solunum yetmezligi, 1 hastada masif hemoptizi sirasinda aspirasyon, 4 hastada
pnoémosepsis ve septik sok, 1 hastada nétropenik ates ve lirosepsisdi.

Toplam 58 bobrek biyopsi materyali, yeniden aymi nefropatolog tarafindan
incelendiginde, ortalama glomerul sayisint 11.6+6.1 (2-40) olarak bulduk. Hastalarimiz,
European Vasculitis Study Group (EUVAS) tarafindan (139) tanimlanan glomeriiler
lezyonlarin yeni patolojik siniflandirmasina gére degerlendirildiginde, 4 hasta fokal, 19 hasta
kresentik, 12 hasta sklerotik ve 20 hasta mikst glomeriilonefritti. Glomeriillerin ortalama
kresent ytizdesini %36.7+22,5 (10-80), ortalama skleroz yiizdesini %26,1+25,7 (10-100) ve
ortalama fibrozis derecesini 1,24+0,46 (0-3) olarak bulduk. Kadinlarin ortalama kresent
yiizdesini 29,8+19,5 (10-75), erkeklerin ortalama kresent yiizdesini de 43,6+23,5 (0-80)
bulduk ve her iki cinsiyet arasindaki iliskinin anlamli oldugunu saptadik (p=0,023). Kresent
ytiizdesi, skleroz ylizdesi ve fibrozis derecesi degerleri, Tablo-2 ve Tablo-3’de gosterildi.

Tablo-3: Hastalarin biyopsi materyalindeki kresent ve skleroz yiizdesi ortalamalar:

n 58
Kresent yiizdesi (%) 36,7 £22,5
Skleroz ylizdesi (%) 26,1+ 25,7

Tablo-4: Hastalarin biyopsi materyalindeki fibrozis derecesi verileri

Fibrozis Derecesi

3 2 1
n,% n,% n,%
1, (1,7) 11, (19) 46, (79,3)

45



Figiir-10: Bobrek biyopsisinde Masson Trikrom boyamada 20x biiyilitmede (a), Hematoksilen
Eozin boyamada 40x biiyiitmede (b) kresentik glomerul

Bobrek igne biyopsisini boyama hazirliklart sirasinda gelisen teknik sorunlar nedeni ile
8 hastanin mTOR ve PTEN, 6 hastanin da TGF-B1 boyamasi yapilamadi. Geriye kalan 50
hastanin bobrek biyopsisi, glomeriiler ve TIA MTOR boyanma yiizdesi ve boyanma
yogunlugu, PTEN boyanma yogunlugu ve yiizdesi olarak, 52 hastanin da TGF-1 boyamasi,
global olarak degerlendirildi.

Glomeruler mTOR boyanan hasta sayimiz 51, TIA mTOR boyanan hasta sayimiz 50
idi. Glomeruler mTOR boyanma yogunlugu, 9 hastada (%18) negatif, 38 hastada zayif pozitif
(%74), 4 hastada (%8) orta pozitif boyanma yogunlugunda bulundu. Glomerullerin mTOR
boyanma yiizdesi olarak degerleri de, 15 hastada (%29) %5 ve altinda, 25 hastada (%49) %5-
25 araliginda, 7 hastada (%14) %26-50 araliginda, 3 hastada (%6) %51-75 araliginda ve
sadece 1 hastada (%2) %75 ve tizeri glomeriiler mTOR boyanma yiizdesinin oldugu bulundu.

TIA mTOR boyanma yogunluguna gore degerlendirildiginde; 1 hastada (%2) negatif,
13 hastada (%26) zayif pozitif, 20 hastada (%40) orta pozitif, 16 hastada (%32) kuvvetli
pozitif boyanmanin  oldugu goriildi. TIA mTOR boyanma yiizdesine gore
degerlendirildiginde 1 hastada (%2) TIA %5 ve altinda, 9 hastada (%18) TIA %5-25
araliginda, 19 hastada (%38) TIA %26-50 aralifinda, diger 19 hastada (%38) TIA %51-75
araliginda ve sadece 2 hastada (%4) TIA %75 ve iizeri mTOR boyandig goriildii.

PTEN boyanma yogunluguna gore; 1 hastada (%2) negatif, 28 hastada (%56) zayif
pozitif, 11 hastada (%22) orta pozitif, 10 hastada (%20) kuvvetli pozitif oldugu goriildii.
PTEN boyanma yiizdesine gore de 1 hastada (%2) %0, 16 hastada (%32) <%15 fokal, 17
hastada (%34) %15-50 regional, 16 hastada (%32) >%50 diffiiz olarak PTEN boyamasinin
oldugu bulundu.

Calismaya alman 52 hastada TIA TGF-pl boyanma sonuglari elde edildi.
Bunlardan 9 hastada TGF-B1 negatif bulunurken (%17), 30 hastada TGF-B1 <%25 olarak
boyandi (%58). 12 hastada %26-50 araliginda boyanirken (%23), sadece 1 hastada %51-75
araliginda TGF-B1 boyandigini gordiik (%2).
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Calismamizin ana amaci olarak pauci-immiin kresentik
hastalarinin renal biyopsi materyallerinde arastirdigimiz mTOR yolaginin
olan PTEN ve TGF-B1 ile yapilmis immunhistokimyasal boyanma verileri

gostergeleri

Tablo-4, Tablo-5 ve Tablo-6’da belirtildi.

glomertilonefrit

sekonder

Tablo-5: Hastalarin glomeruler ve tiibiilointerstisyel alan mTOR boyanma yogunlugu skorlari

Negatif Zayif Pozitif | Orta Pozitif Giglii Pozitif
Glomeruler mTOR yogunlugu,n, % | 9, (17,6) 38, (74,5) 4,(7,8) 1, (2)
TiA mTOR yogunlugu, n, % 1,(2) 13, (26) 20, (40) 16, (32)
PTEN yogunlugu, n, % 1, (2) 28, (56) 11, (22) 10, (20)

*mTOR: mammalian target of rapamycin, PTEN: phosphatase tensin homolog, TIA: tiibiilointerstisyel

alan

d

Figiir-11: Bobrekte glomeruler alanda 10x biiylitmede 1 pozitif (a) ve 20x biiyiitmede 1

pozitif (b) mTOR boyanmasi
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Figiir-12: Bobrekte tiibiilointerstisyel alanda 20x biiyiitmede 2 pozitif (a) ve 10x bﬁyﬁfmede
(b) 3 pozitif mMTOR boyanmasi

Tablo-6: Hastalarin glomeruler ve tiibiilointerstisyel alan mTOR boyanma yiizdesi skorlar1

< %5 %5 - %25 %26 - %50 %51 - %75 > %75
Glomeruler mTOR 15, (29,4) | 25, (49) 7, (13,7) 3, (5,9) 1, (2)
boyanma yiizdesi, n, %
TiA mTOR boyanma 1, (2) 9, (18) 19, (38) 19, (38) 2, (4)
ylizdesi,n, %

*MmTOR: mammalian target of rapamycin, TIA: tiibiilointerstisyel alan, Glomerulde 51 hasta,
tiibiilointerstisyel alanda 50 hasta mTOR ile boyanmistir.

