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OZET

LEISHMANIASIS’IN FARKLI EVRELERINDEKI KOPEKLERDE FIBROBLAST
BUYUME FAKTORU-23 VE ALFA-KLOTHO KONSANTRASYONLARI iLE
ILISKiLi PARAMETRELERIN DEGERLENDIRILMESI

Giiltekin G. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya
(Veteriner) Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2022.

Amag: Bu calismada saglikli ve Leishmaniasis’in farkli evrelerindeki kdpeklerde Fibroblast
Biiyiime Faktorii-23 (FGF-23) ve o-Klotho konsantrasyonlarinin belirlenmesi, bobrek
fonksiyonu temelinde yapilan hastaligin evrelendirmesinde parametrelerin degisimlerinin ve
kalsiyum-fosfor metabolizmasinda 6nemi olan diger metabolitlerle iliskisinin ortaya konmasi
amagclandi.

Gereg¢ ve Yontem: Caligsmada 22 saglikli, 52 Leishmaniasis’li olmak tizere her iki cinsiyetten,
farkli yas ve orta biiyiikliikteki irklardan toplam 74 kdpek kullanildi. Leishmaniasis’li kdpekler
klinik ve laboratuvar bulgular temelinde Leishvet Onerilerine gore Evre I (n=16), Evre II
(n=14), Evre III (n=9) ve Evre IV (n=13) olarak gruplandirildi. Tek érnekleme ile rutin hemato-
biyokimyasal parametreler yaninda plazma FGF-23 ve serum a-Klotho, iire, kreatinin, fosfor,
kalsiyum, parathormon, vitamin D konsantrasyonlar1 ve idrar protein/kreatinin oran1 dl¢iildii.
Saglikl1 kdpeklerin verileri, genel ve evrelere gore Leishmaniasis’li kopeklerle karsilastirildi.
Bulgular: Leishmaniasis’li kopeklerde FGF-23 (p<0.05), a-Klotho ve parathormon degerleri
yiiksek (p<0.001), D vitamini ve kalsiyum konsantrasyonlar1 ise diisiik (p<0.001) bulundu.
FGF-23 konsantrasyonu Evre IV’de diger tiim evrelerden yiiksekti. a-Klotho diizeyindeki
farkliliklar ise evreler arasinda anlamli degildi. FGF-23 diizeyi ile iire, kreatinin
konsantrasyonlar1 zay1f ve idrar protein/kreatinin orani arasinda orta diizeyde pozitif korelasyon
belirlenirken, a-Klotho ile diger parametreler arasinda korelasyon belirlenemedi.

Sonuc¢: Leishmaniasis’li kopeklerde FGF-23 ve o-Klotho diizeylerindeki artis ilk defa
gosterildi. FGF-23 diizeyindeki artiglarin hastaligin ilerleyen evrelerinde daha belirgin oldugu
ve lre, kreatinin konsantrasyonlarindaki artisla uyumlu oldugu goriildii. Elde edilen bulgularin
Leishmaniasis’de goriilen bobrek hastaliginin patofizyolojisinin agiklanmasina yonelik ileride
gerceklestirilecek tanisal ve tedaviye yonelik ¢alismalara kaynak olusturabilecegi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: FGF-23, Kopek, Leishmaniasis, a-Klotho.
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ABSTRACT

EVALUATION OF FIBROBLAST GROWTH FACTOR-23 AND
ALPHA-KLOTHO CONCENTRATIONS AND RELATED PARAMETERS IN
DOGS WITH DIFFERENT STAGES OF LEISHMANIASIS

Gultekin G. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Biochemistry
Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2022.

Objective: In the present study, it was aimed to determine the levels of Fibroblast Growth
Factor-23 (FGF-23) and a-Klotho in healthy dogs and dogs with different stages of
Leishmaniasis, to reveal the changes in the staging of the disease based on kidney function and
the relationship with other metabolites that are important in calcium-phosphorus metabolism.
Material and Methods: In the study, 74 dogs of both sexes, different ages, and medium-sized
breeds, 22 healthy, 52 with Leishmaniasis, were used. Dogs with Leishmaniasis were grouped
as Stage I (n=16), Stage II (n=14), Stage III (n=9) and Stage IV (n=13) according to Leishvet's
recommendations based on clinical and laboratory findings. In addition to routine hemato-
biochemical parameters, plasma FGF-23 and serum a-Klotho, urea, creatinine, phosphorus,
calcium, parathormone, vitamin D levels and urine protein/creatinine ratio were measured. The
data of healthy dogs were compared to dogs with Leishmaniasis and according to stages.
Results: Dogs with leishmaniasis had high FGF-23 (p<0.05), a-Klotho and parathormone
levels (p<0.001), while vitamin D and calcium concentrations were low (p<0.001). FGF-23
concentration was higher in Stage IV than in all other stages. Differences in a-Klotho levels
were not significant between stages. While a moderate positive correlation was determined
between FGF-23 level and urea and creatinine concentrations and between urine
protein/creatinine ratio, no correlation could be determined between a-Klotho and other
parameters.

Conclusion: As a result, the increase in FGF-23 and a-Klotho levels was shown for the first
time in dogs with Leishmaniasis. It was observed that the increases in FGF-23 levels were more
pronounced in the later stages of the disease and were consistent with the increase in urea and
creatinine concentrations. It was thought that findings could be a source for future diagnostic
and therapeutic studies to explain the pathophysiology of kidney disease in Leishmaniasis.

Keywords: Dog, FGF-23, Leishmaniasis, a-Klotho.
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1. GIRIS

Kopeklerde Leishmaniasis; bulagsmasina kum sineklerinin aracilik ettigi Leishmania
infantum (L. infantum) tarafindan olusturulan, zoonoz nitelikte, iilkemizde Ege Bolgesi’nde
endemik seyreden, sistemik, kronik bir hastaliktir. Hastalik olusturdugu diger bulgularin
yaninda, bdobreklerde glomerulonefrit, tubulointersitisiyal nefrit ve amiloidozise neden
olabilmektedir. Glomerulonefrit, glomerullerde amastigotlara karst sekillenen antijen-antikor
kompleks birikimi nedeniyle olugsmaktadir. Leishmaniasis tanis1 konuldugu anda kdpeklerin
yaklasik %50’sinde bobrek hasarina ilgili klinik-patolojik bozukluklarin belirlenebilecegi ifade
edilmektedir. Hastalik ilerledik¢e tubulointersitisyel lezyonlarin artist ve azoteminin
sekillenmesi Leishmaniasis’de 6liimiin en 6nemli nedeni olan kronik bdbrek yetmezligini
olusturabilmektedir. Hastaligin baglangicinda heniiz klinik bulgu goriilmeyen kopeklerde
bobrek hasarinin azotemi olmaksizin belirlenerek tedaviye baslanabilmesi, prognozun
iyilestirilmesi yoniiyle dnem arz etmektedir (Solano-Gallego ve digerleri, 2011; Maia ve

Campino, 2018; Roura ve digerleri, 2020).

Fibroblast Biiyiime Faktorii-23 (FGF-23) ve Alfa-Klotho (a-Klotho), kalsiyum fosfor
metabolizmasinda 2000’li yillarda belirlenen rolleri yaninda kronik bobrek hastaliginin erken
biyobelirtegleri olarak goriilmektedir. Kronik bobrek hastaliginda fonksiyonel nefron sayisinin
azalmasiyla birlikte kan {ire ve kreatinin konsantrasyonlarinda artis (azotemi) goriilmeden 6nce,
kan FGF-23 diizeyinde artis ve a-Klotho diizeyinde azalmalarin olabilecegi belirtilmektedir
(Kuro, 2019). FGF-23 ve a-Klotho diizeylerindeki degisimlerin renal fibrozisi artirabilecegi,
vazkiiler kalsifikasyon, endotel disfonksiyonu, immunsupresyon ve artan yangisal siireclerle
iliskilendirilebilecegi ifade edilmektedir (Bar ve digerleri, 2019). Bu yonleriyle hem
biyobelirteg hem de ileride potansiyel tedaviye yoOnelik madde o6zelligi tasidiklari
vurgulanmaktadir (Kuro, 2019). K6peklerde her iki biyobelirtecin de degerlendirildigi ¢aligma
sayis1 kisithdir. Leishmaniasis, olusturdugu ilerleyici hasar yoniiyle bobrek hasarinin erken
biyobelirteglerini degerlendirmek i¢in kdpeklerde uygun bir hastalik modeli olusturmaktadir
(Roura ve digerleri, 2020).

Bu ¢alismada saglikli ve Leishmaniasis’in farkli evrelerindeki kopeklerde FGF-23 ve a-
Klotho konsantrasyonlarinin durumunun belirlenmesi, hastaligin bobrek fonksiyonu temelinde

yapilan evrelendirmesinde parametrelerin degisimlerinin ve kalsiyum-fosfor metabolizmasinda



onemi olan diger metabolitlerle iligkisinin ortaya konmasi amaglandi. Calisma sonuglartyla
Leishmaniasis’in ~ farkli  evrelerindeki  kopeklerde hastaliin  tani, prognoz ve
monitdrizasyonunda kullanilabilecek parametrelere yonelik 6n verilerin tanimlanmasi ile

literatiire katkida bulunulmasi ve yeni projelere temel olusturulmasi hedeflendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Leishmaniasis

Leishmaniasis, Leishmania protozoonlarin memeli konak¢ilarin mononiikleer fagosit
sistemine etkisi ile olusan bir hastalik grubudur. Lutzomyia (Yeni Diinya) ve Phlebotomus (Eski
Diinya) cinslerine ait disi kum sineklerinin aktiviteleri ile bulagmaktadirlar. Cogunlugu az
gelismis iilkeler olmak tizere 5 kitada en az 98 iilke ve 3 bolgede yaygin olarak gézlenmektedir.
Diinyada herhangi bir zaman diliminde yaklasik 12 milyon kisinin bir Leishmania tiirii ile
enfekte olabilecegi belirtilmektedir (Alvar ve digerleri, 2012). Insanlar dahil olmak iizere
yaklagik 70 memeli tiirii, diinya capinda farkli Leishmania tiirlerinin omurgali konakgilar
olarak kabul edilmektedir. Bunlardan bazilar1 dogada parazitin rezervuaridir (Ribeiro ve
digerleri, 2018). Kemirgenlerde ve kopekgillerde dogal enfeksiyon daha yaygin olmakla
birlikte, parazit yaban farelerini, keselileri, kedigilleri ve primatlar1 enfekte edebilmektedir. Bu
protozoonlar, kendi kendine iyilesebilen Kutandz Leishmaniasis'ten oOliimciil Viseral
Leishmaniasis'e (VL) kadar degisen cok cesitli klinik formlara neden olmaktadir. Hastaligin
bilinen klinik formlar1 arasinda, Kala-Azar veya VL, tedavi edilmezse neredeyse her zaman
oliimciil oldugu icin en siddetli ve ilerleyici formu olusturmaktadir (Dumonteil ve digerleri,

2003).

Kopeklerde Leishmaniasis'in Tunus'ta Nicolle ve Comte (1908) (Nicolle ve Comte,
1908) tarafindan kesfedilmesinden bu yana, kdpek Leishmania infantum (L. infantum) ile
olusan VL’nin ana rezervuari olarak tanimlanmistir (Ribeiro ve digerleri, 2013). Bu nedenle
kopekler, hastaligin insanlara bulagabilmesinde son derece Onemli rol oynamaktadir.
Leishmaniasis kopeklerde Akdeniz iilkeleri ve Ortadogu iilkelerinde siklikla goriilmekte
hastaligin prevalansinin bazi bolgelerde %67’ ye ulasabildigi belirtilmektedir (Solano-Gallego
ve digerleri, 2009). Ulkemizde hastaligin endemik seyrettigi Ege Bolgesindeki kopeklerde
yapilan c¢aligmalar prevalansin %1,6-28 arasinda oldugunu gostermektedir (Voyvoda, 2004;

Atasoy, 2010; Bakirci ve digerleri, 2016; Celik ve digerleri, 2019).

Belirlenen 800'den fazla kum sinegi tiirli arasinda yaklagik 98 tiir, Leishmaniasis'in
kanitlanmig veya siiphelenilen vektorleridir (Maroli, 2013). Diger bir¢cok vektor kaynakli
hastalikta oldugu gibi, bulasma disilerin yumurta gelistirmesi i¢in ihtiya¢ duydugu kan ile



beslendigi sirada ortaya ¢ikmaktadir. Literatiire gore, kum sinegi enfekte bir konagi 1sirdiginda,
yuvarlak ve hareketsiz amastigot formlari ile enfekte olmus makrofajlar1 da yutmaktadir. Daha
sonra parazitler amastigottan flagellat ve promastigot asamasina donligmektedir. Orta
bagirsakta ikili boliinme ile ¢ogalip enfekte kum sinegi vektoriiniin 6n bagirsagi ve agiz
kisimlarma (yutak, sibaryum ve hortum) go¢ etmektedir. Bu sineklerin kan ile beslendigi yeni
konakgilara bulagarak dongiisii sona ermektedir. Enfeksiy6z promastigot formlari, vektoriin
hortumundan konagin derisine gecis yaptiginda, makrofajlar tarafindan fagosite
edilmektedirler. Daha sonra, makrofajlarda eseysiz ve siirekli olarak ¢ogaldiklar1 amastigot
formuna doniismektedirler. Parazitler, gogunlukla dalak, karaciger, kemik iligi, lenf diigiimii ve
diger dokular olmak {zere bircok organda mononiikleer fagositleri istila ederek

yayilmaktadirlar (Dantas-Torres, 2007; Gharbi ve digerleri, 2015; Ayele ve Seyoum, 2016).

Kum sinegi varliginin kanitlanmadigi yerlerde Leishmaniasis olgularinin ortaya ¢ikmasi
nedeniyle diger bulasma yollar1 arastirilmistir. Kdpeklerde Leishmaniasis’de 6zellikle cinsel
yolla ve transplasental (dikey, intrauterin) bulagsmanin olabilecegi gosterilmistir (Svobodova ve
digerleri, 2017). Insan ve kdpeklerde kan transfiizyonu sirasinda (Owens ve digerleri, 2001)
veya organ nakli (Ma ve digerleri, 1979; Antinori ve digerleri, 2008) ve kontamine ignelerin
paylasimi (Morillas-Marquez ve digerleri, 2002) gibi diger bulasma bic¢imleri {izerinde
durulmaktadir. Ek olarak, parazitin yaralar veya kopek 1siriklar1 yoluyla dogrudan kdpekten
kopege bulasabilecegi belirtilmektedir (Karkamo ve digerleri, 2014; Naucke ve digerleri,
2016). Keneler veya pireler gibi diger kanla beslenen eklembacaklilarin, bu alternatif
vektorlerin varligi ile arasindaki iliskiye dayanarak bazen Leishmania'yr ilettiginden
siiphelenilmistir (Paz ve digerleri, 2010; de Oliveira ve digerleri, 2015). Bu ektoparazitlerin
hastaligin bulagsma dongiisiindeki rolii hakkinda kesin bir sonu¢ olmamasina ragmen (Oliveira
ve digerleri, 2015; Baneth, 2014), yine de kdpeklerin pire, kene ve sivrisineklere karsi

onlenmesi ve tedavi edilmesi tavsiye edilmektedir (Franc ve digerleri, 2012).

