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OZET

NuUkleoporinlerin  ve endoplazmik retikulum stresinin  nefrotik
sendromun patogenezinde kritik rol oynadigi iddia edilmigtir. Ancak nefrotik
sendromda nukleoporinler ve endoplazmik retikulum stres proteinlerinin
bdbrek dokusundaki duzeyleri, iligkileri ve bunlari hedef alan tedaviler
hakkinda yeterli veri yoktur.

intraperitoneal adriamisin uygulanan ve nefrotik sendrom gelisen
siganlara oral metformin ve resveratrol tedavisi uygulandi. Bobrek dokusu
NUP-93, NUP-107, IRE-1, ATF-6, kaspaz-12 ve kaspaz-3 duzeyleri ve
bunlarin resveratrol ve metformin tedavisine yanitlari ELISA ile dlgulda.

Nefrotik siganlarda tedavi edilmemis ve resveratrol ve metformin ile
tedavi edilmis bobrek dokusu NUP-93, NUP-107, IRE-1 ve kaspaz-12
seviyeleri, kontrollere kiyasla artti. Tedavi edilmemis ve resveratrol ile tedavi
edilen nefrotik siganlarda bobrek dokusu NUP-93 ve IRE-1 seviyeleri artarken,
metformin ile tedavi edilenlerde kontrollerle benzerdi. Serum albumin ile NUP-
107, NUP-93, IRE-1, kaspaz-12 ve hasar skorlari arasinda negatif
korelasyonlar vardi. Deneyde NUP107, NUP93, IRE-1 ve kaspaz 12 seviyeleri
arttikgca hasar skorlari kotulesti. Resveratrol ve metformin, glomertler hasari
azaltmada etkili olurken, tibller hasari azaltamadi. interstisyel hasar ise
sadece metformin ile azaldi.

Sonug olarak, bébrek kaspaz 12 ve IRE-1 seviyeleri yiksek olmasina
ragmen kaspaz-3 seviyelerinin kontrollerle benzer bulunmasi, nefrotik
sendromda endoplazmik retikulum stresi kaynakli apoptozun meydana
gelmedigini dustndirmektedir. Metformin, IRE1 ve NUP-93 yoluyla ERS ve
nikleoporinleri azaltarak, bu iki mekanizmanin nefrotik sendrom Uzerindeki
olumsuz etkilerini azaltabilir ve boylece serum albumin duzeylerinin artmasina
katkida bulunabilir. Metformin ile glomertler ve interstisyel hasarin
duzeltilmesi, bobrek NUP-93 ve IRE-1 seviyelerinin azaltilmasi yoluyla

gerceklesmis olabilir. NUkleoporinleri ve endoplazmik retikulum stresini kontrol



etmek vel/veya hedef almak suretiyle nefrotik sendromdaki degisiklikleri
gOstermek icin yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.
Anahtar kelimeler: NUP-93, NUP-107, IRE-1, ATF-6, kaspaz-12



SUMMARY

Effects of Resveratrol and Metformin Treatments on
Nucleoporin and Endoplasmic Reticulum Stress Proteins in Kidney

Tissue of Rats with Induced Nephrotic Syndrome

Nucleoporins and endoplasmic reticulum stress (ERS) are suggested
to play a critical role in the pathogenesis of nephrotic syndrome. However,
there is insufficient data regarding the levels of nucleoporins and ERS proteins
in kidney tissue, their relationships, and targeted therapies for nephrotic
syndrome.

Rats induced with nephrotic syndrome by intraperitoneal adriamycin
were treated with oral metformin and resveratrol. Kidney tissue levels of NUP-
93, NUP-107, IRE-1, ATF-6, caspase-12, and caspase-3, as well as their
responses to resveratrol and metformin treatments, were measured by ELISA.

In nephrotic rats, untreated and those treated with resveratrol and
metformin showed increased levels of NUP-93, NUP-107, IRE-1, and
caspase-12 in kidney tissue compared to controls. While NUP-93 and IRE-1
levels were increased in untreated and resveratrol-treated nephrotic rats, they
were similar to controls in metformin-treated rats. Negative correlations were
observed between serum albumin and levels of NUP-107, NUP-93, IRE-1,
caspase-12, and damage scores. As NUP-107, NUP-93, IRE-1, and caspase-
12 levels increased, damage scores worsened. Resveratrol and metformin
were effective in reducing glomerular damage but not tubular damage, while
interstitial damage was reduced only by metformin.

In conclusion, despite high levels of caspase-12 and IRE-1, similar
levels of caspase-3 to controls suggest that ERS-induced apoptosis does not
occur in nephrotic syndrome. Metformin may mitigate the adverse effects of
these mechanisms on nephrotic syndrome and contribute to increased serum

albumin levels by reducing ERS and nucleoporins via IRE-1 and NUP-93.



Further studies are needed to elucidate changes in nephrotic syndrome by
targeting and/or controlling nucleoporins and ERS.
Keywords: NUP-93, NUP-107, IRE-1, ATF-6, caspase-12



GIRIS VE AMAG

Nefrotik sendrom (NS), glomeruler filtrasyon bariyerinde gegirgenligin
artmasina bagll olarak gelisen hipoalbiminemi proteindri, 6dem ve
hiperlipidemi ile karakterize klinik bir tablodur.

Nefrotik sendromun patofizyolojisini anlamak ve tedavi yontemlerini
gelistirmek amaciyla fare ve siganlarda deneysel NS modelleri
olusturulmaktadir. Bu modeller, immunolojik olaylari incelemek, biyokimyasal
ve histopatolojik degisiklikleri degerlendirmek ve yeni tedavi ilaglarini test
etmek icgin kullanihr (1). NS gelisiminde podositlerde hasar meydana gelir.
Podositler, glomerduler filtrasyon bariyerinin 6nemli bir bilesenidir. Glomeruler
bazal membranin dis ylUzeyini Orterler ve i¢ ice gecmis ayaksi ¢ikintilara
sahiptirler. Bu hucreler, glomeruler seciciligi duzenlemek, glomeruler
kapillerlere yapisal destek saglamak, mesangial hicrelerle isbirligi yaparak
intrakapiller sivi basincina direng olusturmak ve glomeruler bazal membranin
yeniden modellenmesine katilmak gibi ¢esitli fonksiyonlara sahiptirler (2, 3).

Apoptozis, endoplazmik retikulum stresi ve nukleoprinler ile ilgili
degisimlerin NS gelismesine katkida bulunan patogenez iliskili mekanizmalar
oldugu ileri surulmektedir (4-6).

Apoptoz, artik intiya¢ duyulmayan veya organizma igin tehdit olusturan
hiacrelerin ATP'ye bagimli, enzim aracili, genetik olarak programlanmis
olumadur. Apoptoz, hlcre iskeleti (proteazlar tarafindan) ve DNA
(endonukleazlar tarafindan) parcalandiginda ortaya ¢ikar. Her ikisine de
kaspazlar aracilik eder (7, 8). Apoptoz, hiicrenin kendi genlerinin aktivasyonu
ya da cevreden gelen uyaranlarla baslamaktadir. Hicre disi uyaranlar
arasinda; koloni uyarici faktérler (CSF), insulin benzeri bliytume faktéru (IGF),
tumor nekroz faktora (TNF), néron buyume faktora (NGF), glukokortikoidler,
IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi, ilaglar, radyasyon, cesitli antijenler
onemli yere sahiptir (9). Apoptozisin gerceklesmesi, iki ana yolla meydana
gelir: intrensek (mitokondrial) ve ekstrensek yol. intrensek yolda, membran

gegirgenligi bozulmus mitokondrilerden sitokrom c salinir. Bu, Apaf-1 ve



baslatici kaspazlardan kaspaz-9 ile birleserek apoptozom olusumunu tetikler.
Apoptozom baslangigta inaktif olan prokaspaz-3 ile birlestikten sonra,
prokaspaz-3 kaspaz-3’e donuserek aktiflesir ve sonug¢ olarak apoptoz
gergeklesir (10). Kaspaz 12, endoplazmik retikulum (ER) zarinin dig yuzeyinde
bulunan ve stres faktorleri ile aktive olan yikici enzimdir (11). Kaspaz 12'nin
aktivasyonu sonrasinda kaspaz 12, sitoplazmaya salinir ve hicre olumi
zincirleme tepkisini baglatir. Bu zincirleme tepki, kaspaz 3 ve 7'nin aktivasyonu
gibi asamalari igerir. Kaspaz 12'nin tam olarak nasil aktive oldugu hendz tam
olarak anlagiimamigtir (12). Yaptigimiz ¢alismada adriamisin ile olusturulmus
nefrotik sendromda bobrek kaspaz 3 ve kaspaz 12 dlzeyi Olglilmis ve
metformin ve resveratrol ile olan degisimleri incelenmigtir.

Okaryotik hiicrelerdeki en blyiik organellerden biri olan endoplazmik
retikulumun (ER), ana islevleri sunlardir: hicre igi proteinlerin sentezi,
proteinlerin modifikasyonu ve iglenmesi (13). ER, hiicrede Uretilen proteinlerin
sentezinde, katlanmasinda ve yapisal olgunlagsmasinda 6nemli bir rol oynar
(14). Memeli ER stres tepkisi dort mekanizmadan olugur. Birincisi,
katlanmamig proteinlerin daha fazla birikmesini dnleyen protein sentezinin
zayiflamasidir. ikincisi, katlama kapasitesini arttirmak icin ER saperon
genlerinin transkripsiyonel induksiyonu, Uguncusu ER ile iligkili protein yikim
mekanizmasinin yetenegini arttirmak igin ER ile iligkili protein yikim
mekanizmasinin  bilesen genlerinin  transkripsiyonel induksiyonudur.
Dorduncusu, organizmanin hayatta kalmasini saglamak igin ER stresi
nedeniyle zarar goren hucrelerin guvenli bir sekilde imha edilmesi igin
apoptozun induklenmesidir (15). ER stresine maruz kalan hucreler, bu stresi
azaltmak ve hucresel homeostazi yeniden saglamak i¢in katlanmamis protein
yaniti (UPR) yolagini aktive eder. UPR’de, U¢ ER yerlesimli transmembran
protein aktive edilir. Bu U¢ sensor proteini sunlardir: inositol gerektiren enzim
1 (IRE-1), pankreatik endoplazmik retikulum elF2 Kinaz (PERK) ve aktive edici
transkripsiyon faktor (ATF6) (16). Katlanmamis proteinlerin birikmesine yanit
olarak baglayici protein ATF6'dan ayrigir ve ATF6 vezikuler tasima yoluyla
Golgi aygitina tasinir. Golgi aygitinda ATFG, bolge 1 proteaz (S1P) ve bolge 2

proteaz (S2P) olarak adlandirilan proteazlar tarafindan sirayla yarilir ve ortaya



cikan ATF6'nin sitoplazmik kismi ¢ekirdege gecer. Cekirdekte ER stres tepki
elementine (ERSE) baglanir ve baglayici protein ER saperon genlerinin
transkripsiyonunu aktive eder. Sonug olarak bu proteinlerin sentezi artar ve ER
katlama kapasitesi yukselerek strese kargi korunma saglanmaya calisilir (17).
IRE1, ER membraninda lokalize olan tip | transmembran bir endonukleazdir.
IRE1'in luminal alani katlanmamis proteinlerin algilanmasinda rol oynar;
sitoplazmik alan ise bir kinaz alani ve bir RNaz alani igerir (18). Calismamizda
nefrotik sendrom olusturulan sicanlarda bdbrek dokusundaki endoplazmik
retikulum stres proteinlerinlerinden olan ATF 6 ve IRE 1 dizeyleri Olgerek
resveratrol ve metformin tedavilerinin bu proteinlere olan etkilerini arastirdik.

Okaryotik hiicrelerde, niikleer gdzenek kompleksi (NPC) nlkleer
zarf Uzerinde bulunur ve sitoplazma ile ¢ekirdek arasinda tagima igin bir kanal
go6revi goriur (19). Bir NPC Ug¢ alt kompleksten olusur: NUP107/NUP160
kompleksi tarafindan olusturulan bir déngu, NUP93 kompleksi tarafindan
olusturulan bir c¢ekirdek yapi iskelesi ve NUP62 kompleksi tarafindan
olusturulan bir igyapr (20). NUP93, molekullerin ¢ekirdek ve sitoplazma
arasinda aktif tagsinmasinda iglev géren nukleer gézenek kompleksinin kritik
bir alt birimidir (21). NUP107 kompleksi NPC'nin merkezi yapisinda bulunur.
Son yillarda NPC'ye olan ilgi, nikleositoplazmik tagimadaki rollerinin yani sira,
gen ekspresyonunun duzenlenmesi, epigenetik ve heterokromatin
dizenlemesi, DNA onarimi gibi diger birgok hucresel slregte yer almasi
nedeniyle giderek artmaktadir (22). NUP107, cocuklarda otozomal resesif
steroid direngli fokal segmental glomeriloskleroz (FSGS) ile iligkilendirilmigtir
(23).

Metformin, tip 2 DM’yi tedavi etmek icin yaygin olarak kullanilan bir
oral antihiperglisemik ilactir. 5° Adenozin monofosfat-aktive Protein Kinaz
(AMPK) araciligiyla etki eder. Anti-diyabetik etkinliginin yaninda metforminin
cesitli bobrek hastaliklarinda da olumlu etkilerinin oldugunu gosteren
calismalar vardir (24). Akut bdbrek hasarinda metformin uygulmasinin bébrek
yetmezligi Gzerine olumlu etkileri gortilmustir (25). Diyabetik bobrek hastaligi
olan siganlarda uygulama, renal fonksiyonu 6nemli Olgude iyilestirmistir (26,

27). Resveratrol, stilben ailesine ait bir polifenoldur ve iki fenil bdlgesini iki



karbon metilen koprisu ile birlestiren ortak bir yapiya dayanir (28).
Resveratrol, Gzimde oldukga ylksek seviyelerde bulunur. Resveratrolin anti-
oksidan, anti-enflamatuar, immunomoddulatér, hepato-protektif, anti-kanser,
anti-aterosklerotik ve anti-diyabetik 6zellikleri de dahil olmak Uzere ¢ok sayida

farmakolojik etkisi arastiriimigtir (29, 30).