Tablo-7: Hastalarin PTEN ve TGF-f1 boyanma yiizdesi skorlar1

PTEN boyanma yiizdesi, n, %

TGF-B1 boyanma yiizdesi, n, %

Negatif 1, (2) Negatif 9, (17,3)
< %5 fokal 16, (32) < %25 30, (57,7)
%15 - %50 regional 17, (34) %26 - %50 12, (23,1)
> %50 diffiiz 16, (32) %51 - %75 1, (1,9)

PTEN: phosphatase tensin homolog, TGF-B1: tumor growth factor beta 1
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Figiir-13: Bobrekte glomeruler alanda 20x biiylitmede 2 pozitif (a) ve tiibiilointerstisyel
alanda 10x biiylitmede 3 pozitif (b) PTEN boyanmasi
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Figiir-14: Bobrekte glomeruler ve tiibiilointerstisyel alanda 20x biiylitmede 3 pozitif (a) ve
10x biiyiitmede negatif (b) TGF-f1 boyanmasi

Bobrek biyopsisinde immunohistokimyasal TGF-f1 ve PTEN boyanma ylizdesi
arasinda anlamli pozitif korelasyon (p=0,032) oldugu gériildii. TIA mTOR boyanma yiizdesi
ile kresent yiizdesi arasinda da anlamli pozitif korelasyon (p=0,021) bulundu. TiA mTOR
boyanma yiizdesi ile tedavi yanit1 arasinda anlamli pozitif korelasyon (p=0,048) goriildii.
Glomeruler mTOR boyanma yogunlugu ile tedaviden fayda saglama, kresent yiizdesi,
fibrozis, skleroz yiizdesi ve ANCA pozitifligi arasinda anlamli olmayan negatif korelasyon
oldugunu gozledik (sirastyla p=0,806 r=-0,041, p=0,381 r=-0,125, p=0,215 r= -0,176,
p=0,928 r=-0,013, p=0,468 r=-0,107). Glomeruler mTOR boyanma yiizdesi ile tedaviden
fayda gorme, kresent orani, ANCA pozitifligi arasindaki iliskiler (sirasiyla p=0,733, p=0,716,
(p=0,536) anlamli degildi. TIA mTOR boyanma yogunlugu ile tedaviden fayda gérme ve
kresent ylizdesi arasinda da anlamli iliski saptanmadi (sirasiyla p=0,312, p=0,708).

TGF-B1 ile kresent yiizdesi ve TGF-B1 ile tedavi oncesi kreatinin degeri arasindaki
iliski de anlamli degildi (sirasiyla p=0,746, p=0,272). TGF-B1 ile ANCA pozitifligi ve
tedaviden fayda saglanmasi arasinda anlamli olmayan negatif korelasyonun oldugu gozlendi
(sirastyla p=0,725, r=- 0,052 ve p=0,560, r=-0,095).

Glomeriiler mTOR boyanma yogunlugu ile tedaviden fayda gorme, kresent yiizdesi,
fibrozis, skleroz yiizdesi, ANCA pozitifligi arasinda anlamli olmayan negatif korelasyon
mevcuttu. (Sirastyla p=0,806, r=-0,041, p=0,381, r=-0,125, p=0,215, r=-0,176, p=0,928, r= -
0,013, p=0,468, r=-0,107).

TIA mTOR boyanma yiizdesi ve ANCA pozitifligi arasinda istatistiksel —olarak
anlamli olmayan negatif korelasyon oldugu (p=0,516, r=-0,097) gézlendi.

ANCA pozitifligi ile tedavi yanit1 arasinda istatistiksel olarak anlamli olmayan
negatif iligki (p=0,503, r=-0,103) saptandi. PTEN yiizdesi ile kresent yiizdesi, tedavi dncesi
kreatinin, tedaviye yanit ve ANCA pozitifligi arasinda da anlamli iliski bulunmadi (sirasiyla
p=0,179, p=0,384, p=0,697, p=0,516). Tedavi yanit1 ile PTEN boyanma yogunlugu ve PTEN
boyanma yiizdesi arasinda istatiksel olarak anlamli olmayan negatif korelasyon oldugunu
bulduk (sirasiyla p=0,221, r= -0,203 ve p=0,697, r= -0,065).Bulgular asagida tablo-8’de
gosterilmistir.

Tablo-8: Degiskenlerin birbiriyle Spearman analizine gore korelasyon verileri
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TIA PTEN TGF-B1 Kresent Tedavi Tedaviye ANCA
mTOR yiizdesi yiizdesi oncesi yanit pozitifligi
yiizdesi rve p rvep r ve p kreatinin r ve p rve p
rvep degeri degeri degeri r ve p degeri degeri
degeri degeri
TiA mTOR r=0,229 r=0,120 r=0,325 r=0,060 r=0,318 r=- 0,097
ylizdesi p=0,114 p=0,411 p=0,021 p=0,686 p=0,048 p=0,516
PTEN vyiizdesi r=0,229 r=0,307 r=0,193 r=0,129 r=- 0,065 r=0,043
p=0,114 p=0,032 p=0,179 p=0,384 p=0,697 p=0,773
TGF-B1 r=0,120 r=0,307 r=0,028 r=- 0,158 r=- 0,095 r=- 0,052
p=0,411 p=0,032 p=0,746 p=0,272 p=0,560 p=0,725
Kresent yiizdesi | r=0,325 r=0,193 r=0,028 r=0,145 r=0,245 r=0,142
p=0,021 p=0,179 p=0,746 p=0,286 p=0,105 p=0,301
Tedavi 6ncesi r=0,060 r=0,129 r=-0,158 r=0,145 r=0,115 r=0,195
kreatinin p=0,686 p=0,384 p=0,272 p=0,286 p=0,451 p=0,153
Tedaviye yanit r=0,318 r=- 0,065 r=- 0,095 r=0,245 r=0,115 r=-0,103
p=0,048 p=0,697 p=0,560 p=0,105 p=0,451 p=0,503
ANCA pozitifligi | r=-0,097 r=0,043 r=- 0,052 r=0,142 r=0,195 r=-0103
p=0,516 p=0,773 p=0,725 p=0,301 p=0,153 p=0,503

*mTOR: mammalian target of rapamycin, PTEN: phosphatase tensin homolog, TGF-p1:
tumor growth factor beta 1, ANCA: anti-neutrophil cytoplasmic antibodies

Renal biyopsilerinde pauci-immiin kresentik glomeriilonefrit tanist konulan ve
immiinsupresif tedavi i¢in kontrendikasyonu olmayan, toplam 53 hastadan 39 hasta pulse
kortikosteroid (KST) ve siklofosfamid seklinde indiiksiyon tedavisi almisti. 7 hastaya pulse
KST tedavisi sonrasi1 enfeksiyon gelismesi nedeniyle siklofosfamid verilememisti. 6 hasta
aktivite indeksi diisiik, kronisite indeksi yiliksek olmasi nedeniyle yaslar1 da dikkate alinarak
siklofosfamid tedavisine uygun goriilmemisti. pulse KST ve siklofosfamid indiiksiyon tedavi
sonrast oral steroid + azatiyoprin seklinde immiinsupresif tedavisi devam edilmis hasta
sayist 10°dur. Yedi hastaya Rituximab, 2 hastaya da Eculizumab verilmistir. Tan1 kondugu
anda hemodiyaliz ihtiyac1 olan hasta sayisi 14’tir. Toplam 18 hastaya plazmaferez
baslanmustir.

ANCA pozitif 25 hastanin immunsupresif tedavi sonrasi, serum kreatinini 3,2+1,8
(1,4-5)mg/dL, ANCA negatif olan 20 hastanin da ortalama serum kreatinini 2,1+2,0 (1,4-5)
mg/dL saptanmis olup, ANCA pozitif ve negatif gruplar arasinda immunsupresif tedavi
sonrasi serum kreatinin diizeyleri arasinda anlamli iligski bulunmadi (p=0,857).

Tedavi sonrasi serum kreatinin degerlerinde diigme gozlenen veya kreatinin degerleri
progresyon gostermeyen hastalar, tedaviye yanit veren hasta grubu olarak
degerlendirildiginde; 9 hastanin (%20 ) tedaviye yanit vermedigi, geri kalan 36 hastada (%80)
immunsupresif tedavi cevabinin oldugu goriildii. Her iki grup arasindaki fark anlamliydi
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(p<0.001). ANCA pozitif ve negatif hastalarin serum kreatinin diizeyi ile immunsupresif
tedavi yanitlar1 arasinda anlamli iliski saptanmadi ( sirasiyla p=0,243 ve p=0,101).

Tedavi boyunca 20 hastanin (%37) hemodiyaliz ihtiyaci olurken, bu hastalardan 3
tanesi (%15) tedavi siireci iginde sonradan hemodiyaliz ihtiyaci gosterdi..