Leishmaniasis, amastigotlar ve/veya amastigotlara yanit olarak olusan
otoimmunantikorlar ve antijen-antikor kompleks birikimi gibi bagisiklik sistemi kaynakli
mekanizmalar sonucu ¢esitli doku ve organlarda yangiya neden olabilmektedir (Solano-Gallego
ve digerleri, 2009). Hastalikta goriilen klinik ya da laboratuvar bulgular bir veya daha fazla
mekanizma sonucu ortaya ¢ikabilmektedir. Kdpeklerde enfeksiyonun yol actii bulgularin
nedeni etken ve konagin genetik gecmisi arasindaki karmasik etkilesimlerin sonucudur
(Solano-Gallego ve digerleri, 2011; Maia ve Campino, 2018). Konak¢inin yas, irk, cinsiyet,

eslik eden enfeksiyonlar, immiinolojik ve beslenme durumu gibi ¢esitli genetik olmayan



faktorler ve Leishmania parazitlerine daha 6nce maruz kalma durumu, enfeksiyonun seyrini
etkileyerek herhangi bir bulgunun olusmadigi tablodan hastalifin kendine 6zgii klinik
bulgularinin gelistigi forma kadar degisen sekilde sonuglanir (Solano-Gallego ve digerleri,
2011; Maia ve Campino, 2018; Roura ve digerleri, 2020). Bu kapsamda inkiibasyon siiresi 7
aydan 7 yila kadar degisebilmektedir.

Baz1 kopekler, klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan enfeksiyonu yillarca kontrol edebilir ve
hatta bazen hastalar kendiliginden iyilesebilmektedir. Ote yandan, bazi enfekte kdpeklerde
uygun yonetim ve tedavi uygulanmadiginda hastalik akut sekilde siddetli hastaliga
doniisebilmekte veya oliime yol agan ilerleyici bir seyir gosterebilmektedir. Etkilenen kdpek
poplilasyonunun neredeyse %50'si klinik belirtiler gostermediginden, hastaligin klinik tanisi
karmasiktir. L. infantum ile dogal enfekte kopeklerin klinik belirtileri kopekler enfekte olduktan
ii¢ ay ile birkac y1l sonra ortaya ¢ikabilmektedir (Koutinas ve Koutinas, 2014). Klasik formda,
hastaligin en erken ve en yaygin klinik belirtilerinden biri popliteal basta olmak {iizere,
preskapular ve submaksiller lenf nodlarmi etkileyen lenfadenopatidir. Dermatolojik
anormallikler genellikle daha sonra ortaya ¢ikar ve karakterizasyonlar1 ve yayilimlar1 agisindan
sik ve degisken olabilmektedir (Manzillo ve digerleri, 2013). Kopeklerin yaklasik %90'inda
deri lezyonlar1 mevcuttur; bununla birlikte, hastaligin diger belirtilerinin yoklugunda
dermatolojik degisiklikler nadirdir. Klasik dermatolojik bozukluklar, lokal veya yaygin
alopesili veya alopesisiz kasintisiz eksfolyatif dermatiti igermektedirler. Eroziv iilseratif
dermatit, nodiiler, papiiler veya piistiiler dermatit; nazal hiperkeratoz, nazal depigmentasyon ve
onikogrifoz yaygin goriilebilir (Koutinas ve Koutinas, 2014; Roura ve digerleri, 2013). Diger
belirtiler arasinda anoreksi, kronik enterit ve kilo kaybi, splenomegali ve hepatomegali, okiiler
bozukluklar, kas hipotrofisi olabildigi gibi, artrit ve norolojik belirtiler gibi olagandis1 veya
atipik belirtiler de yer alabilmektedir (Giannuzzi ve digerleri, 2017).

Laboratuvar bulgular; hematolojide non-rejeneratif, normositik, normokromik anemi,
trombositopeni veya 16kogram degisiklikleriyle karsilagilmaktadir. Serum biyokimyasal ve
idrar analizleri, hastaligin ilerleyen asamalarinda bobrek fonksiyon bozuklugunu (azotemi,
azalmig idrar 6zgiil agirligi, proteiniiri) gosterebilmektedir (Paltrinieri ve digerleri, 2016).
Serum poliklonal a- B- ve y-hiperglobulinemi, hiperproteinemi, hipoalbuminemi ve azalmis
albiimin/globulin oraninda diisme gibi protein degisiklikleri gézlenebilir (Meléndez-Lazo ve
digerleri, 2018). Karaciger fonksiyonunu degerlendiren biyokimyasal parametrelerdeki artiglar
hastaligin ilerlemesi ile iligkilidir. Akut faz proteinleri konsantrasyonlarinda artis (C-reaktif

protein, ferritin, haptoglobin, serum amiloid A) yaygin laboratuvar bulgulardandir (Martinez-



Subiela ve digerleri, 2014; Paltrinieri ve digerleri, 2016; Ceron ve digerleri, 2018). Hastalikli
kopeklerde iskelet kas1 enzimlerinin (6rn., kreatin kinaz, laktat dehidrojenaz) aktivitesinde artis,
adenosin deaminaz ve butirilkolinesteraz gibi bazi yangisal belirteclerin serum aktivitesinde
azalma bildirilmistir (Tonin ve digerleri, 2016). Leptin (Di Loria ve digerleri, 2014), matrix
metalloproteinazlar (Marangoni ve digerleri, 2011) ya da paraoksonaz-1 (Martinez-Subiela ve
digerleri, 2014) gibi molekiillerin artan ekspresyonu ya da aktivitesi de bildirilmistir.
Leishmaniasis’li kopeklerde serum vitamin D konsantrasyonundaki azalmalarin hastaligin

ilerleyisiyle ilgisi oldugu gosterilmistir (Rodriguez-Cortes ve digerleri, 2017).

Cok sayida asemptomatik kdpek olmasi ve patognomonik klinik belirtilerin olmamasi
nedeniyle hastaligin tanisinda laboratuvar destegi ¢ok Onemlidir. Tani i¢in parazitolojik,
immiinolojik ve molekiiler teknikler kullanilabilir fakat bu testler avantaj ve dezavantajlarina
gore yorumlanmalidir. Parazitolojik tani, amastigotlarin kemik iligi, lenf diigiimleri ve dalak
gibi lenfoid organlarin yani sira karaciger ve deri Orneklerinde tespit edilmeleriyle
gerceklestirilen kesin bir tan1 yontemidir (Maia ve Campino, 2018). Orneklerin sitolojik ve
histopatolojik/ immiinohistokimyasal tekniklere uygun olarak hazirlanmasi ve incelenmesi
gerekmektedir. Molekiiler teknikler de yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir. PCR ve qPCR
periferik kan, kemik iligi veya lenf diigiimleri aspirat1 gibi ¢esitli biyolojik 6rnekler lizerinde
gerceklestirilebilir. PCR/qPCR tarafindan saglanan bilgilerin klinikopatolojik ve serolojik
degerlendirmelerden elde edilen verilerle birlikte degerlendirilmesi onerilmektedir (Solano-
Gallego ve digerleri, 2011). Ayrica immiinofloresan antikor testi (IFAT) ve enzime bagh
immiinosorbent testi (ELISA) gibi kantitatif serolojik teknikler kullanilarak, Leishmania sp.'ye
kars1 spesifik antikorlarin tespiti yoluyla tani konulabilir. Bununla birlikte serolojik testler,
capraz reaksiyonlar ve diisiik titrelerde yanlis negatif sonuglara neden olabilmeleri yoniiyle
dikkatle yorumlanmalidir (Roura ve digerleri, 2020). Son yillarda, veteriner kliniklerinde rutin
laboratuvar testleri olarak immiinokromatografik testler kullanilmaktadir. Bu testlerin
gerceklestirilmesi hizli ve kolaydir (yaklasik 15 dakika), sonuglart yorumlamak i¢in egitimli
personel veya 0zel laboratuvar gerektirmez ve giivenilir duyarlilik ve 6zgiillikk indeksleri
sunduklar1 belirtilmektedir. Ancak bu tlir hizli testler de diisiik titrelerde yanlis negatif
sonuglara neden olabilmeleri yoniiyle dikkatle yorumlanmalidir (Solano-Gallego ve digerleri,

2011).

Kopeklerde Leishmaniasis, 2011 yilinin basina kadar ii¢ temel smiflandirmayla
incelenmistir. Enfekte ve herhangi bir klinik bulgu gostermeyen hastalar asemptomatik; uyumlu

klinik bulgulardan yalnizca birini gosterenler oligosemptomatik; daha fazla klinik bulgu



gosterenler ise polisemptomatik hastalar olarak degerlendirilmistir (Ciaramella ve digerleri,
1997; Moreira ve digerleri, 2007). Etkilenen kdpekleri hastaligin siddetine gére gruplandirarak
daha dogru bir tani, prognoz ve tedavinin olusturulmasina yonelik farkli arastirma gruplarinin
onerileri olmakla birlikte glinlimiizda 6ne ¢ikan iki evreleme sistemi bulunmaktadir (Proverbio,
2016). LeishVet grubu, hastalig1 siddetine gore dort evrede [Evre I: hafif hastalik; Evre II: orta
derecede hastalik; Evre III: siddetli hastalik; Evre IV: ¢ok siddetli hastalik] siniflandirmaktadir
(Tablo 2; Solano-Gallego ve digerleri, 2011). Bahsedilen evreleme sisteminde klinik, serolojik,
hematolojik-biyokimyasal bulgular ve Uluslararas1 Renal ilgi Dernegi (IRIS) ile uyumlu
bobrek fonksiyonunun ayrintili degerlendirmesi (Tablo 1) temel alinmaktadir. Kopek
Leishmaniasis Calisma Grubu (CLWG) Sistemi ise kdpekleri bes evreye ayirmaktadir [Evre A:
maruz kalan kdpekler; Evre B: enfekte kopekler; Evre C: hasta kdpekler (klinik olarak belirgin
Leishmaniasis’li kopekler); Evre D: agir hasta kopekler; Evre E: tedaviye yanitsiz veya erken
niiks] klinik duruma gore ve serolojik ve parazitolojik (sitoloji, histoloji veya PCR) tan1 ve
klinikopatolojik anormallikler ile iliskilendirilmektedir (Roura ve digerleri, 2013; Paltrinieri ve

digerleri, 2010).

Tablo 1. IRIS standartlarina gore kdpeklerde kronik bobrek yetmezliginin siniflandirilmast
(IRIS, 2019)

IRIS Kan kreatinin SDMA
Evre konsantrasyonu (ng/dL)

(mg/dL)

Normal kan kreatinin veya normal veya hafif kan SDMA artis1.
Mevcut bazi  diger bobrek anormallikleri (Ornegin,
tanimlanabilir bobrek dis1 bir neden olmaksizin yetersiz idrar
konsantrasyon yetenegi, anormal bobrek palpasyonu veya
bobrek goriintiileme bulgulari, bobrek kaynakli proteintiri,
anormal bobrek biyopsi sonuglart). Kalic1 olarak yiikselen kan
SDMA konsantrasyonu (>14 pg/dl) erken KBH tanisi igin
kullanilabilir.

1 <14 <18

Normal veya hafif derecede artmig kreatinin, hafif renal
2 1,4-2,8 18-25 azotemi. Hafif derecede artmus SDMA. Klinik belirtiler
genellikle hafiftir veya yoktur.

Orta derecede renal azotemi. Birgok bobrek dist belirti mevcut
olabilir, ancak bunlarin kapsami ve siddeti degisebilir. Belirti
3 2,9-5,0 26-38 yoksa, durum erken Evre 3 olarak kabul edilebilirken, ¢ok
sayida veya belirgin sistemik isaretin varligi Ge¢ Evre 3 olarak
siniflandirmay1 gerektirebilir.

4 >5,0 >38 Artan sistemik klinik belirtiler ve {iremik kriz riski




Leishmaniasis’li kopeklerde azotemi ile seyreden bobrek hastaliginin prevalanst %5,9
(Meléndez-Lazo ve digerleri, 2018) ile %38,1 (Koutinas ve digerleri, 1999) arasinda degisirken,
patolojik renal proteiniiri prevalansinin yaklasik %50 olabilecegi ifade edilmektedir
(Cortadellas ve digerleri, 2008). Tanisal goriintiileme, bobrek biyopsisi veya bobreklerin
dogrudan goriintiilenmesi durumunda prevalansin yiikselebilecegi bildirilmektedir (Roura ve
digerleri, 2020). Bu dogrultuda veteriner hekimlerin Leishmaniasis’li kopeklerin tiimiinde
bobrek hastalig1 olabilecegini géz oniinde bulundurmalari gerektigi belirtilmektedir (Roura ve
digerleri, 2020). Leishmaniasis, proteiniiriye neden olabilen ve bdbrek yetmezligine
ilerleyebilen glomeriilonefritin yaygin bir nedenidir (Aresu ve digerleri, 2013; Koutinas ve
Koutinas, 2014). Bobrek yetmezligine bagli azotemi, Leishmaniasis’li kopeklerde siklikla
tanimlanmistir ve bazi kopekler son agsamada 6liimciil olabilen siddetli bobrek yetmezligi ile
tan1 alabilmektedir (Ciaramella ve digerleri, 1997; Koutinas ve digerleri, 1999; Ribeiro ve
digerleri, 2013; Roura ve digerleri, 2020). Proteiniiri tan1 aninda yaygin olarak fark edilirken
renal azoteminin daha az goriilen bir bulgu oldugu bildirilmektedir (Paltrinieri ve digerleri,

2016; Meléndez-Lazo ve digerleri, 2018; Roura ve digerleri, 2020).

Kopeklerde Leishmaniasis ile iligkili bobrek lezyonlart genel olarak kronik interstisyel
enflamasyonu (lokal enfeksiyonla iliskili) ve glomerulonefriti (proteiniiri veya nefrotik
sendroma yol agan) igermektedir. Membranoproliferatif, membranéz ve mezanjiyoproliferatif
glomerulonefrit dahil olmak iizere, interstisyel fibroz, glomeriiloskleroz ve son dénem bobrek
hastaligina ilerleyen bir dizi glomeriiler ve sekonder tiibiiler lezyon taninmaktadir. Hastaliktaki
glomeriiler patolojinin ana nedeninin, glomeriiler birimde immiin komplekslerin birikmesi
oldugu diistiniilmektedir; kompleksin boyutu ve yiikii (katyonik) durumu siddetlendirebilir.
Membranoproliferatif formda immiin kompleksler mezanjiyum ic¢inde ve glomeriiler bazal
membranin epitelyal veya endotelyal taraflarinda veya her ikisinde birikir. Bu, mezanjiyum ve
epitelyal ve/veya endotelyal hiicrelerin proliferasyonu ile bazal membranin kalinlagsmasina
neden olur. Membranoz formda ise bazal membranin epitelyal tarafinda immiin kompleks
birikimi meydana gelir ve hiicresel proliferasyon veya enflamasyon olmaksizin bazal membran
kalinlagmasina neden olur. Mezanjiyoproliferatif formda daha biiylik bagisiklik kompleksleri
mezanjiyum icinde birikerek hiicresel proliferasyona ve mezanjiyal matrisin birikmesine yol

acar (Aresu ve digerleri, 2013; Roura ve digerleri, 2020).