GENEL BILGILER

1. Nefrotik Sendrom

1.1.Nefrotik Sendrom Tanimi
Nefrotik Sendrom glomerduler filtrasyon bariyer yapisinin bozulmasi ile
olusan masif proteindri (idrar protein diizeyinin >40 mg/m?/saat veya spot idrar
protein/kreatinin oraninin >200 mg/mmol), hipoalbliminemi (serum albimin
dizeyinin <2,5 g/dl) ve o6dem ile birlikte olan, hipertrigliseridemi ve
hiperkolesteroleminin de eslik edebildigi klinik tablodur (31).

1.2.Nefrotik Sendrom Epidemiyolojisi

Cocuklarda gorulen kronik hastaliklarindan en énemlilerinden biri de
Nefrotik sendromdur. Saglikli ¢gocuklarda yillik tahmini nefrotik sendrom (NS)
insidansi, 18 yasindan kucuk 100.000 cocukta yaklasik olarak iki ila yedi
vakadir. Daha kuaguk yas gruplarinda erkeklerle kizlar karsilastiriidiginda
erkeklerde kizlara goére daha sik gorulmektedir, ancak addlesan déneme
bakildiginda cinsiyetler arasinda anlamli bir fark olmadidi goértlmektedir. Afro-
Amerikan kokenli ve Hispanik populasyon toplumlarinda artmakta olan
insidans ve daha siddetli hastaliklar gorulmektedir. Erkek ¢ocuklarda kizlara
gore yaklasik olarak iki kat daha sik gorulur. Addlesan ve erigkin donemlere
bakildiginda bu oran esitlenir (31). Genellikle 2-6 yaslari arasinda
gorulmektedir. Bir yas alti, 9 yas Ustunde nadir gorullr ve hasta gocuklarin aile
bireylerinde NS gorulme orani yaklasik %2-8' dir. Kardeslerde NS oykusu
daha siktir (32).

Cocukluk c¢agindaki NS insidansi dunya capinda degiskenlik
gostermekle beraber 100.000° de 4,7°dir (33).

Avrupada yapilan birka¢ ¢alisma sonucu, Guney Asyali ¢ocuklarin
Avrupadaki populasyondan daha yiuksek NS insidansina sahip olduklari ortaya
koymustur. Ayrica Afrikali-Amerikali ¢ocuklarda NS goérilme sikhgr ABD
arastirmalari, Avrupa’daki ¢ocuklara gore daha fazla oldugu gostermigtir (34).



1.3. Nefrotik Sendrom Klinik Siniflandirilimasi ve Etiyoloji

Nefrotik sendrom bir hastaliga eslik etmiyorsa primer (>%90), bir
hastaliga bagl ya da birlikte gortliyorsa sekonder olarak tanimlanmaktadir.
Primer NS da; idiopatik NS ve konjenital NS olarak alt bagliklara ayrilmaktadir.
Nefrotik sendrom birgok bobrek hastaligi ile iligkili olabilir, cocukluk ¢aginda en
sik idiopatik olarak (>%90) gorulir. Sekonder nedenler (%10) ve konjenital
nefrotik sendrom (<%21) daha nadirdir (Tablo-1) (35).



Tablo -1: Nefrotik sendromun etyolojisi ve siniflandiriimasi (36-39).

idyopatik

Minimal degisiklik hastalidi (MDH)

Fokal segmental glomerulosklerozis (FSGS)
Mesengial proliferatif glomerulonefritis
Membranoproliferatif glomerulonefritis
Membrandz nefropati (MN)

IgM nefropatisi

C1q nefropatisi

Genetik hastaliklar

Podosin gen mutasyonuna bagli otozomal
resesif FSGS (NPHS2)

WT1 gen mutasyonuna bagl otozomal
dominant difiz mezengial skleroz (DMS)
a-aktinin 4 mutasyonuna bagh otozomal
dominant FSGS

CD2-baglantih protein gen defektine bagl
otozomal dominant FSGS (CD2AP)
Transient reseptor potansiyel katyon kanali 6
gen defekti baglantili otozomal dominant FSGS
(TRPCS6)

Enfeksiyonlar

Hepatit B ve C

insan immun yetmezlik viriisii
Malaria

Sistozomiyazis

Sistemik hastaliklar

Henoch-Schoénlein purpurasi
Sistemic lupus eritematozus
Diabetes mellitus
Sarkoidozis

Metabolik hastaliklar

Fabry hastaligi

Glutarik asidemi
Glucojen depo hastaligi
Mitokondrial sitopatiler

Hematolojik ve

onkolojik hastaliklar

Losemi
Lenfoma
Sickle cell hastaligi

llaglar

Nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAIi)
Altin

Penisilamin

Anjiotensin konverting enzim inhibitdrleri
Pamidronat

Interferon

Lityum

Diger

Ari sokmasi
ilac allerjisi
Obesite
Gebelik




1.4. Nefrotik Sendrom Histolojik Siniflandiriimasi

Glomerduler hastaligin kategorileri 151k mikroskopundaki bulgulara gére
ayrilmaktadir. Bu ayrimi immunfloresan ve elektron mikroskopik incelemeleri
destekler (Tablo-2) (37).

Tablo-2: Nefrotik sendrom histolojik siniflama
Minimal Degisiklik Hastaligi (MDH)

Fokal Glomertulosklerozis (FGS)

¢ Fokal Segmental Glomertlosklerozis (FSGS)
¢ Fokal Global Glomerilosklerozis (FGGS)

Mezengial Proliferasyon (MezPGN)

e Pur Diffuz Mezengial Proliferasyon
e Sklerozan Glomerulonefritis

Membranoproliferatif Glomertlonefrit

(MPGN) C3 glomerulopati (C3G)
immun kompleks aracili MPGN

e Tip-l MPGN; Subendotelyal depolanma

e Tip-Il MPGN; intramembrandz dens depozitler

e Tip-1ll MPGN; Transmembran6z depolanma
Membrandz Glomerilonefrit (MGN)

Kronik Glomerulonefrit

1.4.1. Minimal Degisiklik Hastaligi (MDH):

Minimal degisiklik hastaligi, cocuklarda idiyopatik nefrotik sendromun
en yaygin nedenlerinden biridir. Bir yasindan buyuk nefrotik sendromlu
cocuklarin %70 ila %90'inI olustururur. MDH, steroidlere iyi yanit veren 6dem
ve intravaskuler hacim azalmasiyla sonuglanan proteinuri igin belirgindir (40).
Cogu cocuk steroid tedavisine yanit verdiginden hastalik “steroide duyarli
nefrotik sendrom” olarak adlandirilir. Steroide yanit veren formlar kronik
bdbrek yetmezligine dogru gelismediginden, steroid duyarlihdinin
tanimlanmasi prognoz icin ilk kritik yonu temsil eder. MDH'de, diger glomeruler
hastaliklarin aksine, steroid yanit veriyorsa hastalik sureci genellikle

8



proteinlrinin tamamen ortadan kalkmasiyla tamamlanir. MDH’de steroid
direnci gorulmedikge bobrek biyopsisi yapilmaz. Cocuklarda baslangi¢ yasinin
<1 veya >12 olmasli, gross hematiri, disuk serum C3 dulzeyi, belirgin
hipertansiyon, siddetli hipovolemi olmaksizin bdbrek yetmezligi ve steroid
direnci durumlarinda bdbrek biopsisi yapiimalidir (40).

1.4.2. Fokal Segmental Glomertulosklerozis (FSGS):

Fokal segmental glomertler skleroz (FSGS), erigkinlerde vakalarin
%40'!n1 ve ¢ocuklarda %20'sini olusturan, siklikla karsilasilan bir nefrotik
sendrom nedenidir. FSGS'de, bazi glomeruller sklerozedir (fokal) ve ilgili her
glomerulus sadece kismen etkilenir (segmental) (41). FSGS genel olarak
birincil (bilinen bir nedeni yok) veya ikincil olarak siniflandirilabilir. ikincil
FSGS'nin nedenleri arasinda enfeksiyonlar, ilaglar, bobrekteki hemodinamik
adaptasyonlar ve genetik yer alir. Klinik bulgular disunduricu olsa da, FSGS
tanisinin dogrulanmasi ancak histopatoloji bulgulari ile saglanir (42). Histolojik
olarak glomerulin bir bolimund tutan segmental skarlasma ile
karakterizedir. Orneklenen tim glomerilleri degil, bazilarini etkiler. Son
arastirmalar, protein kaybina ve ardindan fokal sklerozan lezyonlarin
gelismesine yol acgan podosit yaralanmasi ve hasari olan FSGS'nin
patogenezine Isik tutmustur (43). Fokal segmental glomertler sklerozun
patogenezi, podositler, endotel hicreleri ve bazal membran dahil olmak Uzere
birka¢ hucre tipinin karmasik bir etkilesimini igerir. Podositler, glomerile
yapisal destek saglayan terminal olarak farklilagsmis hicrelerdir ve nefrotik
duzeydeki proteinuriyi Onlemek igin gerekli olan saglam bir glomeruler
filtrasyon bariyerinin korunmasinda esastir. Podositlerin yaralanmasi ve kayb,
kalan podositlerin glomeruler kilcal yuzeyi kaplamasi i¢in podosit hipertrofisine
neden olur. Bu durumda efasman ve protein kaybina neden olur (44, 45).

Glomeruloskleroz tanili hastalar gesitli immuUnosupresif ilaglarla tedavi
edilir. Hastalarin goguna baslangi¢ tedavisi olarak kortikosteroid tedavisi
baslanir. En yaygin ikinci basamak ajan kalsindrin inhibitorleridir. Diger tedavi
secenekler arasinda alkilleyici ajanlar, mikofenolat mofetil gibi anti-proliferatif

ilaglar ve rituksimab gibi biyolojik se¢cenekler vardir (46).



1.4.3. Mezengioproliferatif Glomeriilonefrit (MezPGN):

Isik mikroskobu incelemesinde mezengiyal matriks ve mezengiyal
hiicrelerde belirgin artis s6z konusudur. immiinfloresan mikroskobundaki
bulgular negatiftir. Elektron mikroskobunda podositlerin ayaksi g¢ikintilarinda
MDH’dakine benzer sekilde silinme goérulur. Diffiz mezengiyal proliferasyonu
olan hastalarda steroid direnci insidansinda artis mevcuttur (47).

1.4.4. Membranoproliferatif Glomerulonefrit (MPGN)

Membranoproliferatif Glomerulonefrit, mezangiyal hiperselularite,
kompleman ve bazen immun komplekslerin subendotelyal birikimi ile
karakterize, glomeruler kilcal duvarlarin kalinlagsmasi ve bazal membran
duplikasyonu ile sonuglanan nadir bir glomeruler hastalik
grubudur. Imminofloresan boyama ile iki ana tipe ayrilir; immun kompleks
aracill MPGN (IC-MPGN) ve kompleman aracili glomerulopati (C3, ve C4 ve
dens depozit glomerulonefrit) (48).

1.4.5. Membrano6z Glomerilonefrit (MGN)

Membrandéz nefropati, bobrek glomerulinin patolojik olarak
tanimlanmis bir bozuklugudur. Spesifik lezyon, bazal membranin dis tarafinda
immun kompleks olugumundan kaynaklanan glomeruler kapiller duvarlarin
belirgin kalinlasmasidir (49). Vakalarin ¢ogu birincil veya idiyopatik iken,
vakalarin sadece yaklasik %25'i sistemik lupus eritematozus, hepatit B, ilaglar
ve maligniteler gibi bazi bilinen hastaliklara sekonderdir. Hem primer hem de
sekonder membrandz nefropatinin teshisi, renal biyopsiye, 6zellikle immun
florasan incelemede glomerller kapiller haka boyunca granuler IgG

birikintilerinin bulunmasina dayanir (50).

1.5. Nefrotik Sendromda Tedaviye Cevaba Goére Siniflandirma

Nefrotik sendrom steroid tedavisine verdigi yanita gore steroide
direncli ve steroide duyarl olarak iki grup halinde incelenmektedir.

1.5.1. Steroide Yanith Nefrotik Sendrom

Steroidler, ¢ocukluk c¢agi nefrotik sendromunun tedavisinin temel
tasidir. Vakalarin ¢ogunda, pediatrik idiyopatik nefrotik sendromun klinik
remisyonuna steroid tedavisi ile ulagilabilir. Bununla birlikte, tedavi edilen

cocuklarin %80'inde 6dem ve proteinuri nuksu goralir ve bu cocuklarin %50'si
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kadarinda Kkortikosteroid tedavisi sirasinda siklikla tekrarlayan nefrotik

sendrom veya steroid bagiml nefrotik sendrom gelisir (51).

1.5.2. Steroide Bagimh Nefrotik Sendrom

Steroid bagimli nefrotik sendrom (SBNS), steroidin kesilmesinden
sonraki 2 hafta icinde veya steroid tedavisi kesilirken iki ardisik niks
gorulmesidir (52). Oral prednizon tam remisyon saglanana kadar SNBS
tedavisinde devam edilir. Tam remisyon saglandiktan sonra en dusik dozda
gln asiri prednizona en az U¢ ay devam edilir. Ciddi yan etkilerin olmadigi
durumlarda gun asiri tedavi etkili olmuyorsa remisyon halini surdurecek en

dusuk dozda gunluk prednizon verilebilir (53).

1.5.3. Steroide Direngli Nefrotik Sendrom

Steroide Direngli Nefrotik Sendrom (SDNS), giinde 2 mg/kg dozunda
dort haftalik gunluk prednizon tedavisinden sonra remisyona girmeme durumu
olarak tanimlanir. Toplam vakalarin %20'sini olusturan SDNS'nin FSGS ile
iligkili olma olasiligi daha yuksektir. SDNS vakalarinin %36-50'sinin 10 yil
icinde son donem bobrek yetmezligine ilerleyecegi bilinmektedir (54).

1.5.4. Remisyon

Ug glin arka arkaya gubukla bakilan idrar proteininin negatif veya eser
olmasi ya da spot idrar protein/kreatinin <0,2 (mg/mg) olmasi durumudur (55).

1.5.5. Relaps

Remisyonda iken ardisik 3 gin boyunca >40 mg/sa/m2 yada idrar
protein:kreatinin oraninin >200mg/g veya idrar dipstiksi ile 3+ ve Uzeri protein

saptanmasi ile karakterize olan durumdur (55).