Hastalarin sagkalim agisindan verileri incelendiginde ANCA pozitif olgular ile
sagkalim arasinda anlamli olmayan negatif korelasyon saptand: (p=0,874 r= -0,028). ANCA
negatif olgular ile sagkalim arasinda da anlaml iliski yoktu (p=0,527). ANCA pozitif
hastalarin tedavi Oncesi serum kreatinin diizeyleri ile sagkalim arasinda anlamli iligki
saptanmadi (p=0,380). Kadin ve erkek cinsiyete gore serum kreatinin degerleri ile sag kalim
arasinda anlaml iligki saptanmadi (sirasiyla p=0,614, p=0,387). Kadinlarin kresent yiizdeleri
ile sagkalim arasi anlamli iliski saptanmazken (p=0,746), erkeklerin kresent yiizdeleri ile
sagkalim arasinda anlamli iliski saptandi (p=0,027). Bulgular tablo 9 ve 10’da gosterildi.

Tablo-9: Gruplarin ortalama kreatinin ve kresent ylizdesi sonuglart

BULGULAR | Sonug
Kadin ortalama kreatinin (mg/dL ) 3,3+2,2
Erkek ortalama kreatinin (mg/dL) 4,4+4,4
Kadin ortalama kresent ylizdesi 29,8+19,5
Erkek ortalama kresent yiizdesi 43,6+23,5
ANCA + hasta ortalama kreatinin (mg/dL ) 4,3+4,2
ANCA — hasta ortalama kreatinin (mg/dL) 3,4+2,0

ANCA + hasta tedavi sonrasi ortalama kreatinin (mg/dL) 3,2+1,8
ANCA - hasta tedavi sonrasi ortalama kreatinin (mg/dL) 2,1+2,0

*ANCA: anti-nétrofilik sitoplazmik antikor

Tablo-10: Degiskenlerin birbirleriyle Spearman analizine gore korelasyon verileri
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Kadin Erkek Kadin Erkek ANCA ANCA ANCA ANCA ANCA + ANCA - immunsup | Sagkalim

kresent kresent kreatinin kreatinin pozitif negatif pozitif negatif tedavi tedavi tedaviye

ylzdesi ylzdesi hastalar hastalar kreatinin kreatinin sonrasl sonrasl yanit

kreatinin kreatinin

Kadin r=0,422 r=0,090 r=-0,194 r=-0,087 r=-0,100 r=-0,310 r=0,394 r=-0,058 r=0,015 r=-0,172 r=-0,063
kresent p=0,023 p=0,650 p=0,312 p=0,653 p=0,674 p=0,102 p=0,070 p=0,784 p=0,949 p=0,381 p=0,746
ylzdesi
Erkek r=0,422 r=-0,009 r=-0,260 r=-0,178 r=-0,200 r=0,012 r=0,098 r=0,205 r=0,171 r=-0,208 r=0,411
kresent p=0,023 p=0,964 p=0,173 p=0,356 p=0,398 p=0,949 p=0,665 p=0,326 p=0,471 p=0,288 p=0,027
ylzdesi
Kadin r=0,090 r=-0,009 r=0,022 r=-0,173 r=-0,021 r=0,142 r=0,308 r=-0,039 r=-0,042 r=0,209 r=-0,100
kreatinin p=0,650 p=0,964 p=0,913 p=0,380 p=0,930 p=0,471 p=0,163 p=0,854 p=0,859 p=0,295 p=0,614
Erkek r=-0,194 r=-0,260 r=0,022 r=0,004 r=0,351 r=-0,066 r=-0,039 r=0,067 r=0,075 r=0,124 r=-0,167
kreatinin p=0,312 p=0,173 p=0,913 p=0,983 p=0,129 p=0,735 p=0,863 p=0,751 p=0,753 p=0,529 p=0,387
ANCA r=-0,087 r=-0,178 r=-0,173 r=0,004 r=0,350 r=0,053 r=-0,348 r=0,119 r=0,010 r=-0,347 r=-0,028
pozitif p=0,653 p=0,356 p=0,380 p=0,983 p=0,130 p=0,766 p=0,113 p=0,570 p=0,967 p=0,044 p=0,874
hastalar
ANCA r=-0,100 r=-0,200 r=-0,021 r=0,351 r=0,350 r=0,000 r=-0,243 r=-0,400 r=-0,083 r=. r=0,150
negatif p=0,674 p=0,398 p=0,930 p=0,129 p=0,130 p=1,000 p=0,302 p=0,080 p=0,729 p=". p=0,527
hastalar
ANCA r=-0,310 r=0,012 r=0,142 r=-0,066 r=0,053 r=0,000 r=-0,342 r=0,190 r=-0,058 r=0,209 r=0,155
pozitif p=0,102 p=0,949 p=0,471 p=0,735 p=0,766 p=1,000 p=0,119 p=0,363 p=0,809 p=0,243 p=0,380
kreatinin
ANCA r=0,394 r=0,098 r=0,308 r=-0,039 r=-0,348 r=-0,243 r=-0,342 r=-0,059 r=0,146 r=0,368 r=0,073
negatif p=0,070 p=0,665 p=0,163 p=0,863 p=0,113 p=0,302 p=0,119 p=0,796 p=0,539 p=0,101 p=0,745
kreatinin
ANCA + r=-0,058 r=0,205 r=-0,039 r=0,067 r=0,119 r=-0,400 r=0,190 r=-0,059 r=0,043 r=-0,010 r=-0,204
tedavi p=0,784 p=0,326 p=0,854 p=0,751 p=0,570 p=0,180 p=0,363 p=0,796 p=0,857 p=0,964 p=0,327
sonrasi
kreatinin
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ANCA - r=0,015 r=0,171 r=-0,042 r=0,075 r=0,010 r=-0,083 r=-0,058 r=0,146 r=0,043 r=. r=0,010
tedavi p=0,949 p=0,471 p=0,859 p=0,753 p=0,967 p=0,729 p=0,809 p=0,539 p=0,857 p=". p=0,967
sonrasl
kreatinin
immunsup | r=-0,172 r=-0,208 r=0,209 r=0,124 r=-0,347 r= r=0,209 r=0,368 r=-0,010 r=. r=0,028
tedaviye p=0,381 p=0,288 p=0,295 p=0,529 p=0,044 p=. p=0,243 p=0,101 p=0,964 p=". p=0,856
yanit
Sagkalim r=-0,063 r=0,411 r=-0,100 r=-0,028 r=-0,028 r=0,150 r=0,155 r=0,073 r=-0,204 r=0,010 r=0,028

p=0,746 p=0,027 p=0,614 p=0,874 p=0,874 p=0,527 p=0,380 p=0,745 p=0,327 p=0,967 p=0,856

*ANCA: anti-nétrofilik sitoplazmik antikor, .=hesaplanamadi
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, pauci-immun kresentik glomerulonefrit tanis1 konmus hastalarin bobrek
biyopsileri, retrospektif olarak ¢ikarilarak, hastalik patogenezinde m-TOR yolaginin 6nemli
etkisinin olup olmadigini ve bu hastalarda mTOR yolaginin, potansiyel tedavi hedefi olarak
goriilebilir mi sorusunu degerlendirmeyi hedefledik.

Calismamizdaki hastalarin yas ortalamasi 54,4+14.3 (20-79) yil ve erkek/kadin orani
da esitti. Hastalarin tedavi oncesi serum kreatinin degerleri 4,143,6 mg/dL ve ortalama takip
siiresi 37,7+26,7 ay idi. Kuzey Karolina Universitesi nefroloji laboratuvar1 sonuglarinda
pauci-immiin kresentik glomerulonefrit vakalarinda yas ortalamasi 56, erkek/ kadin orani
1/1,09, ortalama serum kreatinin degeri 6,5 mg/dL ve 24 saatlik idrarda proteiniiri 1,94 gr
oldugu bildirilmis (1). Jennette’ in Amerika’da yaptig1 bir ¢calismada ise hasta yas1 57,0£17,5
yil, erkek-kadin orani1 1,13/1, serum kreatinin degeri de 5,84+4,6 mg/dL olarak rapor edilmis
(144). Calismamizda elde ettigimiz sonuglar ile bu iki ¢alismanin hasta demografik verileri
arasinda benzerlik goriilmektedir.

