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KISALTMALAR

ACE : Anjiotensin doniistiiriicli enzim
ADR : Adriyamisin

DMAH : Diisiik molekiil agirlikli heparin
GBM: Glomeriiler bazal membran

GFR : Glomeriiler filtrasyon hizi

EGF : Epidermal biiylime faktorii

EM : Elektron mikroskopu

FGF : Fibrojenik biiyiime faktori

FSGS : Fokal segmental glomeriiloskleroz
IM : Isik mikroskopu

ISKDC: Uluslararasi ¢ocukluk ¢agi bobrek hastaliklari grubu
IF : immiinfloresan

MLH : Minimal lezyon hastalig1

NS : Nefrotik sendrom

PDGEF : Platelet bagimli biiyiime faktorii
SBNS : Steroide bagimli nefrotik sendrom
SDNS : Steroide direngli nefrotik sendrom
SHNS : Steroide hassas nefrotik sendrom
TGF-B : Doku biiyiime faktérii - beta
TND: Tiirk Nefroloji Dernegi

VEGF : Damarsal biiyiime faktorii
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GIiRIS ve AMAC

Cocukluk caginda bobrek yetmezligi nedenleri arasinda Tiirk Nefroloji
Derneginin 2007 yili verilerine gore glomerilonefritler %22,9 ile idrar yolu
enfeksiyonu ile birlikte ilk sirada yer almaktadir.

Cocukluk c¢ag1 bobrek hastaliklarindan en sik goriilenlerden biri nefrotik
sendromdur. Birincil nefrotik sendrom nedenleri arasinda minimal lezyon hastalig
%76, fokal segmental glomeruloskleroz (FSGS) %9 siklikta goriilmektedir. FSGS
tedavisinde steroidlere yanit diistiktiir (%20), diger tedavi se¢enekleri pulse metil-
prednisolon, siklofosfamid, siklosporin, azitiyoprin, ACE inhibitorleri, mikofenolat
mofetil, takrolimus, plazmaferez ve immiinoadsorbsiyondur. Bu tedaviler steroidler
ile kombine veya tek basina verilmektedir. FSGS tedavi secenekleri de yeterli
degildir ve bu tedavilerin yan etkileri ¢ocuklar i¢in agirdir. FSGS’lu olgularin 10 yil
tedavilere ragmen sonunda yaklasik %20’sinin bdbrek yetmezligine ilerledigi
bildirilmektedir. Bu nedenle FSGS’un tedavisi i¢in yan etkisi diisiik, etkinligi
yiiksek tedavi se¢eneklerinin bulunmasi 6nemlidir.

Diisiik molekiil agirlikli heparinlerin (DMAH), son yillarda antitrombotik
etkilerinin yaninda, antienflamatuar, antianjiogenik, antilipemik ve antifibrotik
etkileri nedeniyle, doku hasarinda koruyucu ozelliklerinin oldugunu gosteren
aragtirmalar vardir. Insanlarda deltaparinin yara iyilesmesi iizerine etkileri
incelenmis ve fibroblast ¢ogalmasimi onledigi gosterismistir. Heparinlerin hayvan
deneylerinde siklooksijenaz-2 ve nitrik oksid sentaz inhibisyonu ile lokal
inflamatuar mediatdrlerinin sentezini, 16kosit gogilint, IL-1f ve TNF-o sentezini

onledigi gosterilmistir. Deneysel peritonit modelinde doku 6demini, notrofil gdciini,



16kosit adhezyonunu ve transmigrasyonunu azalttiklart gésterilmistir. Heparin ve
heparan sulfatin fare akciger alveollerinde fibroblast ¢ogalmasini azaltarak
remodeling safhasini hafiflettikleri bulunmustur. Bobrek patolojilerinde de diisiik
molekiil agirlikli heparinler ile 6dem, yangi, fibroblast ¢ogalmasinin baskilandig
gosterilmistir.

Adriyamisin (ADR, doksurubisin) bir antineoplastik antibiyotiktir. Deneysel
calismalarda ratlarda nefropati ve FSGS modeli olusturmak i¢in kullanilmaktadir.

Bu calismada amacimiz deneysel olarak diisiik molekiil agirlikli heparinlerin,
adriyamisinle FSGS olusturulan ratlarda, klinik ve histopatolojik olarak etkinligini

arastirmaktir.



GENEL BIiLGILER

Nefrotik Sendrom

Cocukluk cag1 idrar yolu enfeksiyonlarinin dnlenmesi, tani ve tedavisindeki
etkili uygulamalar sonucunda boébrek yetmezligi nedenleri arasinda ilk siralara
glomerulonefritler yerlesmektedir. Tiirk Nefroloji Derneginin 2004 yili verilerine
gore birincil glomerulonefritler %20,7 orani ile ikinci siradayken, 2005 yili
verilerine gore %?28.6 ile g¢ocuklarda son donem bdbrek yetmezligi nedenleri
arasinda birinci sirada, 2007 yilinda da %22,9 ile idrar yolu enfeksiyonu ile birlikte
ilk sirada yer almaktadir (1).

Cocukluk ¢ag1 bobrek hastaliklarindan en sik goriilenlerden biri nefrotik
sendromdur. Odem, agir proteiniiri  (>40mg/m%/saat veya 50mg/kg/giin),
hipoalbiiminemi (< 2,5g/dl), hiperlipidemi klinigi ile karekterizedir. Ilk olarak 2000
yil 6nce tanmimlanmistir. 1484 yilinda Roelans ve Zuinger nefrotik sendromlu
cocuklarin bobrek yetmezligine kadar ilerleyen siireclerini tarif etmislerdir. Nefrotik
sendrom tedavisinde antibiyotiklerin ve immiinosupresif ilaglarin kullanimindan
onceki donemde bir¢ok hasta bu hastaliktan ve komplikasyonlarindan kaybedilmis,
bir kism1 da spontan olarak 6demin rezoliisyonu ile kendiliginden iyilesmistir.
Steroid doneminden oOnce NS’un mortalitesi %67 iken, 1950 yillarinda
antibiyotiklerin ve steroidlerin bu hastaligin tedavisinde kullanilmaya baglamasi ile
mortalitesi %9’a kadar gerilemistir (2). Cocukluk ¢aginda nefrotik sendrom birincil

ve ikincil nedenler ile meydana gelmektedir.
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Birincil nefrotik sendrom nedenleri (2):
- Minimal lezyon hastalig1 (%76, biyopsi + Klinik ile tan1)
- Fokal segmental glomeruloskleroz (%5-9)
- Membran6z glomerulonefritler (<%3)
- Membranoproliferatif glomerulonefritler (%2-8)
- Mezangial proliferatif glomerulonefritler (%2-5)
- igM nefropatisi
- IgA nefropatisi
- Konjenital nefrotik sendrom (Fin tipi, podosin, nefrin, oa-Aktinin4 ve diger
mutasyonlar)
Ikincil nefrotik sendrom nedenleri (3,4):
- Henoch-Schonlein nefriti
- Sistemik lupus eritematozus
- Enfeksiyonlar (Hepatit B enfeksiyonu, sifiliz (konjenital), ventrikiiloatrial sant
enfeksiyonlari, subakut bakterial endokardit, sitma, Sugicegi, toksoplazmozis, CMV,
kizamikgik, HIV)
- Kronik enflamatuvar hastaliklar (Ailesel Akdeniz atesi, amiloidoz)
- Neoplazmalar (Ienfomalar, I6semi)
- Herediter hastaliklar (Alport sendromu)
- Taglar (altin tuzlari, D- penisilamin, eroin, non-steroid antienflamatuvar ilaglar,
civa)
- Allerjenler
- Orak hiicreli anemi

- Diyabetes mellitustur.
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Steroid tedavisine verdigi yanita gore:

Steroide duyarh nefrotik sendrom (SHNS): Steroid tedavisi ile remisyon saglanan
ve steroid dozu azaltilmasi veya tedavi kesilmesi ile atak olmayanlar.

Steroide bagimh nefrotik sendrom (SBNS): Doz azaltma veya steroidin kesilmesi
ile 14 giin iginde atak gelisenler.

Steroide direngli nefrotik sendrom (SDNS): Tam doz steroid tedavisi ile 4- 8 hafta
sonunda remisyon saglanamamis olanlardir. Tiim ¢ocukluk ¢agi NS’lar1 i¢inde %10
civarindadirlar ve bu olgularin da %40°1 yaklasik 5 yillik bir siirenin sonunda son
donem bobrek yetmezligine ilerlemektedir. Steroide direngli olgularin yaklasik
yaris1 fokal segmental glomerulosklerozdur.

Remisyon: Ug giin iist iiste proteiniirinin 4mg/m2/ saat ve altinda saptanmasidir.
Atak: En az ii¢ giin iist {iste proteiniirinin 4Omg/m2/saat ve lizerinde olmasidir.

Sik atak: 12 ayda dort ve lizeri, alt1 ayda iki ve lizerinde atak olmasidir.

Minimal Lezyon Hastalig1

Bu gruptaki olgularin yaslar1 genellikle 2-7 arasidir ve yaklasik %80 steroid
tedavisine cevap vermektedir. Etiyolojisinde hiicresel ve hiimoral sistemdeki
bozukluklar su¢lanmaktadir. Isik mikroskopunda glomeriiller normal goriilmektedir,
ultrastrukturel degisiklikler podositler ve mezangial bdlgededir. Podositlerin ayaksi
cikintilarindaki yapisikliklar ve mezangial matrikste artis bu hastalikta saptanan
histopatolojik degisikliklerdir. Klinik olarak iyi seyirlidir, bobrek fonksiyonlarinda

bozulma, hematiiri, hipertansiyon eslik etmemektedir (5,6).
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Fokal Segmental Glomeruloskleroz

Uluslararasi ¢ocukluk ¢agi bobrek hastaliklar1 grubunun (ISKDC) yaptigr ¢cok
merkezli arastirmaya gore nefrotik sendromlu olgularin Kafkas irkinda %18’inde,
Afrika-Amerika 1rkinda %47°sinde fokal segmental glomerulosklerozis oldugu
saptanmistir. Son 20 yilda FSGS oranlarinda 10 kat kadar artis oldugu
bildirilmektedir.

Degisik arastirmalarda nefrotik sendromlu ¢ocuklar arasinda FSGS %4 ile %32
kadar degisik oranlarda bulunmustur (7-10).

Tiirkiye’de 2007 yili Tiirk Nefroloji Derneginin verilerine goére bobrek
biyopsisi yapilan ¢ocuklarda %22,9 ile ilk sirada FSGS yer almaktadir. Ancak
gercek sikligini, bobrek biyopsisi sadece steroid tedavisine direngli olgulara

yapildigi i¢in tahmin etmek giictiir (1,11). FSGS nedenleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. FSGS nedenleri.

FSGS tipi FSGS nedeni

Birincil FSGS Dolasimda bulunan gegirgenlik faktorleri

Ikincil FSGS  Ailesel-genetik

nedenler Nefrin mutasyonu
Podosin mutasyonu
a- aktinin 4 mutasyonu
CD2AP mutasyonu
WT-1
PLCE1l
SMARCAL1
Mitokondropatiler
B- integrin mutasyonu
Laminin 2

Virusa bagl sekonder

FSGS HIV-1
Parvovirus B-19
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SV40
Citomegalovirus

[laca bagli FSGS Eroin
Interferon-a
Lityum
Pamidronat
Sirolimus
Adaptif fonksiyonel
etkiler ile olusan A) Bobrek dokusunda azalma ile giden
FSGS durumlar

Oligomeganefronia
Tek tarafli renal agenezi
Renal displazi
Reflii nefropatisi
Kortekste nekroz sekeli
Tek tarafli nefrektomi
Kronik allograft nefropatisi
Nefron yikimi yapan hastalik
B) Baslangigta bobrek kiitlesi normal olan
durumlar
Kan basinc yiiksekligi
Vazo- okliizif durumlar
Obezite
Siyanotik konjenital kalp hastalig
Orak hiicre anemisi

Her bir bobrekte yaklasik 600 000 ile 1 000 000 glomeriil vardir. Glomeriil,
pencereli arteriol — kapiller damar sistemi, epiteliyal ayaksi ¢ikintilari olan ortii ve
aralardaki mezangial hiicrelerden olusmaktadir. Endoteliyal pencere sadece 70°A
kalinlig1 olan glomeriiler bazal membrandan olusmaktadir. Epitelyal ortii ayaksi,
ags1 ¢ikintilar ile damasal yapiy1 sarmaktadir ve bu ayaksi ¢ikintilarin arasinda aktin
flamentlerinden olusan slit diyaframin da bulundugu kompleks bir baglanti {initesi
vardir (12) (Sekil 1, Resim 1). Mezangial bolge matriks ve kontraktil yapidaki
aktin, a-aktinin ve miyozin igeren mezangial hiicrelerden olusmaktadir. Fagositoz
yapabilme yetenegindedir, lizozomal yapilar icermektedirler. Anjiotensin I,

prostaglandin, atrial natriliretik faktor i¢in ve T lenfositleri i¢in reseptorleri vardir

(13).
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Podosit

|

Periyetal epitel

Bazal membran

Endotel

Sekil 1. Glomeriiliin yapisi

Resim 1. Hematoksilen eozin ile boyanan normal glomerulus yapisi.
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Giin i¢inde 110 - 135 litre plazma, belirli mekanik bir stres yaratan yaklasik
60mmHg basing ile endotel tarafindan GBM, podosit bagint1 bolgelerini asarak
toplama tnitesine ulagsmaktadir. Filtrasyon sirasinda podositler arasi pencereli bolge
bliyiik bir basing ile siizme fonksiyonunu gergeklestirmektedir. Stizme ile iyonlar,
kiiciik molekiillii basit yapilar ultrafiltrata gecerken, biiyiilk molekiiller bariyeri
asamamaktadir. Podositler olgunlasmis hiicreler olarak boliinme ve yeniden olugsma
yetenegine sahip degillerdir, kayiplar1 fonksiyonlarinin  yitirilmesi ile
sonuglanmaktadir. Podositlerin hasar1 glomeruler hasara neden olan bir dizi reaktif
degisikliklere neden olmaktadir. Ortama sitokinler ve TGF-f, VEGF, PDGF gibi
doku faktorlerinin salinmasi sonucunda FSGS’a kadar ilerleyen yangisal siireg

baslamaktadir (14,15).

Fokal Segmental Glomeriiloskleroz Histopatolojisi

Glomeriildeki lezyonlar tutulan bolgeye ve alana gore adlandirilmaktadir.
Fokal: 151k mikroskopunda glomeriillerin %50’sinden azinin etkilendigi lezyon;
Segmental: glomeriil yumaginin sadece bir bélgesinde lezyon olmast,
Global: glomeriil yumaginin tiimiinii igeren lezyon;
Glomeriiloskleroz: segmental veya global kapiller kollaps veya kapiller limenin
kapanmasi ile birlikte yipranma varligi. Bu sklerotik alanlarda ultrafiltrasyon
olmadigi kabul edilmektedir (16).