1.6. Nefrotik Sendrom Etyolojisi

Nefrotik sendromun yaygin birincil nedenleri; membrandz nefropati,
minimal degisiklik nefropatisi ve fokal glomerlloskleroz gibi intrinsik bobrek
hastaliklaridir. ikincil nedenler, lupus eritematozus, diabetes mellitus ve
amiloidoz gibi sistemik hastaliklari icerebilir. Konjenital/kalitsal fokal
glomertloskleroz; podosin, nefrin veya katyon kanali proteini gibi podosit
proteinlerindeki genetik mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikabilir (56). Enfeksiyoz

hastalik epizodu 6zellikle Ust solunum yolu, vakalarin neredeyse yarisinda
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tetikleyici bir faktdrdir, vakalarin tgte birinde alerjik reaksiyon ve daha nadiren
bdcek i1singi veya asilamadir (57).
T lenfositlerinin iglev bozuklugunun veya dulzensizliginin NS

patogenezinde yer aldigindan suphelenilmektedir (36).

1.7. Nefrotik Sendrom Patogenez ve Patofizyolojisi

Podosit ve Glomeruler Filtrasyon Bariyeri Kusurlari

NS'nin patogenezi, bozukluga neden olan altta yatan hastaliklar kadar
cesitlidir. Temel kusur, GFB'nin arizalanmasinda yatmaktadir. Bu bariyer ¢
katmandan olusur: igten disa; pencereli endotel hucreleri, glomeruler bazal
membran (GBM) ve podositlerin ayak uzantilarinin i¢ ice gegen tabakasi. Bu
uc¢ katman arasinda podositler, NS sunumundaki hasarin ana hedefi olarak
ortaya cikmistir. Bu hasara genetik anormallikler, bagisiklik bozukluklari ve
dolasimdaki faktorler neden olabilir (58).

Podositler, proliferatif 6zelliklere sahip olmayan terminal visseral epitel
hlcreleridir ve hucre i¢ci homeostazi butunlukleri igin gerekli kilar. Podositler,
glomeruler bazal membrani gevreler. Glomeruler bazal membran ve endotel
hacreleri ile birlikte bobreklerimizdeki protein trafigini dizenleyen glomeruler
filtrasyon bariyerini olusturur. Podositler, glomeruler morfoloji ve fonksiyonun
surdurulmesi igin kritik oneme sahiptir. Ayrica, genetik mutasyonlar, bagisiklik
bozukluklari, enfeksiyonlar, hemodinamik degisiklikler toksik maruziyet veya
metabolik degisiklik podositlerde hasara yol agabilir (59). Glomerdler filtrasyon
bariyeri, kan bélmesinden idrar bdlmesine kadar U¢ katmandan olusur.

Glomeruler endotel hicreleri; Kilcal damarlari ¢evreleyen bu
hlcrelerin sitoplazmasi glomertl gozenek olusturma o6zelligine sahiptir.
Yuzeyde bu gézeneklerin ve glikokaliksin varligi su ve duguk molekuler agirlikh
¢ozinen maddelere kargl gegirgenlikte 6nemli bir rol oynar. Bu hucreler,
vaskuler endotel buyime faktdrl reseptéri ve CD31 gibi spesifik endotel
belirtecglerini ifade eder. Glomertler bazal membran (GBM); Proteoglikanlarin
iligkili oldu@u, birbirine bagl tip IV kollajen ve laminin aglarindan olugan bir
matris yapisidir. Visseral epitel hicreleri; podositler olarak da adlandirilirlar.

Bunlar, yarik diyaframlarin olusturdugu, yalnizca kiguk bosluklar birakan siki
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bir ag olusturur. Yarik diyaframlarin butunligu, podosin veya nefrin gibi

karmasik bir transmembran protein adi sayesinde saglanir (60).

1.8. Nefrotik Sendromun immiinolojisi

Nefrotik sendromun patogenezinde birka¢ kanit bagisiklik sisteminin
NS'de ¢ok dnemli bir patojenik rol oynayabilecedini gostermektedir. Bunlardan
en Onemlilerinden birincisi; immunsupresyona dayall tedavinin etkinlidi,
ikincisi; hem deneysel modellerden hem de T hucrelerini ve B hiicrelerini NS
patogenezinde ana oyuncular olarak goOsteren hasta cgalismalarindan elde
edilen bilimsel verilerdir (61).

T lenfositlerinin disfonksiyonu

T hucre disfonksiyonu, idiyopatik NS(INS)'nin patogenezi igin klasik bir
teoridir. Birkac calisma, T lenfositlerinin anormal sayilari ve fonksiyonlarinin
INS'nin patogenezinde rol oynayabilecegini ortaya koymustur (62, 63).
Kalsinorin (siklosporin ve takrolimus) inhibitorlerinin etkinligi ve kalitsal
olmayan INS'nin tedavisinde steroidlerin kilit rolt, INS'nin etyopatogenezinde
T hacresi aracili immuan dengesizligin rol oynadigini kuvvetle dusundurar (64).
Kizamikli bazi hastalarda, kizamik virisu hucresel bagisikhigi gegici olarak
inhibe ettiginden remisyon dénemleri gérilmustir (65).

Son yillarda CTLA-4 araciliiyla algilanarak T hucrelerini aktive eden
yuzey farklilasma antijeni CD80 proteinlri ve podosit hasarindan sorumlu
tutulmustur. Yapilan insan ve hayvan calismalarinda proteinurik olgularda
CD80 yuksekliginin eslik ettigi gorulmugstir. Bu da NS tedavisinde abatacept
ve belatacept gibi CTLA-4 benzeri ajanlarindan faydalanilarak yolagin inhibe
edilmesi fikrini dogurmustur. Fakat bunun icin daha ¢ok calisma yapilmasina
ihtiyag vardir (66, 67).

B lenfositlerinin disfonksiyonu

Son bulgular, B hdcrelerinin  iglev  bozuklugunun, INS'nin
patogenezinde T hucrelerinden daha onemli bir rol oynayabilecegini
dugundurmektedir. Aktive edilmis B hucrelerinin sayisi, INS'li hastalarda artar
ve remisyondan sonra hastalarda onemli Olcide azalir (68, 69). MDH'li
hastalarda serum immunoglobulin E (IgE) konsantrasyonlarinda dnemli bir

artis, B hucrelerinin katilimi i¢in dolayli bir kanittir (70). INS'de B hicresi
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katiimini disuindiren en 6nemli kanit, rituksimabin (RTX) INS'deki etkisinden
gelir. RTX, pre-B hicresine ve olgun B hiicre ylzey antijeni CD20'ye kars! bir
insan-fare kimerik monoklonal antikordur, CD20'yi yiksek afinite ile tanir ve
baglar. Sinyal transduksiyonu ve ¢oklu kinazlardan olusan bir kaskad yoluyla
B hicresi apoptozuna aracilik eder (71). Ayrica NS'de B hlcresi sayisindaki
azalmaya paralel olarak hastalik aktivitesindeki azalma, B hlicre patolojisinin
dogrudan dahil oldugunu kuvvetle gostermektedir (72).

Sistemik Dolagim Faktorleri

idiyopatik NS sebeplerinden biri de sistemik dolagimda bulunan bazi
faktorlerdir. FSGS’li hastalardan alinan serum o&rneklerinin  laboratuvar
ortaminda glomeruler protein gegirgenligini arttirdiginin ortaya koyulmasi
plazmaferez tedavisinin bazi hastalarda bagari saglamasi, bazi hastalarda renal
transplantasyon ardindan nukslerin olmasi, maternal gegisin gorulmesi bu fikri
dogrulamaktadir (73).

1.9. Nefrotik Sendrom Genetigi

SDNS, cocuklarda son dénem bdbrek hastaliginin 6nde gelen
nedenidir. Genomik calismalardan elde edilen son bulgular, tim SDNS
vakalarinin %10-30'unun, tek bir gendeki mutasyonun hastalida neden olmak
icin yeterli oldugu monogenik hastalik oldugunu goéstermektedir (74). Nefrotik
sendromun Mendelyen formlarinin nedenlerini gdzmeyi amaglayan gen kesif
gabalari, glomeruler filtrasyon bariyerinin kurulmasi ve surdurulmesi i¢in ¢ok
onemli olan proteinleri kodlayan yeni genlerdeki mutasyonlarin
tanimlanmasiyla sonuclanmistir. Bu kesifler, glomeruler filtrasyon igleminin
patofizyolojik mekanizmalarinin desifre edilmesine yardimci olmustur. Nefrin
kodlayan NPHS1'deki mutasyonlar, konjenital nefrotik sendromlu vakalarin
cogundan sorumludur ve SRNS'nin infantil formlarinda bulunabilir (75, 76).
Podosini kodlayan NPHS2 genindeki mutasyonlar, erken baslangigl otozomal
resesif SRNS'nin en sik nedenidir (77).

1.10. Nefrotik Sendromda Klinik
Klasik olarak, bir gocukta baslangigta sabahlar fark edilen periorbital

6dem oOykusu vardir (78). NS masif proteinuri, hipoalbuminemi, édem ve

hiperkolesterolemi ile karakterizedir (79).
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Odem: Nefrotik sendromun en karakteristik bulgusudur. Periorbital
o0dem, genellikle ilk semptomdur ve siklikla alerjik 6dem olarak yanlis teshis
edilir. Odem yergekimine baghdir, dik pozisyonda alt ekstremitelerde ve yatar
pozisyonda vucudun sirt kisminda lokalizedir. Nefrotik sendromda 6demin
etiyolojisi igin iki hipotez éne surulmustar. Hipotezlerden biri; yiksek dereceli
proteinurinin hipoalbuminemiye yol actigini ve bunun da plazma onkotik
basincini dusurerek sivinin interstisyuma sizmasina neden oldugunu ileri
stiren ‘yetersiz dolum’ hipotezidir. intravaskiiler volim azalmasi sonucu
tasikardi, hipotansiyon ve oliguri gelisebilir ve renin-anjiyotensin-aldosteron
sistemi (RAAS) aktive olur. Tersine, asiri dolum hipotezi, idrardaki protein
kaybinin sonu¢ olarak sodyum tutulmasina yol acgtigini ve boylece
interstisyuma sivi tagsmasina yol agan intravaskiler hacim genigslemesine
neden oldugunu varsayar. Nefronun distal segmentindeki epitelyal sodyum
kanali (ENaC), NS'de sodyum geri emiliminin birincil aracidir (34, 80, 81).

NS'de 6dem varligini aciklamak icin iki ana hipotez éne slrdlmustar.
Yetersiz dolum hipotezine gore, hipoalbuminemiye bagl olarak plazma onkotik
basincindaki azalma, sivilarin intravaskuler sistemden interstisyel
kompartmana gecisine neden olacaktir. Sonugta ortaya ¢ikan hipovolemi ve
azalan bobrek dolasimi sempatik sistemi ve renin-anjiyotensin sistemini aktive
ederek NaCl tutulmasina ve hipovolemiyi slUrduren aferent ve efferent
arteriyollerde vaskuler direncin artmasina neden olur. Asiri dolum hipotezi,
muhtemelen filtrelenen proteinler arasinda proteazlarin varligina bagh olarak
sodyum tutulumu varsayimina dayanmaktadir. Plazmine donuasturilebilen
plazminojen veya katepsin B, toplama kanalindaki epitelyal sodyum kanalini
aktive edecektir. Sodyum tutulumunun yani sira, atriyal natridretik peptite karsi
tubduler direng ve artan efferent sempatik aktivitenin neden oldugu arteriyoler
vazokonstriksiyon dahil olmak Uzere diger mekanizmalar NS'de 6deme neden
olabilir (82) (Sekil-1).
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DOLUM AZLIGI DOLUM FAZLALIGI BIRLESTIRICI MEKANIZMA

Azalmis plazma albumini Filtrelenmis proteazlar (Plazmin) Proteazlar epitelyal Na
ve onkotik basing epitelyal Na kanallarini aktive eder kanallarini aktive eder
Artan interstisyel hacim Artan tiibiiler NaCl geri emilimi Toplayici tibillerin NaCl'ye
‘1, i« yonelik artan aviditesi
Azalmis plazma hacmi Plazma voliimiiniin artmasi Hipovolemi-Hipervolemi-
Normovolemi
Sempatik sistem ve RAS Hipervolemiyi stirdiirmek igin Sempatik sistem aktivasyonu
aktivasyonu transkapiller degisiklikler ve Atriyal Natritiretik Peptit direnci

ODEM

Sekil-1: Odem mekanizmasi (82).

Proteinuri: Nefrotik sendrom tani kriterlerinden biri olan proteintri,
glomerdler filtrasyon bariyerindeki bozulma nedeniyle goérilir. Cocuklarda
>40mg/m? /saat Ustlinde protein atiliminin olmasi veya spot idrar protein /
kreatinin oraninin 2'den buyuk olmasi nefrotik dizeyde proteinuri olarak kabul
edilir. idrar ile en cok kaybedilenler albiimin, koagilasyon faktérleri,
immunglobulinler ve metalloproteinlerdir (47, 83).

Hipoalbuminemi: Serum albumin duzeyinin 2,5 g/L’'in olmasidir.
Hipoalbuminemi nedeniyle plazma onkotik baging duser ve interstisyuma sivi
gegisi olur.