Pauci-immiin kresentik glomerulonefritlerin  %75-80'inde, ANCA pozitifligi
saptanmaktadir (1,2). Calismamizda da ANCA pozitifligini %60 (33/55) olarak saptadik.
ANCA pozitif olanlar i¢inde, p-ANCA pozitifligini %39 (13/33), c-ANCA pozitifligini de
%61 (20/33) olarak bulduk. Hung ve ark.’nin, Tayvan’li 42 hasta iizerinde yaptigi bir
calismada, ANCA pozitifliginin %62,5 oldugu bildirilmis (145). Ayrica Jennette ve ark. nin,
81 hastay1 degerlendirdigi baska bir calismada da ANCA pozitifligi %87 (%49 p-ANCA,
%38 c-ANCA) olarak rapor edilmis (144). Bu calismalardaki ANCA pozitiflik oranlari
calismamizla benzer bulunurken, hastalarin %80’inde p-ANCA, %20’sinde ise c-ANCA’nin
pozitif saptandig bildirilmis ve ANCA alt tipleri agisindan, ¢aligmamizda cANCA pozitifligi
daha belirginken, bu c¢alismalarda ise pANCA pozitif hastalarin daha fazla oldugu
goriilmektedir.

Pauci immiin kresentik glomeriilonefrit saptanan vakalarin bir kisminda ANCA
pozitifligi saptanmaz. Bu vakalarla ilgili veriler sinirhidir. Caligmamizda ANCA negatif olan
hastalar %39 (22/55) saptanmis olup, Hedger ve arkadaslarinin yaptigi 10 yillik retrospektif
bir ¢alismada, toplam 128 vakanin 35'inde (%27) ANCA negatif olarak bildirilmistir (146).
Taiwan’da yapilan bir calismada ANCA negatiflik orani, bizim bulgumuzla benzer sekilde
%38 olarak rapor edilmis (145). Chapell-Hill ¢aligma grubunun yaptig1 213 hastalik baska bir
caligmada ise %30 olarak saptanmuistir (145,147). Chen ve arkadaglarinin yaptigi bir
caligmada ise ANCA negatif hasta orant %33 olarak saptanmis (148). ANCA negatif
hastalarin renal biyopsilerinde glomeruloskleroz, interstisyel fibrozis gibi kronik lezyonlarin
daha fazla oldugu bildirilmektedir (17). Biz de ¢alismamizda, bu veri ile uyumlu olarak
ANCA negatif hastalarin glomeruloskleroz ortalamasinin daha fazla oldugunu bulduk
(ANCA negatiflerde %29,4+ 29,6, ANCA pozitif hastalarda %23,2+ 21,3). Ancak, fibrozis
ortalama degerleri agisindan bu iki grup arasinda anlamli farklilik yoktu (ANCA negatif
hastalarda 1,23+ 0,5, ANCA pozitiflerde 1,22+ 0,4).

ANCA negatif hastalarin ANCA pozitif hastalara gére daha geng yasta ortaya ciktigi,
daha az pulmoner semptom, daha az konstitiisyonel semptomlar ve daha az bdbrek disi
tutulumla beraber olduklart bildirilmistir (146). Bu raporlar ANCA’nin, pauci-immiin
kresentik glomertilonefritli hastalardaki sistemik hastaligin bir gostergesi oldugunun altini
cizmektedir. Ayrica, ANCA negatif hastalarda nefrotik sendrom prevalansinin daha fazla,
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glomeriiler lezyonlarin daha ciddi, kronisite bulgularmin daha fazla oldugu rapor edilmistir
(148). Bizim calismamizda, ANCA negatif hastalarin 3 tanesi fokal glomerulonefrit, 4 tanesi
kresentik glomerulonefrit, 9 tanesi mikst glomerulonefrit, 6 tanesi de sklerotik
glomerulonefrit grubundaydi. ANCA pozitif hastalarimizda ise aktivite indeksi yliksek olan
kresentik ve mikst grupta 13’er olmak tizere daha fazla sayida hasta bulunmaktaydi. ANCA
pozitif grupta geriye kalan hastalarin 1’1 fokal, 6’s1 sklerotik gruptaydi. Bu bakimdan, literatiir
ile uyumlu bulgular saptandi. Chiu ve ark. ¢aligmasinda ANCA pozitif hastalarin yasi 59,
ANCA negatif hastalarin da 45 yas olarak saptanmis. Bizim g¢alismamizda ANCA negatif
hastalarimizin yas ortalamasi 52, ANCA pozitif olanlarin ise 55 yas olmak lizere ANCA
pozitif hastalarin yas ortalamasi daha fazlaydi ve bu yonden diger ¢alismalar ile uyumluydu,
ancak yaglar aras1 farklilik istatiksel olarak anlamli degildi (p=0,996). Calismamizda ANCA
pozitif hastalarin kresent ortalamasi %43,06+£22,5, ANCA negatif hastalarin kresent
ortalamasini da %27,5+18 olarak bulduk. Hung ve ark. tarafindan yapilmis calismada, ANCA
negatifliginin daha az kresent olusumu ile iliskili oldugu gosterilmis (145). Bizim
calismamizda da ANCA negatifliginin daha az kresent olusumu ile iligkili oldugu bulunmus
olup bu agidan sonuglar benzerdir. ANCA negatif hastalarda notrofiller major efektor
hiicrelerdir ve glomeriiler lezyonlarda ve tiibiiliislerde nétrofil hakimiyeti, ANCA pozitif
hastalardan daha belirgindir (17,149). Oksijen radikalleri, litik enzimler, inflamatuvar
sitokinler, glomeriiler endotel hasarina neden olabilmektedir (150). Nétrofil aktivasyonunda,
ANCA’dan bagka otoantikorlarin ve hiicre aracili immiinitenin de rol oynadigi
diistiniilmektedir (151).

Calismamizdaki hastalarin serum kreatinin degerlerini ANCA pozitif hastalarda 4,3+
4,2 (1,4-23) mg/dL, ANCA negatif hastalarda ise 3,4+2,0 (1,4-9) mg/dL olarak bulurken, iKi
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli olmayan, negatif iliski saptadik.(p=0,119 r= - 0,342).
ANCA varligi ile tedavi dncesi serum kreatinin degerleri arasindaki iligki de anlamli degildi
(p=0,153). Tayvan’da Hung ve ark. yaptig1 ¢alismada, ANCA pozitif hastalarin serum
kreatinini 5,7£3,5 mg/dL, ANCA negatif olanlarn da 5,5+2,3 mg/dL bulunmus ve
calismamizda elde ettigimiz sonuca benzer sekilde, iki grup arasinda anlamli fark
saptanmamis (145).

Ulkemizde Ankara Universitesi’nden Sezer ve Diizgiin tarafindan yapilan ¢aligmaya
gore yas ortalamasi, cinsiyet dagilimi, kan iire azotu (BUN), serum kreatinin, immunglobulin,
kompleman diizeyleri, eritrosit sedimantasyon hizi ve glomerulonefrit tipleri yoniinden
ANCA pozitif hastalar ile ANCA negatif hastalar arasinda istatiksel anlamli farkin
gbzlenmedigi bildirilmis (152).