Fokal segmental glomeriilosklerozda bdbregin  bazi  glomeriilleri
etkilenmektedir, etkilenen glomeriillerde de glomeriiliin bir pargasinda histolojik
lezyon olusmaktadir. Glomeruloskleroz gelisiminde erken donemde derinde bulunan

jukstamediiller glomertiller etkilenmektedir. Glomeriil yuamaginin hiler bolgesi veya
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periferinde lezyon olusmaktadir. Glomeriilun epitel hiicrelerinde glomeriil bazal
membranda kalinlasma, subendotelyal bolgede hiyalin birikimi, glomeriil kapiller
limende kollaps ve iskemi ile karakterize sklerotik lezyon olusmaktadir. Sklerotik
bolge icinde hiyalin materyel birikimi, ¢evresinde seffaf bir zon olusmaktadir.
Lezyonlar Bowman kapsiiliine yapisik veya baglantisiz olabilir. Bowman kapsiilii ile
baglantisiz lezyonlarin ¢evresindeki podositler hipertrofiktir. Bowman kapsiiliine
yapisik lezyonlarda, kollabe olan kapiller yumak ile Bowman bazal membrani
arasinda yapisikliklar goriilmektedir. Glomeriiliin geri kalan nonsklerotik kisminda
ise mezangial proliferasyon ve podosit ayaksi ¢ikintilarinda yapisikliklar vardir.
Glomeriil hipertrofisi genellikle eslik etmektedir. Mezangial matrikste, lipid
depolanmasi, mononiikleer hiicrelerin infiltrasyonu ve toplanmasi ile hacim artisi
olur, mezangial matriks kiimelenmesi ve hiicresel artis goriilmektedir (17-20).
Lezyonlu glomertil yakinindaki interstisyel alanda tiibiiler atrofi, interstisyel fibrozis
goriilmektedir. Interstisyel fibrozis ve tiibiiler atrofi bobregin hasar derecesi ile
orantilidir. EM’da paramezangial ve subendotelyal graniiller, endotel hiicrelerde
sisme veya silinme, mezangial matrikste artis izlenmekte, depozitlerin ortasinda
veya endotelyal ve mezangial hiicrelerin sitoplazmasinda yag vakuolleri
gortilebilmektedir. Bowman kapsiilii ile bazal membran arasindaki yapisikliklar
aselliiler materyelin bir araya toplanmasi ile meydana gelmektedir ve bazal
membranlar goriiliir hale getirmektedir. Epitel sitoplazmasinda fokal dejenerasyon,
hiicresel yapilarin membran yapisinda bozulmalar, bazal membranin hiicre
ylizeyinden ayrilmasi ve bolgenin hiicresel debris ile dolmasi ile sonuglanmaktadir.
Bazi olgularda glomeriil yumaginin global kollaps1 ve epiteliyal hiicrelerin belirgin

hipertrofisi izlenmektedir, bu tip lezyonlara kollabe FSGS denilmektedir. Klinik
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olarak hizli bir sekilde bobrek yetmezligine ilerlemektedirler. Bu olgularda ilk
degisiklikler podosit hiicre yiizey proteinlerinin kaybi, makrofaj belirteglerinin,
sitokeratin, proliferatif hiicre niikleer antijen Ki-67 salimmidir. Bu diizensizlik
sonucunda podositin bazal membrandan ayristigi gozlenmektedir. Kontrolsiiz bir
yikim yapim mekanizmasinin islev yaptigi FSGS’da glomeriilde geri doniisiimsiiz
bir hasar olusmaktadir. Glomeriiloskleroz perihiler bolgede olabilir, bu tip olgularda
prognoz daha iyidir. Ozellikle bobrek kiitle yitimi ile olan olaylarda daha sik
goriilmektedir. Glomeriiliin periferinde olan lezyonlar daha iyi seyirlidir, cocukluk
caginda sik goriilmektedir. Hiicresel tip lezyonda epitelyum hiicrelerinin segmental

proliferasyonu, kapiller hiperselliilarite ve skleroz vardir (Sekil 2, Tablo 2) (21-24).

¢~“ 7,',

| NG -
Perihiler Varyant tip Kollapsing Hiicresel

Sekil 2. Glomeriilosklerozda lezyon tipleri
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Tablo 2. FSGS’da meydana gelen histopatolojik degisiklikler (25).

Patolojik bulgu Yiizde (%)
Segmental glomeriiler damar kollapsi 100
Tibiilointerstisyel hastalik 86
Glomeriil endotel hiicre sismesi 82
Bazal membranda lamina interna genislemesi 82
Hiler baslangi¢ tutulumu 80
Visseral epitel hiicre kiimelenmesi 62
Glomeriiler hiyalinoz 60
Fokal mezangial hiicre artimi 57
Glomeriiler intrakapiller kopiik hiicreler 49
Diffiiz mezangial hiicre artim1 39
Elektron mikroskodunda glomeriiler birikim 24
Damar duvar kalinlagsmasi 13

Fokal Segmental Glomeriiloskleroz Patogenezi

FSGS dokuda hasarlanma ve fibrozise kadar ilerleyen yangisal bir siiregtir.
Bu olayda proliferasyon ve hiicre 6liimii olaylar1 arasindaki denge bozulmaktadir.
Mezangial hiicreler aktive olarak asir1 sentez yetenegine sahip olan mezangioblast
haline doniismektedir (26). FSGS etiyopatogenezinde rol oynayan cesitli faktorler
bulunmaktadir, humoral ve hiicresel immiinite, koagiilasyon sistemi, kompleman
sistemi (C5b-9 atak kompleksi), masif proteiniiri, hemodinamik faktdrler, yaslanma,
podosit hasari, sistemik faktorler, lipid metabolizmasi, mezangial hiicre hasar1 ve

genetik faktorler suglanmaktadir (27,28). Ayrica FSGS olusumunda monosit-
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makrofaj sistemi, lenfokinler, monokinler, a-aktin, fibroblastlar, epitel hasari,
endotel hiicreler de rol oynamaktadir. Biiylime faktorleri, bazik fibroblast biliyiime
faktorii (bFGF), trombositlerden salgilanan biiyiime faktorii (PDGF), B doniistiiriicii
bliyiime faktorii (B-TGF) glomeriilonefritlerde 6nemli rol oynamaktadirlar (29).
Tiimor nekrozis faktor alfa (TNF—a) kronik bobrek hastaliklarinda olusan yangida
ve hasarda gorev yapan bir sitokindir. TNF—a’nin, makrofajlari yangi hiicrelerine
doniistiirme, bolgede noétrofil graniillerini salgilatma ve hasar olusturacak oksijen
radikallerinin sentezini baglatma gibi etkileri vardir. Ayn1 zamanda hedef dokudaki
hiicrelerde apopitozu ve nekrozu tetiklemektedir (30,31).

T-lenfositler: Ratlara antitiibiiler bazal membran antijeni verilmesi ile T hiicre
aracili interstisyel nefrit olusturulmaktadir. Dolasimdaki aktif T lenfositlerinin
proteiniiriye neden olduklari, glomeriiler bazal membranin gecirgenligini artirdiklar
ve GBM negatif yiikiinii degistirdikleri saptanmistir (32,33).

PDGF (pletelet derived growth factor): Diiz kaslar, fibroblastlar ve glomeriiler
mezangial hiicreler i¢in major mitojendir. Trombositlerde sentezlenmektedir ve
kanin koagiilasyonu esnasinda salinmaktadir. Ayn1 zamanda aktive makrofajlar, bazi
kanser hiicrelerinden de salgilanmaktadir (34). Immiinhistokimyasal ¢aligmalar ile B
tipi PDGF reseptorleri kronik yangili dokularda gosterilmistir. Mezangial
proliferasyon olan glomeriillerde, damar diiz kaslarinda, interstisyel infiltratif
bolgede fibroblast benzeri hiicrelerde de PDGF reseptor artisi saptanmigtir. PDGF
reseptor yogunlugu olan bolgelerde paralel olarak aktif makrofajlarin sayisinda da
artis oldugu gortlmiustiir (35). Hayvan modellerinde nefrotoksik nefrit ve proliferatif

sklerotik glomerulonefritlerde de PDGF’iin rol oynadig: diistiniilmektedir (36).
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TGF — B: Deneysel ¢alismalarda skarlanmis glomeriillerde TGF — B sekresyonu
arttig1 ve sitoskletal elemanlarin, a—aktinin, fibronektinin mezangial fibroblast ve
miyofibroblastlardan sentezlenerek glomeriiloskleroz ve tiibiiler fibrozise yol agtigi
gosterilmistir. Ekstraseliiler matriks artisina neden olmaktadir, ayn1 zamanda yapimi
arttirirken yikimini da durdurmaktadir (37,38).

Desmin, vimentin: Glomeriiler epitel hiicrelerinden yiiklenme durumunda
(hiperfiltrasyon gibi) desmin ve vimentin salgilanarak glomeruloskleroz olustugu
belirtilmistir. Sitoskletal proteinler radiksin ve moezinin de glomeruloskleroz
patogenezinde rol aldiklar gosterilmistir (39).

Anjitensin 11:  Glomeruloskleoz patogenezinde hiperfiltrasyon ve intraglomeriiler
basing artisinda anjiotensin II suglanmaktadir. Efferent arterioliin anjiotensin Il ile
vazokonstriiksiyonu sonucunda hiperfiltrasyon ve intraglomeriiler basincin artmasi
glomeriilosklerozu baslatici olaylardir (40). Deneysel galismalarda anjiotensin Il
reseptor antagonistlerinin  intraglomeriiler basinci  ve proteiniiriyi  azaltarak
glomeruloskleroz olusumunu da azalttiklar1 gosterilmistir (41). Anjiotensin I
mezangial hiicrelerinin ¢ogalmasini uyararak mezangial matriks artigina yol
acmaktadir. Ayrica anjiotensin II mezangial ve epitelyal hiicrelerde o aktinin ve
desmin yapimini da artirarak sklerotik gidise katkida bulumaktadir (42). Epidermal
bliylime faktoriine (EGF) proksimal tiibiil hiicrelerin duyarliligmi artirarak
hipertrofiye olmalarina neden olmaktadir. Distal ve toplayici tiibiil hiicreleri de
anjiotensin II etkisi ile prolifere olmaktadirlar (43).

Anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri: Anjiotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorlerinin dogrudan bobrek ve glomeruler hipertrofiyi baskiladigi igin

glomerulosklerozu 6nleyici etkisi oldugu belirtilmektedir (44).
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Hiperlipidemi: Yiiksek serum total kolesterol, trigliserid, LDL ve aterojenik olan
lipoprotein (a) seviyeleri, damarlarda ateroskleroza neden olmaktadir. Ayni
zamanda da mezangial hiicreleri tarafindan hiicre igine alinan lipidler glomeriiliin de
damarsal yapisi olmasi nedeni ile ayn1 mekanizma ile glomeruloskleroza neden
olmaktadir (45).

Sitokinler: IL-1 doku zedelenmesi sirasinda akut inflamatuar yanitta gérevli bir
sitokindir. Lezyon boélgesine 16kosit gogiinii, kemotaktik faktorlerin sentezini
(monosit kemoatraktan protein —1, RANTES), 16kosit adezyon molekiilleri ICAM-1
ve VCAM-I’in sentezini tetiklemektedir. Bu yangisal yanita reaktif oksijen
radikalleri, nitrik oksid, metaloproteinazlar, eikozanoidler, TNF- a, PAF da eslik
etmektedir. Fibroblast proliferasyonunu da stimiile ederck olay fibrozise kadar
ilerlemektedir. IL-1 inflamasyon sirasinda IL-6, IL-8 gibi diger sitokinlerin, ayrica
TNF-a’nin da sentezlenmesini saglamaktadir (46,47).

Sistemik kan basinc1r yiiksekligi: Glomeriil i¢i basinct yiikselttigi icin
glomeruloskleroz gelisiminde rol oynamaktadir (48).

Fibrojenik biiyiime faktorii (FGF): Mezangial hiicrelerin ¢ogalmasini ve
glomertiler ekstraselliiller matriksin sentezlenmesini tetiklemektedir. Glomeriiler
ekstraselliiler matriks yapimmin artmast ve yikimmin baskilanmasi ile
glomeruloskleroz  olusmaktadir. FGF yangisal dokuda, skarli glomeriilde
tiretilmektedir. Endotel hasari, intraglomeriiler basing artis1 ve epitelyal gerilme,
hiperlipidemi ve mezangial hiicrelerin lipid alimi1 FGF {iiretimi ve glomeruloskleroza
gidisi  tetiklemektedir.  Interstisyel ~fibroblastlarin  ve  miyofibroblastlarin

aktivasyonunda da FGF’iin biiyiik rolii oldugu bildirilmistir (49).
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Glomerulosklerozu tiibiilointerstisyel alandan bagimsiz diistinmek dogru
olmaz. Tiibiilointerstisyel alanin tutulmasi oraninda bobrek yetmezligi klinigi
meydana gelmektedir. Tiibililointerstisyel bolgenin skarlanmasi glomeruloskleroz ile
benzer bir mekanizma ile olusmaktadir. Saglam kalan tiibiillerin hiperfonksiyon ve
metabolizma artis1 ilk degisikliklerdendir (50). Tubiiler epitel yangisal yanitta
onemli rol almaktadir. Tibiiler epitel hasarindan antikorlar, monosit/makrofajlar,
lizozomal enzimlerin ortaya ¢ikmasi, serbest oksijen radikalleri, kompleman,
nefrotoksik diyet (asir1 protein ve fosfat alimi), hiperlipideminin sklerotik etkileri ve
obstruksiyon su¢lanmaktadir. Yangi ve yangisal yanit, yangisal hiicrelerin hiicumu
ile ortama sitokinlerin ve serbest oksijen radikallerinin salinimi tetiklenmektedir. Bu
olaylarda fibroblastlar 6nemli rol almaktadir (51,52).

Kollajen I11: Deneysel ve klinik ¢aligmalarda glomeruloskleroz gelisimi sirasinda
mezangial ve epitelyal hiicrelerde diiz kas ve embriyojenik belirtegler saptanmustir.
Ayrica bu hiicrelerden mezenkimal, interstisyel bolgeye kollajen I ve III salindig1 da
vurgulanmigtir  (53). Normal glomeriilde tespit edilmeyen, ancak skleroze
glomeriilde ve kresent olusumu sirasinda yapisikliklarin oldugu bdlgelerde,
interstisyel ve paramezangial bolgede kollajen III’lin sentezlendigi gosterilmistir.
Kollajen IV bazal membran yapisinda ve mezangial bolgede yapisal olarak
bulunmaktadir (54,55).