Hiperlipidemi: Nefrotik sendromlularda kolesterol, trigliserit, LDL,
VLDL artarken; HDL'nin duzeyi azalir ya da degismez. Eriskinlerde
hiperlipidemi kardiyovaskuler hastalik riskini artirirken; bu risk cocuklarda
Ozellikle steroide duyarh tipte, eriskinlerde oldugu kadar ciddi dedgildir. Lipit
dusurucu ajanlarin kullanimi erigkinlerde yaygin iken ¢ocuklarda sik degildir
(Sekil-2) (47).
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Nefrotik Sendrom
GPIHP-1 azalmasi Hepatik lipaz
VLDL R
HDL-2 = aktivitesinde
ANGliM arl azalmasi reseptorl azalma
LPL sunumu ve
aktivitesinde VLDL ve .
azalma silomikronlara Hepatik
apoE ve apoC trigliserid ve
‘ sunumunda fosfolipit
azalma aliminda azalma
Yag asitlerinin
kas ve yag ‘ ‘
dokusuna VLDL ve silomikron klirensinde azalma ve
gecisinde azalma hipertrigliseridemi
Nefrotik
Sendrom
PCSK9 artis1 )
LDL reseptdr Hepatik ACAT-2 artis1
azalmasi
DR lzn:raselii{celr serbl;:]slt
karacigere — olesterolde azalma
alinmasinda HMG-CoA
azalma aktivasyonunda artig
St Kolesterol
LDL arti1 ﬁreg;lt:;nde
s Serum LDL
kolesterolde
artis

Sekil-2: Nefrotik sendrom ve lipid bozuklulari (84).
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1.11. Nefrotik Sendrom Komplikasyonlari

Enfeksiyoz Komplikasyonlar: Cocukluk c¢agi NS, enfeksiyon da
dahil olmak uUzere ylksek bir komplikasyon riski tasir. Artan enfeksiyon
sikliginin patogenezi, hiicre aracili bagisikliktaki kusurlar, immunoglobulinlerin
idrarla kaybi ile baglantiidir (85). Cocukluk ¢agi NS'li hastalarin kargilastigi
enfeksiyonlarin yarisindan fazlasi Ust solunum yolu enfeksiyonudur, bunu
pnomoni, cilt, ve idrar yolu enfeksiyonu izler (86).

Tromboembolik Komplikasyonlar: Tromboembolik komplikasyon
genel insidansi % 3,6 iken; KNS’de %9, steroide direncli nefrotik sendromu
%6,3; idiopatik NS %1.5 olarak saptanmaktadir. Ven6z tromboembolizm
(VTE) ve arteriyel tromboembolizm (ATE) her ikisi de NS'de gorilir, ancak
VTE daha yaygindir. Derin ven trombozu (% 49), merkezi sinir sistemi (% 14),
pulmoner emboli (% 12) ve renal ven trombozu (% 11) olarak izlenmektedir.

Codu vakada Dbaslangigta profilaktik antikoagllasyon veya
antitrombosit tedavisi gerekli degilidir (87).

Kardiyovaskuler Hastaliklar: NS'li  hastalar, aterosklerotik
lezyonlarin gelisimine katkida bulunan hipoalbuminemi, pihtilagsmada
bozukluk, hipertansiyon ve steroid kaynakli obezite kardiyovaskuler risk
faktorlerine maruz kalir (88).

Akut Bobrek Hasari: bobreklerin fonksiyonundaki hizli bir azalma,
atik maddelerin eliminasyonunda problemler, bozulmus elektrolit, asit-baz
dengesi ve dengesiz sivi homeostazi ile karakterize bir durumu tanimlar (89).
Akut bobrek hasari, NS ile hastanede tedavi goren gocuklarda artik en énemli
ucuncu komplikasyon olarak kabul edilmektedir. Hemokonsantrasyon ve
intravaskuler volimde azalma olan bir cocukta ditretiklerin kullaniimasi
ABH'ye yatkinlik olusturabilir. Renal ven trombozu, hipovolemi ve sepsis
durumunda akut tubuler nekroz ve nonsteroid antiinflamatuar ilaglar veya
antibiyotik kullaniminin neden oldugu interstisyel nefrit de ABH icin risk
olusturur (90).
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1.12. Nefrotik Sendromun Laboratuvari

Nefrotik sendromlu hastalarin laboratuvar degerlendirmesi; hastaligin
tanisi, olasi etiyolojik nedenlerin saptanmasi ve bobrek biyopsisi ile kesin
taninin netlestiriimesi agisindan gok 6nemlidir.

idrar Testleri: idrardaki protein dlciimii idrar stribi ile yapiliyorsa,
albdmin bulunmasi durumunda kagit striplerdeki boyalarin renk farklilagsmasi
esas! g6z oniinde bulundurulur. idrar stribi tarama amaciyla kullanilir, bu
Olcimlerle teshis koyulmamaktadir. NS tanili hastalarin bazilarinda 3+, 4+
(300 ile >1000 mg/dL) saptanmaktadir. Kantitatif olarak proteintri miktarinin
saptanmasi icin idrar 24 saatlik toplanmasi gerekir. Olgimlerde 50 mg/kg/gln
veya 40 mg/m?/saat’in Ustlindeki protein(ri, nefrotik diizey kabul gérmektedir.
Cocuk hastalarda 24 saatlik idrar toplamanin zor olabilecedi durumlarda,
alternatif olarak sabah ilk idrarda protein/kreatin oranina bakmak gerekebilir.
Egder bu oran 2-3 mg/mg'in Uzerinde ise nefrotik dizeyde proteintri mevcut
olabilir (Tablo-3) (47).
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Tablo-3: Normal ve nefrotik proteinuri (38).

Kalitatif; idrar dipstik test ile albUmin tespiti
e 1+ 30-100 mg/dl
e 2+ 100-300 mg/d
e 3+ 300-1000 mg/dl

e 4+ >1000 mg/dl

Semikantitatif; sabah idrarinda protein/kreatinin orani (mg/mg kreatinin)
e 0,2in altinda normal
e 0,2-2,0 hafif

e 2.,0’in Uzerinde agir proteinUri

Kantitatif; 24 saatlik idrar proteini
e Normal: 40 mg/m2/sa
o Nefritik dizey: 4-40 mg/m2/sa

e Nefrotik duzey:> 40 mg/m2/sa

Kan Testleri: NS'de hipoalbuminemi, sivinin interstisyel bosluga
ekstravazasyonuna neden olarak onkotik basincin dismesine neden olabilir
(91). Nefrotik sendromdaki proteiniri, glomeruler kapiller duvar boyunca
makromolekdillerin artan filtrasyonundan kaynaklanir. Nefrotik sendrom tanisi,
hem nefrotik dlzeyde proteinari hem de hipoalbumineminin varligi ile
dogrulanir. Hipoalbiminemi nedeniyle plazma protein seviyeleri 50 g/l'den
daha azdir. Albumin seviyesi 30 g/I'nin altindadir. Elektroforezde, albimin
azalmis alfa 2-globulinler ve beta-globulinler artmig olarak goérular. Gama

globulinlerin seviyesi nefrotik sendromun nedenine gére degisir. Ornegin,
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minimal degisiklik hastaliginda IgG seviyeleri belirgin sekilde azalir ve sistemik
lupus eritematozusta yukselir (92). Toplam kolesterol ve LDL kolesterol
yukselirken, HDL kolesterol degdismez veya dustktar (93). Siddetli
hipoalbuminemisi olan hastalarda trigliseritler ve VLDL artar. Apoproteinler,
apo B, apo ClI ve apo CIIl de yukselir. Lipoprotein A seviyeleri de yukselir ve
bu durum kardiyovaskuler ve trombotik komplikasyon riskinde artisa neden
olur (94). Kismen hiperlipidemiye, kismen de hipovolemi ve uygun olmayan
antidiuretik hormon salgilanmasina bagl olarak bobreklerde su tutulmasindan
kaynaklanan dilisyon nedeniyle siklikla serum sodyumu azalir. Bobrek
yetmezIigi durumlarinda hiperkalemi gorulebilir. Hipokalsemi, hipoalbiminemi
ile iligkilidir ve iyonize kalsiyum seviyesi genellikle normaldir. Fibrinojen ve
faktor V, VII, VIl ve X artarken heparin kofaktora antitrombin [I, faktor XI ve
Xl azalir. Bu anormallikler pihtilasabilir bir duruma neden olur (95, 96). Anemi;
idrarla demir, eritropoietin, transferrin, transkobalamin kayiplarinin bir sonucu
olarak ortaya c¢ikabilir (97).
Bobrek Biyopsisi: NS’de bobrek biyopsisi endikasyonlari sunlardir:

a. Yas<12 ay veya >12 yil

b. inatci hipertansiyon

c. Renal fonksiyon bozuklugu

d. Gros hematuri

e. Dusuk plazma C3 duzeyi

f. Hepatit B veya C pozitifligi

g. Steroid direngli NS (98).

1.13. Nefrotik Sendromda Tedavi

1.13.1. Steroid-Sensitif Nefrotik Sendromda Tedavi

Nefrotik sendromun baslangi¢ tedavisi: Genel olarak klavuzlarin
cogunlugu hastalara oral glukokortikoidlerin 8 hafta (4 hafta gunlik
glukokortikoid ve ardindan 4 hafta gun asiri glukokortikoid) veya 12 hafta (6
hafta gunlik glukokortikoid ve ardindan 6 hafta gun asin glukokortikoid)
verilmesini dnermektedirler (99). Uygulama esnasindaki 8 haftalik standart doz
rejimi; 4 hafta boyunca gunlik oral prednizon/prednizolon 60 mg/m2/gtin veya

2 mg/kg/gundur (maksimum 60 mg/gun), ardindan 4 hafta ginasiri 40 mg/m2
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prednizon/prednizolon, veya 1,5 mg/kg/gtundur (maksimum 50 mg). Uygulama
esnasindaki 12 haftalik standart doz rejimi; 6 hafta boyunca gunlik oral
prednizon/prednizolon 60 mg/m2/gin veya 2 mg/kg/gindir (maksimum 60
mg/gun), ardindan 6 hafta gunasiri 40 mg/m2 prednizon/prednizolon, veya 1,5
mg/kg/gundur (maksimum 50 mg) (99).

Nefrotik Sendrom relapslarinin onlenmesi ve tedavisi:
Nuksetmeye yonelik ilk yaklagim, gocuk en az 3 gun Ust Uste idrarda protein
olmadiginin saptanmasina kadar gunlik tek doz 60 mg / m2 / giin veya 2 mg
/ kg / gin (maksimum 60 mg / gun) olarak oral prednizon / prednizolon
uygulanmasidir. Tam remisyona ulastiktan sonra, =4 hafta slreyle oral
prednizon/prednizolon dozunu gin asiri olarak 40 mg/m2 veya 1.5 mg/kg'a
(maksimum 50 mg) dusurular. Sik tekrarlayan nefrotik sendromu veya steroid
bagimli nefrotik sendromu olan glukokortikoid toksisitesi gelismeyen gocuklar
igin, sonraki nukslerde ayni glukokortikoid rejimi kullanilabilir. Bu hastalara
niksetmeyi énlemek icin dlisuk doz gunasiri oral prednizon/prednizolon
(optimal olarak <0,5 mg/kg/gun) regete edilebilir. Sik tekrarlayan ve steroid
bagimh nefrotik sendromu olan glukokortikoid kullanan veya glukokortikoid
kullanmayan ¢ocuklar igin, hafif Gst solunum yolu ve diger enfeksiyon ataklari
sirasinda gunlik 0,5 mg / kg / gtin, 5-7 glin glukokortikoid uygulamasinin niiks
riskini azalttigi gosterilmistir (Tablo-4) (99).

1.13.2. Steroid-Direngli Nefrotik Sendromda Tedavi

KDIGO kilavuzlari glukokortikoid ile iligkili ciddi yan etkiler gelisen, sik
tekrarlayan nefrotik sendromlu gocuklar ve steroide bagimli nefrotik sendromlu
tum cocuklar igin, tedavi olmamasi veya glukokortikoid tedavisine devam
edilmesi yerine glukokortikoid icermeyen ilaglarla tedavi Onermektedir.
Hastalar, oral siklofosfamid, levamisol, mikofenolat mofetil (MMF), rituximab
veya kalsinorin inhibitorleri gibi glukokortikoid olmayan ajanlara baglanmadan
once ideal olarak glukokortikoidlerle remisyonda olmalidir. Glukokortikoid
icermeyen  tedavinin  baglamasindan sonra 22 hafta boyunca
glukokortikoidlerin birlikte uygulanmasi 6nerilir. Oral siklofosfamid, levamizol,
MMF, rituksimab ve CNI arasindan en uygun glukokortikoid olmayan ajanin

secilmesi, ilaca ulagilabilirlik, yan etkiler ve hasta tercihleri gibi hastayla ilgili
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belirli konularin dikkatlice degerlendiriimesini gerektiren bir karardir. Sik
tekrarlayan nefrotik sendromda oral siklofosfamid ve levamisol glukokortikoid
olmayan tedaviler olarak tercih edilebilir. MMF, rituximab, kalsinérin
inhibitorleri steroid bagimh nefrotik sendromlu c¢ocuklarin glukokortikoid

icermeyen tedavilerinde oral siklofosfamide gore daha az tercih edilir (99).
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Tablo-4: Farmakoterapi dozlamasi ve klinik etkileri (99).

ilag tedavisi

Doz

Oral
siklofosfamid

12 hafta boyunca 2 mg
/ kg / gln

(maksimum kamdalatif
doz 168 mg / kg)

Siklofosfamid, ¢cocuk
remisyona girene kadar
baslatiimamalidir.

Siddetli Iokopeni, doz
azaltimina veya tedavini
kesilmesine neden olan
genel kemik iligi
baskilanmasini
degerlendirmek igin tedavi
suresince haftalik tam kan
sayimi tetkiki onerilir.

Oral levamizol

gunasin 2,5 mg / kg,
maksimum
150 mg'lik doz

Levamizol tedavi sirasinda
her 2-3 ayda bir tam kan
sayimi ve her 3-6 ayda bir
alanin ve aspartat
aminotransferazlar
bakilirMUmkinse her 6
ayda bir ANCA titrelerini
control edin. ANCA
pozitifligi, deri dokuntusu
veya agranulositoz
durumunda tedaviyi
kesin.Levamizol almayan
gublerde dusuk doz
gunasiri glukokortikoid
dozunun surdurdlmesi bazi
cocuklarda etkili
olabilir.Levamizola en az 12
ay devam edilmelidir.

Mikofenolat Baslangi¢c dozu 1200 En az 12 ay devam
mofetil mg / m2/gin ( ettirilmelidir.
bolinmus iki doz olarak
verilir)
Rituksimab 375 mg/m2 i.v. x 1-4 Ritiksimab prednizon ve

dozlar

glukortikoid koruyucu oral
ajanlarin optimal
kombinasyonlarina ragmen
devam eden sik nuksleri
olan ve/veya tedavinin ciddi
yan etkileri olan ¢ocuklarda
steroide duyarli nefrotik
sendrom igin bir tedavi
olarak kullanilabilir.Mevcut
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calismalar 1 ila 4 doz
Ritiksimab
onermektedir.Belirli sayoda
gerkli doz igin yeterli
¢alisma yoktur. Bu
hastalarda CD20 dizeyleri
izlenmelidir. Hepatit B
ylzey antijeni, Hepatit B
antikoru, tuberkuloz igin
quantiferon testi ritiksimab
uygulanmadan 6nce control
edilmelidir.Ritiksimab
tedavisinden dnce ve sonra
IgG seviyelerinin izlenmesi,
onemli enfeksiyon gelisme
riskinin daha erken
belirlenmesine ve
immunoglobulin
replasmanindan fayda
gorebilecek hastalarin
belirlenmesine katki saglar.