Caligmamizda ortalama glomeriil sayisi 11.6 + 6.1°di (2-40). Glomeriillerin ortalama
kresent yiizdesini %36.7+£22,5 (10-80), ortalama skleroz yiizdesini %26,1£25,7 (10-100),
ortalama fibrozis derecesini 1,2+0,46 (0-3) olarak bulduk. Cinsiyete gore ortalama kresent
yizdesinin dagilimina baktigimizda kadinlarda 9%29,8419,5 (10-75), erkeklerde ise
%43,6+23,5 (10-80) olarak bulduk ve iki cinsiyet arasindaki farki anlamli olarak saptadik
(p=0,023). Jennette ve ark. yaptigi ¢alismada, 76 hastanin 32’sinde glomeriillerin %50 ve
tizeri kresentik oldugu goriilmiis, ortalama kresent orani %43,8 bulunmus (144). Tayvan’da
Hung ve ark. yaptigi calismada, ortalama kresent yiizdesi 48,7£25,2, interstisyel fibroz
2,04£0,7, tiibiiler atrofi 31,7+18,3 olarak bulunmus. Bu c¢alismalarda cinsiyet arasi fark
degerlendirilmemistir (145).
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Calismamizdaki hastalarin, ortalama kresent ytizdesi ile ANCA pozitifligi arasinda
anlamli iliski yoktu (p=0,301). Tedavi oncesi serum kreatinin degeri ile kresent yiizdesi ve
tedavi yanit1 degiskenlerini karsilastirdigimizda aralarinda anlamli iliski bulunmadi (sirasiyla
p=0,286 ve p=0,105). Calismamizda, hastalarin kresent yiizdesi ile fibrozis ve sag kalim
arasindaki iliski de anlamli degildi (sirasiyla p=0,248, p=0,382). Hung ve ark. yaptig
calismada ANCA pozitif hastalarin kresent yiizdesi 57,3+25,1, ANCA negatif hastalarin
kresent ylizdesi 34,2+19,8 olarak bulunmus ve aralarindaki farkin anlamli oldugu saptanmis
(p = 0.003) (145). Yine aymi ¢aligmada glomeriiler kresenti mevcut olan hastalarin, kresent
olmayanlara gore daha kotii prognozlu oldugunu bulmuslar, ancak bu iki grup arasinda yas,
cinsiyet, proteiniiri, tiibiiler atrofi, interstisyel fibrozis ve akut glomeriiler lezyonlar agisindan
anlamli farkin olmadigini bildirmisler (145).

Kalp ve damar diiz kas hiicrelerinde oldugu gibi bobrek dokusunda da mTOR
etkinliginin oldugu gosterilmistir. mTOR sinyal ileti yolu akut bobrek zedelenmesi, diyabetik
nefropati ve polikistik bobrek hastaliklar1 gibi yaygin goriilen renal sistem hastaliklarinda
onemli rol oynamaktadir. mTORKI’in, hiicre biiylimesi ve proliferasyonu diizenleyici
etkisiyle, renal tiibiil hiicrelerinin proliferasyonuna katkida bulunmakla birlikte, tiibiiler hiicre
rejenerasyonu i¢in gerekli oldugu belirtilmistir (153).

Calismamizda pauci-immiin kresentik glomeriilonefrit tanis1 konmus hastalarin renal
biyopsi materyallerinde glomeriiler ve TIA mTOR yolagmin roliiniin olup olmadigini
belirlemek amaciyla, mMTOR ve mTOR yolaginin sekonder gostergeleri olan PTEN ve TGF-
B1 ile immunohistokimyasal boyama gergeklestirdik. Teknik sorunlar nedeniyle mTOR
boyanamayan hastalar ¢ikarildiginda, glomeruler mTOR boyanan hasta saymmiz 51, TIA
mTOR boyanan hasta sayimiz 50 idi. Glomeruler mTOR boyanma yogunluguna goére
calismamizdaki hastalarin %18‘inde negatif (9/51), %74‘lnde zayif pozitif (38/51) ve
%8’inde (4/51) orta pozitif boyanma oldugunu gosterdik. Diger yandan glomeriillerin
boyanma yiizdesine gore de, hastalarin %29’unda (15/51) %5 ve altinda, %49’unda (25/51)
%5-25 araliginda, %14’iinde (7/51) %26-50 araliginda, %6’sinda (3/51) %51-75 araliginda ve
%2’sinde (1/51) %75 ve lizeri aralikta glomeriiler MTOR boyamasinin oldugunu gordiik.

TIA mTOR boyanma yilizdesine gore degerlendirildiginde; %2’si (1/50) %5 ve
altinda, %18’i (9/50) %5-25 araliginda, %38’i (19/50) %26-50 araliginda, %38’i (19/50)
%51-75 araliginda ve %4’ (2/50) de %75 ve ilizeri boyanmisti. Bu konuda literatiirde,
insanlarda mTOR immunohistokimyasal boyama yapilmis olan Mao J ve ark. ile Zhang ve
ark. yaptig1r 2 caligma bulunmaktadir (143,154). Ancak bu caligmalarda glomeruler ve TIA
boyanmasi agisindan ayr1 ayr1 degerlendirme yapilmadigi i¢in karsilastirma yapamadik.

TIA mTOR boyanma yogunluguna gore degerlendirildiginde %2’si (1/50) negatif,
%26’s1 (13/50) zayif pozitif, %40’1 (20/50) orta pozitif, %32’si (16/50) kuvvetli pozitif
boyanmisti. TIA mTOR boyanma yiizdesi acisindan %2 olgimuz (1/50) %5 ve altinda, %18
(9/50) %5-25 araliginda, %38 (19/50) %26-50 araliginda, %38 (19/50) %51-75 araliginda ve
%4 (2/50) %75 ve tizeri olarak TIA’da mTOR boyamasi gosterdigini bulduk. TIA mTOR
boyanma yiizdesi ile kresent yiizdesi arasinda anlamli pozitif korelasyon (p=0,021) vardi.
Kresent miktarinin artmasiyla, mTOR ekspresyonunun arttiginin gdosterilmesi, kresent
olusumunu 6nlemede mTOR yolaginin hedef alinabilecegini gostermesi agisindan Onemli
olabilecegini diisiiniiyoruz. Ayrica TIA mTOR boyanma ylizdesi ile, tedavi yaniti1 arasinda
anlaml pozitif korelasyon (p=0,048) oldugunu gosterdik, bu agidan mTOR ekspresyonunun
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immunsupresif tedaviye yanit verme oranini arttirmasi, mTOR yolagin1 hedefleyen tedavilerin
denenmesi igin aragtirmalara cesaret verici 6zellikte oldugunu ve daha kapsamli calismalar ile
bu sonuclarin desteklenmesi gerektigini diisliniiyoruz.

TIA mTOR boyanma yiizdesi ve ANCA pozitifligi arasinda istatistiksel olarak
anlamli olmayan negatif korelasyon (p=0,516, r= -0,097) tespit ettik. Literatiirde bu iliskiyi
inceleyen bir calismaya rastlamadigimiz i¢in karsilastirma yapamadik. TIA mTOR boyanma
yiizdesi agisindan elde ettigimiz bu verilerin yaninda, TIA mTOR boyanma yogunlugu ile
tedaviden fayda gormesi ve kresent yiizdesi arasinda anlamli iliski saptamadik (sirasiyla
p=0,312, p=0,708). MTOR‘un boyanma yogunlugundan ziyade, mTOR ile boyanan alan
yilizdesinin istatistiksel agidan daha anlamli sonuglarla iligkili olabilecegini diisiiniiyoruz.
Ozellikle TIA mTOR ekspresyonu ile ANCA pozitifligi ve tedavi sonucu arasindaki iliskinin
ortaya konulabilmesi icin hasta sayisinin arttirildigi ek caligmalarin yapilmasi gerektigini
diisiiniiyoruz.