Immiin kompleks hastaligi, kompleman bilesenlerinin tiikenmesi ve dolasimdaki
kompleman faktorlerinin (6rn., C3 ve C4) disiik konsantrasyonlar1 ile iligkilidir.

Leishmaniasis’li kopeklerin kaninda dolasan bagisiklik kompleksleri tespit edilebilmistir



(Cacheiro-Llaguno ve digerleri, 2020; Gizzarelli ve digerleri, 2020) ve bir klinik vakada
hastaligin tedavisine yardimci olarak basarili bir sekilde (Baneth ve digerleri, 2018)
hemodiyaliz  kullanilmistir.  Glomeriiler — immiinreaktantlar, etkilenen bdbreklerde
immiinofloresan etiketleme ve transmisyon elektron mikroskobu ile de gdsterilmistir (Aresu ve
digerleri, 2013). Bu tiir glomeriiler immiin kompleksler, Leishmania antijenlerini, antikorlar1
(genellikle IgG veya IgM siniflarindan) ve kompleman molekiillerini (6zellikle kompleman
yolunun iiciincii bileseni, C3) icerir (Soares ve digerleri, 2009). immiinoreaktanlar, bobrek
hastaligr olmayan klinik olarak normal kopeklerin glomeriillerinde de bulunabilir ve bazi
caligmalarda kontrol kdpekleri Leishmaniasis’li kdpeklerle karsilastirildiginda bu durum soz

konusudur (Soares ve digerleri, 2009; Costa ve digerleri, 2010).

2.2. Kalsiyum-Fosfor Metabolizmasi

Kalsiyum ve fosfor; kemik olusumu, enerji metabolizmasi, farkli metabolik yollar ve
hiicre i¢i sinyalizasyon dahil olmak iizere bir dizi biyolojik sistemde hayati dneme sahiptir.
Mineral homeostazi, bagirsak emilimi, kemik akis1 ve akisi ve bobrek atilimi arasindaki denge
ile saglanmaktadir. Mineral metabolizmasindaki bozukluklar, cesitli iskelet, metabolik ve
endokrin bozukluklarla iligkilendirilir. Kalsiyum ve fosfattaki anormallikler, bobrek fonksiyon
bozuklugu olan bireylerde yaygin olarak goriiliir. Yiiksek serum fosfat ve kalsiyum x fosfat
iriinti, saglikli bireylerde oldugu kadar kronik boébrek hastaligi (KBH) olan hastalarda
kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite i¢in dnemli risk faktorleri olarak tanimlanmaktadir

(Dittmer ve digerleri, 2017; Parker ve digerleri, 2017).

Kalsiyum, viicutta en fazla bulunan besinci element olarak degerlendirilir. Kemik
metabolizmasi ve kaslarin kasilmasindan hiicre i¢i sinyallemeye kadar ¢esitli biyolojik siire¢ler
icin kritik dneme sahiptir. Temel bir elementtir ve sadece diyet kaynaklar1 yoluyla elde
edilebilmektedir. Giinliik ihtiyag tiir, cinsiyet ve yasa bagli degisebilir. Genglerde kalsiyum
dengesi yiiksek kemik olusumuna izin verecek sekilde pozititken, yaslhilarda genellikle kemik
olusumu ve kiitlesinde azalma ile negatiftir. Kalsiyum homeostazi, bagirsak, kemik, bobrekler
ve paratiroid bezleri {izerinde etkili olan faktorler arasindaki karmasik etkilesim yoluyla
diizenlenmektedir. Temel kalsiyum diizenleyici sistemler, G proteinine bagli parathormon
reseptoriine (PTHIR) etki eden parathormon (PTH) ve D vitamini reseptoriine etki eden 1,25

dihidroksivitamin D (1,25(0OH)2D)'dir (Olauson, 2013). Serum kalsiyum konsantrasyonunda



azalma, paratiroid bezi kalsiyum algilayici reseptoriinii hizla etkisiz hale getirerek, paratiroid
ana hiicrelerinden 6nceden olusturulmus PTH salgilanmasinin artmasina neden olur. PTH, renal
kalsiyum geri emilimini artirmak i¢in distal tiibiiler PTHIR iizerinde ve kemik emilimini
artirmak icin iskelet PTH1R {izerinde etki eden 84 amino asitli bir polipeptittir. Diisiik kalsiyum
seviyeleri uzun stire devam ederse, PTH mRNA transkripsiyonunda bir artis olur ve nihayetinde
paratiroid hiicre proliferasyonunda bir artis olur. Buna karsilik, yliksek serum kalsiyumu
kalsiyum algilayici reseptoriinii aktive eder ve PTH sekresyonunda hizli bir azalmaya yol agar,
daha sonra renal kalsiyum kaybinin artmasina, kemik rezorpsiyonunun azalmasina ve intestinal
kalsiyum absorpsiyonunun azalmasina neden olur. Serum kalsiyumu ve PTH arasindaki iliski,
kalsiyum konsantrasyonundaki nispeten kiiciik degisikliklerin PTH sekresyonunda biiyiik
tepkiler uyandirdig1 sigmoidal bir egri olusturur (Olauson, 2013).

D vitamini diyetle alinabilmekte ya da kopek ve kediler hari¢ olmak iizere bazi tiirlerde
UVB radyasyonuna maruz kaldiginda deride sentezlenebilmektedir. Karacigerde 25
hidroksivitamin D'ye (25(OH)D) 25-hidroksilasyona tabi tutulur ve daha sonra renal 25-
dihidroksivitamin D 1-alfa-hidroksilaz tarafindan biyolojik olarak aktif form olan
1,25(OH)2D'ye 1-hidroksile edilir. Karmasik bir geri besleme sisteminde 25-dihidroksivitamin
D 1-alfa-hidroksilaz, PTH, hipokalsemi ve hipofosfatemi tarafindan indiiklenir ve
hiperkalsemi-hiperfosfatemi tarafindan bastirilir. Paratiroid bezindeki D vitamini reseptorii
aktivasyonu, PTH sentezini ve sekresyonunu azaltir, ayrica hiicreleri kalsiyum tarafindan
inhibisyona daha duyarli hale getirmek icin kalsiyum algilayici reseptdriinii yukari regiile eder.
Distal tiibiilde 1,25(OH)2D, cesitli mekanizmalarla kalsiyum alimini kolaylastirir (Olauson,
2013; Hardcastle ve Dittmer, 2015).

Fosfor, insanlarda en yaygin altinci elementtir ve viicut kiitlesinin yaklasik %1.4'lini
olusturmaktadir. Neredeyse hi¢cbir zaman elemental formunda degildir ve viicutta agirlikli
olarak oksijene fosfat (PO 3-) olarak baglidir. Fosfat, tiim yasam formlar: i¢in gereklidir ve
adenozin trifosfatin bir parcasi olarak enerji metabolizmasinda, DNA ve RNA gibi biyolojik
molekiillerde ve fosfolipidlerin bir bileseni olarak hiicre zarinda ¢ok Onemli bir rol
oynamaktadir. Fosfatin biiyiik cogunlugu (yaklasik %80) mineralize dokuya, agirlikli olarak
kemik ve dislere hidroksiapatit ([Ca]5[PO4]3[OH]) seklinde baglanmaktadir. Geri kalani
iskelet kaslarinda ve hiicre dis1 bolmelerde dagitilmaktadir. Fosfat homeostazi, intestinal
absorpsiyon, renal reabsorpsiyon ve iskelet metabolizmasini etkileyen c¢esitli faktorler
tarafindan saglanan kalsiyuma benzer sekildedir (Hardcastle ve Dittmer, 2015). Fosfatin

emilmesi, ince bagirsakta hem pasif diflizyon hem de sodyuma bagli fosfat tasiyict Npt2b
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tarafindan aktif tasima yoluyla gerceklesir. Yiiksek diyet fosfat alimi pasif paraseliiler alimini
arttirirken, fosfatin aktif taginmasi 1,25(OH)2D tarafindan indiiklenir ve enterositlerin luminal
tarafinda sodyum bagimli fosfat yardimci tasiyici Npt2b'nin varligint artirir. Bobrekler, fosfat
diizenlemesinde kilit organlardir ve notr bir dengenin korunmasinda fosfatin bobreklerde yeterli
diizeyde tutulmasi esastir. Fosfat glomeriilde serbestge siiziiliir ve proksimal tubiillerdeki
yeniden emilim endokrin diizenlemeye yanit olarak saglanir. Fizyolojik kosullar altinda,
filtrelenen fosfatin yaklasik %70'i yeniden emilir. Yeniden emilim hizi, diisiik fosfat kosullar
strasinda artirilabilir ve esas olarak sodyum bagimli fosfat ortak tastyicilart Npt2a ve Npt2c'nin
apikal firca smr1 varligi ile belirlenir. Bagirsak ve bobreklere ek olarak, kemik fosfat
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar. Fosfat, osteoblastlar ve osteositler tarafindan matris

mineralizasyon siirecinde ¢ok 6nemli bir bilesendir (Olauson, 2013).

Son yillarda, FGF-23 ve a-Klotho’nun dahil oldugu yeni bir endokrin eksenin
tanimlanmasi1 mineral metabolizmasinin anlagilmasinda yeni bir yol agmistir (Bar ve digerleri,

2019).

2.3. Fibroblast Biiyiime Faktorii-23 ve a-Klotho

Fibroblast biiytime faktorii (FGF) ailesi, farkli gérevleri olan 22 iiyeden olusmaktadir.
Cogunlugu parakrin ve/veya otokrin etkili olan FGF’lerden farkli olarak, FGF-19, 21 ve 23
endokrin etkilerinin bulunmasi nedeni ile endokrin FGF’ler olarak bilinmektedir. Fibroblast
Biiytime Faktorii-23 (FGF-23), kalsiyum-fosfor metabolizmasinda diizenleyici role sahip
protein yapisinda bir hormondur. FGF-23, hiperfosfatemiye yanit olarak osteositlerden
salgilanmakta; bobreklerden fosfor atilimini artirmakta, 1,25 dihidroksi vitamin D

(1,25(0OH)2D) sentezini ve PTH salgilanmasini baskilamaktadir (Hardcastle ve Dittmer, 2015).

Fibroblast biiyiime faktorlerinin hedef dokularda etki gosterebilmeleri i¢in Klotho
proteinlerine ihtiyaglar1 vardir. Klotho proteinleri a-Klotho, B-Klotho ve y-Klotho olmak {izere
iic farkli transmembran proteininden olusmaktadir. Her biri, gesitli FGF'ler i¢in reseptor
kompleksleri olusturmaktadir. a-Klotho, FGF-23 i¢in zorunlu ko-faktor islevi goren bir
proteindir (Urakawa ve digerleri, 2006). FGF-23’lin fizyolojik etkileri, ko-faktorii o-
Klotho’nun bulundugu bobrek, paratirod bezi, koroid pleksus ve hipofiz bezi iizerinde

goriilmektedir (Kuro, 2019; Sekil 1).
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FGF-23 ve o-Klotho’nun 2000°1i yillarda kesfi sonrasi fosfat homeostazinin sadece
paratiroid bezi ve bobrek tarafindan degil, kemik, bobrek ve paratiroid bezi arasindaki karmagsik
bir endokrin aks tarafindan siirdiiriildiigii anlasilmistir (Ramon ve digerleri, 2010). Saglikli
kisilerde serum fosfat diizeyleri arttiginda, FGF-23 ve PTH sekresyonu uyarilmaktadir. Bu iki
hormon, renal proksimal tubiil hiicrelerinde fosfat geri emilimini saglayan NaPi-2a ve NaPi-
2¢’nin ekspresyonunu azaltarak fosfatiirik etki gostermektedirler. FGF-23’iin, 1,25(OH)2D’ nin
yapimint baskilayarak bagirsaklardan fosfat emilimini azaltmasi da fosfat dengesinin
korunmasima katkida bulunmaktadir. PTH, la-hidroksilaz enzimini uyararak 1,25(OH)2D
dretimini artirir ve osteositlerde FGF-23 ekspresyonunu uyarmaktadir. 1,25(OH)2D, PTH
sentezini baskilar ve FGF-23 sekresyonunu uyarmaktadir. FGF-23 ise her iki hormonun
sentezini de azaltmaktadir (Gattineni ve digerleri, 2009). FGF-23, 25-hidroksivitamin D
(25(OH)D)’yi aktif metaboliti 1,25(OH)2D’ye ¢eviren la hidroksilaz enzimini baskilamakta
ve 1,25(OH)2D’nin inaktif metabolitlere dontigiimiinii saglayan 24-hidroksilaz enzimini

uyarmaktadir (Saito ve digerleri, 2003; Bar ve digerleri, 2019).

Piintake —»

gland
et - Increased

Vitamin D NPT2A —> Pi excretion

Sekil 1. Kalsiyum-fosfor dengesinin saglanmasinda gorevli bilesenlerin etkilesimleri (Kuro,

2019)

FGF-23 diizeyinin artis gosterdigi durumlar; renal fosfat kaybi, hipofosfatemi ile
uyumlu olmayan azalmis 1,25(OH)2D seviyeleri ve osteomalazi ile karakterizedir. FGF-23
diizeyindeki azalmalar ise hiperfosfatemi, 1,25(OH)2D yiiksekligi ve yumusak doku
kalsifikasyonlarina neden olabilmektedir (Hardcastle ve Dittmer, 2015; Bar ve digerleri, 2019).

12



Ko-faktor olan o-Klotho fosfat homeostazinda FGF-23'den bagimsiz bir rol de
oynamaktadir (Zou ve digerleri, 2018). Hayvan ¢aligmalar1 ve klinik gozlemler a-Klotho
eksikliginin ciddi hiperfosfatemiye yol ac¢tigini gostermistir. a-Klotho'nun orta diizeyde
ylikselmesi serum fosfat diizeyini azaltir, siddetli diizeyde yiikselince ise hipofosfatemi ve
FGF-23 diizeyinde artis1 indiiklemektedir. o-Klotho, bagirsak fosfat emilimi ve bdbrek
tarafindan idrar fosfat atilimmi PTH, FGF-23 ve D vitamini gibi diger hormonlarla uyumlu
etkilesimde bulunarak dolagimdaki fosfati dar bir aralikta tutmaktadir. a-Klotho'nun fosfat
homeostazinin korunmasindaki rolii, Na bagimli fosfat tasiyicilarinin hedef organlarda
dogrudan baskilanmasiyla saglanmaktadir. Bu nedenle, genetik ve edinilmis fosfat
metabolizma bozukluklar1 ya da kronik bobrek hastaligi gibi a-Klotho eksikligi olan
durumlarda a-Klotho'nun sagaltimda kullanimi da giindeme getirilmektedir (Bian ve digerleri,
2014; Zou ve digerleri, 2018). FGF-23 ve a-Klotho diizeylerindeki degisimlerin etkileri Sekil

2’de 6zetlenmistir.