Kalsinorin 4-5mg/ kg /gun Diabetik komplikasyon
inhibitéra Bolunmus iki dozda riski tagiyan hastalarda
- Siklosporin siklosporin tercih edilebilir.

Remisyonu surdurmek ve
toksisiteyi dnlemek igin en
dusuk seviyeler
hedeflenir. 12 saatlik 60-
150 ng/mlI(50-125 nmol/L).

Kalsinorin Siklosporinin kozmetik yan
inhibitora 0,1 mg/kg/gln etkilerinin kabul edilemez
- Takrolimus | BOlinmus iki dozda oldugu durumlarda

takrolimus tercih edilir.
Remisyonu surdirmek ve
toksisiteyi dnlemek igin en
dusuk seviyeler hedeflenir.
12 saatlik 5-10 ng/mi(6-12
nmol/L).

1.14. Deneysel Nefrotik Sendrom

Hayvan modelleri, gesitli bilimsel arastirmalar i¢in insan materyali elde
etmenin etik ve metodolojik zorluklarinin tUstesinden gelmek igin iyi bir stratejiyi
temsil eder. Sicanlar ve fareler, gesitli NS calismalarinda kullaniimistir. Bu

kemirgenlerin tercih edilmesi sebebleri arasinda, daha dusuk bakim
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maliyetleri, hizli Greme doéngusl, insan hastaliklarinda olan bulgularin
benzerligi ve genetik manipllasyon yapilabilmesi yer alir. Ayrica,
kemirgenlerde hizli bobrek hastaligi induksiyonu elde etmek mumkundur
(100). NS'nin patofizyolojisini incelemek igin farkli ydontemlerle deneysel olarak
NS dretmek mumkunduar. Adriamisin deneysel olarak nefropatiye neden olan
bir antrasiklin grubu antineoplastik ajandir (101). Bu deneysel modeli
kullanmanin avantajlari arasinda, ilacin dusuk maliyeti, yonetimin daha az
karmasik olmasi, modelin tekrarlanabilirliginin iyi olmasi ve ilacin tek bir
dozdan sonra bobrek hasarina neden olabilmesi sayilabilir. Son zamanlarda,
adriamisin ile indiklenen lezyonlarda, erken podosit kaybi, anormal podosit
gogu, glomerller parietal epitelyal progenitdér hicrelerin proliferasyonu ve
kresentler olusumu ile baslayan glomeruloskleroza yol acan bir dizi olay
tanimlanmistir. Proteindri ile sonuglanan podosit hasari, endotelin-A reseptori
aktivasyonu ile indiklenen ve podositlerde beta-arrestin-1'in artmasina neden
olan beta-katenin aktivitesine baglidir. Beta-katenin, podosit diyaframinda P-
kadherin'i hicre iskeletine baglayan bir proteindir. Proteinuri ayrica azalmig
nefrin, podosin ve sinaptopodin ekspresyonu ile de iligkilidir (100). Adriamisin
ile indUklenen nefrotik sendrom modelinde, adriamisin glomertllerde oksidatif
hasari uyarir, podosit hasarini arttirir, glomeruler bazal membran
degisikliklerine neden olur ve minimal degisiklik hastaligi / fokal segmental
glomeruloskleroz benzeri hasar olusturur (102). Akut adriamisinin neden
oldugu bir nefropati modeli, 5-7,5 mg/kg adriamisin'in tek bir kuyruk damarina
enjeksiyonu ile indiklenir (103). intravendz uygulamadan sonra, adriamisin
hizla plazmadan temizlenir ve basta bobrek olmak Uzere dokularda birikir. Bu
nedenle nefrotoksik 6zelligi belirgindir. Adriamisin, siddetli glomeruloskleroz,
interstisyel fibroz ve inflamasyon, glomeriler endotel hiicre ve podosit
hasarina neden olur (101). Siganlarda NS'yi indiklemek igin Adriamisin
kullanan ilk galismalardan birinde, vacut agirhiginin kg't basina 7.5 mg'lik tek
bir intravendz enjeksiyon kullaniimistir (104). Sonraki ¢alismalarda, genellikle
siganlarda kullanilan dozlar 5,0 ila 7,5 mg/kg arasinda degismistir. Ancak, 1,5
mg/kg ila 20,0 mg/kg arasinda degisen daha dusuk ve daha ylksek dozlar da
kullaniimigtir (105, 106). Pedrycz ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada,
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nefrotik sendrom olusturmak amaciyla Adriamisinin intraperitoneal enjeksiyon
yoluyla uygulamasi incelenmistir. Calismada, sigcanlara 5 mg/kg dozunda
intraperitoneal Adriamisin enjekte edilerek nefrotik sendromun olusturuldugu
belirtilmistir (107). Adriamisin, proteinurinin baglamasindan 6nce bobreklerdeki
bazi degisikliklere neden olabilir. Bu degisiklikler arasinda glomertler kapiller
duvarda bulunan heparan sdulfatin elektriksel yodunlugunda azalma ve
epitelyal membran sialik asitinde hizli ve surekli bir azalma yer alir. Bu durum,
Adriamisin'in bobreklerdeki normal yapilari etkileyerek protein kaybina yol
acgabilecegini gosterir (108). Glomerulerin elektriksel yogunlugundaki bozulma
adriamisine bagh nefrotik sendrom igin énemli bir role sahiptir (109, 110).
Morfolojik incelemelerde, heparan sllfatta azalma olmadan epitelyal
ayrismanin meydana geldigi gorulmustur (108). Proteintriden sorumlu diger
bir etkenin  oksijen radikalleri oldugu dusunulmustir (110). Adriamisin
tarafindan indiklenen NS'li sicanlarda biyokimyasal degisiklikler meydana
gelir. Proteintri, NS'nin ana 6zelligidir ve hayvan modelinin etkinligini
dogrulamaya hizmet eder. Adriamisin enjeksiyonundan 5 ila 7 gun sonra
albumin idrarda saptanmaya baglar ve ayni zamanda immunoglobulinlerin,
Ozellikle IgG'nin idrarla kaybi olabilir. Proteindrinin yani sira hipoalbuminemi,
yuksek serum kreatinin seviyeleri, hematuri, kreatinin klirensinde azalma ve
spot idrarda albumin/kreatinin oraninda artis vardir (111-113).

Adriamisin kaynakli nefropatide podosit ve inflamatuar degisiklikler

Sekil-3’'te gosterilmistir
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Sekil-3: Adriamisin ile indiklenen nefropatide podosit ve inflamatuar
degisikliklerin sematik goérinimau (102).

1.15. Nefrotik Sendromda Prognoz

Prognoz, minimal degisiklik patolojisi olan hastalar icin mikemmeldir
ve ¢ogu hasta kortikosteroid tedavisini takiben remisyona girer (114). Bu
hastalarin %85 ila 90'I steroide yanit verir, bu da onlari steroid toksisitesi,
sistemik enfeksiyonlar ve diger komplikasyonlar agisindan risk altina sokar.

Fokal-segmental glomerulosklerozu olan hastalar igin prognoz
ciddidir. Genellikle diyaliz ve bobrek nakli gerektiren son donem bdbrek
hastaligina ilerler. Fokal glomerulosklerozu olan hastalarin sadece yaklasik
%20'si proteinuri remisyonuna girer, %10 daha iyilesir ancak proteinirik
kalir. FSGS'li hastalarin %25 ila 30'u bes yil igcinde son donem bobrek hastaligi
geligtirir (115).
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2. Nukleerpor Kompleksleri

2.1. Nukleerpor kompleksinin genel yapisi

NUkleer zarf, i¢ nlkleer zari ve dis nikleer zari iceren bir ¢ift zar sistemi
ile sitoplazmayi nlkleoplazmadan ayirir. iki zar; proteinler, ribozomal alt
birimler ve haberci ribonukleoproteinler gibi farkli  komplekslerin
nikleositoplazmik tasinmasini kolaylastiran ¢ekirdedin yegane gegitleri olan
nikleer goézenek kompleksleri (NPC'ler) tarafindan kaplanmistir (116).
NPC'ler, kugik molekullerin ve iyonlarin pasif difizyonunu destekler ve
proteinlerin, ribonlUkleoprotein komplekslerinin reseptor aracili
translokasyonunu kolaylastirir.  NPC'nin temel islevi, nukleo-sitoplazmik
trafigin kolaylastiriimasi ve ayni zamanda sitoplazmayi nikleer bélmeden
ayirmak igin bir difizyon bariyeri olusturmasidir. Genel olarak, omurgali
NPC'si, farkh alt kompleksler olarak tekrar tekrar dizenlenmis nukleoporinler
adi verilen ~30 farkli proteinden olusan ~120 MDa protein kompleksidir (117,
118). Cekirdek gibi zarla gevrili organellerin varligi, 6karyotik hlcrelerin ayirt
edici bir 6zelligidir (119). Cekirdek, genomik DNA'y1, genomik DNA'y1 hiicrenin
geri kalanindan ayiran, nukleer zarf adi verilen bir ¢ift lipid ¢ift tabakasi i¢inde
gevreler. Bu mimari, yalnizca genomu hasar kaynaklarindan izole etmeye
degil, ayni zamanda gen dizenlemesi icin firsatlar saglamaya da hizmet eder.
mRNA'lar veya transkripsiyon faktorleri gibi makromolekuller, cekirdek ve
sitoplazma arasinda hareket edebilmelidir. Makromolekullerin ¢ekirdedin igine
ve disina tasinmasi olan nukleositoplazmik tasima, nikleer por kompleksleri
araciliyiyla gerceklesir. insanlarda, her bir NPC, nikleoporinler olarak
adlandirilan ~ 1.000 protein alt biriminden olugsur ve ~ 110 MDa'lik bir
molekuler kutleye ulagir (120, 121). Nuklear por kompleksi, merkezi bir kanal
(~90 nm uzunlugunda) etrafinda dizilmis sekiz gubuk ve gubuklarin tutundugu
halkalardan olusur. Bu yapi i¢ ve dis nuklear membranla birlesmistir (122). Bu
nikleer por kompleksini  hdcrelerdeki en buylk makromolekuler
duzeneklerden biri yapar. NPC'ler, makromolekullerin g¢ekirdedin igine veya
disina serbestge yayllmasini Onleyerek nukleer bdlmenin batinligana

korurlar, ancak diger ¢cogu zar tasiyicinin aksine, nukleer por kompleksleri
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kargolari kendi dogal katlanmis hallerinde iletirler. Bu Ozellik,
makromolekdullerin transkripsiyonel bir programi etkinlestirmek igin sinyal
iletimi sirasinda oldugu gibi, tagsimadan hemen sonra hareket etmesine izin
verir. Nukleer por kompleksi, fenilalanin ve glisin tekrarlari ve dogasi geregi
dlzensiz dizileri iceren pasif bir difizyon bariyeri olusturur (120, 121).
Fenilalanin-Glisin(FG) tekrarlari iceren nukleoporinler, -40 kDa'dan buyuk
kargolarin pasif tasinmasini bloke ederken, daha klgtik molekillerin serbestce
dagiimasina izin veren bir hidrofobik bariyer olusturur (123, 124). Nukleer
gb6zenek kompleksi U¢ bolime ayrilabilir. merkezi c¢ekirdek, sitoplazmik
filamentler ve nlkleer sepet. Merkezi c¢ekirdek ayrica merkezi kanali
cevreleyen dort halkaya bolunebilir: i¢ halka, sitoplazmik halka, ntkleer halka
ve limen halkasi. ¢ halka, merkezi kanal gevreleyen birbiriyle iligkili sekiz alt
birimden olusur. Merkezi kanal, nukleer zarf boyunca serbest diflizyonu
engelleyen dizensiz FG tekrar polipeptitleriyle doludur. iki dis halka
(sitoplazmik ve nukleer halkalar) oldukga benzerdir. Her bir dis halka, iki
esmerkezli halka halinde duzenlenmis ve baglayici nukleoporinler tarafindan
stabilize edilmis, Y kompleksinin 16 kopyasini igerir. Y kompleksi U¢ bdlgeye
ayrilabilen 10 nukleoporinden olusur: govde, kisa kol ve uzun kol. Pom210'un
uctan uca bagl otuz iki kopyasi NPC'yi cevreliyor ve nukleer zarfin diger
tarafindaki ic halka ile etkilesime giriyor (125) (Sekil-4). Nukleoporinler alt
kompleksler halinde gruplanir ve farkl sekans ve yapisal motiflere gore ayirt
edilir: transmembran nukleoporinler, i¢c halka nukleoporinleri, dis halka
nukleoporinleri, sitoplazmik filament nikleoporin kompleksinin nikleoporinleri,
merkezi kanal nukleoporinleri, ve nukleer sepet nukleoporinleri (126) (Sekil-5).
Makromolekdullerin nukleer tagima faktorleri olarak bilinen 6zel tagsima faktorleri
tarafindan tasinmalari gerekir. NUkleer por kompleks aracihgiyla bu
kolaylastiriimis tagima bigimi hizhdir, bu tagimalar saniyenin ¢ok daha kisa bir
bdlimunde meydana gelir ve NPC’ler araciligiyla saniyede yuz ila binlerce
makromolekll toplamina ulasan gegisler vardir (127, 128). Bu molekullerin
tasinmasi nukleus porlarindan nukleoporinlerin yardimiyla gergeklesir (129).
Hucre biyolojisindeki merkezi rolleri gdz dnune alindiginda, nukleoporinler viral