Calismamizda, glomeruler mTOR boyanma yiizdesi ile tedaviden fayda gérme,
kresent orani ve ANCA pozitifligi arasindaki iligki anlamli degildi ( sirasiyla p=0,733,
p=0,716, p=0,536). Glomeruler mTOR boyanma yogunlugu ile tedaviden fayda saglama,
kresent yiizdesi, fibrozis, skleroz yilizdesi ve ANCA pozitifligi arasinda anlamli olmayan
negatif korelasyon oldugunu bulduk (sirasiyla p=0,806 r=-0,041, p=0,381 r=-0,125, p=0,215
r=-0,176, p=0,928 r= -0,013, p=0,468 r= -0,107). Literatiirde mTOR boyanma yogunlugu ile
kresent, skleroz yilizdesi, ANCA pozitifligi, immunsupresif tedaviden fayda saglama
durumunu karsilastiran baska bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizda, PTEN boyanma yogunlugu agisindan %2 (1/50) negatif, %56
(28/50) zay1f pozitif, %22 (11/50) orta pozitif ve %20 (10/50) kuvvetli pozitif olarak bulduk.
PTEN boyanma yiizdesi olarak da %?2’sinde (1/50) boyanma olmazken, %32’si (16/50) <%]15
fokal, %341 (17/50) %15-50 regional, %32’si (16/50) >%50 diffiiz sekilde boyandigini
gosterdik. 52 hastadan elde ettigimiz TGF-1 boyanma sonuglarina gore; bunlardan 9 hastada
TGF-B1 negatif bulunurken (%17 ), 30 hastada TGF-B1 <%25 olarak boyandi ( %58). 12
hastada %26-50 araliginda boyanirken (%23), sadece 1 hastada %51-75 araliginda TGF-f1
boyanmasi oldu (%2). PTEN boyanma yiizdesi degerleri ile gruplar arasi yapilan analizde,
TGF-B1 ve PTEN boyanma yiizdesi arasinda anlamli pozitif korelasyon (P=0,032) oldugunu
gordiik. Bu sonucu, TGF-B1 ve PTEN’in mTOR yolaginin sekonder gdstergeleri olmasina
bagliyoruz. Literatiirde ¢aligmamizla benzer sonuglarin elde edildigi baska ¢alismalar da elde
ettigimiz bu sonucu desteklemektedir (102). PTEN boyanma yiizdesi ile TIA mTOR boyanma
yiizdesi grubu arasindaki iliski anlamli degildi (p=0,114). PTEN yiizdesi ile kresent yiizdesi,
tedavi Oncesi kreatinin, tedaviye yanit ve ANCA pozitifligi arasindaki iliski de dnemsizdi
(swrastyla p=0,179, p=0,384, p=0,697, p=0,516). Diger yandan tedavi yanit1 ile PTEN
boyanma yogunlugu ve PTEN boyanma yiizdesi arasinda istatiksel olarak anlamli olmayan
negatif korelasyon vardi (sirasyla p=0,221 r= -0,203, p=0,697 r= -0, 065). Aradaki farkin
anlamli olmamasina karsin, PTEN boyanma yogunlugu ve yiizdesi arttik¢a, tedaviden fayda
gorme oraninin azaldig goriildii. Burada mTOR ekspresyonunun sekonder gdstergesi olan
PTEN ile elde edilen bu sonucun, tedavi yaklasimi agisindan mTOR inhibisyonu ile tedavide
olumlu sonu¢ elde edilebilecegi yoniinde, genis kapsamli ¢alismalarla desteklenmesi
gerektigini diisiiniiyoruz.
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TGF-B reseptoriiniin uyarilmast hem PI3K hem de SMAD iizerinden hiicre i¢i
yolaklar1 aktive eder (105,106) (Figiir 8). PI3K molekiiliiniin TGF- reseptorii ile fosforile
olmast Akt, mTOR ve S6K1’i aktive eder (105,106). Bu durum S6 kinaz aktivasyonu ve
translasyon artis1 ile devam eder (105). Sonugta protein sentezi artig1 ve hiicre migrasyonunda
artis meydana gelir.

TGF-f’nin  PTEN molekiiliini hem arttirma hem de baskilama yoniinde
etkiledigi daha Onceki ¢alismalarda gosterilmistir. Bu etkisi Ras/Extracellular-signal-
regulated kinase (ERK) yolagmin durumuna goére degisiklik gostermektedir. Ras/ERK yolagi
aktive oldugunda, SMAD4 bagimsiz sinyal yolagi iizerinden TGF-B’nin PTEN iizerine
baskilayict etkisi goriilmektedir. Ancak Ras/ERK yolagi inaktive edildiginde TGF-B klasik
SMAD bagimli yolaktan PTEN molekiiliiniin ekspresyonunu arttirmaktadir (102). Bizim
calismamizda da TGF-B1 ve PTEN boyanma yiizdesi arasinda anlamli pozitif korelasyon
(P=0,032) goriilmesi dolayisiyla; pauci-immun kresentik glomerulonefritte Ras/ERK
yolaginin inaktif olup, klasik SMAD bagimli yolagin aktif olabilecegini diisiindiirtmektedir.
Ancak calismanizda bagka molekiiller veya diger yolaklar ¢alisilmadig i¢in, bu yonde bir
bulgu elde edemedik. Caligmamizda TGF-B1 ile TIA mTOR boyanma yiizdesi arasindaki
iligki anlanmli degildi (p=0,411). Bu durum, teknik nedenlerle mTOR boyamasi1 yapilamayan
hastalarimiz olmasi1 ve hasta sayimizin kisith olmasi ile agiklanabilir. Ayrica TGF-B1 ile
kresent yiizdesi ve tedavi Oncesi kreatinin degerleri arasindaki iliski de anlamli degildi
(swrasiyla p=0,746, p=0,272). TGF-B1 ile ANCA pozitifligi, tedavi fayda orani arasinda
istatiksel anlam1 olmayan negatif korelasyon vardi (sirastyla p=0,725 r=- 0,052, p=0,560 r=-
0,095). Literatiirde pauci-immun kresentik glomeriilonefritte TGF-B1’i inceleyen yapilmisg
baska bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Pauci-immun kresentik glomeriilonefrit tedavisi, immiinsupresif tedavi,
intraven6z immiinglobulin (IVIG), plazmaferez ve immunadsorbsiyon, destek tedavileri ve
diyaliz olmak iizere dort kategoride incelenebilir. Immiinsupresif tedavide kullanilan ajanlar
olarak kortikosterodler ve siklofosfamid, indiiksiyon ve idame tedavide yer alirken,
mikofenolat mofetil (MMF) ve azatioprin idame tedavide sayilabilir (12). Aylik siklofosfamid
tedavisi intravendz (IV) pulse seklinde, remisyon saglanincaya kadar yaklasik 3 ile 6 ay
siireyle 0,5-1 gr/m? dozunda uygulanir. Lokosit sayisi yakindan takip edilerek, 16kosit sayisi
3000/mm?* ve {iizerinde, mutlak noétrofil sayist da 1500 mm?**  {in  {zerinde
olmalidir.Kortikosteroid (KST)tedavisi baslangigta tiim hastalara metilprednizolon (7-15
mg/kg, maksimum 500-1000 mg/giin dozunda) olacak sekilde 3 giin IV pulse seklinde
uygulanir. Ik 3 giinliik pulse tedavisinden sonra 1 mg/kg/giin prednizolon dozunda
(maksimum 60-80mg/giin)oral KST baglanir. Genellikle 2-4 hafta yiiksek doz KST
verildikten sonra doz azaltma semalar ile azaltilir. Eger 6nemli bir iyilesme g6zlenirse steroid
dozu ikinci ayin sonunda 20mg/giin olacak sekilde yavagca azaltilir. KST tedavisinin ortalama
stiresi 6 ile 9 ay arasindadir (1). Klinik remisyonu takiben, relaps riskini azaltmak igin
immiinosupresyonun devam ettirilmesi gerekir. Bu idame tedavisinin siiresi degisebilir.
Siklofosfamidin uzun donemde kullanimi, 6nemli toksisite olusturabileceginden idame
tedavide siklofosfamid dis1 ilaglar Onerilmektedir. Idame tedavi icin azathioprine veya
MMEF’in3-6 ay kadar verilmesi tavsiye edilmektedir. Remisyon saglanmasi 6 aydan daha fazla
zaman alan hastalarda, siklofosfamid birka¢ ay daha uzatilabilir. KST’lerin idame tedavide ek
yarar saglamadig1 ve tedaviye cevap alindiginda da (genelde 1 ay sonra) dozunun azaltilmasi
gerektigi diisiiniilmektedir. KST tedavisinin ortalama siiresi 6 ile 8 aydir (1,12). Baslangicta
ya da sonradan, diyaliz ihtiyac1 olan ve immiinosupresyondan 2-3 ay sonra bdbrek
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fonksiyonlarmin diizelmedigi hastalarda, morbidite ve mortaliteyi en aza indirmek i¢in asir1
immiinosupresyondan kaginilmasi 6nerilmektedir (1).