P
Renal
fibrozis

5 . v
|\ 7

Hematopoiczis
supresyonu

Yang artist

fmmunsupresyon i

Endotel disfonksiyonu

B
Otofajide
Renal azalma )
fibrozis Hiicre

T yasglanmasi ve
apoptozis
% \ / artis1
J Kiotho
Vaskuler é’ l Patolojik kardiyak
kalsifikasyon  Epndotel dis fonksiyonu modelleme

Sekil 2. FGF-23 ve a-Klotho diizeylerindeki degisimlerin etkileri (Bar ve digerleri, 2019)
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2.4. Kronik Bobrek Hasar1 ile Fibroblast Biiyiime Faktorii-23 ve a-Klotho’nun iliskisi

Kronik bobrek hastalikli (KBH) insanlarda, serum FGF-23 konsantrasyonundaki artigin
iire, kreatinin konsantrasyonlarindaki artis ve diger mineral bozukluklardan 6nce sekillendigi
belirtilmektedir (Bar ve digerleri, 2019; Kuro, 2019; Sekil 3). Serum kalsitriol, PTH ve fosfor
konsantrasyonlarinda degisiklikler KBH'nin sonraki agamalarinda meydana gelmektedir (Silver
ve Naveh-Many, 2013). KBH'deki FGF-23 artisinin ana tetikleyicisi bobrek klirensindeki
azalmaya bagl fosfat tutulumu olarak bildirilmistir. KBH sirasinda yiiksek serum FGF-23
diizeyinin demir eksikligi, yliksek PTH ve hipokalsemi ile de iliskili olabilecegini
belirtmektedir. 2008 yilinda gergeklestirilen bir prospektif ¢aligma ile hemodiyaliz hastalarinda
FGF-23 ile mortalite arasinda kademeli iliski belirlenmistir (Gutierrez ve digerleri, 2008).
Takip eden epidemiyolojik ¢aligmalarda yiliksek FGF-23 diizeylerinin kardiyovaskuler
morbidite ve mortalite ile KBH ilerleme siirecinde istenmeyen klinik sonuglarla ilgili oldugu
gosterilmistir (Gutierrez ve digerleri, 2009; Isakova ve digerleri, 2011; Arnlov ve digerleri,

2012)

Z FGF23 /P ”\

E \\Iz, | ™~ TFGF23 ™\

g Vitamin D \ / _

A Nephron # ! Vitamin D ‘
Normal 1 2 3 4 5

CKD stage

Sekil 3. Kronik bobrek hastaliginin farkli evrelerinde gézlenen muhtemel degisiklikler (Kuro,
2019)

Klotho proteini hem endokrin faktor olarak dolasima salinabilen ¢oziinebilir formda
hem de hiicre ylizeyinde membran formunda bulunabilmektedir. Membran formunun temel
gorevi FGF-23 i¢in ko-faktdr olmakla birlikte, ¢oziinebilir Klotho kan, idrar, beyin omurilik
stvist dahil olmak {izere biyolojik sivilarda bulunan ¢ok fonksiyonlu bir proteindir. Yaslanma,
enerji metabolizmasi, anti-oksidasyon, iyon taginmasinin modiilasyonu, PTH ve vitamin D3
iiretiminin kontrolii ve renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminin antagonizmasinda énemli rol
almaktadir. Klinik ve temel calismalar KBH siirecinde Klotho'nun erken bir biyobelirte¢ olmasi

yaninda, Klotho eksikliginin vaskiiler kalsifikasyon, kardiyak hipertrofi ve sekonder
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hiperparatiroidizm  gibi  komplikasyonlarin  gelismesine  kaynaklik  edebilecegini
gostermektedir. Bu nedenle, Klotho'nun yalnizca bir biyobelirte¢ olarak degil, KBH i¢in yeni
bir terapotik ajan olarak da olduk¢a umut verici bir aday oldugu belirtilmektedir (Hu ve

digerleri, 2013; Zou ve digerleri, 2018).

Insanlarda “kronik bobrek hastaligi-mineral kemik bozuklugu” terimi, diisiik vitamin D,
yiiksek serum fosfat ve PTH diizeyleri ile renal osteodistrofi ve anormal mineral metabolizmasi
ile karakterize edilen tabloyu tanimlamak icin kullanilmistir (Silver ve Naveh-Many, 2013).
FGF-23 ve a-Klotho diizeylerindeki degisikliklerin bu metabolik sonug¢larla iliskili oldugu ileri
stiriilmektedir (Nitta ve digerleri, 2014; Erben ve Andrukhova, 2017). Bu kapsamda FGF-23 ve
a-Klotho hem duyarli ve 6zgiil biyobelirtec hem de potansiyel terapotik 6zellikleriyle 6ne
cikmaktadir (Hu ve digerleri, 2010; Panesso ve digerleri, 2014; Hu ve digerleri, 2017).

Leishmaniasis, kopeklerde ozellikle bobreklerde olusturdugu ilerleyici hasar yoniiyle
renal biyobelirte¢leri degerlendirmek i¢in uygun bir hastalik modeli olusturmaktadir (Paltrinieri
ve digerleri, 2016). Leishmaniasis’li kdpeklerde renal hasarin erken gostergesi olabilecek
biyobelirtegler arastirilmaya halen devam edilmektedir. Bu kapsamda serum ve/veya idrarda
sistatin C, simetrik dimetil arjinin (SDMA), ferritin, GGT, C-reaktif protein, clusterin,
adinopektin gibi biyobelirtecler degerlendirilmistir (Garcia-Martinez ve digerleri, 2012;
Tvarijonaviciute ve digerleri, 2012; Martinez-Subiela ve digerleri, 2013; Garcia-Martinez ve
digerleri, 2015; Pardo-Marin ve digerleri, 2016, Torrent ve digerleri, 2018, Giapitzoglou ve
digerleri, 2020).

Leishmaniasis’te renal hasarin diizeyi ve ilerleyisinin izlenmesi tani, prognozun
belirlenmesi ve tedavinin takibi i¢in olduk¢a 6nem arz etmektedir. Klasik parametreler olarak
bilinen iire ve kreatinin diizeyleri ancak renal fonksiyonlarin %75°1 bozuldugunda birlikte
yiikselmekte olup renal yetmezliginin erken tanisinda istenen duyarliligi gostermemektedir
(Garcia-Martinez ve digerleri, 2015). Bobrek hasar1 ya da fonksiyonunun degerlendirmesinde
iire ve kreatinin yerine gegebilecek biyobelirteclerin yaklasik 15 senedir arandigi ve halen
istenilen olgiitlerde parametrelerin saglanamadig: belirtilmektedir (Coca, 2019). Ayrica iire ve
kreatinin konsantrasyonlar1 stres, aglik, beslenme diizensizlikleri, hafif dehidrasyon, viicut
kondiisyonu, atesli hastaliklar gibi renal fonksiyonla ilgisi olmayan durumlardan
etkilenebilmektedir. Bu nedenle Leishmaniasis’de sagaltimin planlanmasi ve prognozun

tahminlenmesi i¢in yeni renal biyobelirteglere ihtiya¢ duyulmaktadir.

FGF-23 ve o-Klotho, kalsiyum-fosfor metabolizmasinda 2000’li yillarda belirlenen
rolleri yaninda kronik renal hasarin erken biyobelirtegleri olarak tanimlanmaktadir (Panesso ve

15



digerleri, 2014; Hu ve digerleri, 2017; Kuro ve digerleri, 2019). Kronik bobrek hastaliginda
islev goren nefron sayisinin azalmastyla birlikte kan iire ve kreatinin konsantrasyonlarinda artis
(azotemi) goriilmeden Once, FGF-23 diizeyinde artis ve o-Klotho diizeyinde azalmalarin
olabilecegi belirtilmektedir (Kuro ve digerleri, 2019). FGF-23 ve a-Klotho diizeylerindeki
degisimlerin renal fibrozisi artirabilecegi, vaskiiler kalsifikasyon, endotel disfonksiyonu,
immunosupresyon ve artan yangisal siireclerle iligskilendirilebilecegi ifade edilmektedir (Bar ve

digerleri, 2019; Sekil 2).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu arastirma, Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 21.01.2021 tarih ve 64583101/2021/001 say1li iznine dayanarak gerceklestirildi.
Tez c¢alismasinda degerlendirilen tiim kopeklerin hasta sahipleri bilgilendirildi ve yazili

onaylar1 alindu.

3.1. Hayvan Materyali

Calismada 22 saglikli, 52 Leishmaniasis’li olmak iizere her iki cinsiyetten, farkli yas ve
orta biiyiikliikteki irklardan toplam 74 (n=74) kopek degerlendirildi. Leishmaniasis’li kdpekler
klinik ve laboratuvar bulgular belirlenmesinden sonra Leishvet ¢alisma grubunun onerileri

dogrultusunda (Tablo 2) hastaligin siddetine gore dort farkli evrede alt gruplara ayrildi.

3.1.1. Saghkh Kopekler

Saglikli kontrol grubu, Leishmaniasis’li kdpeklerin belirlenmesi sonrasi benzer yas ve
cinsiyeti saglayabilecek nitelikte olusturuldu. Bu amagla Aydin Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Kiiciik Hayvan Klinigi’ne
asilama veya saglik kontrolii amaciyla getirilen ya da fakiilte personeli/6grencilerinin sahip
oldugu, klinik ve laboratuvar (hematolojik, biyokimyasal, Snap 4Dx plus, Snap Leishmania)
degerlendirilmelerinde herhangi bir olumsuzluk belirlenmeyen, her iki cinsiyetten, orta
biiyiikliikteki irkta, hasta gruba benzer yas araligindaki, viicut kondisyonu normal olan kdpekler

secildi.

3.1.2. Leishmaniasis’li Kopekler

Leishmania infantum’la dogal enfekte kopekler, Aydin Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kiigiik Hayvan Klinigi’ne Leishmaniasis
ile uyumlu klinik bulgulardan (hipotrikozis, periokiiler alopesi, deri lezyonlari, kilo kayba,

onikogripozis, lenfadenopati) bir ya da birkagin1 gosteren olgulardan se¢ildi. Klinik bulgular
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temelinde Leishmaniasis stipheli tanist konulan kopeklerde kan Orneginde hizli ELISA
prensibiyle caligsan test kiti (Snap Leishmania, Idexx, USA) pozitifligi degerlendirildi, serum
orneklerinden gergeklestirilen IFAT testi ile tan1 kesinlestirildi. Serolojik degerlendirmede
Anti-Leishmania antikor titresi, serum drneklerinde IFAT yontemi ile Aydin Adnan Menderes

Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji AD’de belirlendi.

Calismaya dahil edilen kopekler, “LeishVet Calisma Grubunun 6nerileri dogrultusunda
(Tablo 2; Solano-Gallego ve digerleri, 2011) serolojik, klinik ve laboratuvar bulgular dikkate

alinarak dort farkl klinik evreden birinde degerlendirildi.

Tablo 2. Kopeklerde Leishmaniasis’in Leishvet grubu tarafindan onerilen evrelendirmesi

(Solano-Gallego ve digerleri, 2011)

Klinik Evre  Seroloji Klinik Goriiniim Laboratuvar bulgular:
Evrel Negatif veya | periferal lenfadenopati, Normal renal profil; kreatinin
Hafif diisiik antikor - <1.4mg/dl; non-proteiniirik-idrar
Siddetli titresi papuller dermatitis Protein/Kreatinin orani <0.5
Hafif diizeyde non-rejeneratif anemi,
hipergamaglobulinemi, hipoalbuminemi
Evre II - Evre I + eksfoliyatif
Disik veya dermatit/onikogripoz, Normal renal profil; kreatinin <1.4
Orta orta gntlkor iilserasyonlar, istha ve kilo mg/dl; non-proteiniirik- Idrar
Siddetli titrest kaybu, ates, epistaksis Protein/Kreatinin oram <0.5 ya da
kreatinin<1.4 mg/dl; idrar
Protein/Kreatinin orani=0.5-1
Evre I Evre II’ye ilaveten, IRIS I. derece kronik
Orta veya Evre II + vaskulitis, artritis, bobrek yetmezligi= idrar Protein/Kreatinin
Siddetli yiiksek uveitis ve glomerulonefritis gibi | orani >1 ya da IRIS II. derece kronik
antikor titresi | immun kompleks lezyonlar bobrek yetmezligi=kreatinin: 1,4-2.8
mg/dl
Evre II’ye ilaveten IRIS III. derece kronik
+
Evre IV .. Evre Il pulrponer . bobrek yetmezligi; kreatinin 2.8—5 mg/dl ya
Yiiksek tromboembolizm, nefrotik o1
Cok . o N da IRIS IV. derece kronik bobrek
antikor titresi | sendrom, bobrek hastaliklarinin . . . ;
Siddetli son evreleri yetmezligi; kreatinin >Smg/dl, Idrar
Protein/Kreatinin orani >5

Daha once Leishmaniasis’e yonelik bir tedavi uygulanmig, akut ya da kronik renal
yetmezlik tanis1 alms, idrar yolu tas1 dykiisii bulunan, son bir ay igerisinde anestezik ilag veya
operasyon uygulanmis, diliretik veya nefrotoksik ilag¢ kullanimi olan ya da dogal nedenlerle
stirekli ilag kullanimi belirtilen olgular ¢alismaya alinmadi. L. infantum ile enfekte kopekler

vektorlerle nakledilen Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Borrellia burgdorferri ve
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Dirofilaria immitis ile ko-enfekte olup olmadiklart hizli test kiti (SNAP 4Dx plus, Idexx, USA)

ile arastirild1 ve yalnizca L. infantum ile mono-enfekte kdpekler calismaya dahil edildi.

Yangisal yanita etki edebilecek belirgin diger farkli sistemik enfeksiyon, idrar yolu
enfeksiyon bulgusu, metabolik hastalik (Diabetes mellitus, Hipotiroidizm, Cushing Hastalig1)
siiphesi olan ya da neoplazi ve travmali kopekler ¢aligmaya dahil edilmedi. Bu konudaki

degerlendirme I¢ Hastaliklar1 Ogretim Uyeleri tarafindan yapilds.

Yeterli numune (idrar ya da kan) alinamayan veya alinan 6rneklerde analitik hatalara

neden olabilecek (hemoliz, lipemi vd) sorunlari olan hasta kopekler ¢aligmadan ¢ikarildi.

3.2. Laboratuvar Analizler

3.2.1. Orneklemeler, Orneklerin Saklanmasi ve Analizler

Calismaya dahil edilen kdpeklerden tek sefer 6rnekleme gergeklestirildi. Kan 6rnekleri
gida alimina iligkin degisikliklerin azaltilmasi i¢in en az 8 saatlik aglik sonrast Vena cephalica
antebrachii’den antikoagiilanli (heparin) ve antikoagiilansiz tiiplere toplamda 10 ml alindi.
Tiiplere alinan kan 6rneklerinden santrifiij sonrasi plazma ve serumlar elde edildi, en az iiger
adet 0,5 ml’lik porsiyonlara bdliinerek analiz siiresine kadar -20 °C (serum) ve -80 °C’de
(plazma/serum) saklandi. Idrar 6rnekleri hasta sahiplerinin bilgilendirilmesi sonrasi kdpekleri
dolagtirmalar1 esnasinda hasta sahiplerine verilecek idrar toplama kaplarma goniilli idrar
numunesi olarak ya da kataterizasyonla elde edildi. Orneklerin alimas: ve kataterizasyon
hastane isleyisi kapsamindaki rutin protokol cercevesinde sorumlu Veteriner Hekimler

tarafindan gerceklestirildi.