Genetik faktorler:  Son yillarda steroide direngli olgularda yiliksek oranlarda
genetik kokenli bozukluklarin varligr saptanmistir. Podosite 06zgii genlerde
mutasyon/polimorfizm ile podosit hasar1 FSGS patogenezinde 6nemlidir. Steroide
direncli olgularda NPHS2 mutasyonu %24 gibi yiiksek oranda goriilebilmektedir

(56). Diger genetik bozukluklar Tablo 1’de verilmistir.
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FSGS Tedavisi

Semptomatik tedavi:

Diyet: Nefrotik sendromlu olgularin diyetinde protein kisitlamas: yapilmamaktadir.
Tuz ve sivi1 kisitlamas1 ddemin atisin1 dnlemek amaci ile yapilmaktadir. Odemli
olgularda ¢ok diisiik sodyumlu diyet verilmektedir. Hiperlipidemi olmasi nedeni ile
doymus yaglarin kisitlanmast uygun olacaktir. Karbonhidrat olarak da lipid
metabolizmasindaki dengeyi daha da bozacak olan sukrozlu gidalar yerine nisasta,
dekstrin-maltoz i¢eren gidalar tercih edilmelidir (57).

Albiimin: Hizlica serum alblimin diizeyinin diismesi ve kullanilan diiiretik tedaviler
ile hipovolemi ortaya g¢ikmaktadir. Albiimin infiizyonu, intravaskiiler voliimiin
azaldiginin ve interstisyel Odemin belirtileri varsa, akciger O6demi, dolasim
yetmezligi gelismisse kalp hizi, solunum, kan basinct monitorizasyonlar1 ile
yapilmaktadir.

Diiiretik: Hipovolemi olmayan olgularda 6demi azaltmak icin verilmelidir. Yine
albiimin infiizyonu ile birlikte ve anazarka tipinde 6demi olan olgularda verilebilir.
Ancak bu olgularda hipovolemi olmasi nedeni ile akut bobrek yetmezligi ve
elektrolit dengesizlikleri yakindan izlenmelidir. Diiiretiklerin artirdigi hipovolemi
tromboemboli riskine yol agmaktadir (58).

Ila¢ tedavisi: Cocukluk ¢agi nefrotik sendromunun en sik nedeni olan minimal
lezyon hastaliginda genellikle 4 — 8 haftalik yiiksek doz prednisolon tedavisine % 89
yanit alinmaktadir. Ancak fokal segmental glomerulosklerozda steroid tedavisine
sadece %20 oraninda yanit alinmaktadir. Mevcut tedavilerden steroidin ve diger
immiinosupresif ilaglarin (siklofosfamid, siklosporin, mikofenolat mofetil) fazla yan

etkileri bulunmaktadir. Biiyiime gelisme c¢agindaki c¢ocuklarda steroidler kemik
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gelisimini  baskilamakta, hipertansiyon, hiperglisemi gibi yan etkilere neden
olmaktadir. Immiinosupresif ilaclar enfeksiyona egilim olusturmaktadir ve
nefrotoksiktir (59).

Steroid: Steroid tedavisi ile amag¢ akut yangiyr ve proteiniiriyi baskilamaktir.
Yaklasik %35 olguda ilk iki haftada spontan remisyon olabildigi i¢in tedaviye
baslamadan 6nce hastanin enfeksiyon (6zellikle Tbc) yoniinden iyi degerlendirilmesi
gerekmektedir. Prednisolon ilk atak tedavi semasi sdyle yapilmaktadir:

4 hafta 2 mg/kg/giin (veya 60mg/m2/ giin), 2 dozda (maksimum. 60 mg/giin)

4 hafta 2mg/kg/giin asir1, tek dozda,

2 hafta 1,5 mg/kg/glin asir1, tek doz

2 hafta 1 mg/kg/giin asiri, tek doz

2 hafta 0,5 mg/kg/giin asir1, tek doz

2 hafta 0,25 mg/kg/giin asir1, tek doz.

Daha sonraki ataklarin tedavisinde 2 hafta 2 mg/kg/giin tedavisinden sonra
remisyon elde edilmisse 2 hafta aralarla giin asir1, doz yartya diisiilerek devam edilir.
Proteiniiri devam ediyorsa giinliik tedavi 4 haftaya uzatilir, 2 hafta yiiksek dozdan
giin asirtya gegilir ve 2 hafta aralarla doz yariya diisiilerek tedavi tamamlanir (60,
61).

Pulse metil-prednisolon ve diger tedaviler ile kombinasyonu: Steroide yiiksek
oranda direngli olan FSGS’Iu olgularda metil-prednisolonun iginde oldugu tiglii ilag
kombinasyonlari ile iyi sonuglar elde edilmektedir. iki haftalik siirede 6 pulse metil-
prednisolon ve giin asir1 prednison tedavisi ile 1) Proteiniiri kontrol altina

alinamamuig ise; 2) Kismi cevap alinmig, ancak herhangi bir zamanda proteiniiri ¢ok
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artmis ise veya 3) 10 haftanin sonunda halen nefrotik diizeyde proteiniiri siiriiyorsa
alkalizan bir ilag tedaviye eklenmektedir.

Intravendz metil-prednizolon tedavi semas1 (Mendoza protokolii):

Ik 2 hafta 30mg/kg, haftada 3 defa, toplam 6 doz

3-10. haftalar ~ 30mg/kg, haftada bir, toplam 8 doz

11-18. haftalar  30mg/kg, 2 haftada bir, toplam 4 doz

19-50. haftalar  30mg/kg, 4 haftada bir, toplam 8 doz

51-82. haftalar 30 mg/kg, 8 haftada bir, toplam 4 doz (62, 63).

Siklofosfamid: 2-2,5 mg/kg/giin, kuru agirlik iizerinden hesaplanarak, 8-12 hafta
stire ile verilmektedir. Ancak kemik iligi depresyonu, hemorajik sistit, alopesi,
enfeksiyonlara egilim gibi kiimiilatif dozdan bagimsiz akut yan etkileri vardir.
Kiimiilatif doz hafif kisisel farklar ile 150 — 250 mg/kg’in asilmas1 halinde kronik
toksisite bulgular1 oligo — azospermi, overde fibrozis, malignite, pulmoner fibozis
goriilmektedir. FSGS olgularinda siklofosfamid tedavisinden sonra %76 gibi yiiksek
relaps bildirilmektedir (64).

Siklosporin: Solid organ ve kemik iligi transplantasyonlarinda kullanilan
immiinosupresif bir ajandir. Pediatrik hastalarda steroide bagimli nefrotik sendromlu
olgularda daha etkili oldugu diisiiniilmektedir. Diisiik doz giin asir1 prednizolon
tedavisi ile birlikte kullanildiginda daha iyi sonuglar alinmaktadir, ilag kesilmesi ile
relaps siktir. Siklosporin dozu 150-200mg/m? olarak uzun siire kullanilabilmektedir,
ancak nefotoksik bir ilagtir. Tiibiilointerstisyel hasar, tiibiiler atrofi, interstisyel
fibrozis biyopsi bulgularidir. Nefrotoksistesi i¢in bobrek fonksiyonlarinda bozulma
heniiz goriilmedigi asamada erken tani i¢in periodik olarak biyopsi takibi yapilmasi

onerilmektedir (65,66).
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Azitiyoprin: Nefrotik sendrom relaps tedavisinde kullanilan azatioprin etkili
bulunmamistir (67).

Levamizol: Immiinostimulan etkisi olan bu ilagla ilgili ¢eliskili sonuglar vardir.
Diisiik yan etki potansiyeli ve steroid kullanimindan sakinma gibi avantajli gibi
gorlinen sonuglar1 bildirilmektedir, ancak steroide direngli nefrotik sendromda
etkinligini kanitlayacak yeterli veri yoktur (68).

Anjitensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri: Steroide diren¢li nefrotik
sendrom vakalarinda son yillarda artan oranda ACE inhibitorleri kullanilmaktadir.
Transkapiller hidrostatik basinci azaltmalari, glomeriiler kapiller plazma akimim
diisiirmeleri, glomeriiler filtrasyon bariyerinin secici ge¢irgenliginin bozulmasina da
etki ederek anti-proteiniirik etkileri oldugu diistiniilmektedir. Ancak tam remisyon
saglanan vakalar azdir. Bu gruptaki ilaglarin iimit vaat eden diger bir 6zeligi de
glomeriilosklerozda bozulmus olan endotelyal ve epitelyal hiicre etkilesiminde
diizenleme yaparak gelismis olan glomeriilosklerozu geri cevirebilme yeteneginin
saptanmasidir (69,70).

Mikofenolat mofetil: Lenfositlerin proliferasyonunu inhibe ederek etki etmektedir.
Mikofenolat mofetil steroide bagimli nefrotik sendromlu olgularda azaltilmis steroid
tedavisi ile birlikte kullanildiginda iyi sonuglar elde edilmistir (71). FSGS ve
steroide direngli olgularda ACE inhibitorleri ile birlikte kullanildiginda proteiniiriyi
azalttig1 gosterilmis, ancak tam remisyon oranlari diisiik bulunmustur (72).
Takrolimus: Hizli boliinen aktif hiicrelerde gen transkripsiyonunu inhibe ederek
etki eden bu ajan lenfositlerde IL-2 gen transkripsiyonunu da inhibe etme yolu ile

immiinosupresyon saglamaktadir. Steroide direngli NS ve FSGS olgularinda
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siklosporinden daha etkili oldugu belirtilmektedir. Ancak bu ilacin yan etkileri
fazladir ve nefrotoksik etkisi bulunmaktadir (73).

Plazmaferez ve immiinoadsorbsyon: FSGS patogenezinde bazal membran
gecirgenligini etkileyen dolagimda aktif maddeler suglanmaktadir. Bu nedenle
plazmaferez ve immiinoadsorbsyon yoOntemlerinin bu hastalikta etkili olacagi
diigtiniilmiistiir. Az sayida calismada steroid ve alkalizan ajanlar ile birlikte
kullanildiginda etkin oldugu gosterilmistir (74).

Antioksidan tedavi: Lipid peroksidasyonunun arttigi, FSGS’de deneysel
calismalarda siklosporin ile birlikte verilen vitamin A,D ve E ile proteiniiri oranlarinin

diistiigii gosterilmistir (75).

FSGS prognozu:

FSGS’un 10 yil sonunda yaklasik %20’sinin bobrek yetmezligine ilerledigi
bildirilmektedir (5 yilda %8, 10 yilda %17, 15 yilda %32) (76). Beaufils ve
arkadaslar1 (77) uzun siire takip edilen olgularda nefrotik sendromun sebat etmesi
durumunda 10 yillik bobrek yasami %45, sadece proteiniiri varsa %91 oldugunu
bildirmislerdir. Transplante olgularin %30’unda nefrotik sendrom relaps goriildigi
ve glomeriiler lezyonlarin tekrarladig1 ve %35 kadar olgunun da greft kaybina gittigi
bildirilmektedir. Tekrarlama riski 15 yas altindaki ve hastalig1 hizlica son dénem

bobrek yetmezligine ilerleyen olgularda daha yiiksek bulunmustur (78,79).
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Heparin ve tiirevleri

Heparin, siilfalanmis seker sekanslarindan olusan bir polisakarid
glukozaminoglikandir (Sekil 3).Yapisindaki seker kisimlari N-asetilglikozamin,
glukoronik asid, iduronik asittir. Molekiilde yogun olarak bulunan siilfat gruplar
heparine gii¢lii bir anyonik ozellik yiiklemektedir. Ilk olarak 1922 yilinda
karacigierde saptandiklari icin heparin olarak adlandirilmislardir. ilag olarak
kullanilan heparin domuz bagirsagindan veya sigir akcigerinden elde edilmektedir,
7000 — 40000 dalton molekiil agirligndadir. Preparatlar iginde 1mg =130 U etkinlik
gostermektedir. Heparinin 1 Unitesi, 0 °C’de 1 ml kedi kanin 24 saat pihtilasmasini
onleyen miktaridir. Agiz yolu ile alindiginda emilmez, sistemik dolasima verildikten
sonra hizlica retikiiloendotelyal sistem ve endotel hiicreleri tarafindan alinir. Damar
endotelindeki konsantrasyonu plazmadakinin 100 katidir. Plasentadan fetusa gegmez
bu nedenle gebelerde de kullanimi vardir (80). Etkilerini antitrombin 111’4 aktif hale
getirerek pihtilasma kaskadindaki diger proteazlari inhibe etmek (trombin, faktorler
Xlla, Xla, Xa, IXa ve kalikrein) yolu ile gostermektedir. Plazma kofaktor II
iizerinden de etki etmektedir. Trombin ve faktor Xa’nin inhibisyonu antikoagiilan
etkisine en fazla katkida bulunmaktadir. Heparinler trombinin fibrinojen lizerine etki
yaparak ve dogrudan trombinin aktvitesini baslilayarak fibrinojenin fibrine
doniismesini  onlemektedir. Heparin antitrombin 1Il ile birlikte trombositlerin
agregasyonunu da engellemektedir. Endotel yapisindaki lipoprotein lipazi
aktiflestirdigi de bilinmektedir. Memelilerin mast hiicreleri ve bazofillerinde salgi
granilleri olarak da bulunmaktadir. Diger dogal heparinler heparinoidler olarak
adlandirilan dermatan siilfat ve heparan siilfattir. Heparan siilfat bir¢ok dokunun

yapisinda bulundugu gibi, bobrek bazal membran ve glomeriiler matrikste de

29



bulunmaktadir. Yapisindaki siilfat gruplar1 heparan siilfata yogun elektronegativite

vermektedir, GBM’1n anyonik yapisinin baslica nedenidir.