Tedaviye direngli olgularda, IVIG uygulamalari, antikor olusumunda azalma,
kompleman aktivasyonunun baskilanmasi, kompleman bagimli hasarin ve diger immiin
modiilator olaylarin baskilanmasi, zararl antikorlar1 notralize eden anti-idiyotipik antikorlarin
olusumu yoluyla yarar saglamaktadir (155,156). Dolasimda bulunan ve inflamasyonu uyaran
antikorlarin, immiin komplekslerin, fibrinojenin ve komplemanin plazmaferez veya
immiinoadsorbsiyon ile mekanik klirensi de hastalik siirecine olumlu yonde katkida
bulunabilir. Plazmaferez, se¢ilmis Wegener Graniilomatozu ya da mikroskopik polianjitis
hastalarinda, anti-GBM antikorlu ve ciddi pulmoner hemorajili ANCA pozitif hastalarda,
yiiksek doz siklofosfamid ve KST kombinasyonuna ragmen, pulmoner hemorajisi olan
hastalarda, basvuru sirasinda serum kreatinin diizeyi 5.8 mg/dL iizerinde olan veya diyalize
ihtiya¢ duyan hastalarda plazma degisimi 6nerilmektedir (59). Tedaviye ragmen, ¢ogu hastada
bobrek fonksiyonlar: kotiilesebilir. Diyaliz ve bobrek transplantasyonuna ihtiya¢ duyulabilir.
Hizli ilerleyen glomeriilonefritler bobrek transplantasyonundan sonra da tekrarlayabilir (156).

Pauci-immun glomeriilonefritli hastalarda, immunsupresif tedavi agisindan
literatiir taramasinda calismalarin prognoza ve son donem bdbrek yetmezligi gidisine etki
eden faktorleri inceledigine ve iki tedavi grubunun etkinlik karsilastirmasina rastladik (157).
Calismamiz, glomeriiler ve TIA mTOR ekspresyonu ile immiinsupresif tedavi etkinligi ve
tedavi sonras1 kreatinin degerlerini ve tedavi yamitim karsilastiran ilk calismadir.
Calismamizda renal biyopsilerinde pauci-immiin kresentik glomeriilonefrit tanis1 konulan ve
immiinsupresif tedavi i¢in kontrendikasyonu olmayan toplam 53 hastadan 39 hasta pulse KST
ve aylik siklofosfamid seklinde indiiksiyon tedavisi almisti. 7 hastaya pulse KST tedavisi
sonrast enfeksiyon gelismesi nedeniyle siklofosfamid verilememisti. 6 hasta aktivite indeksi
diisiik, kronisite indeksi yiiksek olmasi nedeniyle yaslari da dikkate alinarak siklofosfamid
tedavisine uygun goriillmemisti. Pulse KST ve siklofosfamid indiiksiyon tedavi sonrasi oral
steroid+ azatiyoprin  seklinde idame immiinsupresif tedavi devam edilmis, 7 hastaya
Rituximab, 2 hastaya da Eculizumab verilmistir. Tan1 kondugu anda hemodiyaliz ihtiyaci olan
hasta sayis1 14’ tiir. Toplam 18 hastaya plazmaferez baslanmistir. Tedavi boyunca
hemodiyalize giren hasta sayis1 20 olup orani %37 (20/53) idi. Bu hastalardan 3 tanesi tedavi
siireci i¢inde sonradan hemodiyalize baglandi. Tedavi sonrasi serum kreatinin degerlerinde
diisme gozlenen veya kreatinin degerleri progresyon gostermeyen hastalar, tedaviye yanit
veren hasta grubu olarak degerlendirildiginde; 9 hastanin (%20 ) tedaviye yanit vermedigi,
geri kalan 36 hastada tedavi cevabinin oldugunu bulduk. Her 2 grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.001). Takiplerinde 9 hastanin eksitus olmus olmasi ve 5
hastanin da izlem dis1 kalmasi nedeniyle toplam 14 hastanin immunsupresif tedavi sonrasi
kreatinin degerleri elde edilememistir. Bu hastalar ¢ikarildiktan sonraki hastalarin tedavi
sonrasit serum kreatinin degerlerini 2,842,0 (1,4-5) mg/dL olarak bulduk ve tedavi &ncesi
degerlerle karsilastirildiginda aradaki fark anlamliydi (p<0,001).

Calismamizda yer alan 9 hasta eksitus oldu. Eksitus nedenleri 1 hastamizda enfektif
endokardit nedeniyle kardiyoembolik serebral infarktiis, 1 hastada intrakranial kanama ve
herniasyon, 1 hastada bobrek biyopsisi sonrasi batin i¢i kanama ve postoperatif solunum
yetmezligi, 1 hastadaz masif pulmoner hemoraji ile solunum yetmezIligi, 4 hasta
pndmosepsis ve septik sok, 1 hastada ndtropenik ates ve lirosepsis olarak bulundu.
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Caligmamizdaki ANCA pozitif hastalarin immiinsupresiif tedavi sonrasi serum
kreatinini 3,2+1,8 (1,4-5) mg/dL olurken, ANCA negatif olanlarin ise serum kreatinini
2,1+£2,0 (1,4-5) mg/dL olarak saptadik. Tedavi sonrasi serum kreatinin degerlerinde diisme
gbzlenen veya kreatinin degerleri progresyon gostermeyen hastalar, tedaviye yanit veren
hasta grubu olarak degerlendirildi. Tedaviye yanit veren 36 hastanin 21’i ANCA pozitif
(%58), 15’1 ANCA negatitfi (%42). Tedaviye yanit vermeyen 9 hastanin 6’s1t ANCA pozitif
(%67), 3’0 ANCA negatifti (%33). 9 hastamiz eksitus oldugu ve 5 hastamiz da izlem dist
kaldig1 i¢in tedavi yanit1 degerlendirilemedi.

Literatirde ANCA pozitif ve negatif pauci-immun kresentik glomeriilonefrit
hastalarinin tedavi yanitini degerlendiren bir ¢calismaya rastlamadik. Gans R. ve ark tarafindan
1993 yilinda yayinlanmis bir ¢alismada, hastalarda yiiksek kronisite ve diisiik aktivite indeksi
olmasinin, immiinsiipresif tedaviye ragmen, daha yiiksek renal fatalite oranimi 6ngérdigii
belirtilmis (158). Hastaya tedavi karar1 verilmesi konusunda hastanin yasi, tedavi oncesi
bobrek fonksiyon kaybi ve renal biyopsi bulgulari dikkate alinirken, ANCA negatif pauci-
immun glomeriilonefrit hastalariin 70 yas tizeri, agir renal fonksiyon kaybi ( 3 aydan uzun
stirede serum kreatinin diizeyinin ikiye katlanmasi) ve/veya bobrek biyopsisinde yiiksek
kronisite indeksi (kronik glomertiiler lezyon yiizdesi >%30) olmasi durumunda immiinsupresif
tedavinin kesilebilecegi bildirilmektedir (145).

Hastalar1 sag kalim yoniinden inceledigimizde, ANCA pozitifligi ile sag kalim arasinda
anlamli olmayan negatif korelasyon saptadik (p=0,874, r=-0,028). ANCA negatif olgular ile
sag kalim arasinda anlamli iliski yoktu (p=0,527, r=0,150). ANCA pozitif ve negatif
hastalarin tedavi Oncesi serum kreatinin diizeyleri ile sag kalim arasinda da anlamli iliski
bulunmadi ( sirasiyla p=0,380, p=0,745).