Arastirmada degerlendirilen laboratuvar parametreler, 6l¢iim amagclar1 ve yontemleri
Tablo 3’te; kullanilan geregler ise Tablo 4’te 6zetlendi. Hastalikta siklikla gbzlenen anemi,
trombositopeni ve 16kopeni gibi hematolojik bulgularin degerlendirilebilmesi i¢in tam kan
sayimlari [total 16kosit (WBC), eritrosit (RBC) ve trombosit sayilar1 (PLT) ile hematokrit deger
(HCT), ortalama eritrosit hacmi (MCV) ve ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu
(MCHC)] otomatik tam kan sayim cihazinda (Abacus VETS5, Diatron, Macaristan) 6rnek alimi

sonrasi 2 saat i¢inde gerceklestirildi.

Leishmaniasis’in evrelemesine iligkin biyokimyasal analizler kapsaminda serum total

protein, albiimin, iire ve kreatinin konsantrasyonu 6l¢iimii gerceklestirildi. Idrar drneklerinde
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total protein ve kreatinin konsantrasyonlar1 dl¢iilerek, idrar protein/kreatinin orani hesaplandi.
Bobrek fonksiyonu ile olan yakin iliskileri gozetilerek kalsiyum-fosfor metabolizmasini
degerlendirme amaciyla serum kalsiyum, fosfor, PTH, vitamin-D diizeyleri belirlendi. Rutin
biyokimyasal parametreler (iire, kreatinin, alkalen fosfataz, alanin ve aspartat aminotransferaz,
total protein, albiimin, kalsiyum, fosfor) ticari test kitleri (Randox, Amerika Birlesik Devletleri)

ile otoanalizérde (Rx Monaco, Randox, Amerika Birlesik Devletleri) 6l¢iildii.

3.2.1.1. FGF-23 Analizi

Plazma Fibroblast Biiyiime Faktori-23 (FGF-23) konsantrasyonlari kdpek spesifik
ELISA test kiti (Canine Fibroblast Growth Factor-23 (FGF-23) ELISA Kit, Katalog no:
MBS932371, Mybiosource, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak asagida belirtilen

prensibe gore Ol¢iildii.

FGF-23 ELISA kitinde, poliklonal bir anti-FGF-23 antikoru ve bir FGF-23-HRP
konjugat1 kullanan rekabet¢i enzim immiinoanaliz teknigi uygulanmaktadir. Numune ve
tampon, dnceden kaplanmis plakada FGF-23-HRP konjugat: ile bir saat siireyle inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinden sonra kuyucuklar bosaltild: ve bes kez yikandi. Kuyucuklar daha sonra
HRP enzimi i¢in bir substrat ile inkiibe edildi. Enzim-substrat reaksiyonunun {iriinii mavi renkli
bir kompleks olusturdu. Son olarak, reaksiyonu durdurmak icin bir durdurma soliisyonu
eklendi. Renk yogunlugu, bir mikroplaka okuyucuda 450 nm'de spektrofotometrik olarak
olgiildii. Numunelerden aliman FGF-23 ve FGF-23-HRP konjugati, anti-FGF-23 antikor
baglama bolgesi icin rekabet ettiginden, rengin yogunlugu FGF-23 konsantrasyonu ile ters
orantilidir. Rengin yogunlugunu standartlarin konsantrasyonuyla iliskilendiren standart bir egri

¢izildi ve her numunedeki FGF-23 konsantrasyonu bu egriden belirlendi. Sonuglar pg/mL
olarak elde edildi.
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3.2.1.2. Alfa-Klotho (a-Klotho) Analizi

Serum a-Klotho konsantrasyonlar1 kdpek spesifik ELISA test kitleri (Canine Soluble
Alpha-Klotho (SAKL) ELISA Kit, Katalog no: MBS9359084, Mybiosource, Amerika Birlesik

Devletleri) ile asagida belirtilen prensibe gore ol¢iildii.

Test prosediirlerine baglamadan 6nce mikroplakanin, tiim reaktiflerin ve numunelerin
oda sicakligia (18°C-25°C) gelmesi beklendi. Standart kuyucuklara 50 pl Standart (S1, S2,
S3, S4, S5, S6) ve her numune kuyucuguna 50 pl numune eklendi. Uzerine 100 pl HRP-
Konjugat Reaktifi eklendi. Plaka kapatma jelatini ile ortiildii ve 60 dakika 37°C'de inkiibe
edildi. Tiim kuyular (tim Blank kuyucuklar1 dahil) dort kez yikandi. Her kuyucuga 50 pl
kromojen soliisyon A eklendi. Her kuyuya 50 pl kromojen soliisyon B eklendi. Yavasca
karistirildi ve plaka 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu
eklendi. Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika icinde bir ELISA okuyucu
kullanilarak 450 nm'de absorbans degeri okutuldu Sonuclar pg/mL olarak elde edildi.

3.2.1.3. 25(OH)D3 Vitamini Analizi

Serum 25-hidroksi vitamin D3 konsantrasyonu kopek spesifik ELISA test kiti (Canine
25-hydroxy vitamin D ELISA Kit, Katalog no: EA0026Ca, BT LAB, Cin) ile asagida belirtilen

prensibe gore Olciildii.

Onceden kaplanmis plakaya once &rnekler, sonra biyotinlenmis antijen eklendi.
Orneklerdeki antijenler, yakalama antikoruna baglanmak ve inkiibe etmek icin biyotinlenmis
antijen ile rekabet eder. Bir yikama adimi sirasinda baglanmamis antijen uzaklastirildi. Daha
sonra avidin-HRP eklenerek inkiibe edildi. Baglanmamis avidin-HRP, yikama ile uzaklastirildi.
Ardindan TMB Substrata eklendi. Reaksiyon asidik durdurma soliisyonu eklenerek durduruldu
ve 450 nm'de Olciilebilen sar1 renge doniistii. Olusan rengin yogunlugu, numunedeki 25-
hidroksi vitamin D3 konsantrasyonu ile ters orantilidir. Ornekteki 25-hidroksi vitamin D3
konsantrasyonu, numunelerin optik dansitesi standart egriyle karsilastirilarak belirlendi.

Sonuglar pg/L olarak elde edildi.
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3.2.1.4. Parathormon (PTH) Analizi

Serum PTH diizeyi kopek spesifik ELISA test kiti (Canine Parathyroid Hormone (PTH)
ELISA Kit, Katalog no: E0320Ca, BT LAB, Cin) ile asagida belirtilen prensibe gore 6l¢iildii.

Kullanilan mikroplaka kopek PTH antikoru ile dnceden kaplanmisti. Numunede
bulunan PTH kuyucuklar iizerinde kaplanmis antikorlara baglandi. Daha sonra biyotinlenmis
kopek PTH Antikoru eklendi ve numunedeki PTH'ye baglanmasi saglandi. Daha sonra
Streptavidin-HRP eklendi ve Biotinylated PTH antikoruna baglandi. Inkiibasyondan sonra
baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama adimi sirasinda yikanarak uzaklastirildi. Daha sonra
substrat soliisyonu eklendi ve kdpek PTH miktariyla orantili olarak renk gelisimi izlendi.
Reaksiyon, asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirildi ve absorbans degeri

450’nm dalga boyunda 6l¢tildii. Sonuglar ng/L olarak elde edildi.

Tablo 3. Degerlendirilen laboratuvar parametreler, 6l¢iim amaglar1 ve yontemleri

Parametre Olgiim amac1 Yontemi

Hematolojik degisikliklerin

Tam kan sayimi1 Coulter methodu

belirlenmesi

Alkalen fosfat lani rtat . . . . ..

aien fostataz, alanin ve asparta Karaciger fonksiyonlarinin Kolorimetrik veya enzimatik
aminotransferaz, total protein, - .. ’ ..

. degerlendirilmesi yontem
alblimin
Ure, kreatinin, idrar dansitesi, idrar | Bébrek fonksiyonunun Kolorimetrik yontem,
protein/kreatinin degerlendirilmesi refraktometre

Kalsiyum-fosfor metabolizmasinin

Kalsiyum, fosfor, vitamin D, PTH degerlendirilmesi

Kolorimetrik yontem, ELISA

Leishmaniasis’li kdpeklerde iliskili
FGF-23, o-Klotho parametrelerle birlikte ELISA
degerlendirilme

Hematolojik ve biyokimyasal analizlerin ger¢eklestirilebilmesi i¢in kullanilan cihazlar

ve kullanim amac1 Tablo 4’te sunulmustur.
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Tablo 4. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaci

Cihaz Tiirii, Modeli Kullanim Amaci

Kan sayim cihazi — Abacus VETS Tam kan sayimi1

Biyokimya otoanalizorii — Randox, Rx Monaco Biyokimyasal parametrelerin analizi

Santrifiij- Niive Serum ve plazma 6rneklerinin eldesi

Buzdolab1 — Bosch (-20 °C) Malzemelerin, kitlerin ve drneklerin saklanmasi

ELISA prensibiyle degerlendirilecek parametrelerin

ELISA Reader- Thermo Scientific, Multiska GO ..
analizi

Buzdolabi- Nuaire Mu9668E (-80 °C) Serum ve plazma 6rneklerinin saklanmast

3.3. Verilerin Sunulmas: ve Istatistiksel Degerlendirme

Sayisal verilerin dagilimi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Verilerin
dagilimina gore aritmetik ortalamalar1 ve standart hatalar1 ya da ortanca degerleri ile minimal
ve maksimal degerleri belirlenerek tablolarda sunuldu. Dagilimi normal olan parametrelerin
(albumin, kalsiyum ve hemoglobin konsantrasyonlari, RBC sayist ve HCT deger) iki grup
karsilastirmasinda Student T testi, ikiden fazla grubun karsilastirmasinda ise tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) kullanildi. Gruplar aras1 farkliliklar Tukey testi ile belirlendi. Dagilim1
normal olmayan parametrelere ait verilerin karsilagtirnlmasinda nonparametrik testler
kullanild1. Saglikli ve Leishmaniasis’li kdpek gruplari Mann-Whitney U testi, saglikli ve
evrelere gore gruplandirilan Leishmaniasis’li kdpeklere ait veriler ise Kruskal-Wallis testi ve
ikiden fazla grup arasindaki farkliliklarin belirlenmesi igin eslestirilmis karsilastirma yontemi
kullanilarak analiz edildi. Evreler arasi degerlendirme Oncesi IFAT degerlerine logaritmik
transformasyon uygulandi ve karsilagtirmalar geometrik ortalama iizerinden gerceklestirildi.
Leishmaniasis’li kopeklerde FGF-23 ve a-Klotho ile kalsiyum-fosfor metabolizmas1 ve bobrek
fonksiyonuna ilgili parametreler arasindaki korelasyon degerlendirilmesi Spearman testi
kullanilarak yapildi. Korelasyon katsayisi (rho) yiiksek (>60), orta (= 30-60) ve zayif (<30)
olarak degerlendirildi (Kogika ve digerleri, 2014). Analizler istatistiksel bir yazilim paketi
(SPSS 22.0, SPSS Inc., Chicago, ABD) ile gergeklestirildi. Tiim degerlendirmelerde olasilik
degerleri p<0.05 anlamli kabul edildi.

23



4. BULGULAR

Calismada elde edilen hematolojik ve biyokimyasal bulgular Leishmaniasis’li
kopeklerde genel ve evrelere gore gruplandirilmis olarak saglikli kopek verileriyle
karsilagtirilarak alt bolim 4.1 ve 4.2°de degerlendirildi. Saglikli kontrol grubu ve
Leishmaniasis’li kopeklerin yas, 1k, cinsiyet ve viicut agirligi bilgileri ve klinik bulgular

asagida ozetlendi.

Aragtirmanin saglikli kontrol grubunu Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi’ne agilama veya saglik kontrolii amaciyla getirilen
ya da fakiilte personelinin sahip oldugu, klinik ve laboratuvar degerlendirmelerinde
(hematolojik, biyokimyasal, Snap Leishmania, Snap 4Dx plus) herhangi bir anormallik
saptanmayan, her iki cinsiyetten, 1-9 yas araligindaki, orta biiyiikliikteki irkta, viicut kondisyon
skoru normal kdpeklerden (n=22) olusturuldu (Tablo 5). Calismaya dahil edilen
Leishmaniasis’li kopekler (n=52) klinik ve laboratuvar bulgular temelinde Evre I (n=16), Evre

IT (n=14), Evre III (n=9) ve Evre IV (n=13) olarak gruplandirildi.

Leishmanias’li ve saglikli kopeklerde yas, 1rk, cinsiyet ve viicut agirligi bulgular: Tablo
5’te 6zetlendi. Gruplar arasinda yas, cinsiyet ve viicut agirligi farkliliklarinin anlamli olmadigi
belirlendi. Saglikli grupta 12 melez, 4 Golden retriever, 4 Labrador Retriever ve 2 Boxer 1rki,
Leishmaniasis’li grupta ise 37 melez, 3 Golden Retriever, 3 Labrador Retriever, 3 Kangal

Coban Kopegi, 2 Rottweiler, 2 Terrier, ve 2 Alman Coban Kopegi itk kopek degerlendirildi.

Tablo 5. Saglikli ve Leishmaniasis’li kopeklerde demografik bulgular

Parametre Saghkh Leishmaniasis’li
(n=22) (n=52)
5,75+ 1,97 4,70 £2
Yas (y1l) (2-8) (1-9) 0.236
Melez (n=37)
_ Golden retriever (n=3)
I\G/Isllgzn(rrl;;ize)ver (n=4) Labrador retriever (n=3)
Irk (n) . i Kangal ¢oban kdpegi (n=3)
Labrador retriever (n=4) o
Boxer (n=2) Alman f;oban kdpegi (n=2)
Rottweiler (n=2)
Terrier (n=2)
Cinsiyet (erkek/disi) 11/11 27/25
.. o1 20+4,9 22+8
Viicut agirhg: (kg) (14-35) (16-40) 0.327
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Sagliklt kontrol grubunu olusturan kdpekler dnceden belirlenen klinik ve laboratuvar
parametrelere gore degerlendirilerek belirlendi. Saglikli kontrol grubunda herhangi bir klinik
bulgu saptanmadi. Leishmaniasis’li kopeklerde lenfadenomegali (n=41), eksfolyatif dermatitis
(n=20), istahsizlik (n=19), kilo kaybi (n=16), onikogripozis (n=13), alopesi (n=10),
konjunktivitis (n=9), nazal hiperkeratosis (n=7), kulak ucu dermatozu (n=6), uveitis (n=6) ve
epistaksis (n=3) en sik karsilasilan bulgular olarak o6ne c¢ikti. Calisma kapsaminda

degerlendirilen bazi olgulara ilgili gorseller Sekil 4, 5 ve 6’da sunulmustur.

Sekil 4. Calismada degerlendirilen Evre II Leishmaniasis’li bir olgu. Periokuler alopesi,

kepeklenme ve dermatolojik lezyonlar.
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Sekil 5. Calismada degerlendirilen Evre III Leishmaniasis’li bir olgu. Kulak ucu dermatozu

basta olmak iizere dermatolojik lezyonlar.