enfeksiyon, kanser ve norodejeneratif hastalik dahil olmak Uzere ¢ok c¢esitli
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insan hastaliklariyla iligkilendirilmistir  (119). Nukleoporinlerin  boyutlari
degiskendir ve ~ 30-358 kda'llk molekller kutlelere sahiptir. Proteinler
cogunlukla nukleoporin ve ardindan molekuler kutlelerine karsilik gelen bir
say! ile adlandirilir. Okaryotik canlilarin hepsinde nukleus zarflarinda fazla
miktarda nuklear por kompleksi vardir. Yuksek organizasyonlu okaryotiklerde
bu yapilarin her biri ortalama 125 milyon molekuler kitleye sahiptir ve 30’dan
fazla farkh proteinden olusmaktadir (122). NPC'nin sekiz kath dénme simetrisi
nedeniyle, nukleoporinler sekizin katlari halinde birlegtirilir (130). Pek ¢ok
nakleoporin ilk dnce glikosile edilmis FG tekrarlarini taniyan mAb414 antikoru
kullanilarak izole edilmistir (131). FG tekrar bdlgeleri 6ztinde dizensizdir, tipik
olarak vyuzlerce kalinttya yayilir ve genellikle polar amino asitlerle
zenginlestirilir ve yukli amino asitlerin tikenmesi saglanir (132). Son yirmi
yilda NPC tasima ve segicilik mekanizmalar ile ilgili birgok fikir tartigildi.
Onerilen mekanizmalar genellikle FG NUP'larin konformasyonel dinamikleri
Uzerinde farklilik gosterse de, cogu transportun temel fiziksel gorintisu
uzerinde hemfikirdir. FG NUP'lar, inert molekuller i¢in bir gegirgenlik bariyeri
olusturur ve tasima proteinlerinin gegici baglanmasi igin sablon goérevi gorur
(133).
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Sekil-4: Nukleer por kompleks ve bolimleri (125).
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Sekil-5: Niukleer gézenek kompleksi yapisi ve bilesimi. (A) nukleer zarfin ve
(B) HeLa hcrelerinin nikleer gézenek kompleksinin (NPC) kesitinin elektron
mikrograflari. Oklar, (A)'da Nukleer zarftaki NPC'lerin konumunu gdsterir. Bir
NPC'nin yapisal elemanlari (B)'de belirtiimistir. (C) Nukleoporinler alt
kompleksler halinde gruplanir ve farkl sekans ve yapisal motiflere gore ayirt
edilir: transmembran nukleoporinler (agik sari), i¢ halka nikleoporinleri (agik
yesil), dis halka nukleoporinleri (agik kirmizi), sitoplazmik filament ntkleoporin
kompleksinin nukleoporinleri (agik ve orta mavi), merkezi kanal nikleoporinleri
(pembe) ve nukleer sepet ntkleoporinleri (turuncu) (126).

2.2. Niikleositoplazmik Tagimanin Diizenlenmesi

Birgok proteinin, hucrede uygun rollerini yerine getirebilmesi igin
cekirdegin icine ulasmasi gerekir. Ornegin ribozomal proteinler, diger tim
proteinler gibi sitoplazmada yapilir. Bununla birlikte, ribozomlarin kendileri
¢ekirdek icinde, ribozomal proteinlerin ribozomal oncesi alt birimleri olugturan
RNA yap! iskelesiyle bulustugu nukleolde olusturulur. Bu nedenle, ribozomal
proteinlerin bir araya getirilebilmesi igin NPC gegirgenlik bariyerini agmasi
gerekir (134). Ribozomal iglevle ilgisi olmayan diger birgok protein de islevlerini
yerine getirmek icin cekirdege gec¢melidir. Bunlar, intrantkleer cisimlerin
bilesenlerini, tUmor baskilayicilari, transkripsiyon duzenleyicileri ve genetik

materyalle etkilesime giren diger tum proteinleri icerir (135). Porlardan geciste
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iki tasima yonteminin oldugu glncel bir goérustir: pasif difizyon ve
kolaylastiriimis tasima. Parcacigin ¢apinin yanisira molekuler agirhginin bir
parcacigin NPC’den pasif olarak yayilip yayilmayacaginin belirlenmesinde
baskin rol oynadigi belirlenmistir. Genel olarak ~40 kDa ve 8 nm ¢ap kabul
edilen esik degerlerdir (136, 137). Bu buyuklukler, ¢cok sayida deneyle
desteklenmistir. Bir pargacik bu boyutun ve/veya agirlik sinirinin Gzerindeyse,
bir nUkleer tasima reseptorine baglanmadigi surece gecislerde zorluk geker
(138, 139). Daha buylk kargolar, kargo tarafindan goérintilenen nuikleer
lokalizasyon sinyallerini (NLS) veya nukleer export sinyallerini (NES) taniyan
nukleer tasima reseptorlerine (NTR) baglanarak kolaylastiriimis difizyon
yoluyla verimli bir sekilde tasinabilir. Nukleer transport igin hedeflenen
kargolar, yuzeylerinde NLS'ler veya NES'ler olarak siniflandirilabilecek kisa
amino asit dizileri igerir. Klasik NLS'ler bazik amino asit uzantilarinin olmalari
ile taninirlar (140, 141). Hicre nukleusuna yodnelen proteinler, 6zel tanima
dizileri olan NLS motifleri araciligiyla importin alfa adli bir protein tarafindan
taninir ve yakalanir. Daha sonra bu yakalanan proteinler, importin beta
proteinine baglanir. Bu baglanma sonucunda olusan protein kompleksleri,
nuklear por komplekslerine yonlendirilir. Nuklear por kompleksleri, hicre
nukleusu ve sitoplazma arasinda gegis yapabilen yapilar olarak iglev gorur. Bu
mekanizma sayesinde hucre igi sinyal iletimi ve gen duzenlemesi gibi dnemli
sureglerin kontrol edilmesine yardimci olunur. Proteinlerin hicre nukleusuna
tasinma islemi, Ran adli GTP pargalayici (GTPaz) enziminin "kargo / importin
alfa / importin beta" kompleksine baglanmasiyla gercgeklestirilir. Bu kompleks,
hdcre i¢i tagima mekanizmasini yoneten onemli bir bilesendir. Ran enzimi,
GTP molekullerini hidroliz ederek enerji saglar ve bu enerji sayesinde kargo
molekdlleri, importin alfa ve importin beta tarafindan nuklear por
komplekslerinden gegcirilerek hicre nukleusuna tasinir (142). Tasinma iglemi
tamamlandiktan sonra importin proteinleri kargilikli olarak ayrilir ve nukleer por
komplekslerinden gecgerek hulcre sitoplazmasina geri yonelirler (143). Bazi
proteinler 6zel tagsima dizilerine sahiptirler ve importin tasiyicilarina ihtiyag
duymadan NPC iginden gegebilirler. Bununla birlikte, diger bazi proteinler ise

importin proteinleri yerine "transportin” adi verilen bir protein ailesini kullanarak
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nudkleus icine tasinir. Transportin, bu proteinleri NPC icinden alarak hucre
nukleusuna yonlendirir (144). RNA molekilleri ve Ribozomun alt birimleri
benzeri buyuklUkteki molekullerin nukleustan sitoplazmaya taginmasi, nuklear
porlar araciligiyla duzenli bir sekilde gerceklesir. Bu tagima islemi, nukleustan
sitoplazmaya yodnlendirme reseptorleri ve nuklear eksport sinyalleri
kullanilarak dizenlenir (143). Proteinlerden hicrenin nukleusuna dogru
gidenler, 6zel tanima dizileri olan NES motifleri ile taninirlar. Bu proteinler,
hicre nukleusundan sitoplazmaya dogru taginmalari igin 6zellesmis bir tagsima
mekanizmasi gerektirir. NES motifleri, hlcre i¢i tasima iglemi sirasinda
nukleus iginde taninan ve baglanan dizilerdir. Bu proteinler, tasima islemi
sirasinda "eksportin" adi verilen 6zellesmis proteinlere baglanir. Eksportin
proteinleri, nukleus iginde hedef proteinin yakalanmasini ve nukleardan
sitoplazmaya yonlendiriimesini saglar (142). Meydana gelen kompleks
proteinler NPC’ye tasinir. Bu ulagsma hareketi, "Ran" adli GTPaz enzimlerinin
"kargo / eksportin" komplekslerine baglanmasiyla gergeklestirilir (145).
Tasinma iglemi tamamlandiktan sonra eksportin proteinleri, nakil olan kargo
proteinle birbirinden uzaklagir. Bu ayrilma, nukleus igindeki sitoplazmaya
dogru yonlendirilen hedef proteini serbest birakir. Ardindan, eksportin
proteinleri tekrar nukleus iginden nuklear por kompleksleri araciligiyla
nukleusa geri donerler. Bu sureg, hucre igi tasimanin dongusel bir
mekanizmasini temsil eder. Eksportinler, sitoplazmaya taginan kargo proteini
serbest birakildiktan sonra nukleusa geri donerek tasima islemine hazir hale
gelirler. Bu mekanizma, nukleus igcindeki proteinlerin dizenli bir gekilde
tasinmasini ve hucresel iglevlerin saglikl bir sekilde surdirulmesini saglar
(146).

2.3. Nukleoporinler

Okaryotik hiicrelerde, niikleer gbzenek kompleksi (NPC) niikleer zarf
uzerinde bulunur ve sitoplazma ile ¢ekirdek arasinda tasima igin bir kanal
gorevi gorur (19). NPCl'ler, bir merkezi tagsima kanali etrafinda sekizgen simetri
icinde duzenlenmis yaklasik 30 farkh nukleoporinden(NUP) toplanir (147,
148). Bir NPC U¢ alt kompleksten olusur: NUP107/NUP160 kompleksi

tarafindan olusturulan bir déngu, NUP93 kompleksi tarafindan olusturulan bir
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cekirdek yapi iskelesi ve NUP62 kompleksi tarafindan olusturulan bir i¢
yap1.(20) NUP107/160 kompleksi, dokuz NUPS'den (NUP160, NUP133,
NUP107, NUP96/98, NUP85, NUP43, NUP37, SEH1 ve SEC13) olusan Y
seklinde bir kompleks halinde birlestirilir (149, 150). Hucre biyolojisindeki
merkezi rolleri gz 6nune alindiginda, NUP’lar viral enfeksiyon, kanser ve
ndrodejeneratif hastalik dahil olmak Uzere c¢ok cesitli insan hastaliklariyla
iliskilendirilmistir (151, 152). Cogu NUP, nikleer ve sitoplazmik yuzlerde
asimetrik nukleoporinlerle suslenmis simetrik bir ¢ekirdek olusturan NPC'de
simetrik olarak dagilmistir. Birgok nuUkleoporin, FG tekrarlari adi verilen
fenilalanin ve glisin kalintilariyla zenginlestiriimis dizensiz tekrarlayan diziler
icerir (153).

2.3.1. Nukleoporin-93 (NUP-93)

NPC'ler, nukleer zarf boyunca nukleositoplazmik tasinmaya aracilik
eden sekizgen bir kanal olugturur. Hiucrelerde bulunan en bayuk molekullerden
biridir (154, 155). NPC'lerin insanlarda yaklasik 120 MDa'lik molekuler kutleleri
vardir ve nukleoporinler adi verilen farkli nukleer gdzenek proteinlerinin birden
fazla kopyasindan olusturulurlar (156). NPC'ler, ntkleositoplazmik tagsimadaki
rollerine ek olarak, gen ekspresyonunu ve DNA onarimini duzenleyen
kromatin organizasyonunda da rol oynar (157). NUP genlerindeki genetik
degisiklikler, bagisiklik, kardiyovaskiler veya noérolojik anormalliklerle
sonugclanan farkli hicresel ve gelisimsel kusurlarla baglantilidir (157). NUP-
93, molekillerin gekirdek ve sitoplazma arasinda aktif tasinmasinda islev
goren nukleer gozenek kompleksinin kritik bir alt birimidir (21). NUP-93,
NPC'lerin birlesmesi icin gereklidir ve NPC'lerin her iki kismini da birbirine
baglar (158). Nataraj ve arkadaslarinin (159) yapti§i calismada meme
kanserlerinde NUP93 rollinU ve transkripsiyon faktorlerinin nikleositoplazmik
tasinmasini nasil etkiledigi incelenmigtir. NUP93'Un asiri ekspresyonu, tumor
bdyUmesini ve metastazi artirarak kanser hucrelerinin agresif 0Ozellikler
kazanmasina katkida bulunmustur (159). Braun ve arkadaslarinin (160)
yaptigi ¢calismada NUP93, NUP205 ve XPOS5 genlerindeki mutasyonlarin
SDNS’ye neden oldugu saptanmistir. Bu mutasyonlar nukleer por kompleksi

yapisinda degisikliklere sebep olmustur. NUP93 mutasyonlarinin ve bunlarla
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iligkili bozukluklarin dagilimi Sekil-6’da gdsterilmistir. NUP93'Un iglev kaybi,
NPC montajinin ve podosit fonksiyonunun bozulmasina yol agcmistir. NUP93
ve XPO5, SMAD4 sinyal proteinleri ile etkilesime girmektedir. NUP93
mutasyonlari, SMAD4 ile bu etkilesimi kesintiye ugratmistir (Sekil-7). Bu
mutasyonlar, BMP7-indiuklenmis SMAD transkripsiyonel  aktivitesini
bozmustur. Bu durum, SDNS'nin patogenezinde anormal TGF-R/SMAD
sinyallesmesinin 6nemli bir rol oynadigini gostermigtir. 2016 yilinda 3 ailesel
SRNS vakasinda NUP-93'te (p.Gly591Val veya p.Tyr629Cys) homozigot
mutasyonlar tanimlanmistir. Bu galismada, NUP-93'Un fetal sigan bobreginde
podositlerde eksprese edildigini ve bazi mutasyonlarin, podositlerde nukleer
zarf boyunca lokalizasyonunda kusurla sonuclandigini gésterilmistir. NUP-93
ve diger NUP ile iligkili molekuller, kemik morfogenetik protein-7'ye bagimli
SMAD sinyal yolunu dizenler ve p.Lys442Asnfs*14, p.Gly591Val ve
p.Tyr629Cys dahil olmak Uzere NUP-93'teki bazi mutasyonlarin bu sinyali
ortadan kaldirdig! rapor edilmigtir. Bagka bir calismada NUP93'Un yoklugu ya
da hasarli olmasi sebebiyle, podosit goéc¢inde bozulma ve podositlerin
¢ogalmasinin azalmasina ve oksidatif strese karsi direncin azalmasina neden
oldugu gdsterilmistir (160). Son arastirmalar, NUP-93'ln resesif varyantlarinin

insanlarda nefrotik sendromun nedeni oldugunu géstermektedir (161).
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Sekil-6: NUP93 mutasyonlarinin ve bunlarla iligkili bozukluklarin dagilimi.
NUP93 geninin ve NUP93 proteininin ekzon yapisinin sematik diyagrami,
steroide direncli nefrotik sendrom (yesil), fokal segmental glomeruloskleroz
(mavi) ve ilerleyici olmayan konjenital ataksi ile sonuglandigini gdsteren
mutasyonlara sahiptir (162).
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NUP-93 mutasyonlari ve hastaliklari ve hastaliklari Tablo-5te
gosterilmigtir

Tablo-5: NUP-93 mutasyonlari ve hastaliklari (162).