Heparin preparatlari heparin sodyum, heparin kalsiyum ve diisiik agirlikli
heparinlerdir.  Diisiik  molekiill —agirikli  heparinler  klasik  heparinlerin
depolimerizasyonu ile elde edilmektedir. Molekiil agirliklar1 ortalama 5 000
daltondur. DMAH’in antitrombin etkileri diisiiktiir, anti faktor Xa etkileri giigliidiir.
Bu nedenle aPTZ’i uzatma yetenekleri ¢ok diisiiktiir. Klasik heparinlere gore
antitrombotik etkileri ayni olmakla birlikte kanama yapici o6zellikleri azdir,
biyoyararlanimlar1 yiiksektir ve yarilanma Omiirleri uzundur. Etkinlikleri heparin
initesi ile degil anti—Xa tUnitesi olarak oOlg¢lilmektedir. Bu grupta enoksaparin,
nadroparin, reviparin, tinzaparin, dalteparin, certoparin, danaparoid ve yeni kusak

sentetik olan fondaparinux vardir (81-84).

oy
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Sekil 3. Heparin molekiiliinde yer alan siilfatlanmis seker birimleri
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Diisiik molekiil agirhikh haparinler

Diisiik molekiil agirlikli heparinlerin (DMAH), son yillarda antitrombotik
etkilerinin yaninda, antienflamatuar, antianjiogenik, antilipemik ve antifibrotik
etkileri nedeniyle, doku hasarinda koruyucu Ozelliklerinin oldugunu goésteren
arastirmalar vardir. Yar1 sentetik bir heparin polimeri olan K5NOSepiLMW ile
deneysel olarak siklooksijenaz-2 ve nitrik oksid sentaz inhibisyonu ile lokal
inflamatuar mediatorlerinin sentezinin, 16kosit gogti, IL-13 ve TNF-a sentezinin
onlendigi gosterilmistir. Bu ozellikleri ile yeni kusak non-steroid antienflamatuar
ilaglar olarak da adlandirilabilmektedirler (85). Lipopolisakkarid ile uyarilan
monositlerin heparin tedavisi altindayken IL-1B, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi
proinflamatuar sitokinleri salgilamadiklar1 gosterilmistir (86). DMAH’in deneysel
peritonit modelinde doku ©6demini, ndétrofil gocilinii, 10kosit adhezyonunu ve
transmigrasyonunu azalttiklar1 gosterilmistir (87). Adhezyon molekiilii olarak
enflamasyonu baglatmada rolii olan P-selektinin de heparin deriverileri ile yapigma
fonksiyonun inhibe oldugu bulunmustur (88). Gabr ve arkadaslar1 (89) tarafindan
heparin ve heparan sulfatin fare akciger alveollerinde fibroblast g¢ogalmasini
azaltarak remodeling safhasii hafiflettikleri gosterilmistir. Deepa (90) yaptigi rat
deneyinde sertoparin sodyumun kan lipid profilini diizelttigini gostermistir. Itoh ve
arkadaglar1 (91) tarafindan nétrofillerden oksijen radikallerinin saliniminin yiiksek
doz heparin ile azaltildig1 gdsterilmistir. Marmara Universitesinden Ali Civelek ve
arkadaglar1 (92) deltaparinin yara iyilesmesi iizerine etkilerini incelemis ve ddem,
yangt, fibroblast c¢ogalmasinin deltaparin  verilen ratlarda baskilandigini

gostermiglerdir.
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Hemodiyaliz hastalarindaki iL-6, IL-8, IL-12 ve TNF- o gibi proinflamatuar
ve aterosklerotik degisikiklerin Onciisii olan sitokinlerin dengesizliginin DMAH
verilen hastalarda diizeldigi de saptanmistir (93). Glomeriiler bazal membran
yapisinda bulunan heparan siilfatin minimal lezyon hastaligi, diyabetik nefropati ve
membrandz glomerulopati gibi renal patolojilerde saliniminin azaldig1 saptanmistir
(94). Diger bir arastirmada proliferatif glomerulonefritli steroid, siklofosfamid ve
anjiotensin II reseptdr blokeri alan hastalar iki gruba ayrilip, arastirma grubundaki
hastalara ek olarak fraksiparin verilip izlenmistir. Fraksiparin alan hastalardaki
proteintiri 4. haftada diger grup ile karsilastirildiginda anlamli olarak daha diisiik, 8.

ve 12. haftalardaki GFR daha yiiksek bulunmustur (95).

Adriyamisinle olusturulan FSGS hayvan modeli

Adriyamisin (ADR, doksurubisin) bir antineoplastik antibiyotiktir. Deneysel
caligmalarda ratlarda nefropati ve FSGS modeli olusturmak igin kullanilmaktadir.
ADR 3,5, 7.5 veya 15 mg/kg kuyruk veninden tek doz verildikten 1-2 hafta sonra
ratlarda proteiniiri, hipoalbliminemi, hiperlipidemi, hiperkoagulibilite, 6dem
olugmaktadir. Histopatolojik olarak da proteiniirinin basladigi erken donemde (1-2.
haftalarda) bobrek korteksinde yangisal hiicre infiltrasyonu, glomeriil ayaksi
cikintilarda anyonik degisiklikler ve sialik asit kaybi oldugu gésterilmistir. 3.
haftadan sonra bdbrek fonksiyonlarinda bozulmaya parelel olarak histopatolojik
degisikliklerin de olugsmaya baslamaktadir, mezangial yatakta genisleme, interstisyel
fibrozis, tiibiiler atrofi meydana gelmektedir. Glomerulosklerozun en iyi olustugu
donem 8-12 haftalardir. Diisiik dozlarda glomeruloskleroz olusturma daha zordur,

glomeruloskleroz olusumunu artirmak icin ek olarak hiperlipidemi olusturmak gibi

32



ek yontemlere gerek vardir. (96-102). Antrasiklin grubu kemoterapétiklerden olan
adriyamisin ratlarda demir-antrasiklin kompleksi olusturarak nefropati yapmaktadir.
Adriyamisinin aktif metaboliti viicutta oksijen molekiilii ile reaksiyona girmektedir.
Demir-antrasiklin kompleksi lipid peroksidasyonu ve serbest oksijen radikalleri
olusturmaktadir. Bu maddeler 6nemli hiicresel komponentlerde, mikrozom, sitozol,
membran lipitlerinde ve mitokondrialarda oksidatif hasar olusturmaktadirlar
(103,104). Hiicresel membranlarin hasarlanmasi podositlerde belirgindir. Podosit
hasar1 ile masif proteiniiri olusmaktadir. Adriyamisinin direkt etkisi ve proteiniirinin
de tetikledigi hiperlipidemi de olusarak bobreklerde glomeriiler sklerozise kadar
ilerleyen = hasarlanma  olugmaktadir.  Proteiniiri,  hiperlipidemi, = bobrek
fonksiyonlarinda bozulma, agirlik kaybi klinigi ile giden nefropati meydana
gelmektedir. Yiiksek doz adriyamisinle toksik belirtiler daha belirgin ve yogun

olusmaktadir (105,106).
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GEREC VE YONTEM

Hayvan deneyi Adnan Menderes Universitesi (ADU) Temel Tip Boliimii
Hayvan Deneyleri Laboratuvarinda yapildi. Ratlar Ankara Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesinden temin edildi. Biyokimyasal incelemeler ADU Biyokimya
laboratuvarinda, histopatolojik incelemeler ADU Patoloji laboratuvarinda yapild.
Calismaya baslamadan 6nce Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulundan arastirma i¢in onay alindi (Ek 1).

Ratlar ve Bakimlari

Wistar Albino cinsi (Resim 2), agirliklart 195- 240g arasi olan 32 adet
yetiskin (sekiz haftalik) erkek rat deneye dahil edildi. Beslenmeleri % 20 protein
iceren rutin rat yemi ile yapildi ve aldiklar1 kadar su verildi. 12 saat giin 15181 ve 12
saat karanlk siklusunda, 22°C (+ 1°C) 1s1da ve %55 (+ %10) nemli ortamda standart
bakimlari yapildi. Deney boyunca bakim kafeslerinde takip edilen ratlar, 0., 15. ve
30. gilinlerde 24 saat siireyle metabolik kafeste izlendi, sivi ve kat1 gida alimlar

olgiildii ve 24 saatlik idrarlar1 toplandi.

Resim 2. Wistar albino cinsi rat.
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Deney Gruplar: ve FSGS Modelinin Olusturulmasi

Deneyde FSGS modeli adriyamisinle olusturuldu (107). Yaptigimiz 6n
calismada hayvan kaybi gozlendigi igin deneyin toplam siiresi 32 giin olarak
belirlendi. Deneyin baslangici 0. giin olarak alindi. Deney siiresince yapilan
intravendz enjeksiyonlar kuyruk veninden yapildi.

Kuyruk veninden enjeksiyon:

Eter anestezisi altindaki ve sabitleyicinin i¢ine alinan ratin kuyrugu 1lik suyla
temizlendi, alkol ile silindi. Kalin siitiir ipi ile kuyruga turnike yapildi, 3-5 sn
beklendi. Belirginlesen dorsal vene insulin igne ucu takilmis 2,5 cc’lik igne ile
yaklagik 15-20 derece ag1 ile girildi. Venin i¢inde olundugu igne ucuna dolan kan
nedeni ile karar verildi ve diger kisinin yardimi ile turnike acildi, ¢cok yavas, 3-5
dakikada ilag zerk edildi. Dorsal vene girilemez veya venin digina ¢ikilmigsa lateral
venlerden biri enjeksiyon i¢in kullanildi.

Ratlar rasgele yontemle secilen sekizerli, dort gruba ayrildi.

1) Negatif kontrol grubu (K) (S=8): Saglikli ratlara deneyin 1. giiniinde 2., 3.
ve 4. gruplar ile eszamanli olmak iizere 2cc serum fizyolojik intravendz olarak
verildi. Grup 4 ile eszamanl olarak 16. ile 30. giinler aras1 0,1cc serum fizyolojik
subkutan olarak yapildi.

2) Pozitif kontrol grubu (ADR) (S=8): Deneyin birinci giiniinde 7.5 mg/kg
tek doz adriyamisin (Adriblastina 10mg flakon, Carlo-Erba Ila¢ Sanayi) 2cc serum
fizyolojik icinde kuyruk veninden enjekte edildi. Deneyin 16. ile 30. giinleri
arasinda 4. grup ile eszamanli islem olarak 0,1 cc serum fizyolojik subkutan yapildi.

3) Kilasik tedavi grubu (PADR) (S=8): Deneyin 1. giiniinde 7.5 mg/kg tek
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doz adriyamisin 2 cc serum fizyolojik i¢inde kuyruk veninden enjekte edildi.
Deneyin 16. ile 30. giinleri arasinda her giin Smg/kg prednizolon (Prednisolon
ampul, 25mg, Fako) 0,1cc serum fizyolojik i¢inde intramiiskiiler olarak yapildi.

4) Heparin grubu (HADR) (S=8): Deneyin 1. giiniinde 7.5 mg/kg tek doz
adriyamisin 2 cc serum fizyolojik i¢inde kuyruk veninden enjekte edildi. Deneyin
16. ile 30. giinleri arasinda her giin enoksaparin sodyum (Clexane, 4000
[U/40mg/0,4ml, Sanofi Aventis) 2 mg/kg subkutan, 0,1 cc serum fizyolojik iginde
yapildi.

Deney Siiresince yapilan incelemeler

I. Asama:

- 0. glin ratlar tartilds, isaretlendi ve metabolik kafese alindi (Resim 3).

- 24 saat siire sonunda her biri tekrar tartildi, 24 saatlik idrar diskidan ayrigmis

olarak toplandi, siv1 ve kat1 gida alimlar1 6lgiildii.

- Tiim gruplardaki ratlarin her birinden adriyamisin ve serum fizyolojik verilmeden

once kuyruk veninden 1-2 cc kan alindi.

- Alinan kanda iire, kreatinin, albiimin, total protein, total kolesterol, trigliserid,

glukoz, sodyum, potasyum, kalsiyum ve toplanan 24 saatlik idrarda protein ve

kreatinin ayn1 giin olmak iizere bakildi.

II. Asama:

- 2. ve 14. giinler arasinda ratlar yasam kafeslerinde izlendi, glinliikk muayeneleri
yapildi, davraniglar1 gézlendi, hasta hayvanlar ayrildi.

III. Asama:

- 15. giin ratlar tartild1 ve tekrar 24 saatligine metabolik kafese alindi.
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- 24 saat siire sonunda her biri tekrar tartildi, 24 saatlik idrar diskidan ayrismis

olarak toplandi, s1v1 ve kat1 gida alimlar1 6l¢iildii.

- 16. glin serum fizyolojik, prednizolon veya heparin tedavileri baslanmadan 6nce

kuyruk veninden 1-2 cc kan alind1.

- Alinan kanda iire, kreatinin, albiimin, total protein, total kolesterol, trigliserid,

glukoz, sodyum, potasyum, kalsiyum ve toplanan 24 saatlik idrarda protein ve

kreatinin ayn1 giin olmak iizere bakildi.

IV. Asama:

- 16. ve 30. giinler arasinda gruplarin yukarida belirtilen tedavileri yapildu.

- Bu siire icinde ratlar yasam kafeslerinde izlendi, giinliik muayeneleri yapildi,
davraniglar1 gozlendi, hasta hayvanlar ayrildi.

V. Asama:

- 30. giin ratlar tartild1 giinliik tedavileri yapild1 ve 24 saatligine metabolik kafese

alindi.

- 24 saat slire sonunda her biri tartildi, 24 saatlik idrar diskidan ayrismis olarak

toplandi, s1v1 ve kat1 gida alimlar takip edildi.

- Derin eter anestezisi altinda sakrifikasyon yapildi.

- Kardiyak ponksiyon ile biyokimyasal parametreler i¢in yaklasik 2cc kan alindi.

- Alinan kanda iire, kreatinin, albiimin, total protein, total kolesterol, trigliserid,

glukoz, sodyum, potasyum, kalsiyum ve toplanan 24 saatlik idrarda protein ve

kreatinin ayni1 giin bakild1 bakildu.

- Her iki bobregin ekstraksyonu yapildi ve %4 liikk formol ¢ozeltisine alindi.

- Patoloji laboratuarinda bobreklerden alinan kesitler histopatolojik inceleme ig¢in

boyandi.
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Resim 3. Metabolik rat kafesi.

YONTEMLER

Biyokimyasal incelemeler

Ratlara ait serumlar ve idrar ornekleri 1., 16. ve 31. giinlerde, 6rneklerin
alindi1 giin, Abbott firmasma ait ARCHITECT otoanalizériinde hazir ticari kitler
kullanilarak g¢alisildi. Serumlarin glukoz diizeyleri hegzokinaz enzimi kullanilarak,
total protein biiiret yontemine gore, albumin bromkrezol green kullanilarak, iire
(BUN) iireaz enzimi kullanilarak Talke ve Shubert yonteminin modifikasyonu ile,
kreatinin Alkalen Pikrat yontemi, kalsiyum Arsenazo III  kullanilarak, total
kolesterol ve triglserid enzimatik olarak, sodyum ve potasyum ise iyon selektif
elektrodlar kullanilarak saptandi (108-111).

Sicanlarin 24 saatlik idrar Ornekleri metabolik kafeste toplandiktan sonra

1/10 oraninda sulandirilarak kreatinin (112) diizeyi, benzetonium kloriir kullanilarak
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ise idrar protein diizeyi tiirbidimetrik olarak saptandi (108). Sonuglar mg/ 24 saat

olarak verildi.

Histopatoloji

Bobreklerin - histopatolojik  degerlendirilmeleri  bobrek  patolojisinde
deneyimli bir patolog tarafindan kor yontemle yapildi. Doku 6rnekleri %4 nétral
tamponlu formalinde 24 saat fikse edildi. Parafin bloklar hazirlandi. Bloklardan 4
um kalinhgmda kesitler almarak hematoksilen-eosin ile boyandi. Ornekler 151k
mikroskopu ile incelendi. Histopatolojik skorlama semikantitatif olarak 20 glomeriil
tizerinden yapildi (113). Hazirlanan preparatlar glomeruloskleroz, glomeriilde fokal
nekroz, glomeriiler konjesyon, Bowman kapsiil araliginda genisleme, tiibiil
epitelinde dejenerasyon, tiibiil epitelinde nekroz, tiibiillerde dilatasyon, interstisyel
bolgede inflamasyon, damar duvarinda kalinlasma, interstisyel fibrozis yonleri ile
degerlendirildi.