Sekil 6. Calismada degerlendirilen Evre IV Leishmaniasis’li bir olgu. Yaygin dermatolojik

bulgular, onikogripozis, okiiler bulgular.
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4.1. Leishmaniasis’li Kopeklerde Serolojik, Hematolojik ve Biyokimyasal Bulgular

Hastaligin evresi dikkate alinmadan toplam 52 Leishmaniasis’li kopege ilgili belirlenen
klinik, serolojik ve hematolojik bulgular saglikli kontrol grubu ile karsilastirilarak Tablo 6’da
ozetlendi.

P

Leishmaniasis’li kopeklerde IFAT degerlerinin 1/64 ile 1/2048 arasinda degistigi
belirlendi. Hematolojik degerlendirmede WBC sayisi, MCV ve MCHC degerleri arasinda
farklilik belirlenmezken, RBC (p<0.05) ve PLT (p<0.01) sayilart ile HCT deger (p<0.001)

Leishmaniasis’li kopeklerde diisiik bulundu.

Tablo 6. Saglikli ve Leishmaniasis’li kopeklerde belirlenen IFAT degeri ve hematolojik

bulgular
Parametre Saghkh Leishmaniasis
(n=22) (n=52)

At ] (1/64%/82048) 0.000
WBC (x10°/L) (3,;;13 7 (2’171_,3315’4) 0,683
o e I e
Heree) B6.6476) ) 0.001
Mevdan (636-%0) (38,696-55,1) 0.182
MEHC &b (33,17’-734) (2633-53 8) 0.460
PLT (x10°/L) (2028?_3222) (4%;)279) 0.006
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Saglikli ve Leishmaniasis’li kopeklerde belirlenen rutin biyokimyasal parametreler
Tablo 7°de sunuldu. Yapilan degerlendirmede; gruplar arasinda serum ALT ve ALP enzim
aktivitelerinde istatistiksel onemli farklilik belirlenmedi. Serum total protein (p<0.001), iire
(p<0.01), kreatinin (p<0.05) konsantrasyonlar1 ile idrar protein/kreatinin orani (p<0.001)
Leishmaniasis’li kopeklerde yiiksek bulunurken, serum albumin konsantrasyonu (p<0.01) ve

serum AST enzim aktivitesi (p<0.05) diisiik saptandi.

Tablo 7. Saglikli ve Leishmaniasis’li kopeklerde belirlenen rutin biyokimyasal parametreler

Saghkh Leishmaniasis

Parametre (n=22) (n=52) |
Total Protein (g/dL) ( 4,58,?79, 0) ( 4’;?411’1) 0.000
Albumin (g/dL) ?5?3%2(,)6; ?flﬂ-ts(,)éi 0.003
ALT (U/L) (233%’523) (9222 0 0.117
AST (U/L) (15_598) (93_(2)’657) 0.036
ALP (U/L) (3737_’959) a 7521 64 0.061
Ure (mg/dL) (1343_ 1;52) (122’; 5) 0.002
Kreatinin (mg/dL) (0%-917, 3 (0}2’}166) 0.034
idrar 0,13 0,83 0.000
Protein/Kreatinin (0,07-0,33) (0,07-10)

Sagliklt ve Leishmaniasis’li kopeklerde FGF-23 ve a-Klotho ile kalsiyum-fosfor

metabolizmasina ilgili parametreler Tablo 8 ve Sekil 7°de sunuldu.

Gruplar arasi1 degerlendirmede fosfor konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel farklilik
bulunmadi. Leishmaniasis’li kopeklerde FGF-23 (p<0.05), a-Klotho ve PTH degerleri ytliksek
(p<0.001) belirlenirken, D vitamini ve kalsiyum konsantrasyonlar1 ise diisiikk (p<0.001)

bulundu.
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Tablo 8. Saglikli ve Leishmaniasis’li kopeklerde plazma FGF-23 ve serum o-Klotho

konsantrasyonlart ile kalsiyum-fosfor metabolizmasi parametreleri

Parametre Saghkh Leishmaniasis
(n=22) (n=52)

FGF-23 (pg/mL) (26,;‘2’?5,5) (26,3}’19056) 0.017
a-Klotho (pg/mL) ( 67’21_22%2’ 6 (51’22(3‘5"278’8) 0.000
D vitamini (ug/L) ( 43,145(2)’21 @ X 5’39)_93”%0’8) 0.000
Parathormon (ng/mL) a 9’132_3’4277 ) a 7;_518 821) 0.000
Kalsiyum (mg/dL) (é?f?lj;’;) (97”56?; 10:17) 0.000
Fosfor (mg/dL) (Z,Si;,l) (1;’_523) 0.221
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Sekil 7. Saglikli ve Leishmaniasis’li kopeklerde FGF23 (a), a-Klotho (b), Vitamin D (c),
Parathormon (d), Kalsiyum (e) ve Fosfor (f) diizeyleri. Kutular yiizde 25 ve 75'lik
dilimi, biyiklar yiizde 10 ve 90’lik dilimi gosterir. Her bir kutunun i¢indeki ¢izgi
medyani gosterir. Noktalar dilim diginda kalan sonuglar1 temsil eder. * Saglikli gruba

gore farkliliklar istatistiksel anlamlidir.
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Leishmaniasis’li kopeklerde (n=52) FGF-23 ve o-Klotho ile kalsiyum-fosfor
metabolizmasina ve bobrek fonksiyonuna ilgili parametreler arasindaki korelasyonlar Tablo
9’de sunuldu. FGF-23 diizeyi ile iire, kreatinin konsantrasyonlari arasinda zayif, idrar
protein/kreatinin orani arasinda ise orta pozitif yonde korelasyon belirlenirken, a-Klotho ile
diger parametreler arasinda anlamli bir iligki belirlenemedi. Bu parametreler disinda serum
kalsiyum ile kreatinin ve idrar protein/kreatinin; fosfor ile {ire, kreatinin ve idrar
protein/kreatinin; tire ile kreatinin ve idrar protein/kreatinin arasinda pozitif yonlii farkli giicte

iligkiler saptandu.

Tablo 9. Leishmaniasis’li kopeklerde FGF-23 ve a-Klotho ile kalsiyum-fosfor metabolizmasi

ve bobrek fonksiyonuna ilgili parametreler arasindaki korelasyonlar (n=52)

D vitamini
Kreatinin
Protein/
Kreatinin

FGF-23

a-Klotho

D vitamini

PTH

Kalsiyum

Fosfor

Ure

Kreatinin

idrar
Protein/
Kreatinin

4.2. Leishmaniasis’li Kopeklerde Evrelere Gore Hematolojik ve Biyokimyasal Bulgular

Leishmaniasis’li kopekler klinik, serolojik ve laboratuvar bulgular temelinde Leishvet
grubunun belirledigi kriterler (Tablo 2) dikkate alinarak Evre I (n=16), Evre II (n=14), Evre III
(n=9), Evre IV (n=13) olarak alt gruplara ayrildi. Hastaligin farkli evrelerindeki kopeklerde
belirlenen IFAT degeri ile saglikli kdpeklerin hematolojik bulgular1 karsilastiriimasi Tablo
10°da 6zetlendi.
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Serolojik degerlendirmede saglikli gruptaki kdpeklerde 1/64 iizerinde antikor titresine
rastlanilmadi. Evre I ve III grubundaki olgularin IFAT degerleri 1/64 ile 1/256 arasinda iken,
Evre II gruptaki olgularin IFAT degerleri 1/64-1/512 arasinda degisim gdstermekteydi. Evre
IV gruptaki olgularin IFAT degerleri 1/128 ile 1/2048 arasinda titrasyona sahipti.
Leishmaniasis’in farkli evrelerine gore gruplandirilan kopeklerde IFAT degerleri Evre IV

grubu kopeklerde diger gruplara gore yiiksek bulundu (p<0.001).

Hematolojik degerlendirmede; WBC sayist ile MCV ve MCHC degerlerinde gruplar
arasi farkliliklar 6nem gostermezken RBC (p<0.01) ve PLT (p<0.05) sayilar1 ile HCT degerde
(p<0.001) farkliliklar anlamli bulundu. Gruplar i¢indeki karsilagtirmada; Evre IV grubunun
RBC sayist saglikli, Evre I ve I1I grubu kopeklere gore, HCT degeri ise saglikli ile Evre I grubu
kopeklere gore diisiik saptandi. PLT sayis1 Evre I ve IV grubu kopeklerde saglikli gruba gore
diisiik bulundu.

Tablo 10. Saglikli ve Leishmaniasis’li kopeklerde evrelere gore IFAT degeri ve hematolojik

bulgular
— Saghkh Evre II Evre III Evre IV
(n=22) (n=14) (n=9) (n=13)
. 1/64° 1/96° 1/64° 1/512¢
TFAT - (1/64-1/256) | (1/64-1/512) | (1/64-11256) | (1/128-1/2048) | %000
WBC 1133 9,54 11,28 12,37 12,38 0707
(x10°/L) (37-1472) | (43203) | (41-314) | (65-269) 2,721) :
RBC 6,2+ 0,7° 612120 | 54x120% | 591200 43+13° 0,002
(x10'%/L) (4,9-8.3) (3,5-7.8) (33-78) | (3,6-10,7) (2,4-6,7) :
D136 | 404286 | 3L1=10% | 378=11% | 287%0,1°
0 b b b b b b b b
HCT (%) (36-47) (23-57) (23-54) (23-55) (17-44) 0.000
63 66,0 67,5 68 66
MCV (iL) (63,8-80,0) (59-78) (52-79) (59-78) (38-85) 0.573
MCHC 31,7 31,8 3.1 325 33,1 0604
(g/dL) (30,7-34) 28237) | (27.638) | (262-34) (27.2-34.3) :
PLT 282 185° 244 5% 345 210° 0024
(x10°/L) (208-522) (46-613) (48-677) (27-729) (4-304) :

* Ayni satirda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir.

Hastaligin evrelerine gore dort grupta (Evre I-IV) degerlendirilen kdpeklerde bazi rutin
biyokimyasal parametrelere ilgili bulgular, saglikli kopeklerden elde edilen veriler ile

karsilastirilarak Tablo 11°da 6zetlendi.

Yapilan degerlendirmede; serum ALT ve ALP aktivitelerinde gruplar arasinda
istatistiksel onemli farklilik belirlenmedi (p>0.05). Saglikli kontrol gruba gore; serum total
protein konsantrasyonunun tiim evrelerde yiiksek oldugu saptandi. Serum albumin

konsantrasyonu Evre I grubu kopeklerde saglikli gruba gore diistiik belirlendi. Saglikli ve Evre
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IV gruplarina gore; serum AST aktivitesi Evre II kopeklerde diisiik, diger gruplarla

farkliliklarin anlamli olmadigi belirlendi.

Idrar protein/kreatinin oraninin saglikli gruba gore tiim gruplarda artis gdsterdigi
bulunurken, Evre IV grubunun Evre I grubuna gore yiiksek oldugu goriildii. Serum iire ve
kreatinin konsantrasyonlarinin Evre III ve IV gruplarinda saglikli gruba gore yiiksek oldugu
belirlendi. Buna ek olarak Evre IV grubundaki kopeklerin serum iire ve kreatinin

konsantrasyonlar tiim gruplara gore yiiksekti.

Tablo 11. Saglkli ve Leishmaniasis’li kopeklerde evrelere gore rutin biyokimyasal

parametreler
Parametre Saghkh Evre II Evre III Evre IV
) (n=14) (n=13)
Total Protein 5,892 6,92° 8,43 7,63° 6,77° 0.000
(g/dL) (4,3-7,0) G1-10) | 66114 | 64141 | @214 | "
: 26+0,1° | 22205 | 22205 | 24506 | 22+03®
Albumin (g/dL) |5 55 o) (1,1-3.3) (1533) | (1,532 (1527 | %%
382 33 35 0 60
ALT (UL) (23-53) (13-109) (9-220) (18-77) 22-174) | 0062
45° 27,5% 27 47 49°
AST (U/L) (18-98) (13-189) (11-85) (12-103) ©-267) | 0026
775 57,5 3 35 61
ALP (UL) (33-99) (17-185) (18-120) (17-214) 20-264) | 160
" 33,5° 32,5 365" 68" 400°
Ure (mg/dL) (14-42) (14-73) (22-67) (22-480) | (118-724) | *000
Kreatinin 0,972 0,842 1,16% 1,48° 6,37¢ 0.000
(mg/dL) (0,3-13) (0,4-1,1) 02-13) | (0,62.4) (3-16) :
idrar Protein/ 0,132 0,10* 0,67° 3¢ 6° 0.000
Kreatinin (0,07-03) | (0,07-03) (0.5-2) 2-6) (3-10) :

*Ayni satirda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir.

Saglikli ve evrelere gore gruplandirilan Leishmaniasis’li kopeklerde plazma FGF-23 ve
serum a-Klotho ile kalsiyum-fosfor metabolizmasina ilgili parametreler Tablo 12 ve Sekil 8’de
sunuldu. Gruplar arasi1 degerlendirmede; tiim parametrelerdeki farkliliklarin istatistiksel dnemli
oldugu goriildii. Saglikli grupla karsilastirildiginda; plazma FGF-23 konsantrasyonlari tim
evrelerde saglikli gruba gore yiiksek ortanca degerlere sahip olmakla birlikte farkliliklar Evre
III (p<0.05) ve Evre IV (p<0.001) gruplarinda istatistiksel anlamli bulundu (Sekil 8a). Evreler
arasindaki degerlendirmede ise Evre IV grubunda Evre I ve II gruplarina gore yiiksekti
(p<0.05). a-Klotho ve PTH diizeyleri tiim evrelerde saglikli gruba gore yiiksek saptanirken
(Sekil 8b,d), evreler arasindaki farkliliklarin istatistiksel anlam ifade etmedigi tespit edildi.
Hastaligin tiim evrelerinde vitamin D ve kalsiyum konsantrasyonlart saglikli gruba gore diisiik

belirlendi (Sekil 8c,e). Evreler arasindaki farklar ise istatistiksel anlamli bulunmadi. Fosfor
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konsantrasyonu Evre IV grubu kopeklerde diger evrelere ve saglikli gruptaki kdpeklere gore

yiiksekti (Sekil 8f).

Tablo 12. Saglikli ve Leishmaniasis’li kopeklerde evrelere gore plazma FGF-23 ve serum a-

Klotho degerleri ile kalsiyum-fosfor metabolizmasi parametreleri

Parametre Saghkh Evre 111
(n=22) (n=9)

FGF-23 34,322 32,15% 44 205b° 341¢ 0.002
(pg/mL) (26-215) (26-737) (26-632) (26-867) | (33-1056) |
a-Klotho 1292 222 187° 201° 197° 0.002
(pg/mL) (672-232,6) |  (75-528) (74-357) (75-373) | (51-431) |

D vitamini 1802 1220 93P 53b 108° 0.000
(ug/L) 434-261,4) | (39-225) (15-227) 24-198) | (26-229) | *
Parathormon 122,28 262° 271° 207 262° 0.002
(ng/mL) (193-247,1) | (91-677) (46-1821) (17-335) | (62-1106) | "
Fosfor 5,32 4.4 4,10° 4,10° 8P 0.000
(mg/dL) (2,9-7,1) (1,8-6,8) (2,3-5) (396 | (5623 | "
Kalsiyum 10,6 + 12 9,1+0,6" 9,5+0,7° 9,8+0,3" 9,7+1° 0.000
(mg/dL) (8,1-12,5) (7,9-10) (7,6-10,6) ©92-104) | @11, | "

* Ayni satirda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir.