Nakleoporin Nukleotid degisikligi Aminoasit degisikligi Hastalik
NUP93 c.1162C>T p.R388W SRNS
OMIM 614351 c1772G >T p.G591V MIM 616892
¢.1326delG p.K442Nfs*'4 SRNS
c1772G > T p.G591V
c.1537 + 1G> A del exon13 SRNS
c1772G>T p.G591V
c1772G >T p.G591V SRNS
c.1886A > G p.Y629C SRNS
c1772G >T p.G591V SRNS
c1916 T>C p.L639P
c.1537 + 1G> A Splice site variant SRNS
c1772G >T p.G591V
c.1298delA p.D433Afs*23 SRNS
c1772G>T p.G591V
c.15673C>T p.R525W FSGS
c.1886A > G p.Y629C MIM 603278
c.575A > G p.Y192C SRNS
¢.1605C > G p.Y535*
c727A>T p.K243* SRNS
c.2137-18G > A Intronic
c.1609C > T p.R637W CA
c2097T>G p.F699L
c.1655A > G p.Y552C SRNS
c1732C>T p.R578*
c.2084T>C p.L695S SRNS
c.2267 T>C p.L756S
c.1423G > A p.A475T SRNS
c.1909A > G p.K637E SRNS
c1473T7>G p.H491Q SRNS
c.1538-6A > G Intronic
c2141T>C p.1714T FSGS
c1772G >T p.G591V FSGS
c2084T>C p.L695S
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Sekil-7: TGF-B ve BMP sinyal yolunun SMAD kompleksleriyle birlikte sematik
gOsterimi (163).

2.3.2. NUP107

NuUkleer Gozenek Kompleksi, islevsel dnemi ve karmasikligi blyuk ilgi
ceken buyuleyici bir yapidir. NPC'de birkag farkh alt kompleks, yuksek
dizeyde korunmus ve kararl bir yapi olusturmak igin birbirleriyle etkilesime
girer. Bu alt komplekslerden biri de NUP107 kompleksidir. NUP107
kompleksine, NPC birlesiminden mRNA tasinmasi ve hticre farklilasmasina
kadar cok cesitli iglevler atfedilmistir (164). Son yillarda NPC'ye olan ilgi,
nikleositoplazmik tasimadaki rollerinin yani sira, gen ekspresyonunun
dizenlenmesi, epigenetik ve heterokromatin dizenlemesi, DNA onarimi gibi
diger birgok hucresel suregte yer almasi nedeniyle ortaya ¢ikmistir (165).
NUP107 kompleksi NPC'nin merkezi yapisinda bulunur. NUP107 kompleksi
dokuz alt birimden (NUP37, NUP43, NUP85, NUP96, NUP107, NUP133,
NUP160, SEH1 ve SEC13) olusur (166, 167). NUP107 kompleksi, mitozda

NPC biyogenezinin erken dénemlerinde énemli bir oyuncudur (168). NUP107
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kompleksinin bilesenleri, interfazdaki NPC'lerle stabil bir sekilde iliskilidir, bu
da bunlarin NPC yapisal iskelesinin bir pargasi oldugunu goésterir (169).
NUP107, cocuklarda fokal segmental glomeriloskleroz (FSGS) ile birlikte
otozomal resesif steroid direncli nefrotik sendrom (SRNS) ile iligkili yeni bir
gendir. SR-FSGS'li  ¢ocuklarda NUP107  mutasyonlarinin  sikhgi
bilinmemektedir. NUP107, tim okaryotik htcrelerde énemli bir protein olan
nukleer gozenek kompleksinin bir bileseni olan 107-kDa nukleoporini
(NUP107) kodlar. SR-FSGS'li Koreli gocuklarda NUP107 mutasyonlarinin
gérilme sikligini  belilemek amaciyla yapilan bir calismada insidans
beklenmedik derecede yuksek bulundu (23). Baska bir calismada NUP107
mutasyonlarinin insanlarda erken baslangicli SRNS'ye neden oldugunu
gosterildi (Tablo-6). NUP107 mutasyonlarindan etkilenen bireylerde genellikle
2-3 yaslarinda SRNS gelisti ve 10 yasindan 6nce son dénem bdbrek
yetmezligine ilerledi ancak bobrek nakli sonrasinda hastalikta herhangi bir
nuksetme gorulmedigi bildirildi. NUP107 mutasyonlari olup etkilenen
bireylerde , yetersiz NUP107 fonksiyonu; hipoplastik podositlere veya
dogumdan sonra artan filtrasyon basinciyla birlikte islevsel olarak bozulmus
podositlere neden olabilir (170).

NUP107 mutasyonlarinin ve bunlarla iligkili bozukluklarin dagilimi
Sekil-8'de gosterilmistir.
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Sekil-8: NUP107 geninin ve NUP107 proteininin mutasyonlu ekson yapisinin
sematik diyagrami, steroide direngli nefrotik sendrom (yesil), Galloway-Mowat
sendromu (pembe) ve gonadal disgenezi (mavi) gosteriliyor (126).
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Tablo-6: NUP107 mutasyonlari ve hastaliklari (126).

Nukleoporin Nukleotid degisikligi Aminoasit degisikligi Hastalik
NUP107 c.469G > T p.D157Y SRNS
OMIM 607617 €.2492A > C p.D831A MIM 616730
c969 + 1G> A Splice-site variant SRNS
€.2492A > C p.D831A
¢.1079_1083del p.E360Gfs*6 SRNS
c.2492A > C p.D831A
c.2492A > C p.D831A SRNS
c.1325G > A p.C442Y SRNS
¢.303G > A p.M1011 GAMOS
MIM 618348
¢.303G > p.M1011 GAMOS
c.2666A > G p.Y889C SRNS
c.1339G > A p.D447N Over disgenezi
c.1063C >T p.R355C Prematir ovaryen yetmezlik ile
hipergonadotropik hipogonadizm
c.1604G > A p.R455H Prematir ovaryen yetmezlik

3. Endoplazmik Retikulum Stresi

Okaryotik hiicrelerdeki en buyiik organellerden biri olan endoplazmik
retikulumun(ER), ana iglevleri sunlardir: hicre igi proteinlerin sentezi,
proteinlerin modifikasyonu ve islenmesidir. Endoplazmik retikulumun,
kompleks ve kapali hucre igi tubuler intimal sistemlerin i¢ ice gectigi U¢ boyutlu,
miktar, tir ve morfoloji agisindan dinamik bir ag yapisi vardir (13). ER, hiicrede
uretilen proteinlerin sentezinde, katlanmasinda ve yapisal olgunlasmasinda
onemli bir rol oynar (14). Hucreden salgilanan proteinlerin ¢odu, yolculuguna
ER'de baglar. Ribozomlarda sentezlenen proteinler, ER zarina yonlendiren bir
N-terminal sinyal dizisine sahiptir. Bu proteinler translokasyona tabi tutulur ve
translasyonu tamamlanan polipetidin sinyal dizisi bir proteaz tarafindan
cikarilir. ER lumenine girdikten sonra, proteinler benzersiz u¢ boyutlu
sekillerine katlanmali, glikosilasyon ve distilfid bag olusumu dahil olmak Uzere
cesitli translasyon sonrasi modifikasyonlara maruz kalmaldir. Bu islemler,
saperonlar, glikozilleyici enzimler ve oksidoreduktazlar gibi ER'de bol miktarda
bulunan enzimler tarafindan katalize edilir (171, 172). ER'nin iyonik ortami
protein katlama aktiviteleri i¢in idealdir. Sitosol ile karsilastirildiginda ER, ¢ok
daha yuksek bir kalsiyum konsantrasyonunu ve daha fazla oksitleyici redoks
icerir (173). Hucreler, ER'nin iglevlerini surdirmek igin blyuk miktarda eneriji
harcar. Saperonlar, proteinlere baglanarak onlarin  nihai  dogal

konformasyonlarina giden yolda u¢ boyutlu yapisinin devamliligini saglanmasi
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icin yanlis katlanmalardan koruyarak iglevsel batlinliguna saglamaya calisirlar
(174). Cogu zaman protein katlanmasi, glikosilasyon islemi yoluyla sekerlerin
proteinlere kovalent olarak eklenmesini ve kirpilmasini da igerir. Bu enzimatik
islemler, proteinlerin uygun sekilde katlanmasini, degistiriimesini ve
multiprotein komplekslerine birlestiriimesini saglar (16). Yeni olusan proteinler,
ER'de bulunan molekller saperonlarin ve katlama enzimlerinin yardimiyla
katlanir ve yalnizca dogru sekilde katlanmis proteinler Golgi aygitina tasinir.
Katlanmamig veya hatali katlanmis proteinler ER'de tutulur, ER ile iligkili
protein yikim mekanizmasi tarafindan sitoplazmada retro-translokasyona tabi
tutulur ve proteazom tarafindan parcalanir. Hucreler, ER-iligkili protein yikim
mekanizmasinin kapasitesini asan miktarlarda proteinler sentezlendiginde,
katlanmamig proteinler ER'de birikir. Katlanmamis proteinler, proteinin iginde
bulunmasi gereken ve protein agregatlari olusturma egiliminde olan hidrofobik
amino asit kalintilarini agiga cikarir. Protein agregatlari o kadar toksiktir ki
apoptotik hicre 6limine neden olurlar. Boyle stresli bir durumu (ER stresi)
hafifletmek igin Okaryotik hucreler, toplu olarak ER stres tepkisi veya
katlanmamig protein tepkisi olarak adlandirilan bir dizi kendini savunma
mekanizmasini aktive eder (175-177). ER stresi, hem fizyolojik hem de
patolojik olarak ER'de katlanmamis veya yanhg katlanmis proteinlerin
birikmesi olarak tanimlanir. Katlanmamig/yanlis katlanmig proteinlerin bu
birikimine yanit olarak hucreler, katlanmamig protein yaniti (UPR) yoluyla

stresli kosullara uyum saglar (178).

3.1. ER Stresi igin Yanit Yollari

Memeli ER stres tepkisi dort mekanizmadan olusur. Birincisi,
katlanmamig proteinlerin daha fazla birikmesini 6nleyen protein sentezinin
zayiflamasidir. Ikincisi, katlama kapasitesini arttirmak icin ER saperon
genlerinin transkripsiyonel induksiyonu, Ggtinctsu ER ile iligkili protein yikim
mekanizmasinin yetenegini arttirmak igcin ER ile iligkili protein yikim
mekanizmasinin  bilesen genlerinin  transkripsiyonel induksiyonudur.
Doérduncisu, organizmanin hayatta kalmasini saglamak icin ER stresi
nedeniyle zarar goéren hucrelerin guvenli bir sekilde imha edilmesi igin

apoptozun induklenmesidir (15).
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Sekil-9: Katlanmamis protein yanit sinyal yollari. ATFA4:Aktive edici
transkripsiyon faktor 4, elF2a: Okaryotik translasyon baglatma faktori 2a,
CHOP: C/EBP-homolog protein, PERK: PKR benzeri ER kinaz, ATF6: Aktive
edici transkripsiyon faktér 6, IRE1: inositol gerektiren enzim 1, XBP1:X-box
binding protein 1, ERAD:ER-associated degradation, bZip: Temel I16sin Zipper
transkripsiyon, GADD34: buyume durdurma ve DNA hasarina neden olabilen
protein 34, ERO-1a: endoplazmik retikulum oksidorediktaz1 alfa (179)

Endoplazmik retikulumda yanhs katlanmis ve katlanmamis protein
birikimi, PERK, ATF6 ve IRE1 Uzerindeki BIP baglanmasinin yerini alacak ve
bunla ATF4 daha sonra CHOP ile etkilesime girer ve bu GADD34, ERO-1a
gibi hedef genlerin ifadesini kontrol eder. GADD34, elF2a ydnlendirmeli bir
fosfataz kompleksinin duzenleyici bir alt birimini kodlar ve bu da elF2a’nin
defosforilasyonunu gergeklestirir ve protein sentezini yeniden saglar. PERK
yolu sonucunda hucre apoptozisine yol acabilir. ER stresi altinda, IRE1
dimerize olarak aktive olur. PERK, elF2a' nin fosforilasyonuna neden olur. Bu
da ER protein birikiminin azalmasina ve ATF4 mRNA'nin translasyonuna yol
acar. Aktive edilmis IRE1, XBP1'in bir intronunu keser ve bu kesilmis parcayi
eklenmis XBP1'e donusturur. XBP1'ler gekirdege tasinir ve burada gen
translasyonunu kolaylastirir. ER stresiyle kargi karsiya kalan ATF6 golgi
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aygitina tasinir ve Site-1 (S1P) ve Site-2 (S2P) proteazlari tarafindan bolinur.
Bolinmeden sonra ATF6, bZip ve XBP1'in temel transkripsiyonu gibi ERAD
bilesenlerini kodlayan genleri dogrudan kontrol eden sitozolik bir fragman salar
(Sekil-9) (179).