Skorlamada histopatolojile; bulgu yok=0; hafif bulgu= (+); orta= (++);

siddetli= (+++) olarak derecelendirildi.

Kollajen 111 ile immunhistokimyasal boyama:

Immunhistokimyasal boyama Avidin-Biyotin kompleks sistemi (ABC)
kullanilarak yapildi. Bu yontem i¢in bloklardan hazirlanan 4um kalinligindaki
kesitler poli-L-lysin (MicroSlides Snowcoat X-tra, Surgipath, Richmond, IL, USA)
kapli lamlara alinarak oda 1sisinda bekletildi. Poly-L-lysin kapli lama alinan kesitler
bir gece 37 derecelik etiivde bekletildikten sonra 2-30 dakika 56 derecelik etiivde
bulanan ksilolde, 15 dakika oda sicakligindaki ksilolde deparafinize edildi. Azalan

oranlarda alkol serilerinde rehidrate edildi ve kesitler 6nceden hazirlanmis olan
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pH:7.2 olan phosphate-bufferd-saline(PBS) soliisyonunda bes dakika bekletildi.
Endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilebilmesi i¢in, kesitlere %3’liikk hidrojen
peroksit (H202) damlatilarak bes dakika bekletildi, daha sonra bes dakika PBS
soliisyonunda yikandi. Sitrat Buffer (ph:6.0) soliisyon dolu kaplara yerlestirilerek
mikrodalga firinda 750 watt’da bes dakika, 500 watt’da 2x5 dakika siire ile
inkiibasyon islemi yapildi. Bdylece antijenin agiga c¢ikarilmasi saglandi.
Kaynatmadan sonra kesitler oda 1s1sinda sogumaya birakildi, bes dakika PBS
sollisyonunda yikandi ve kurulandi. Herbir kesitin iizerine primer antikor soliisyonu
(Collagen III, 1/250 diliisyonda, AbD Serotec, Oxford, UK) dokuyu tamamen
ortecek sekilde damlatildi ve bir saat bekletildi. Kesitler bes dakika PBS
soliisyonunda yikanarak baglanmis antikorlar uzaklastirildi. Biyotine baglayici
sekonder antikor eklendi ve 10 dakika bekletildikten sonra bes dakika PBS
soliisyonunda yikandi ve kurulandi. Kesitlere Strepdovidin Peroksidaz soliisyonu
damlatilarak 10 dakika beklendi, arkasindan bes dakika PBS soliisyonunda yikandi.
Renk verecek goriintiiyii saglamak amaci ile Diaminobenzidin tetraklorid (DAB),
damlatildi ve kahverenk go6zlenene kadar bekletildi. Cesme suyunda bes dakika
yikandi. Zemin boyanmasi i¢in kesitlere hematoksilen ile zit boyama yapildi. Cesme
suyunda bes dakika yikandi. Dehidratasyon icin kesitler sirasi ile yiikselen oranlarda
alkol serilerinden gegirildi ve ksilolde saydamlastirma sonras1 balsam ile kaplandi.
Pozitif kontrol internal vaskiiler yapilardaki boyanma, negatif kontrol ise
primer antikor yerine PBS soliisyonu damlatilarak yapildi. Boyanma agamasinda
sonra kesitler 151k mikroskobu (Olympus BX51, Tokyo, Japan) altinda 4, 10, 20 ve

40’Iik biiylitmelerde incelendi.
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En yogun boyanma goézlenen alanlarda semikantitatif bulgu yok=0; hafif

bulgu= (+); orta= (++); siddetli= (+++) olarak derecelendirildi.

Istatistik

Tim veriler SPSS 13.0 programimna girilerek istatistiksel olarak
degerlendirildi. Gruplar aras1 farklarin karsilagtirilmasi tek yonlii varyans analizi ile
yapildi. Homojen dagilimi olan gruplarda Tukey HSD testi, non-homojen gruplar
icin Tamhane testi kullanildi. Zamana gore gruplarin ¢oklu karsilastirmalarinda ise
iki yonli varyans analizi kullanildi, homojen gruplar Tukey HSD, non- homojen
gruplar  Tamhane testleri ile degerlendirildi.  Histopatolojik  verilerin
karsilastirilmasinda Pearson ki-kare testi kullanildi. Veriler ortalama + standart

sapma olarak verildi, p<0,05 anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Ratlarin giinliilk bakimlar1 sirasinda hasta goriiniimlii olanlar ve olenler
digerlerinden ayrildi. Deneklerin adriyamisin enjeksiyonundan sonra ikinci haftada
genel durumlarinda ve beslenmelerinde bozulma gozlemlendi. ADR, PADR ve
HADR gruplarinda doérdiincii haftada ikiser rat kaybedildi. Kontrol grubunda bir rat
deney basinda eter anestezisi altindayken kaybedildi, bir rat da kafesten kurtuldugu
icin deney tiim gruplarda altisar rat ile tamamlandi. Sonuglar 1., 16. ve 31. giinler
olarak asagida verilmistir.

Viicut agirhklar:

1. Giin: Baglangi¢ agiliklar1 arasinda her dort grup arasinda fark yoktu.

16.Giin: Her {i¢ gruptaki ratlarin agirliklar1 kontrol grubuna gore anlamh diistiktii
(p=0,000 ADR, PADR ve HADR igin). ADR, PADR ve HADR gruplar1 arasinda
fark yoktu.

31.Giin: ADR, PADR ve HADR gruplarinda kontrol grubundaki ratlarin
agirliklarina gore anlamli diisiiklik vardi (p=0,000 ADR, PADR ve HADR i¢in).
ADR, PADR ve HADR gruplari arasinda fark yoktu (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplardaki ratlarin zaman iginde agirlik degisimleri.

Grup 1. giin agirhik 16. giin agirhik 31. giin agirlik
() () (ar)
ADR 206,3 + 16,0 181,0+ 7,7 152,5+ 8,0
PADR 207,3+7,8 177,5+ 17,2 148,0 £ 10,8
HADR 208,3+12,3 180,8 + 8,0 159,3+9,7
Kontrol 209,2 + 14,1 273,3+32,6 318,8 28,5

42



ADR, PADR ve HADR gruplarinda 1. giin ile karsilastirildiginda 16. ve 31.
giin agirliklar1 anlamli olarak daha diistiktii (p=0,000 ADR, PADR ve HADR igin).
24 saatlik idrar miktarlar:

1. Giin 24 saatlik idrar miktarlari: Gruplar arasinda fark yoktu.

16. Giin 24 saatlik idrar miktarlari: Adriyamisin enjekyonundan 2 hafta sonra
olan 16. giin 24 saatlik idrar miktar1 her {i¢ grupta kontrol grubuna gore anlamli
olarak yiiksekti (p= ADR: 0,000, PADR: 0,001, HADR: 0,000). HADR grubunun
ise 16. giin 24 saatlik idrar miktar1 ADR grubuna gore anlamli olarak diisiiktii
(p=0,046), diger gruplar arasinda fark yoktu.

31. Giin 24 saatlik idrar miktarlari: Ug grubun idrar miktarlar1 kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p= ADR:0,000, PADR:0,023, HADR:0,000).
PADR grubunda ADR ve HADR gruplarina gore anlamli olarak idrar miktar1 daha
diisiiktii (p= ADR:0,008, HADR:0,009), diger ikisi arasinda anlamli fark yoktu.

(Tablo 4).

Tablo 4. Gruplarin zaman igindeki 24 saatlik idrar miktarlar

Grup 1. giin idrar 16. giin idrar 31. giin idrar
(ml) (ml) (ml)
ADR 3,6 0,9 17,0+£7,8 20,8 £4,7
PADR 2,9+1,0 10,5 +3,8 10,0 £ 3,0
HADR 3,8+0,8 9,7+ 1,7 17,5+3,0
Kontrol 3,7+£1,2 3,0+£0,6 4,1+13

Kontrol grubundaki ratlarin idrar miktarlar1 zaman i¢inde sabit kaldi. ADR,

PADR ve HADR grubundaki ratlarda 1. giin ile karsilastirildiginda 16.(p= 0,009;
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0,000; 0,002) ve 31. (p= 0,002; 0,000, 0,000) giin idrar miktarlarindaki artig anlaml
bulundu. 16. ve 31.glinler arasinda fark ADR ve PADR gruplarinda anlaml
bulunmadi, HADR grubunda anlamliyd1 (p=0.000).

Ratlarin 24 saat icindeki s1ivi alimlar agisindan:

1. Giin: Gruplar arasi s1v1 tiikketimi agisindan fark saptanmadi.

16. Giin: Gruplar arasindaki fark anlamli bulunmada.

31. Giin: Gruplar arasindaki fark anlamli bulunmadi (Tablo 5).

Tablo 5. Gruplarin 24 saatlik sivi alimlari.

Grup 1. glin s1v1 16. giin s1v1 31. giin s1v1
(ml) (ml) (ml)
ADR 26,5+ 1,4 34,3+6,2 27,2 +8,1
PADR 26,8 £2,1 35,7+9,4 28,0+ 6,9
HADR 26,8 +2,9 36,2+6,3 23,8+4,5
Kontrol 26,035 28,8 +£0,8 25,5+3,1

Kan kreatinin diizeyleri:

1. Giin: Kan kreatinin diizeyleri arasinda gruplar arasinda fark bulunmadi.

16. Giin: Kan kreatinin diizeyleri arasinda gruplar arasinda fark bulunmadi.

31 Giin: Her ii¢ grubun kan kreatinin diizeyleri kontrol grubuna gore anlamh diisiik
bulundu (p= ADR:0,009, PADR:0,010, HADR:0,043). ADR, PADR v HADR

gruplarin arasinda fark yoktu (Tablo 6).
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Tablo 6. Gruplarin kan kreatinin diizeyleri

Grup 1. giin kreatin 16. giin kreatin 31. giin kreatin
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
ADR 0,53 +£0,05 0,53 +0,10 0,40 + 0,00
PADR 0,54 + 0,05 0,53 + 0,08 0,42 + 0,04
HADR 0,55 £ 0,05 0,48 + 0,08 0,43 £0,05
Kontrol 0,53+ 0,05 0,57 £ 0,05 0,53 +0,05

Kan kreatinin diizeyleri 1.giin ile kiyasla diger giinlerde kontrol grubunda
sabit kaldi. ADR, PADR ve HADR gruplarinda 1. giin ile karsilastirildiginda 31.
giin anlaml diisme saptandi (p= 0,020; 0,046; 0,033). ADR ve PADR gruplarinda
16. glinde de anlamli diisme vardi (p= 0,020; 0,046). ADR grubunda 16. giin ile
karsilastirildiginda 31. giinde anlaml1 diisme (p=0,020) bulundu.
Kan iire diizeyleri:
1. Giin: Kan iire diizeyleri arasinda gruplar arasinda fark bulunmadi.
16. Giin: Kan iire diizeyleri arasinda gruplar arasinda fark bulunmadi.
31. Giin: Kan iire degerleri ADR ve PADR gruplarinda kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiliksek bulundu (p=0,008, 0,007), HADR 31. giin kan {ire diizeyi

ADR, PADR ve kontrol gruplarindan farkli degildi (Tablo 7).
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Tablo 7. Gruplarin kan iire diizeyleri.

Grup 1. giin {ire 16. giin iire 31. giin iire
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
ADR 40,8 £9,2 40,6 + 18,2 572+12,4
PADR 35,5+9,2 445+59 47,7 +8,5
HADR 39,7+ 17,2 443+ 7.7 44,0 £ 10,6
Kontrol 41,5+ 74 38,5+4,1 28,2+54

Kan iire diizeyinde zaman i¢indeki fark ADR ve HADR gruplarinda anlamlh
bulunmadi. PADR grubunda 1. giine goére 31. giin degerleri yiiksekti (p=0,018),
diger giin degerleri arasindaki farklar anlamli bulunmada.

Kan total protein diizeyleri:

1. Giin: Gruplar arasinda kan total protein diizeyleri arasinda fark bulunmadi.

16. Giin: Kan protein diizeyleri her {i¢ grupta kontrol grubuna gore anlamli diisiik
bulundu (p=0,000, ADR, PADR ve HADR i¢in).

31. Giin: Kan protein degerleri her ii¢ grupta kontrol grubuna goére anlamli olarak
diistik saptand1 (p=0,008, 0,007). HADR grubunun 31. giin kan protein diizeyi
PADR grubundan daha diisiiktii (p=0,027). HADR ile ADR gruplar1 ve PADR ile

ADR gruplar arasinda fark yoktu (Tablo 8).
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Tablo 8. Gruplarin zaman iginde serum protein degerleri.

Grup 1. giin protein 16. giin protein 31. giin protein
(grrdl) (gr/dI) (gr/dl)

ADR 7,0 £0,44 4,8 +0,47 4,4+ 0,60

PADR 6,9 + 0,48 52+0,52 4,7+0,67

HADR 6,9 0,49 4,1+0,18 3,8+0,19

Kontrol 6,8 +0,31 6,9 +0,32 6,9 +0,20

ADR, PADR ve HADR gruplarinda 1. gline gore 16. ve 31. giinlerdeki

protein diizeyleri anlamli diisiiktii (p=0.000 tiim gruplar i¢in), 16. ve 31. gilinlerdeki

fark anlamli bulunmada.

Kan albiimin diizeyleri:

1. Giin: Gruplar arasinda kan albiimin diizeyleri arasinda fark bulunmadi.

16. Giin: Her ii¢ grubun kan alblimin diizeyleri kontrol grubundan anlamli olarak
diistik bulundu (p=0,000, ADR, PADR ve HADR ig¢in). Diger gruplarin kendi
arasinda farki yoktu.

31. Giin: Her ii¢ grubun kan albiimin diizeyleri kontrol grubundan anlamli olarak

diistik bulundu (p=0,000, ADR, PADR ve HADR igin). Diger gruplarin kendi

arasinda farki yoktu (Tablo 9).
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Tablo 9. Gruplarin serum albiimin diizeyleri.

Grup 1. giin albiimin 16. giin albiimin 31. giin albiimin
(grrdl) (gr/dI) (gr/dl)

ADR 4,0+0,36 1,9+0,34 1,9+0,23

PADR 4,0+0,16 1,9+0,39 1,7+0,19

HADR 4,0+0,14 2,0+0,18 1,8+0,18

Kontrol 3,9+0,14 3,9+0,23 4,1+0,16

ADR, PADR ve HADR gruplarinda alblimin 1. giin degerlerine gore 16. ve
31. gilinlerinde diisiiktii (p=0,000 tiim gruplarda).
Kan trigliserid diizeyleri:
1. Giin: Gruplar arasinda kan trigliserid diizeyleri arasinda fark bulunmadi.
16. Giin: Trigliserid diizeyleri ii¢ grupta da kontrol grubundan anlamli yiiksek
bulundu (p= ADR:0,000, PADR:0,028 ve HADR:0,016). Gruplarin arasinda anlaml
farki yoktu.
31. Giin: Trigliserid diizeyleri PADR ve HADR gruplarinda kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiliksek bulundu (p= 0,028; 0,032). Diger gruplar arasinda fark yoktu
(Tablo 10).