Cinsiyete gore ortalama kresent ylizdesinin dagilimina baktifimizda kadinlarda
%29,8+19,5 (10-75), erkeklerde ise %43,6+23,5 (10-80) olarak bulduk ve iki cinsiyet
arasindaki farki anlamli olarak saptadik (p=0,023). Kadinlarin kresent yiizdeleri ile sag kalim
arast anlaml iligki saptanmazken (p=0,746), erkeklerin kresent yiizdeleri ile sag kalim
arasinda anlamli iliski oldugunu saptadik (p=0,027). Bunu erkek hasta grubumuzdaki kresent
oranlarinin daha fazla olmasina bagladik. Kresent oranlari agisindan homojen gruplar
olusturulmak suretiyle tedavi etkinliginin degerlendirilmesi gerektigini diisiiniiyoruz. Kadin
ve erkek cinsiyetin serum kreatinin degerleri ile sag kalim arasinda anlamli iligki yoktu
(sirastyla p=0,614, p=0,387). Kresentik glomeriilonefritte tiibiiler atrofi, interstisyel fibrozis,
kresent yiizdesi, sklerotik glomeriil yilizdesi, damar vaskiiliti varligi, kresentlerin fibroz
olmasi, ileri yas, yliksek kreatinin degerleri kotli prognostik faktorler olarak tanimlanmustir.
Normal glomeriil orani ve kresentlerin seliiler olmasi ise iyi prognoz Kkriteri olarak
gosterilmektedir (18, 159).

Calismamizda TIA mTOR boyanma yiizdesi ile immiinsupresif tedaviye yanit
degiskenleri karsilastirildiginda, anlamli pozitif korelasyon bulduk (p=0,048). Bu sonug,
pauci-immun kresentik glomeriilonefrit tanili hastalarda, mTOR yolaginin patogenezde aktif
olabilecegini ve ileride immiinsupresif tedavi segenekleri arasinda, mTOR inhibitorleri
kullaniminin da yer alabilecegini diislindiirtmektedir.

Mao J. ve ark. yaptig1 bir calismada kresentik glomeriilonefritli 14 hastada,
immiinhistokimyasal olarak P-S6 ve p-4EBP1 boyama sonrasinda selliiler, mikst selliiler
kresentlerde ve tiibiillerde mTORCI1 aktivasyonunun anlamli derecede yiiksek oldugu ve
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bdylece kesentik glomeriilonefrit hastalarinda mTOR yolaginin aktive oldugunu belirtmisler
(154). Daha sonra bu farelere mTORC]1 aktivasyonunu inhibe etmek icin giin asir1 1 mg/kg
Rapamisin intraperitoneal olarak 5 hafta boyunca verilmis. Rapamisin ile saglanan mTORCI1
inhibisyonunun, farelerde yeni hiicresel kresent olusumunu engelledigi ve ayni zamanda
tedavi baslangicinda glomeriillerde bulunan 6nceki kresentleri de yok ettigini gostermislerdir.
Rapamisin tedavisinden sonra hiicresel kresentlerin azaltilmasina yonelik mekanizmalar net
olmamakla birlikte bu verilerin, kresentik glomeriilonefritli hastalar1 i¢ine alan rapamisin
tedavisi icin klinik bir perspektif onermekte oldugunu bildirmislerdir. Sonugta mTORC1
inhibisyonunun, kresentik glomeriilonefritli hastalarin  tedavisinde terapotik degeri
olabilecegini diisiindiirdiiglinii bildirmislerdir (154).

Kurayama R. ve ark. fareler iizerinde yaptig1 deneysel bir ¢alismada, mTORCI sinyal
yolagi ve L-tipi amino asit tasiyicisinin (LAT) memeli hedefinin potansiyel roliinii
arastirmiglar ve deneysel olarak kresentik gomeriilonefrit indiiklenmis farelerde, glomeriiler
parietal epitel hiicrelerinde ve podositlerde, kresent olusumundan 6énce mTORC1'in aktive
oldugunu ve hiicrelerin plazma zarindaki LAT2'min fonksiyonel aktivitesinin, mTORCI1
sinyal yolagini uyardigini gostermisler. Kresentik glomeriilonefrit igin terapdtik ajanlarin
olas1 bir aday1 olarak everolimus'un doz ve zamana bagl etkilerini arastirmak i¢in daha fazla
calisma gerektigini bildirmislerdir (160).

Zhang ve ark. kresentik glomeriilonefritli hastalarin bobrek biyopsilerinde mTOR
yolaginin roliinii belirlemek i¢in yaptig1 bir ¢caligmada, hastalik gruplarinin hepsinde kontrol
grubuna gore renal tiibiillerde, glomerulun parietal ve visseral epitelinde, mTOR ve p-
p70S6K sinyal upregiilasyonunun oldugunu gostermisler. Cesitli bobrek hastaliklarinin renal
biyopsilerinde, glomeriiler visseral ve parietal epitel ve renal tiibiiler epitelde,
glomerulonefritlerin bir¢ok tipinde artmis proliferatif aktiviteyi belirten dnemli oranda artmus,
mTOR aktivitesinin gozlendigini, kresentlerde artmis fosforile mTOR ve p-p70S6K
ekspresyonunun, mTOR inhibitorlerinin kresentik glomeriilonefritte alternatif tedavi olarak
kullanilabilme ihtimalini gdsterdigini belirtmislerdir (143).

mTOR multi protein komplekslerinin, fibrotik interlokinler iizerine pozitif etkisi
mevcut olup, Liand ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada mTOR’un rapamisin ile
inhibisyonu sonucu, L4, IL6, IL17 ve TGF-f’ nin azaldigi gosterilmistir (161). PTEN
molekiilii ise Akt/PKB’ yi inhibe ederek mTOR yolagini etkiler (162). Rapamisin renal
fibrozisin ilerlemesini yavaslatir ve diyabet disindaki nedenlere bagli kronik bodbrek
hastaliginin (KBH) deneysel modellerinde bobrek yetmezliginin baglamasini geciktirir (163).
KBH’nin progresyonunu tesvik eden olaylar; glomerular hipertrofi, proinflamatuar ve
profibrotik sitokinlerin artan ekspresyonu, enflamatuar hiicreleri tarafindan interstisyumun
infiltrasyonu ve renal fibrozisi igerir. Siganlarda ilerleyici membrandz nefropati modeli olan
Heymann nefritinde, rapamisin ile mTOR inhibisyonu glomeriiler hipertrofiyi diizeltir,
proinflamatuar ve  profibrotik  sitokinlerin  bobrekteki — ekspresyonunu  azaltmus,
tiibiilointerstisiyel inflamasyon ve fibrozis gelisimini yavaglatmistir. KBH ilerlemesi iizerine
rapamisinin, bes ana yararl etkisi glomeriiler hipertrofinin azaltilmasi, proinflamatuar ve
profibrotik sitokinlerin {retiminin azaltilmasi, interstisyel inflamasyonun iyilestirilmesi,
azalan fibroblast proliferasyonu ve epitel-mezenkimal transformasyon inhibisyonudur (163).

mTOR inhibitorlerinden sirolimus’un FKBP-12’ye afinitesi, everolimusa gore daha
fazladir. T hiicre uyariminda sinyal- 3 ad1 verilen yolu bloke ederler. mTOR inhibisyonu ile
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de sitokin aracili sinyal iletisini ve hiicre bdoliinmesini, lenfositlerin sitokin ve biiyiime
faktorlerine olan yanitlarini da bloke ederler. Yeni ribozomal protein sentezini inhibe ederek,
hiicreler boliinme siklusunun G1-S fazinda dururlar. IL-2 ve IL-4 aracili T ve B lenfosit
proliferasyonu da engellenir. Bu inhibisyondan hem immun hem de nonimmun hiicreler
etkilenir.  Fibroblast, endotel hiicreleri, hepatositler ve diiz kas gibi hiicrelerin growth
faktorlere (FGF, PDGF, VEGF, TGF-beta) olan yanitlarini inhibe ederler (164).

Calismamizin kisithiliklari; retrospektif olarak renal biyopsilerin incelenmis ve veri
toplama i¢in rutin klinik izlem bilgilerinin kullanilmis olmasi, immiinhistokimyasal boyanma
sirasinda yasanan teknik sorunlar ve hasta sayimizin kisitl olmasidir.

Sonug olarak, pauci-immun kresentik glomeriilonefritli hastalarda mTOR yolaginin
aktif oldugunu ve hastalik patogenezinde onemli olabilecegini ve mTOR inhibitorleri gibi
alternatif tedavi segeneklerinin tedavide kullanilabilmesi i¢in daha genis hasta katilimli,
prospektif calismalara ihtiya¢ oldugu kanisinday1z.
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