34



1200+ . 600~
1000+ 1+ I ¢
) 4 [= *
E ] * S . ®
g 800 o &400- * ® -|—
- °
~ 6004 §, T
N S °
6 400+ ¥ 200
L «
J e ©
200 < % - _l_ -l.
0- 0 T T T T L !
Saghkli Evrel Evrell Evrelll Evre IV Saglkh Evrel Evrell Evrelll Evre IV
c) d)
300 - 2000+ %
o °
_ ‘|' . 2 5 d
- ° ° e D 1500+
<} o -
2 200- H T = .
a T 2 10004 ®
[ I
= o] *
E ol T g :
100 =
g S 500
L ] o o
5 . * 0 - .
Saghkh Evrel Evrell Evrelll Evre IV Saghkli Evrel Evrell Evrelll Evre IV
e) f)
14+ 25+ *
— ° J
T 124 ) 20 T
=) o 3
£ . . .t 2 154
£ 10 ') s
g O 104 L]
< g ®e 3 S °
S ° & 5 % % A
L J
6 0

Saglhikh Evrel Evrell Evrelll EvrelV Saglikh Evrel Evrell Evrelll EvrelV

Sekil 8. Saglikli ve evrelere gore Leishmaniasis’li kopeklerde FGF23 (a), a-klotho (b), Vitamin
D (c), Parathormon (d), Kalsiyum (e) ve Fosfor (f) diizeyleri. Kutular yilizde 25 ve
75'lik dilimi, biyiklar yiizde 10 ve 90’11k dilimi gdsterir. Her bir kutunun i¢indeki ¢izgi
medyan1 gosterir. Noktalar dilim disinda kalan sonuglari temsil eder. * Saglikli gruba

gore farkliliklar istatistiksel anlamlidir.
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5. TARTISMA

Bu caligmada saglikli ve Leishmaniasis’li kopeklerde plazma FGF-23 ve serum a-
Klotho konsantrasyonlarmin belirlenmesi, hastaligin bobrek fonksiyonu temelinde yapilan
evrelendirmesinde parametrelerin degisimlerinin ve kalsiyum-fosfor metabolizmasinda 6nemi
olan diger metabolitlerle iligkisinin ortaya konmasi amaglandi. Calisma sonuglariyla
Leishmaniasis’in farkli evrelerindeki kdpeklerde hastaligin tani, prognoz, monitdrizasyonunda
kullanilabilecek parametrelere yonelik 6n verilerin tanimlanmas: ile literatiire katkida
bulunulmas: ve yeni projelere temel olusturulmasi hedeflendi. Calismada saglikli kopeklere
gore; Leishmaniasis’li kopeklerde plazma FGF-23 (p<0.05) ile serum o-Klotho ve PTH
degerleri yliksek (p<0.001) belirlenirken, D vitamini ve kalsiyum konsantrasyonlari ise diisiik
(p<0.001) bulundu. Evreler aras1 degerlendirmede FGF-23 konsantrasyonu Evre IV’de diger
tiim evrelerden yiiksekti. a-Klotho diizeyindeki farkliliklar ise evreler arasinda anlamli degildi.
FGF-23 diizeyi ile iire, kreatinin konsantrasyonlari (zayif) ve idrar protein/kreatinin orani (orta)
arasinda pozitif yonde korelasyon belirlenirken, a-Klotho ile diger parametreler arasinda

anlamli bir iligki belirlenemedi.

Leishmaniasis’de amastigot ve/veya organizmanin etkene bagisiklik yaniti ile devreye
giren otoimmunantikorlar, immun—kompleks birikimi gibi bagisiklik sistemi aracilt
mekanizmalarla cesitli doku ve organlarda graniilamatéz tipte yangi olusturabilmektedir
(Solano-Gallego ve digerleri, 2009). Olusan klinik ya da laboratuvar bulgular her hastada farkl
olabilmekte, bir veya daha fazla mekanizmanin islemesiyle ortaya ¢ikabilmektedir (Koutinas
ve digerleri, 1999; Koutinas ve Koutinas, 2014). Hastaligin kronik seyri nedeniyle klinik
bulgularin olugsmasinin bazi olgularda ii¢ aydan yedi yila kadar uzayabildigi ifade edilmektedir.
Lenfadenopati, kaseksi, letarji, ates ve burun kanamasi gibi genel bulgular; eksfolyatif dermatit,
nazal hiperkeratoz, alopesi, kepeklenme, onikogripoz gibi dermatolojik bulgular; uveit ve
konjunktivit gibi okiiler bulgular hastaligin klinik yansimasinda sik goriilebilmektedir.
Laboratuvar degerlendirmede ise hafif non-rejeneratif anemi ve trombositopeni gibi
hematolojik; azotemi, albiimin seviyesinde azalma ve globiilin seviyesinde artis ile karakterize
total proteinemi 6ne ¢ikmaktadir (Solano-Gallego ve digerleri, 2009). Calismaya dahil edilen
52 Leishmaniasis’li kopekte lenfadenomegali (n=41), eksfolyatif dermatitis (n=20), istahsizlik
(n=19), kilo kayb1 (n=16), onikogripozis (n=13), alopesi (n=10), konjunktivitis (n=9), nazal

hiperkeratosis (n=7), kulak ucu dermatozu (n=6), uveitis (n=6) ve epistaksis (n=3) en sik
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karsilagilan bulgular olarak o©ne c¢ikti (Sekil 4, 5, 6). Saghkli (n=22) gruba gore;
Leishmaniasis’li (n=52) grupta RBC ve PLT sayilari, HCT deger ve serum albiimin
konsantrasyonu diisiik; serum total protein, iire, kreatinin konsantrasyonlar: ile idrar
protein/kreatinin orani yiliksek bulundu (Tablo 6 ve 7). Bu degisikliklerin, hastalifin temel
klinik ve laboratuvar bulgulartyla uyumlu oldugu goriildii (Solana-Gallego ve digerleri, 2009).

Klinik Leishmaniasis’li kopekler yaninda, asemptomatik enfekte hayvanlar da
olabildigi i¢in daha dogru bir tani, prognoz ve tedavinin olusturulmasina ydnelik etkilenen
kopeklerin hastaligin siddetine gore evrelenmesi Onerilmektedir. Bu aragtirma kapsaminda
degerlendirilen hasta kdpekler Leishvet Calisma Grubunun onerileri dogrultusunda serolojik,
klinik ve laboratuvar bulgular1 dikkate alinarak Evre I (n=16), Evre II (n=14), Evre III (n=9) ve
Evre IV (n=13) olmak iizere dort farkli grupta degerlendirildi (Solano—Gallego ve digerleri,
2011).

Evre I ve III grubundaki olgularin IFAT degerleri 1/64 ile 1/256 arasinda iken, Evre 11
gruptaki olgularin IFAT degerleri 1/64-1/512 arasinda degisim belirlendi. Evre IV grubundaki
olgularin IFAT degerleri 1/128 ile 1/2048 arasindaydi (Tablo 6). Evrelere gore gruplandirilan
Leishmaniasis’li kopeklerde IFAT degerleri Evre IV grubu kopeklerde diger gruplara gore
yiiksek bulundu (p<0.001). Ozellikle Evre IV’deki belirgin yiikselme, hastaligin klinik-
patolojik bulgular1 siddetlendikce IFAT degerlerinin artis gosterdigini belirten bir diger

caligmayla uyumlu bulundu (Proverbio ve digerleri, 2014).

Klinik Leishmaniasis’li kopeklerde, kronik yangisal hastaligin tipik 6zelligi olan hafif-
orta derecede normositik ve normokromik rejeneratif olmayan anemi en yaygin hematolojik
anormalliktir (Paltrinieri ve digerleri, 2016). Bu durum eritroid kemik iligi kompartmanindaki
bozukluklara bagl olarak azalmis eritropoez veya kronik bobrek yetmezligine bagl olarak
azalmis eritropoietin iiretimi ile iligkilendirilmektedir (Maia ve Campino, 2018). Bu ¢alismada
hematolojik degerlendirmede Evre IV grubunun RBC sayis1 saglikli, Evre I ve III grubu
kopeklere gore, HCT degeri ise saglikli ile Evre I grubu kdpeklere gore diisiik saptandi (Tablo
6). Evre IV grubundaki HCT deger ve RBC sayisindaki belirgin azalmanin basta kronik bobrek

yetmezligi ve kronik yangi sonucu ortaya ¢ikan anemi ile iliskili olabilecegi diistiniildii.

Serum poliklonal a- B- ve y-hiperglobulinemi, hiperproteinemi, hipoalbliminemi ve
albiimin/globulin (A/G) oraninda azalma gibi protein degisiklikleri, hastaligin ilerlemesi ile
iligkilendirilmistir (Ciaramella ve digerleri, 1997; Koutinas ve digerleri,, 1999; Meléndez-Lazo
ve digerleri, 2018). Hipoalbiiminemi ve hiperproteinemi hastaligin negatif prognoz belirtecleri
olarak ifade edilmektedir (Geisweid ve digerleri, 2012; Paltrinieri ve digerleri, 2016). Bu
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aragtirmada saglikli gruba gore serum total protein konsantrasyonu tiim evrelerde ytliksek,
albumin konsantrasyonu Evre I, Il ve IV grubu kopeklerde diisiik belirlenirken (Tablo 7) evreler

aras1 degerlendirmedeki farkliliklar anlamli bulunmadi.

Bu c¢alismada, Leishvet evreleme sistemi (Solana-Gallego ve digerleri, 2009) ve
literatiire (Paltrinieri ve digerleri, 2016) uygun olarak I. ve II. evrede iire ve kreatinin
konsantrasyonlari referans aralikta bulunurken, Evre III’de IRIS standartlarina gore (Tablo 1)
1. derece ya da 2. derece bobrek yetmezligi ve Evre IV’de IRIS 3. derece ya da 4. derece bobrek
yetmezligi bulgular1 saptandi (Tablo 7). Saglikli gruba gore idrar protein/kreatinin oraninin
tiim gruplarda artig gésterdigi bulunurken, Evre IV grubunda Evre I grubundan yiiksek goriildii.
Ure ve kreatinin konsantrasyonlarmin Evre III ve IV gruplarinda saglikli gruba gore yiiksek
oldugu belirlendi. Buna ek olarak Evre IV grubundaki kopeklerin serum iire ve kreatinin

konsantrasyonlar1 tiim gruplara gore yliksek bulundu.

Leishmaniasis glomerulonefrit, tubulointersitisiyal nefrit ve amiloidoz sonucu bobrek
hastaligina neden olabilmektedir. Glomerulonefrit, glomerullerde amastigotlara karsi
sekillenen immunkompleks (antijen-antikor) birikimi nedeniyle olusmaktadir. Leishmaniasis
tanis1 konuldugu anda kopeklerin yaklasik %50°sinde bobrek hastalifina yonelik klinik-
patolojik  bozukluklarin  belirlenebilecegi ifade edilmektedir. Hastalik ilerledikce
tubulointersitisyel lezyonlarin artis1 ve azoteminin sekillenmesi Leishmaniasis’de 6liimiin en
onemli nedeni olan son asama bdbrek yetmezligini olusturabilmektedir (Roura ve digerleri,
2020). Klasik parametreler olarak bilinen serum iire ve kreatinin konsantrasyonlar1 ancak
bobrek fonksiyonlar1 %75°1 bozuldugunda birlikte yiikselmekte ve bobrek yetmezliginin erken
tanisinda istenen duyarliligi gostermemektedir (Garcia-Martinez ve digerleri, 2015). Bobrek
hasart ya da fonksiyonunun degerlendirmesinde iire ve kreatinin yerine gegebilecek
biyobelirteglerin yaklagik 15 senedir arandigi ve halen istenilen oOlgiitlerde parametrelerin
saglanamadig belirtilmektedir (Coca, 2019). Her parametre avantajlar1 yaninda dezavantajlar
getirmektedir. Ayrica iire ve kreatinin konsantrasyonlari stres, aglik, beslenme diizensizlikleri,
hafif dehidrasyon, viicut kondiisyonu, atesli hastaliklar gibi renal fonksiyonla ilgisi olmayan
durumlardan etkilenebilmektedir. Leishmaniasis, bobreklerde olusturdugu ilerleyici hasar
yoniiyle renal biyobelirtegleri degerlendirmek i¢in uygun bir hastalik modeli olusturmaktadir

(Paltrinieri ve digerleri, 2016).

FGF-23 ve o-Klotho gectigimiz 10 yil igerisinde gerek kalsiyum-fosfor
metabolizmasindaki 6nemli rolleriyle, gerek renal ve kardiyovaskiiler sistemdeki kompleks

islevleriyle insan ve farkli tiirlerde pek ¢ok calismaya konu olmustur. Insanlardakine benzer
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sekilde plazma FGF-23'tin KBH evrelerine paralel artis gosterdigi kedilerde (Finch ve digerleri,
2013; Geddes ve digerleri, 2015; Sargent ve digerleri, 2019) ve yakin zamanda kopeklerde
(Harjes ve digerleri, 2017; Parker ve digerleri, 2017; Rudinsky ve digerleri, 2018) sinirli sayida
calisma ile gosterilmistir. Kopeklerde FGF-23 ve a-Klotho diizeylerinin birlikte

degerlendirildigi bir ¢caligmaya ise ulasilamamustir.