Tablo 10. Gruplarin kan trigliserid diizeyleri.

Grup 1. giin trigliserid 16. giin trigliserid ~ 31. giin trigliserid
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

ADR 67,2+ 13,0 731,798 848 + 496

PADR 76,3 + 10,7 709 £316 1471 £ 691

HADR 70,5+ 11,8 621 + 240 1376 + 665

Kontrol 60,3+ 11,8 852+ 11,0 103 £28

48



ADR, PADR ve HADR gruplarinda trigliserid 1. giin degerlerine gore 16.
(p= 0,005; 0,013; 0,046) ve 31. (p= 0,002; 0,013; 0,000) giinlerde anlaml1 olarak
yiiksek bulundu.
Kan total kolesterol diizeyleri:
1. Giin: Gruplar arasinda total kolesterol diizeyleri arasinda fark bulunmadi.
16. Giin: Kolesterol diizeyleri ti¢ grupta da kontrol grubuna gore anlamli yiiksek
bulundu (p= ADR:0,048, PADR:0,003 ve HADR:0,021). Diger gruplarin arasinda
anlamli fark yoktu.
31. Giin: Ug grubun da kolesterol diizeyleri kontrol grubundan anlamli yiiksek
bulundu (p= ADR:0,007, PADR:0,001 ve HADR:0,006). Diger gruplarin arasinda
anlamli fark yoktu (Tablo 11).

Tablo 11. Gruplarm kan total kolesterol degerleri.

Grup 1. giin kolesterol 16. giin kolesterol ~ 31. giin kolesterol
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

ADR 69,5+ 9.7 353+ 170 383 + 120

PADR 63,0+59 265 £ 66 338 + 66

HADR 62,0 £ 10,2 264 + 98 408 + 125

Kontrol 68,0 + 9,4 58,5+8,8 63,5+ 11,8

ADR, PADR ve HADR gruplarinda kolesterol degerleri 16. (p=0,001; 0,000;
0,002) ve 31. (p= 0,000 tiim gruplar i¢in) giin degerleri birinci giine gore anlaml
olarak yiiksek bulundu. 16. ve 31. giinler aras1 fark saptanmadi.
Kan sodyumu (Na):

1. Giin: Gruplar arasinda kan sodyum diizeyleri arasinda fark bulunmadi.
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16. Giin: ADR ve HADR gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli diisiiktii (p=
ADR:0,022, HADR:0,012), PADR grubu ile fark yoktu. Diger gruplarin kendi
arasinda anlamli fark yoktu.

31. Giin: Gruplar arasinda kan sodyum diizeyleri arasinda fark bulunmadi (Tablo
12).

Tablo 12. Gruplarin kan sodyum degerleri.

Grup 1. giin Na 16. glin Na 31. glin Na
(mEq/L) (mEq/L) (mEqg/L)
ADR 139,3+2.,7 140,6 = 1,7 1440 +2.,5
PADR 140,2 £ 2,6 141,621 141,6 £4,5
HADR 140,6 + 3,2 140,3 £2,7 141,2+£2,0
Kontrol 140,6 + 1,7 1443 +£1,0 143,3+£1,6

ADR grubunun 1. ve 16. giin sodyum degerleri 31. giinden anlamh diisiiktii
(p=0,002, 0,017). 1. ve 16. giin degerleri arasinda fark bulunmadi. PADR ve HADR
gruplar arasinda fark yoktu.

Kan potasyumu (K*):

1. Giin: PADR grubunun kan potasyum diizeyleri kontrol grubunda yiiksekti
(p=,036), diger gruplar arasinda farklilik bulunmada.

16. Giin: Gruplar arasinda potasyum diizeyleri arasinda fark bulunmada.

31. Giin: Her ii¢ grubun potasyumu kontrol grubuna goére diisiik bulundu (p=
ADR:0,005, PADR:0,003 ve HADR:0,004). Diger gruplar arasinda anlamli fark

yoktu (Tablo 13).
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Tablo 13. Gruplarin giinlere gore kan potasyumu.

Grup 1. giin K* 16. giin K* 31. gin K"
(mEqg/L) (mEqg/L) (mEg/L)
ADR 5,6+1,0 6,6+ 1,9 4,7+0,3
PADR 6,5+14 6,7+ 1,3 4,6 +0,3
HADR 5,8+ 1,1 6,1 £1,2 4,6 +0,1
Kontrol 4,7+0,3 6,5+0,8 6,0+1,1

Kan kalsiyumu (Ca):

1. Giin: PADR grubunun kan kalsiyum diizeyleri kontrol grubundan anlamli diisiik
bulundu (p=0,021), diger gruplar arasinda farklilik bulunmada.

16. Giin: Her ii¢ grubun kalsiyum diizeyleri kontrol grubundan anlamli olarak diisiik
bulundu (p= ADR:0,000, PADR:0,000 ve HADR:0,003). Diger gruplar arasinda
fark yoktu.

31. Giin: Her ii¢ grubun da kan kalsiyum diizeyleri kontrol grubundan diisiik
bulundu (p= ADR:0,001, PADR:0,000 ve HADR:0,000). Diger gruplar arasinda
anlamli fark yoktu (Tablo 14).

Tablo 14. Gruplarin kan kalsiyum degerleri.

Grup 1. giin Ca 16. giin Ca 31. giin Ca
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
ADR 92+04 7,7+0,5 8,1+0,4
PADR 8,8+ 0,4 7,7+0,6 7,7+0,4
HADR 9,1+0,3 82+0,4 77403
Kontrol 9,4+0,3 9,3+0,2 9,0+0,3
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ADR, PADR ve HADR gruplarinda kalsiyum 16. giin ve 31. giin degerleri 1.
giinden anlamli diistik bulundu (p= 0,000; 0,010; 0,002). 16. ve 31. giinler arasi fark
saptanmadi.

Kan gliikozu:

1. Giin: Gruplar arasinda farklilik bulunmadi.

16. Giin: Her ii¢ grubun gliikkoz diizeyleri kontrol grubundan anlamli olarak diisiik
bulundu (p= ADR:0,000, PADR:0,000 ve HADR:0,000). Diger gruplar arasinda
fark bulunmada.

31. Giin: Ug grubun da gliikoz diizeyleri kontrol grubundan anlaml olarak diisiik
bulundu (p= ADR:0,000, PADR:0,000 ve HADR:0,000). Diger gruplar arasinda
fark bulunmadi (Tablo 15).

Tablo 15. Gruplarin zamana gore kan gliikkoz degerleri.

Grup 1. giin glukoz 16. giin glukoz 31. giin glukoz
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
ADR 1248 +9,1 83,0+ 10,4 70,3 +9,5
PADR 136,7 4,4 72,7 +18,3 63,3+9,5
HADR 1255+7,3 69,3 +£9,8 62,8 +6,9
Kontrol 144,7 + 20,6 122,2+8,4 124,0 + 8,7

ADR, PADR ve HADR gruplarinda kan gliikoz 16. giin ve 31. giin degerleri
birinci giinden anlamli diisiik bulundu (p=0,000 tiim gruplarda). 16. ve 31. giinler
arasi fark saptanmadi.

24 saatlik idrar protein diizeyi (U-protein):

1. Giin: Gruplar arasinda farklilik bulunmadi.
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16. Giin: ADR, PADR ve HADR gruplarin 24 saatlik idrar protein diizeyleri kontrol
grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (p= ADR:0,004, PADR:0,045 ve
HADR:0,035). Diger gruplar arasinda fark bulunmadi.

31. Giin: Her ii¢ grubun 24 saatlik idrar protein diizeyleri kontrol grubundan
yiksek bulundu (p= ADR:0,034, PADR:0,015 ve HADR:0,035). Diger gruplar
arasinda fark bulunmadi (Tablo 16).

Tablo 16. Zaman i¢inde idrar 24 saatlik protein degerleri.

Grup 1. glin U-protein  16. giin U-protein ~ 31. giin U-protein
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

ADR 173,3+44.4 4574 + 2857 3364 + 1603

PADR 169,5 £ 23,8 2067 + 1373 3772+ 1979

HADR 137,3+43,5 3462 + 2094 2668 + 2691

Kontrol 146,3 £ 27,1 201,7 £25,1 176,2 + 87,9

ADR, PADR ve HADR gruplarinda 16. (p= 0,001; 0,000; 0,000) ve 31. (p=
0,004; 0,000; 0,000) giin 24 saatlik idrar protein degerleri birinci giin degerlerinden
anlamli yiiksek bulundu. 16. ve 31. giinler aras1 fark saptanmadi.
Idrar 24 saatlik kreatinin diizeyi (U-iire):
1. Giin: Gruplar idrar kreatinin degerleri arasinda farklilik bulunmada.
16. Giin: Ug grubun idrar kreatinin diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli olarak
diisik bulundu (p= ADR:0,011, PADR:0,005 ve HADR:0,007). Diger gruplar
arasinda fark bulunmadi.
31. Giin: ADR, PADR ve HADR gruplarin idrar kreatinin diizeyleri kontrol
grubundan anlamli disiik bulundu (p= ADR:0,001, PADR:0,002 ve HADR:0,002).

Diger gruplar arasinda fark bulunmadi (Tablo 17).
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Tablo 17

. Gruplarin 24 saatlik idrar protein degerleri

Grup 1.giin U-kreatin 16. giin U-kreatin ~ 31. giin U-kreatin
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

ADR 109 + 21 43 +£29 23+ 14

PADR 119 +£23 26+ 16 23+9

HADR 100 £ 25 2511 26 £ 11

Kontrol 129 £20 136 + 43 141 + 37

ADR, PADR ve HADR gruplarinda 16. (p= 0,004; 0,000; 0,000) ve 31.

giinler (p= 0,001; 0,000; 0,000)

diistiik bulundu. 16. ve 31. giinler aras1 fark saptanmadi.

Gruplar arasinda histopatolojik skorlama

Sakrifikasyon ile bir ratin her iki bobregi ¢ikarildi ve kodlanarak aynmi kaba
konuldu. ADR grubundaki ratlarin bobreklerinin kontrol grubuna gore soluk, sert
kivamli ve daha kii¢iik boyutta olduklar1 gozlendi. PADR ve HADR gruplarin
bobrekleri goriiniim olarak nispeten kontrol grubundaki ratlarin bdbreklerine

benzemekteydi. Bobrek dokusunun histopatolojik degerlendirmelerinde elde edilen

semikantitatif skorlama sonuglar1 Tablo 18’de verilmistir.
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Tablo 18. Gruplara gore semikantitatif histopatolojik skorlama sonuglari.

Grup Glom | Glom | Glom Damar | Bowman | Tiibiil | Tiibiil | Tiibiiler | Interst | Interst | Kol
skleroz | fokal konjesy | duvar araliginda | epitel epitel | dilatasy | inflam | fibroz | Il
nekroz kalinlag | genisleme | dejener | nekroz birik

K1 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0 +
K2 0 0 + 0 + 0 0 0 0 0 0
K3 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0 +
K4 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0 0
K5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K6 0 + 0 0 + 0 0 + 0 0 +
ADR1 0 ++ ++ + ++ +++ + +++ ++ + ++
ADR?2 0 + + 0 ++ + ++ ++ 0 +
ADR3 0 ++ 0 ++ 0 ++ ++ 0 ++
ADR4 0 + ++ 0 ++ + ++ + 0 ++
ADR5 0 ++ ++ + ++ + 0 ++ 0 + ++
ADRG6 0 ++ ++ 0 ++ + 0 ++ + 0 ++
PADR1 | O 0 0 0 0 + 0 + + 0 +
PADR2 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +
PADR3 | 0 0 + 0 + 0 0 + 0 0 +
PADR4 | O + + 0 + 0 0 0 0 0 0
PADR5 | 0 + 0 0 + 0 0 0 0 0 +
PADR6 | O 0 + 0 0 + + + + 0 +
HADR1 | O + ++ + + + 0 + + 0 0
HADR2 | O 0 + 0 + 0 0 0 0 0 +
HADR3 | O + 0 0 0 0 0 0 0 0 +
HADR4 | O 0 + 0 + 0 0 + 0 0 0
HADRS5 | O 0 0 0 0 0 0 0 + 0 +
HADRG6 | O 0 + 0 0 0 0 0 0 0 +

*(0) : lezyon yok; (+) : hafif; (++):orta; (+++) . siddetli.

Glomertiler skleroz higbir grupta olusmadi. Glomeriilde fokal nekroz
bulgusu, ADR grubunda kontrol, PADR ve HADR gruplan ile kiyaslandiginda
anlamli olarak daha yiiksek oranda olustu (p=0,006). Diger gruplar arasinda anlamli
fark yoktu. Glomeriilde konjesyon ADR grubunda diger dort gruba gore daha
yiiksek bulundu (p=0,002), kontrol, PADR, HADR gruplar1 arasinda anlamli bir fark

yoktu. Kapiller duvar kalinlasmasi agisindan gruplar arasinda fark yoktu (p=0,217).
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Bowman kapsiilii araliginda genisleme ADR grubunda anlamli olarak daha yiiksek
oranda olustu (p=0,006), diger gruplar arasinda fark yoktu.

Tibiil epitelinde dejenerasyon ADR grubunda anlamli fazlaydi (p=0,002),
diger gruplar arasinda fark saptanmadi. Tiibiil epitelinde nekroz ADR grubunda
yiiksek oranda (p=0,026) bulunurken diger gruplar arasinda farklilik yoktu. Tiibiiler
epitelde genisleme ADR grubunda anlamli olarak fazla saptandi (p=0,001).
Interstisyel alana hiicre infiltrasyonu agisindan dort grup arasinda farklilik yoktu
(p=0,078). Interstisyel fibrozis ADR grubundaki 2 ratta hafif (+1) olustu ancak
istatistiksel olarak farklilik bulunmadi (p=0,217).

Mezangiyal kollajen III birikimi ADR grubunda anlamli yiiksekti (p=0,000),

diger gruplarda fark yoktu (Resim 4, 5, 6 ve 7).
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Resim 4. Saglikli—kontrol grubu ratlarda en yogun patolojinin oldugu ornekler.

A: Normal gorinim (HE x 100); B: Minimal konjesyon bulgular1 gosteren
glomeriiller (HE x 200); C: Minimal dilatasyon bulgular1 igeren tiibiil yapilar1 (HE x
200); D:Kollajen III boyasinda glomeriil damar yapilarinda zayif boyanma (anti-

kollajen 111 x 200).
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Resim 5. ADR grubu ratlarda en yogun patolojinin oldugu 6rnekler.

A: Belirgin interstisyel inlamasyon, tlibiil kaybi alanlart (HE x 100); B:
Glomeriillerde Bowman kapsiilii araliginda genisleme, fokal nekroz bulgulart (HE x
200); C: tiibiillerde nekroz, glomeriillerde konjesyon bulgulari (HE x 100); D:
Immiinohistokimyasal kollajen III boyasinda glomeriil duvarinda diffiiz siddetli

tutulum (anti-kollajen 111 x 200).
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Resim 6. PADR grubu ratlarda en yogun patolojinin oldugu 6rnekler.

A: Glomeriillede hafif konjesyon ve tiibiillerde hafif dilatasyon bulgulart (HE x
100); B: Glomertiler konjesyon B (HE x 200); C: Tiibiillerde dilalatasyon (HE x
100); D: Immiinohistokimyasal kollajen III boyasinda glomeriil duvarinda hafif

boyanma D (anti-kollajen 111 x 200).
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Resim 7. HADR grubu ratlarda en yogun patolojinin oldugu 6rnekler.

A: Glomeriillerde konjesyon, Bowman kapsiil araliginda hafif genisleme (HE x
100); B: Tiibiillede hafif dilatasyon ve glomeriillerde hafif konjesyon alanlar1 (HE x
200); C: Tibillede hafif tiibiiler dilatasyon bulgulart (HE x 200); D:
Immiinohistokimyasal kollajen III boyasinda glomeriil duvarinda hafif derecede

boyanma (anti-kollajen I11 x 200).
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TARTISMA

FSGS kronik bobrek yetmezligine yol actigi i¢in tedavisi 6nemlidir. Ancak
mevcut tedaviler ile iyilesme oranlar1 diigiiktiir. Kullanilan tedavilerin yan etkileri
yiiksektir. Diisiik molekiil agirlikli heparinler ile yapilan degisik calismalarda
antiproliferatif, antifibrotik ve antienflamatuar etkileri bildirilmektedir. Bu nedenle
bu c¢alismada adriyamisinle FSGS olusturulan ratlarda heparinlerin etkisi,
prednizolon tedavisi ile de karsilastirilarak arastirilmustir.

Deneklerin adriyamisin etkisi altinda agirlik kayiplar1 ve idrar ¢ikisinda artis
ADR nefropatisinde goriilen bulgulardir. Deepa (114) 7,5 mg/kg adriyamisin
enjeksiyonu ile ratlarda olusturdugu nefropatide iki haftanin sonunda adriyamisin
alanlarda kontrol grubuna gore anlamli agirlik kaybinin oldugunu goézlemlemistir.
Javaid ve ark. (115) adriyamisin nefropatisi olusturduklar ratlarda 24 saatlik idrar
miktarlarinda artis oldugunu saptamislardir.

Calismamizda deney baslangicinda her dort gruptaki ratlarin agirliklar
benzerdi. Adriyamisin enjeksiyonu yapilan ii¢ gruptaki denekler 16. giin agirhik
kaybetmisti, deney sonuna kadar agirlik kayiplar1 devam etti, kontrol grubundaki
saglikli hayvanlarin agirliklart ise deney sonuna kadar artis gosterdi. Heparin ve
prednizolon tedavisi altindaki iki grupta olan ratlarin 31. giinde de tedavi verilmeyen
grup ile benzer sekilde agirlik kaybetmeye devam ettikleri goriildii. Adriyamisin
kullandigimiz siire ve dozlarda, ratlarda biiyiime geriligine neden olmustur. Steroid
ve heparin alan gruplarda bu ilaglarin adriyamisinin yaptigi biiyiime geriligine etkisi

goriilmemistir.
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Idrar ¢ikislar1 baslangic giinii her doért grupta benzerdi, ancak ADR
enjeksiyonundan sonra 16. giinde Olgiilen idrar miktarlar1 her ti¢ grupta kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu. Idrarin fazla ¢ikmas1 31. giin de
ADR, PADR ve HADR gruplarinda yiiksekti. Tiim gruplarda ratlarin sivi alimlari
birinci, 16. ve 31. giinlerde istatistiksel olarak farkli degildi. ADR, PADR ve HADR
gruplarinda agirlik kaybi, kontrol grubunda ise agirlik artimi oldugundan kilo basina
alman sivi miktar1 ilk {i¢ grupta daha fazla olmaktadir. Adriyamisin nefropatisi
olusturulan deneklerin agirlik kaybindan idrar ¢ikisindaki artis, eslik eden metabolik
bozukluklar olabilecegi gibi beslenmelerinin bozulmasinin da sorumlu olabilecegi
diistiniildii.

Zima ve ark.’nin (116) yaptigi deneysel ¢alismada 5 mg/kg adriyamisin
enjeksiyonu ile 3 haftada nefrotik sendrom olusturulmustur. U¢ haftanin sonunda
adriyamisin alan ratlarin serum kreatinin degerlerinde degisiklik gézlenmemistir. El-
Shitany ve ark. ‘1 (111) ratlarda 10 mg/kg ADR ile yaptiklari nefropatide 30. giin
kreatinin diizeyleri yaklasik iki katindan fazla artis gOstermistir. Ajith (117) 15
mg/kg adriyamisinle olusturdugu glomeriilotoksisitede 1ii¢ glinde bdbrek
fonksiyonlarinda bozulma oldugunu belirtmektedir.

Calismamizda kreatinin degerleri her dort grupta deney basinda benzerdi.
Adriyamisin etkisi altindaki ii¢ grupta da serum kreatinin degerlerinde 31. giin
diistikliik oldugu goriildii. Bizim 7,5 mg/kg ile 31. giin serum kreatinin diizeylerinde
yiikkselme gozlemlememis olmamiz (Sekil 4) ciddi bir nefrotoksisite olusmadigini
diislindiirdii. Kreatinin degerlerindeki diismenin ratlarin viicut agirliklarinin kaybina

ve beslenmelerinin bozulmasina bagli olabilecegi diisiiniildii.
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Sekil 4. Gruplarin zaman igindeki kan kreatinin degerleri

Deepa (118) arastirmasinda 7,5 mg/kg adriyamisin ile olusturdugu nefropatide kan
iire degerlerini adriyamisin alanlarda 15. giin yiiksek saptamistir. Diisiik molekiil
agirlikli heparin tedavisi verilen grupta ise kan iire degerleri kontrol grubu ile benzer
bulunmustur.

Calismamizda deneklerin kan iire diizeyleri adriyamisine maruz kalindiktan 2
hafta sonunda belirgin farklilik gdstermiyordu, ancak 31. giinde ADR ve PADR
gruplarinda anlamli olarak yiiksekti. Arastirmizda heparin tedavisi alan gruptaki
hayvanlarin kan tire degerleri kontrol grubuna gore yiiksek olmakla birlikte ADR
grubunun degerleri kadar yiiksek bulunmadi, ancak arada istatistiksel olarak anlaml
fark saptanmadi.

Deepa’nin ¢alisgmasinda (118) adriyamisin enjeksiyonundan bir hafta sonra

baslanan ve bir hafta siire ile verilen diisiik molekiil agirlikli heparin alan ratlarda
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kan albiimin diizeyleri saglikli ratlar ile benzer, sadece adriyamisin verilen ratlardan
belirgin yiiksek bulunmustur. Baska bir ¢alismada da adriyamisinle olusturulan
deneysel glomeruloskleroz modelinde diisiik molekiil agirlikli heparinlerin kan
albiimin diizeylerinde yiikselmeye neden oldugu belirtilmektedir (119).

Yaptigimiz deneyin basinda tiim gruplarin kan protein degerleri benzerdi.
Adriyamisin enjeksiyonu yapilan ii¢ grubun proteinleri iki hafta sonra saglikli ratlara
gore anlamli diisiiktii. Iki haftalik steroid ve heparin tedavileri ile 31. giiniin sonunda
kan protein degerlerinde yilikselme gériilmedi. Deneklerin kan albiimin diizeylerinde
de protein diizeyleri ile paralel sonuglar gozlendi. Deney basindaki albiiminler her
dort grupta benzerdi, ancak 16. ve 31. giin degerleri ADR, PADR ve HADR
gruplarinda kontrol grubundan disiiktii. Adriyamisin etkisi ile kan protein
diizeylerinde oldugu gibi albiiminde de ikinci haftadan itibaren diigme vardi. Ancak
16. gilin baslanan steroid ve heparin tedavisi ile albiimin seviyelerinde yiikselme
olmadi, ADR grubundan farkli sonuglar saptanmadi. Adriyamisin nefropatisinde
gbézlenmesi Ongoriilen kan protein ve albiimin diizeyinde diisme c¢alismamizda
gerceklesti. Ancak tedavi gruplar ile fark olusmadi. Bu sonug tedavilerin nefrotik
sendromu diizeltmede basarisiz oldugunu gostermekle birlikte 15 giinden sonra etki
edip etmedikleri konusunda bilgi vermemektedir.

Lipoprotein lipaz aktivitesinde azalma, adriyamisinin dogrudan lipid
peroksidasyonu  yapmast ve  hipoalbiiminemi adriyamisin ile  olusan
hiperlipidemiden sorumludur (120). Boonsanit ve ark. (121) arastirmasinda
adriyamisin verildikten 15 giin sonra plazma kolesterol ve lipid diizeylerinin
yiikseldigini saptamiglardir. Deepa (114) 7,5 mg/kg adriyamisin verilen ratlarda bir

hafta sonra baslanan ve bir hafta siire ile verilen diisiik molekiil agirlikli heparin (3
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mg/kg/glin cetoparin sodyum) ile kan total kolesterol ve trigliserid diizeylerinde
diisme oldugunu ve saglikli olan kontrol grubu ile benzer degerlere indigini
saptamustir. Heparinlerin antihiperlipidemik etkisi lipoprotein lipazin aktivasyonu
yolu ile saglanmaktadir (81).

Calismamizdaki kan total kolesterol ve trigliserid diizeyleri adiyamisin etkisi
altindayken 15 giiniin sonunda her ii¢ grupta anlamli olarak yiikseldi. Bu yiikseklik
kontrol grubunda goriilmedi. Tedavi uygulamalarinin yapildig:r 30. giiniin sonunda
ADR grubunda oldugu gibi PADR ve HADR gruplarinda da kan total kolesterol ve
trigliserid diizeylerindeki yiikseklik devam etti. Iki haftalik steroid ve heparin
tedavileri klinigi diizeltmede etkili bulunmadi. Bu sonuglarin arastirmamizda
heparinin 1mg/kg/giin kadar diisik olmasindan ve 15 giinliik siirenin yetersiz
kalmasindan da kaynaklanmis olabilecegi diislintildi.

Kan sodyum diizeyi deney basinda dort grupta da yakin degerlerdeydi.
Adriyamisine maruz kalindiktan 15 giin sonra kan sodyum degerlerinde belirgin bir
degisiklik olmadi. iki haftalik steroid ve hepain ile de herhangi bir degisiklik olmadh.
Bu durum ratlarin elektrolit dengesizligi i¢ginde olmadiklarini diisiindiirdii.

Kan potasyum degerleri birinci ve 16. giinlerde yiiksek saptandi. Bu durum
kanin kuyruktan alindigi sirada hemoliz olmasi ile iliskilendirildi. 31. giin
sakrifikasyondan hemen 6nce anestezi altindayken intrkardiyak ponksiyon ile alinan
kanda ise K* normal degerlerdeydi.

Kan kalsiyum degeri deneyin basinda her dort grupta da benzerdi. Kan Ca’u
adriyamisin verildikten 15 giin sonra ve steroid tedavisi ile heparin tedavisinden 15
giin sonraki degerleri kontrol grubundan diisiik saptandi. Bu kalsiyum degerlerinin

diisiik oldugu donemde kan albiimin degerlerinin diisiik olmasi ile es zamanliydi.
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Kalsiyum diisiikliigi alblimin diisiikliigiine baglandi. Adriyamisin ile olusturulan
nefropatide ve heparin tedavisi altinda kan sodyum, potasyum ve kalsiyum degerleri
ile ilgili literatiir bilgisi bulunamadi.

Kan gliikozu deney basinda gruplar arasinda yakin degerlerde bulundu,
ancak 16 ve 31. giinler gliikoz degerleri ADR, PADR ve HADR gruplarinda kontrol
grubundan anlamli diisiik saptandi. Steroid ve heparin tedavi gruplarinda gliikoz
degerlerinde fark bulunmadi. Deneklerin protein kaybinin ve beslenme bozuklugu
oldugu bu donemde, katabolik faza girmis olduklari i¢in, kan glikoz degerlerinin
diisiik olabilecegi diisiiniildii. Adriyamisin ile olusturulan nefropatide ve heparin
tedavisi verildiginde kan glikoz seyri ile ilgili literatiir bulunamadi.

Adriyamisinin enjeksiyonundan sonra yiiksek dozlarda ilk hafta, daha diisiik
dozlarda ikinci hafta proteiniiri goériilmesi beklenen bulgudur. Podosit hasari
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (122). Oteki ve ark.’t (123) 5mg/kg adriyamisin
enjeksiyonu ile olusturduklari nefropatide proteiniirinin 14. giin ortaya ¢iktigini
belirtmislerdir. Heparinin biiylik molekiil yapis1 ve tasidigi negatif yiikk sayesinde
podosit hasari ile bazal membranda olusan negatif yiik kaybin1 gidermektedir,
dokuyu hasardan koruyup proteiniiriyi iyilestirebildigi bildirilmektedir (124,125).
Deepa (118) yaptig1 arastirmada 7,5 mg/kg adriyamisin enjeksiyonundan bir hafta
sonra bir hafta siire ile verilen DMAH’in (cetoparin sodyum 3mg/kg/giin)
proteiniiriyi kontrol grubu seviyesine yakin degerlere kadar diizelttigini saptamistir.
Gottmann ve ark.’nin(125) arastirmasinda ratlarda olusturulan deneysel allograft
nefropatisindeki proteiniirinin deneyin 20. haftasindan itibaren DMAH (reviparin 2
mg/kg/giin) ile yar1 yariya azaldigi, ancak saglikli kontrol grubundaki ratlardan daha

yiiksek degerlerde oldugu belirtilmistir. Respiratuar sinsitiyal virus (RSV) tasidigi
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pozitif membran yiikii nedeni ile enfeksiyonlarinda glomeriiler bazal membrandaki
negatif yiikii etkilemek yolu ile minimal lezyon hastaliginda atagi tetiklemektedir.
Yannan ve ark.’1 (126) ratlarda RSV enfeksiyonu modelinde proteiniiri ile seyreden
nefropati olusturmuslardir. DMAH ile 14 giinliik tedavi sonunda bu ratladaki
proteiniiri saglikli kontrol grubu degerleri ile benzer degerlere gerilemistir. Gambaro
ve ark.’1 (127) tip | ve tip Il diyabetli, nefropatili veya mikroalbiiminiirili olgularda
dort aylik oral heparin derivesi sulodeksid ile tedavi sonunda proteiniirinin
diizeldigini saptamislardir. Krzossok ve grubu (128) nefrotik sinirda proteiniiri ile
seyreden ve hipertansiyon i¢in ACE inhibitorii kullanan iki renal trasplant olgusunda
DMAH ile proteiniirinin diizeldigini bildirmistir.