Kopeklerde FGF-23’tin  degerlendirildigi  ilk calismada plazma FGF-23
konsantrasyonlarinin KBH'nin siddeti ile artis gosterdigi ve IRIS evre 1 ve 2 ile evre 3 ve 4
arasinda 6nemli farkliliklar oldugu belirlenmistir (Harjes ve digerleri, 2017). Dittmer ve
digerleri, (2017) tarafindan gerceklestirilen ikinci ¢alismada KBH’li kdpeklerde (n=20) serum
fosfor ve FGF-23 konsantrasyonlarinin artigi saptanmistir. Parker ve digerleri, (2017)
tarafindan KBH nin farkli evrelerindeki kopeklerde D vitamini metabolitlerinin PTH, FGF-23,
kalsiyum ve fosfor ile iligkisinin degerlendirdigi calismada, saglikli kdpeklere gore; IRIS evre
3 ve 4 olan kopeklerde tiim D vitamini metabolit konsantrasyonlarinin énemli 6l¢iide diisiik
oldugu, Evre 1 ve 2’deki kopekler ile saglikli kopekler arasinda ise fark belirlenememistir.
Rudinsky ve digerleri (2018), KBH’li kdpeklerde hayatta kalma ile viicut ve kas kondiisyon
skorlari, hematokrit, kreatinin, serum fosfor, idrar protein/kreatinin orani, PTH, 25-
hidroksivitamin D, 1,25-dihidroksivitamin D ve FGF-23 konsantrasyonlarini1 degerlendirmistir.
Sonug olarak; kas atrofisi, artmig kreatinin, hiperfosfatemi, artmis idrar protein/kreatinin orani
ve artmis FGF-23 tespit etmis olup, hastaligin her evresinde hayatta kalma siirelerini anlamli
derecede farkli bulmustur. Bu aragtirmada saglikli grupla karsilagtirildiginda FGF-23 diizeyleri
tiim evrelerde saglikli gruba gore yliksek ortanca degerlere sahip olmakla birlikte farkliliklar
Evre III (p<0.05) ve Evre IV (p<0.001) gruplarinda istatistiksel anlamli bulundu. Evreler
arasindaki degerlendirmede ise Evre IV grubunda Evre I ve II gruplarina gore yiiksekti
(p<0.05). Bunun yaninda FGF-23 diizeyi ile iire, kreatinin konsantrasyonlar1 (zayif) ve idrar
protein/kreatinin orani (orta) arasinda pozitif yonde korelasyon belirlendi. Elde edilen veriler
kopeklerde gerceklestirilen onceki galismalara benzer bulundu (Harjes ve digerleri, 2017;
Rudinsky ve digerleri, 2018). Plazma FGF-23 diizeyindeki artislarin hastaligin ilerleyen
evrelerinde daha belirgin ve serum fire, kreatinin konsantrasyonlarindaki artisla uyumlu olmasi
nedeniyle hastaligin patofizyolojisine ilgili ilerideki c¢aligmalarda da parametrenin

degerlendirilmesinin yararli olabilecegi diistiniildii.

Kopeklerde, serum ¢oziinebilir a-Klotho diizeylerinin degerlendirildigi yalnizca bir
calismaya ulasiimustir (Yi ve digerleri, 2020). ilgili ¢alismada KBH’nin ileri asamasindaki

kopeklerde idrar ve serumda a-Klotho diizeyleri saglikli kontrol grubuna gore daha diisiik
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bulunmustur. S6z konusu ¢alismada idrar a-Klotho diizeylerinin serum simetrik dimetilarjinin,
iire, kreatinin ve fosfor konsantrasyonlariyla negatif korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Idrar
a-Klotho konsantrasyonu IRIS evre 3 grubunda, kontrol ve evre 1 gruplarina kiyasla diisiik;
evre 3 ve evre 4 gruplarinda evre 1 ve evre 2’ye gore diisiik bulundugu belirtilmektedir (Yi ve
digerleri, 2020). Evre 4 grubunda kontrol grubundan anlamli olarak farkli olmamasina ragmen
erken evrelerdekinden daha diisiik oldugu bildirilmistir. Ancak KBH’nin ileri evrelerindeki
kopeklerde idrar Klotho diizeyi azalir ve ¢esitli parametrelerle korelasyon gosterirken, serum
a-Klotho’da bu korelasyonlarin belirlenemedigi ifade edilmektedir. Bu nedenle, bobrek
fonksiyonu veya hasarinin belirlenmesinde idrar Klotho diizeylerinin serum Klotho diizeyine
gore daha anlamli olabilecegi vurgulanmistir (Yi ve digerleri, 2020). Ayni ¢alismada serum o-
Klotho konsantrasyonu, evre 2 ve evre 3 kopeklerde kontrol kopeklerinden diisiik olmasina
ragmen, evre 3 kopeklerde daha yiiksek tespit edilmistir. Bu sonugclar, a-Klotho'nun plazma
diizeylerinin bobrek fonksiyonu ile iliskili olmadigini gosteren insan c¢aligmalarinin
bulgulariyla benzemektedir. 312 hasta insanda gergeklestirilen bir kohort ¢alismasinda, plazma
Klotho seviyelerinin KBH evreleri arasinda farklilik géstermedigi ve GFR veya diger kalsiyum-
fosfat metabolizmasi parametreleri ile anlamli bir iliskinin bulunmadig: belirtilmektedir (Seiler
ve digerleri, 2013). Coziiniir a-Klotho konsantrasyonlar: lizerine yapilan ¢aligmalar arasinda
belirlenen uyumsuz sonuglarin bu parametrenin KBH biyobelirteci olarak kullanilmasini
kisitlayabilecegi ifade edilmistir. Calisma sonuglar1 arasi farkliliklarin bir nedeni olarak da
¢ozlinlir Klotho'nun analizinde standart bir testin olmayis1 goriilmektedir (Neyra ve digerleri,

2017).

Arastiricilarin - bilgisine gore bu ¢alisma, kopeklerde ¢oziinebilir a-Klotho'yu
degerlendiren ikinci ¢alismadir. Bu c¢alisma sonuglarna gore o-Klotho diizeyleri
Leishmaniasis’li kopeklerde arastirmanin hipotezinde dngoriilenin aksine yiiksek belirlenirken,
evreler arasi farkliliklarda istatistiksel onem veya diger parametrelerle anlamli bir iliski
belirlenemedi. Bu bulgular KBH’li kopeklerde ve insanlarda gergeklestirilen bazi
caligmalardan elde edilen sonuglarla uyumluluk goéstermektedir (Seiler ve digerleri, 2013; Yi
ve digerleri, 2020). Ayrica plazma Klotho'nun membranéz Klotho'yu yansittig1 dne siiriilmekle
birlikte, Klotho doku ekspresyonu, plazma Klotho seviyeleri ve Klotho iiriner atilimi arasinda
farkliliklar olabilecegi ifade edilmektedir (Yi ve digerleri, 2020). FGF-23"in hedef hiicreleri
tizerindeki membrandz Klotho proteininin miktarinin belirlenmesi, klinik pratikte kolaylikla
uygulanamayan bdbrek ve paratiroid bezi gibi hedef organlar iizerinde invaziv tanisal

prosediirleri gerektirmektedir. Membrandz Klotho pargalanir ve dolasima salinir, bdylece
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Olciim i¢in daha kolay erisilebilir olan ¢dziiniir Klotho {iiretilir. Bununla birlikte, mevcut
cozlinlir Klotho analizi yontemleri, membranéz formun bdlinmesinden {iretilen tam
uzunluktaki ¢oziiniir Klotho ile daha fazla boliinmiis K11 ve K12 Klotho fragmanlar1 arasinda
ayrim yapamayabilecegi bildirilmektedir (Chen ve digerleri, 2014). Farkli Klotho formlari
arasindaki iliskileri de ele alan yeni ¢alismalarin KBH'li kopeklerde Klotho’nun rolii konusunda

daha fazla bilgi verebilecegi diislintilmektedir.

Bobrekler, kalsiyum ve fosforun idrarla atilimmi kontrol ettikleri, kalsitriol
sentezledikleri ve PTH ve FGF-23 icin hedef organ olduklari i¢in mineral metabolizmasinin
diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar. Klotho'nun en yiiksek ekspresyonuna sahip doku distal
tiibiildiir (Chacar ve digerleri, 2020). Klotho hipotezine gore, KBH ilerledik¢e Klotho'nun
ekspresyonu azalir. FGF-23 reseptorlerinin baglanmasi i¢in gerekli olan bir kofaktdér olan
Klotho'nun daha diisiik ekspresyonu yaninda bobrek kiitlesinin giderek azalmasi sonucu FGF-
23"in etkisine direng gelisir ve bu durum fosfatiiriyi azaltarak ve fosfat tutulmasina yol agar.
Normofosfatemiyi siirdiirmek i¢in osteositler siirekli olarak FGF-23 sentezler. FGF-23'iin
yiiksek kan seviyeleri, 1-alfa-hidroksilaz enzimini inhibe ettigi ve bdylece kalsitriol sentezini
bloke ettigi i¢in D vitamini metabolizmasi bozulur. Ayni zamanda, FGF-23, 24-hidroksilaz
uyarimi ile kalsitrioliin yikimlanmasini artirir (Chacar ve digerleri, 2020). Bu degisiklikler
kronik bdbrek hastaligina bagli mineral kemik bozuklugunun ortaya ¢ikmasma aracilik
etmektedir. Insanlarda “kronik bobrek hastaligi-mineral kemik bozuklugu” terimi, diisiik
vitamin D, yiliksek serum fosfat ve PTH diizeyleri ile renal osteodistrofi ve anormal mineral
metabolizmasi ile karakterize edilen tabloyu tanimlamak i¢in kullanilmistir (Silver ve Naveh-
Many, 2013). Mevcut arastirmada, Leishmaniasis’li kopekler saglikli kopekler ile
karsilagtirildiginda serum PTH degerleri yiliksek (p<0.001), D vitamini ve kalsiyum
konsantrasyonlari ise diisiik (p<0.001) bulundu. Evreler arasi degerlendirmede ise serum PTH
konsantrasyonu tiim evrelerde saglikli gruba gore yiiksek saptanirken, farkliliklarin istatistiksel
anlam ifade etmedigi tespit edildi. Hastaligin tiim evrelerinde vitamin D ve kalsiyum
konsantrasyonlar1 saglikli gruba gore diisik belirlendi fakat evreler arasindaki farklar
istatistiksel anlamli bulunmadi. Fosfor konsantrasyonu Evre IV grubu kopeklerde diger evrelere
ve saglikli gruptaki kopeklere gore yiiksekti. Elde edilen veriler Leishmaniasis’li kopeklerde
kronik bdbrek hastaligi-mineral kemik bozuklugu degerlendirmesine yonelik daha fazla

aragtirma yapilmasini destekler nitelikte gortildii.

Kopekler ve kediler, giinese maruz kalma yoluyla D vitamini deri sentezini

gerceklestiremedikleri icin diger memeli tiirlerine kiyasla D vitamini metabolizmasinda

41



farkliliklara sahiptir ve diyetle bu vitaminin yeterli miktarda alinmasi gerekir. D vitamininin
klasik islevleri, bagirsaktan kalsiyum ve fosfat emilimini, renal kalsiyum ve fosfat geri
emilimini uyarmak ve kemik mineral metabolizmasini diizenlemektir. Bu nedenle kalsiyum ve
fosfor homeostazi i¢in 6nemlidir (Cortadellas ve digerleri, 2010). Bu projede hasta kopeklerde
belirlenen serum D vitamini diizeyindeki azalma daha 6nce Leishmaniasis’li kopeklerde diisiik
D vitamini belirlenen diger bir aragtirmayla uyumluydu (Rodriguez-Cortes ve digerleri, 2017).
Ayni zamanda ¢esitli ¢aligmalarda, KBH'li kopeklerin saglikli kopeklere gore daha diisiik
25(0OH)D3 ve 1,25(0OH)2D konsantrasyonlarina sahip oldugu bildirilmistir (Cortadellas ve
digerleri, 2010; Parker ve digerleri, 2017). Baz1 ¢alismalarda, KBH ve kontrol kopekleri
arasindaki farkliliklara ragmen, bir¢cok kopekte 25(OH)D3 ve 1,25(OH)2D konsantrasyonlari
referans degerlerde belirlenmistir (Gerber ve digerleri, 2003). Bu durum, farkli ¢alismalarda
kullanilan nispeten genis referans araliklar1 veya kullanilan laboratuvar tekniklerindeki
farkliliklarla iligkilendirilmistir (Chacar ve digerleri, 2020). Mevcut arastirmada vitamin D
diizeylerini degerlendirme amaciyla Slgiilen 25(OH)D3 konsantrasyonunun Leishmaniasis’li
kopeklerde diisiik bulunmasi hem hastalik hem de hastaligin ileri evrelerinde goriilen KBH ile
iliskilendirilebilir. Bununla birlikte vitamin D’nin prognostik ve tedaviye yonelik kullanimina
dair destekleyici veri olusturmak i¢in farkli vitamin D metabolitlerinin degerlendirildigi,
karsilagtirmali ¢alismalarin yapilmasinin 6nemli oldugu belirtilmektedir (Parker ve digerleri,

2017).

Bu ¢aligmada elde edilen bulgularin degerlendirilmesinde baz1 kisitlayict faktorler de
bulunmaktadir. Calisma sonuglar ilerde gerceklestirilecek arastirmalara zemin hazirlamakla
birlikte kopeklerde deneysel ya da dogal enfeksiyon modellerinde ilgili parametrelerin
tekrarlayan Ol¢limleri, tedavi siire¢lerindeki degisimlerinin izlenmesi ve daha fazla sayida
olgunun arastirmalara dahil edilmesi fayda saglayabilecektir. Ozellikle a-Klotho
konsantrasyonlarinin degerlendirilmesinde serum yaninda idrar numunelerinin de ¢aligilmasi

ve farkli Klotho formlarmin birlikte analizi elde edilebilecek sonuglari giiclendirebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu aragtirmada Ongdriilen amaglar dogrultusunda Leishmaniasis’li ve saglikli
kopeklerde plazma FGF-23 ve a-Klotho diizeyleri belirlenmistir. Bobrek yetmezligi gelismis
(evre III-IV) ve gelismemis (evre I-1I) Leishmaniasis’li olgularda belirlenen degisiklikler
karsilagtirildiginda  FGF-23 diizeylerinin kdpeklerde bobrek hasarinin gostergesi olarak
kullanilabilecegi yoniinde veriler (Harjes ve digerleri, 2017; Parker ve digerleri, 2017;
Rudinsky ve digerleri, 2018) desteklenmistir. Leishmaniasis’li kpeklerde plazma FGF-23 ve
serum o-Klotho diizeyleri ile iligkili oldugu belirtilen ve hastaligin ileri evrelerinde (Evre III-
IV) gozlenebilecek “kronik bobrek hastaligi-mineral kemik bozuklugu”’nda degisiklik
gosterebilecek kalsiyum, fosfor, PTH ve vitamin D diizeyleri degerlendirildiginde evrelere gore
en belirgin degisikligin fosfor diizeylerinde oldugu belirlenmistir. FGF-23 diizeyi ile iire,
kreatinin konsantrasyonlari (zayif) ve idrar protein/kreatinin orani (orta) arasinda pozitif yonde
korelasyon belirlenirken, o-Klotho ile diger parametreler arasinda anlamli bir iliski

belirlenememistir.

Sonug olarak, mevcut aragtirma ile literatiir bilgiye katki kapsaminda Leishmaniasis’li
kopeklerde plazma FGF-23 ve serum c¢oziinebilir a-Klotho diizeylerindeki artis ilk defa
gosterilmistir. FGF-23 diizeyindeki artiglarin hastaligin ilerleyen evrelerinde daha belirgin
oldugu ve serum {ire, kreatinin konsantrasyonlarindaki artisla uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Ozellikle a-Klotho konsantrasyonlarinin 6lgiilmesinde serum yaninda idrar numunelerinin de
calisilmas1 ve farkli Klotho formlarimin birlikte incelenmesinin 6nemli olabilecegi
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgularin Leishmaniasis’de goriilen bobrek hastaliginin
patofizyolojisinin agiklanmasina yonelik ileride gerceklestirilecek tanisal ve tedaviye yonelik
caligmalara kaynak olusturabilecegi diisiiniilmiistiir. Belirlenen degisikliklerin daha detayl
incelenmesi amaciyla hasta takibi ve tedaviyi de kapsayan daha fazla arastirma

gerceklestirilmesinin faydali olabilecegi kanisina varilmstir.
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