Yaptigimiz c¢aligmada idrar 24 saatlik protein degerleri deney basinda
gruplarda yaklasik benzer degerlerdeydi. Adriyamisin verilmesi ile 16. giin ADR,
PADR ve HADR gruplarinda masif proteiniiri saptandi. Iki haftalik steroid ve
hepain tedavileri verildikten sonraki 24 saatlik protein degerleri her iki grupta 16.
giin degerler1 kadar yiiksekti, tedavi verilmeyen ADR grubundaki ratlar ile benzer
degerlerdeydi. Literatiirde belirtildigi gibi adriyamisin ile beklenen siirede proteiniiri
olustu ancak DMAH tedavisi ile vedigimiz doz ve slirede proteiniiride azalma hem
steroid grubunda hem de heparin grubunda goriilmedi (Sekil 5). Proteiniirinin
diizelmemesinin heparinin bu siirede etkili olmamasindan da kaynaklaniyor

olabilecegi diistliniildii.
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Sekil 5. Gruplarin zaman i¢inde idrar protein degerleri.

Wang (97) arastirmasinda 7,5 mg/kg adriyamisin ile yapilan nefropatide dort
hafta sonra ratlarin kreatinin klirenslerinde anlamli azalma, serum kreatinin
degerlerinde artma saptamistir. Deepa (118) iki haftalik siirede 5 mg/kg
adriyamisinle idrar kreatinin degerlerinde azalma oldugunu belirtmektedir.

Calismamizda idrar kreatinin degerleri adriyamisin enjeksiyonundan 15 giin
sonra kontrol grubundan daha diisik degerlere diismektedir. Kreatinin
degerlerindeki bu diisiikliik deney sonuna kadar tiim gruplarda devam etmistir,
steroid ve heparin alan gruplarda diizelme goriilmemistir. Calismamizda idrar
kreatinin degerlerinde azalma olmakla birlikte serum kreatinin degerlerinde artma

yoktu, aksine diigiikliikk vardi. Yukarida serum kreatinin degerlerindeki diismenin
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agirhik kaybi ve beslenememe ile ilgili olabilecegini belirtmistik. Idrar kreatinin
degerlerindeki azalma literatiirdeki sonuglar ile benzerdi.

El-Shitany ve ark.’1 (111) 10mg/kg adriyamisin verdikleri ratlarda 30 giinde
bobreklerde histopatolojik olarak tiibiiler konjesyon, interstisyel hemoraji, vaskiiler
dejenerasyon, glomeriiler konjesyon, Bowman kapsiilii ve proksimal tiibiillerde
dejenerasyon gordiiklerini belirtmislerdir. Wang’in (97) ¢alismasinda 7,5mg/kg
adriyamisinle dort haftada %39 glomertiloskleroz, tiibiil ¢apinda artig, tiibiil
hiicrelerinde yiikseklik kaybi, tiibiiler atrofi, interstisyel hacim artis1 olusmustur.
Ji’'nin (129) ¢alismasinda tek tarafli nefrektomi sonras1 6 mg/kg adriyamisinle fokal
segmental glomeruloskleroz, kapiller yatakta obstruksiyon, tiibliler epitelde
dejenerasyon, interstisiyel fibrozisin dort haftada olustugu belirtilmistir. Liu ve
ark.’1 (130) 6,5 mg/kg adriyamisinle 30 giinde glomertiler atrofi olusturmuslardir.
Ratlarda adriyamisinin 5 mg/kg verilmesi ile 10 haftada glomeruler skleroz gelistigi,
28 haftada ise 10. haftadan {i¢ kat fazla olustugu belirtilmektedir (98).

Calismamizda 7,5 mg/kg adriyamisin ile 30 giinde glomeruloskleroz
olusmadig1 goriildii. Ancak glomeriillerde nekroz, konjesyon ve Bowman kapsiil
araliginda genisleme ADR grubunda saptandi. Ayrica ADR grubunda tiibiil
epitelinde nekroz ve dejenerasyon, tiibiill ¢apinda genisleme belirgindi. Ancak
interstisiyel fibrozis saptanmadi. Glomerulosklerozun olusmaya basladigi ancak
tamamlanmamis olabilecegi diistliniildii.

Doku hasarinda bobrekte ekstraselliiler matrikste kollagen III birikimi
goriilmektedir (131,132). Calismamizda da ADR grubundaki ratlarda mezangial
matrikste kollagen 1ll birikimi saptanmasi literatiirdeki bilgiler ile uyumluydu.

Adriyamisin, masif proteiniiri ve hiperlipidemi glomeriilotoksisite yapmaktadir.
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Podositlerde, endotel ve tiiblil hiicrelerinde olusturduklar1 hasar sonucunda
glomeruloskleroz ve interstisyel fibrozis gelismektedir. Calismamizda verilen dozda
ve siirelerde glomeruloskleroz olusmamasi, ancak akut histopatolojik degisikliklerin
olugsmast 30 giinliik siirenin glomeriiloskleroz olusmasi i¢in yeterli olmadigim
diistindiirdii. Calismamizin siiresi hayvan kayiplar nedeni ile planlandigi gibi 12
hafta siirdiiriilemeyip 30 giin ile sinirlandirilmak zorunda kalindi. Daha diisiik doz
adriyamisin ile uzun siireli benzer ¢alismanin yapilmasinin daha uygun olabilecegi
diistiniildii.

Baroni’in (124) calismasinda adriyamisinle glomeruloskleroz olusturulan
ratlarda 15. giin baslamip 3 ay devam eden 500U/giin heparin tedavisi ile ile
glomeriiler hasarin  Onlendigi, ancak tiibiiler degisikliklerin etkilenmedigi
belirtilmistir. Dos Santos ve ark‘nin (133) piiromisin ile olusturduklari nefropatide
10 hafta siire ile verdikleri DMAH ile histopatolojik olarak glomeriiler
degisikliklerin, glomeriiler genisleme, glomeriiler skleroz indeksi, mezangial
genigslemenin diizeldigini, ancak proteiniirinin diizelmedigini belirtmislerdir.
Ichikawa ve ark.’1 (134) subtotal nefrektomi yaptiklari ratlarda kalan glomeriilerdeki
hiperperfiizyon, hipertansiyon ve hiperfiltrasyona dort haftalik heparin tedavisinin
etkili olmadigini saptamislardir. Zhang ve grubunun (135) ¢alismasinda adriyamisin
ile olusturulan glomeruloskleroz modelinde heparin kalsiyum tedavisi ile 6 haftada
proteiniirinin 1yilestigi, 12 haftada da glomerular skleroz indeksinin diizeldigini
belirtilmistir.

Calismamizda iki haftalk DMAH tedavisi ile glomeriillerde nekroz,
konjesyon ve Bowman kapsiil araliginda genislemenin olusmadigi saptanmaistir,

ayrica tiibiil epitelinde nekroz ve dejenerasyon, tiibiil capinda genislemenin de ADR
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grubunda olustugu, ancak stroid ve heparin alan ratlarda olugsmadig1 goriilmiistiir.
Kollajen 111 birikiminin tedavi alan PADR ve HADR gruplarinda ADR grubu kadar
olmadig1 saptanmistir. Bu bulgular DMAH tedavisinin adriyamisin ile olusturulan
glomeriiler ve tiibiiler hasarlanmada histopatolojik degisiklikler iizerine Ssteroid
kadar etkili oldugunu gostermektedir. Calismanin sonuglar1 literatiir bilgileri ile
parelellik gostermektedir.

Sonug olarak DMAH’in adriyamisinle olusturulan nefrotik sendrom klinigine
15 giin siire ile verilmesinin etkisi yoktur, ancak histopatoloji iizerine steroid kadar
etkili bulunmustur. Bu nedenle DMAH’in FSGS’da ek tedavi segenegi olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu konuda farkli doz ve siirelerde yapilacak

caligmalara gereksinim vardir.
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SONUCLAR

Adriyamisinin 7,5 mg/kg dort hafta verilmesi ile;

1.

2.

3.

6.

7.

Ratlarin biiyiimesi ve beslenmesi etkilenmektedir.

Bobrek fonksiyonlarinda bozulma olmamaktadir

Nefrotik sendrom klinigi proteiniiri, hiperlipidemi, hipoalbliminemi 15.
giinde olugmaktadir.

Kan sodyum degeri normal kalmaktadir, kan kalsiyumu ve gliikkozu
azalmaktadir.

Glomertillerde nekroz, konjesyon ve Bowman kapsiil aralifinda
genisleme ve tiibiil epitelinde nekroz ve dejenerasyon, tiibiil ¢apinda
genisleme olusmaktadir.

Glomertillerde skleroz, interstisyel alanda fibrozis olugsmamaktadir.

Mezangial kollajen 111 birikimi olusmaktadir.

DMARH’in adriyamisin nefropatisinde iki hafta verilmesi ile:

1.

2.

3.

Ratlarin genel durumu, beslenmesi ve biiylimesi diizelmemektedir.
Proteiniiri azalmamaktadir.

Hipoalbiiminemi ve hiperlipidemi etkilenmemektedir.

Kan kalsiyum ve glukoz diistikliigiinii diizelmemektedir.

Glomeriillerde nekroz, konjesyon, Bowman kapsiil araliginda genisleme

ve tlbiil epitelinde nekroz ve dejenerasyon, tiiblil ¢apinda genisleme

olusmasi 6nlenmektedir.

Mezangial kollajen I1I birikimi 6nlenmektedir.
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OZET
Fokal Segmental Glomeriiloskleroz Modelinde Diisiik Molekiil Agilikh

Heparinlerin Histopatolojik Skoru Iyilestirme Etkisi

Son yillarda fokal segmental glomeruloskleroz (FSGS) ¢ocuklarda son
donem bobrek yetmezligi nedenleri arasinda daha yiiksek oranda yer almaktadir. Bu
hastalifin yan etkileri yiiksek olan steroid tedavisine ve diger tedavilere yaniti iyi
degildir.

Bu arastirmada amacimiz FSGS tedavisi i¢in yeni, yan etkisi diisiik, etkili
tedavi secenegi ortaya koyabilmek diisiincesi ile deneysel olarak ratlarda diisiik
molekiil agirlikli heparinlerin FSGS’da histopatolojik ve klinik olarak yararliligini
arastirmaktir.

Deney altisarli olmak tizere dort grup ile yiiriitiildii. Kontrol grubu saglikli
ratlardan, ADR grubu 7,5 mg/kg adriyamisin verilen, PADR grubu adriyamisinden
iki hafta sonra 15 giin steroid (5 mg/kg prednizolon) tedavisi verilen ve PADR
grubu adriyamisin verildikten iki hafta sonra 15 giin siire ile diisiik molekiil agirlikli
heparin (fraksiparin sodyum 2 mg/kg/giin) verilen gruplardan olugmutu. Deneyin
basinda, 16. ve 31. giinlerde kanda kreatinin, iire, protein, alblimin, trigliserid,
kolesterol, 24 saatlik idrarda protein ve kreatinin ¢aligildi. Sakrifikasyon 31. giinde
yapildi ve bobrek dokular histopatolojik olarak degerlendirildi. Gruplar arasi farklar
tek yonlii varyans analizi, zamana gore karsilagtirmalar iki yonli varyans analizi,
histopatolojik veriler Pearson ki-kare exact testi ile istatistiksel olarak

degerlendirildi.
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Adriyamisin verdigimiz doz ve silirede ratlarin biiylimesi ve beslenmesi
etkilendi, nefrotik sendrom klinigi proteiniiri, hiperlipidemi, hipoalbliiminemi 15.
giinde olustu, fakat bobrek fonksiyonlarinda bozulma olmadi. Histopatolojik olarak
glomeriillerde nekroz, konjesyon ve Bowman kapsiil araliginda genisleme ve tiibiil
epitelinde nekroz ve dejenerasyon, tiibiil ¢apinda genisleme ile mezangial kollajen
[l birikimi saptandi. Ancak glomeriillerde skleroz, interstisyel alanda fibrozis
olusmadi.

Diistik molekiil agirlikli heparin ile verilen silirede ratlarin biiylimesi
gozlenmedi, idrar 24 saatlik proteini azalmadi, hipoalbiiminemi ve hiperlipidemi
diizelmedi. DMAH’in glomeriillerde nekroz, konjesyon ve Bowman Kkapsiil
araliginda genislemeyi, tiibiil epitelinde nekroz ve dejenerasyonu, tiibiil ¢capinda
genislemenin olusmasini ve mezangial kollajen 11 birikimini dnledigi saptandi.

Sonug olarak diisiik molekiil agirlikli heparinlerin adriyamisinle olusturulan
nefropatide 15 giinliik siirede nefrotik sendrom klinigine etki etmedigi fakat

histopatoloji lizerine yarar1 oldugu goriilmiistir.
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SUMMARY
The Curative Effect of Low Molecular Weight Heparins on Histopathological

Score of Focal Segmental Glomerulosclerosis Model

Focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) is one of the major causes of end-stage
renal failure in children. The response of patients with FSGS to corticosteroids and
other immunsuppressive therapies is poor. There is a need of a new, efficient
therapeutic agent with limited adverse effects in FSGS. The aim of this study was to
investigate the histopathological and clinical efficacy of low-molecular weight
heparin in rats with experimentally-induced FSGS.

The study consisted of 4 groups. Group ADR received adriamycin 7,5 mg/kg, group
PADR received corticosteroids for 15 days two weeks after adriamycin
administration, group HADR received low molecular weight heparin (fraxiparine
sodium, 2 mg/kg/day, 15 days) two weeks after adriamycin administration and a
control group involving healthy rats. Serum creatinine, urea, protein, albumin,
trygliceride, cholesterol and daily urinary protein and creatinine were studied on
days 0, 16 and 31. At day 31, all rats were sacrified and histopathological study of
renal tissues was performed. Differences of the groups were established by
univariate analysis, comparisons according to time by multivariate analysis and
histopathological data by Pearson chi-square exact test. Data were presented as
mean + standard deviation; p<0.05 was accepted as significant.

The growth and nutrition of rats were negatively affected and renal functions were

preserved after administration of adriamycin. Signs of nephrotic syndrome as

75



proteinuria, hypoalbuminemia and hyperlipidemia were observed at day 15.
Likewise, histopathological examination revealed glomerular necrosis and
congestion, enlargement of Bowman capsule, tubular necrosis, degeneration and
enhancement, and mesangial collagen deposition; glomerular sclerosis and
interstitial fibrosis were not seen.

During the treatment period with low molecular weight heparin proteinuria,
hypoalbuminemia and hyperlipidemia were not improved. However, in HADR and
PADR groups glomerular necrosis and congestion, enlargement of Bowman capsule,
tubular necrosis, degeneration and enhancement, and mesangial collagen deposition
were similar to healthy control group.

We conclude that low molecular weight heparin is beneficial on the histopathology

of adriamycin-induced nephropathy.
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