ERStes (PO @) cwremp (@

ATFé perk © 1/® IRE1a U’
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S1Ps2P P "n" INK XBP1
P3SMAPK |
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\ / \ \ l CHOP

CHOP —— Bocl'n‘l Beclin-1
/ ATG /

Sekil-10: ER stresi ve bozunma yollari (180)

ER stresi olustugunda, ER'nin iglevini eski haline getirmek icin UPR
etkinlestirilir ve ER stresini bastirmak igcin UPS ve otofaji etkinlestirilir. Ancak
yine de ER'nin iglevini yerine getiremezlerse hucre 6lumu meydana gelebilir.
ER stresi ile Kronik ER stresi nedeniyle, terminal UPR, esas olarak CHOP,
JNK ve kaspaz-12'nin aracilik ettigi bol miktarda sinyal mekanizmasi yoluyla
apoptozu tetikleyecektir. Proteinlerin yanlis katlanmasi ve agregat
olusturmasi, hucresel onarim ve temizleme sureglerinin basarisiz oldugu
durumlarda, 6zellikle molektler CMA (Chaperone-Mediated Autophagy) ve
UPS (Ubiquitin-Proteasome System) yetersiz kaldiginda, stres altinda otofaiji
tarafindan temizlenir (181). Genel olarak ER stresi IRE1 ve PERK sinyal
yoluyla otofajiyi indukler. Asagi akis faktora JNK, IRE1 sinyal yoluyla aktive
edilir ve ER stresi sirasinda otofajiyi daha da tesvik eder (182). Fosforile
edilmis IRE1 ayrica MAPK8/JNK1/MAPK9/MAPK10 yolunu aktive eder ve
bdylece otofajiyi yukari duzenler. PERK sinyal yolu ER stresi sirasinda aktive
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olur ve onun asagi akis faktort elF2a fosforile olurken, fosforile edilmis elF2a
DNA hasarini aktive eder. Ek olarak, PERK'in alt akis faktori olan ATF4, hicre
icinde otofaji ile ilgili genlerin ifadesini duzenleyen bir transkripsiyon faktoru
olarak gorev yapabilir (Sekil-10) (180).

Sekil-11: CHOP'un endojen yol kaynakli apoptozdaki islevleri (183).

CHOP, BCL-2, BCL-XL, MCL-1'in inhibisyonu ve BAX-BAK aracil
mitokondriyal dig membran gegcirgenligini duzenleyen BIM'in duzenlenmesi
yoluyla i¢sel apoptotik yolu tetikler. Bu sitokrom c salinimina ve kaspaz
kaskadina yol agar. Bag5, CHOP ifadesini azaltabilir ve Bcl-2 gen ifadesini
artirabilir. CHOP ayrica kaspaz-3/9 aktivitesini inhibe eden Akt
fosforilasyonunu o6nleyerek TRB3 geninin ekspresyonunu yukari dogru
dizenleyerek hicrelerin apoptozunu da duzenleyebilir (Sekil-11) (183).

Uzun sureli aktif IRE, c-Jun N-terminal kinaz (JNK) yolu ve TNF-
reseptorle iligkili faktdér 2 molekulinin (TRAF2) gérevlendiriimesi yoluyla kinaz
aktivitelerini indukler. IRE1-TRAF2 kompleksi, apoptoz sinyali duzenleyici
kinazin (ASK1) gérevlendiriimesine neden olur ve bu da MAPK'ler INK ve p38'i
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aktive eder. Farkli stres kosullarinda JNK aktivasyonu Bcl2 ailesi Uyelerinin
dizenlenmesiyle iligkilidir. ER stresi sirasinda JNK, Bcl2'yi fosforile eder ve
anti-apoptotik fonksiyonunu inhibe eder, ancak JNK Bcl-2 homoloji alani 3
(BH3) ve Bim'i fosforile ederken bunlarin pro-apoptotik ozellikleri aktive olur.
IRE1, ASK1 ve JNK yoluyla hicrede hayatta kalma veya hicre oliumundn
modulasyonu igin en Ust adimdir (184).

Kaspaz 12 ve onun polimorfik varyanti kaspaz 4, endoplazmik
retikulum (ER) stresinin neden oldugu apoptoz surecinde kritik bir rol
oynar. Kaspaz 12, mitokondriyal apoptotik yola ait olan pro-kaspaz-9'u
sitokrom-c salinimi olmadan aktive eder. Sitoplazmik kalsiyum tarafindan
aktive edilen proteaz kalpain, kaspaz-12’nin bolinmesi yoluyla aktive edebilir.
Ayrica, IRE1a da kaspaz-12’yi dogrudan aktive edebilir. Kaspaz-12, hicrede
apoptoza bagh gen-2 proteini ve p97'yi iceren yuksek molekul agirlikli bir
kompleks olarak bulunur. P97, kaspaz-12'nin bu proapoptotik
stabilizasyonunda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Kaspaz-12 etkinlestirildiginde,
kaspaz-9 ve kaspaz-7 gibi asagi yondeki kaspazlar etkinlegtirir ve sonugta
kaspaz-3'U etkinlestirilir ve boylece apoptoz yuritme asamasi baglar (185).

Fizyolojik kosullar altinda, donusturtculer BiP'ye baglidir ve inaktiftir.
Stres altinda yanlis katlanmis veya acilmamis proteinlerin birikmesi, BiP'yi
donusturtculerden ayirir ve ayni anda onlari aktive eder (186). Daha sonra,
guglu bir transkripsiyonel aktivator kodlayan eklenmis Xbp1 , IRE1 aracih
diziye 6zgu kesme yoluyla kesilir. IREla ve PERK aktivasyonu, inflamatuar
aktivasyonu indukler (Sekil-12). IRE1a aktivasyonu ve ardindan X-box
baglayici protein 1'in (Xbp1) eklenmesi, timor nekroz faktéru (TNF) ve
interlokin-6'nin  (IL-6) destekleyicilerine dogrudan baglanan transkripsiyon
faktori XBP1'leri Uretir (Sekil-12). Stressiz kosullarda miR-17'yi baskilayan
Txnip seviyesini artiran RIDD-bagimli miR-17 yikimi, Txnip seviyesini artirir.
NLRP3 inflamazom aktivasyonunu ve IL-1B ifadesini artirir. Aktive edilmis
IREla, Jun N-terminal kinazin (JNK) fosforilasyonunu ve aktiflestiriimis
aktivator protein 1 (AP1) yoluyla proinflamatuar genlerin yukari reglilasyonunu
induklemek icin TNF reseptorine bagh faktor 2 (TRAF2) ile bir kompleks
olusturur. IRE10-TRAF2 kompleksi IkB kinazini (IKK) ¢eker; ardindan IkB’nin
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fosforilasyonu ve yikimi, nukleer faktdr-kB (NF-kB)'nin nukleer translokasyonu
icin serbest birakir. BiP, baglayici immunoglobulin proteini olarak gbrev yapar.
Txnip, inflamatuar aktivasyonu indiklemek icin PERK ,ATF 5 yolu tarafindan
indUklenebilir. BiP’den ayrildiktan sonra, UP araciligiyla PERK fosforilasyonu,
Txnip gibi hedef genleri de iceren ATF 5'i aktive eder ve bdylece podositler gibi
bdbrek hicrelerinde iltihaplanmay: tetikler (Sekil-12). PERK ayni zamanda
makrofaj immunsupresyonunda da rol oynar ve hedefleri arasinda ATF4, ATFS
ve TXNIP bulunur (187).
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Sekil 12: ER stresinin neden oldugu inflamasyonun mekanizmalari (187).

IRE1, memelilerdeki islevleri arasinda sunlar bulunur; IRE1, ER stresi
durumunda ER saperonlarinin sentezini artirir. Bu saperonlar, hucre iginde
protein katlanmasini duzenler ve yanlis katlanmis proteinleri duzeltebilir. IRE1
ayrica yanlis katlanmis proteinlerin dizeltiimesi mumkin degilse, onlari hizla
parcalayan protein bozunum yollarinin verimliligini artirir. IRE1, lipid sentezi

igin gereken bazi enzimleri artirabilir. IRE1 hucre igindeki protein dengesini
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duzenleyerek ER stresi durumunda yardimci olur. ATF6, benzer sekilde hicre
icindeki koruyucu saperonlarin ifadesini artirir. Ayni zamanda memeli Hac1
homologu olan XBP1 seviyelerini yukselterek UPR sinyalini gtg¢lendirir. PERK,
ER stresi durumunda redoks enzimlerinin seviyelerini artirir. Bu enzimler,
hicre igindeki oksidatif stresi azaltmaya yardimci olur. PERK ayrica ER stresi
sirasinda protein c¢evirisini yavaslatir. Bu, hucrenin yanls katlanmig
proteinlerin birikmesini ®nlemesine yardimci olur. ilk olarak, IRE1 aktive
edildiginde ve RIDD yolu etkinlestiginde, proapoptotik transkripsiyon faktoru
DRS5 igin transkriptin yikimi gergeklesir. Ancak ER stresi ¢ozilmezse, PERK
secilen faktorlerin gevirisinin yeniden baglatiimasini sinyal verir. Bu faktorler
arasinda proapoptotik faktor CHOP da bulunur ve bu da DRS’in sentezini
artirir. Sekretuar yolundaki yanlis katlanmig protein birikimi, DR5’e baglanarak

dogrudan proapoptotik olaylarin baslamasina neden olabilir.

3.2. Bobrek Hastaliginda Endoplazmik Retikulum Stresinin Yeri

ER stresi; Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastaliklari gibi
konformasyonel hastaliklar gibi hatali katlanmig proteinlerin birikmesiyle iligkili
hastaliklarda patojenik bir rol oynar. Ayrica ER stresi, kanser, kardiyak ve
serebral iskemi/reperflizyon hasari, diyabet ve ateroskleroz dahil olmak Gzere
cok cesitli diger durumlarla da iliskilidir (188—190) . Bu iligkiler, ER stresinin
yeni patojenik etken olarak oOnemini vurgulamaktadir. Bu surecin diger
hastaliklarin patogenezi ve ilerlemesiyle iliskili olabilecegini gostermektedir.
Yapilan bazi calismalar, bdbrek hastaliginda ER stresinin patofizyolojik
onemini ortaya koymaktadir (191, 192).

NS'nin konjenital baglangi¢li hastalarinin neredeyse %100'Unde ve
infantil baslangigh hastalarin %44'Gnde gen mutasyonlar vardir; steroide
direngli pediatrik NS hastalarinda genel mutasyon tespit orani %52 kadar
yuksektir (193). FSGS, bobrek yetmezligine yol agan en yaygin NS ve
glomertler hastaliktir. Gegtigimiz yillarda insan genetigindeki ufuk acici
ilerlemeler, insan NS/FSGS hastalarinda kesfedilen 30'dan fazla mutasyona
ugramis podosit geni ile NS'yi birincil podositopati olarak tanimlamistir (194).
Elde edilen bulgular, genetik faktdrlere bagl olarak podosit ER stresinin ve

islev bozuklugunun NS/FSGS’nin patogenezinde énemli bir rol oynadigini
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g6stermektedir. Hucre kalturt galismalarinda, Liu L. ve arkadasglari, Finlandiya
tipi otozomal resesif dogustan NS’e neden olan birgok nephrin missense
mutasyonunun muhtemelen yanlis katlanma nedeniyle ER iginde sikistigini
gostermektedir (195). Benzer sekilde Ohashi ve arkadaslari da, podosinin
R138Q mutasyonu, otozomal resesif tip steroid direncgli NS ile neden olan
NPHS2'deki en yaygin missense mutasyonlarindan biri olup ER’de
tutuldugunu bildirmistir (196).

Tip IV kolajen, alti zincirden olusur: a1'den a6'ya kadar olan zincirler,
kromozom 2, 13 ve X Uzerindeki Ug ¢ift gen tarafindan kodlanir. Alti farkh a
zinciri, U¢ farkh Gcli sarmal heterotrimerik protomer olusturacak sekilde
dizenlenir: (a1)2a2, a3a4a5 ve (a5)2a6, bunlar ER'de gergeklesir. Salgilanan
protomerler, kolajen aglart  olusturmak igin  polimerlesir  (197).
Glomerulojenezin erken asamalarinda, (a1)2a2 agi, GBM, Bowman kapsulu
ve mezangial matrisin bir bilesenidir. Normal glomerillojenez sirasinda,
(a1)202 aginin gogu GBM’de a304a5 ile ve Bowman kapstlinde (a5)2a6 ile
degistirilirken, (a1)202, GBM’'nin subendotelyal bdlgesinde ve mezangial
matrisinde kalir . Farelerde yapilan deneyler, podositlerin, ancak endotel
hicrelerinin a3a4a5 agini sentezledigini gdstermistir (198). Alport sendromu
(AS) ve ince bazal membran hastaligi, glomeriler bazal membrandaki tip IV
kollajenin yapisal anormalliklerden kaynaklanan kalitsal bobrek hastaliklaridir.
Her iki durum da tipik olarak hematuri ile ortaya ¢iksa da AS proteinuri, ilerleyici
bdbrek yetmezligi ve ekstrarenal sendromlarla iligkilidir (199). Kollajen
mutasyonlarinin yetigkin FSGS hastalarinin altinda yatan en sik mutasyonlar
oldugu bulunmustur (200).

Otozomal dominant polikistik bdbrek hastaligi sirasiyla integral
membran proteinleri polikistin-1 (PC1) ve PC2'yi kodlayan PKD1l veya
PKD2'deki mutasyonlardan kaynaklanir. ER yerlesik proteinler SEC63 ve
XBP1'in polikistik hastalik giddetini degistirebildigi gosterilmigtir (201).
Proteinlerin dogru sekilde katlanmasi, degisikliklerinin yapilmasi ve kalite
kontrolli, HSP70, HSP40, HSP90, kalneksin/kalretikilin ve protein disulfir
izomerazlar gibi cesitli saperon sistemleri tarafindan dizenlenir. SEC63,

HSP40 protein ailesine ait bir UGyedir ve yeni polipeptitlerin katlanmasi,
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degisikliklerinin yapilmasi ve sonraki tagsima i¢in ER limenine eszamanli geviri
yoluyla aktarildigi bir kanal olan SEC61 translokon kompleksiyle iliskilidir
(202). Farelerde yapilan genetik modeller, SEC63 eksikliginin UPR’nin IRE1a-
XBP1 dalini segici olarak etkinlestirdigini ve bu durumun bir telafi mekanizmasi
oldugunu gostermistir. Ayrica, XBP1 aktivasyonunun PC7T’in islevsel
biyogenezini artirabilecedi ve PC1 fonksiyonu azalmis bir fare modelinde kistik
hastaligi iyilestirebilecegi bulunmustur. SEC63 ve XBP1’in birlikte inaktive
edilmesi, farelerde polikistik bobrek fenotipini siddetlendiren bir etki gosterir.
Bu etki, PC1’in G proteinine bagh reseptor proteolizi bolgesindeki bolinmeyi
baskilayarak PC1 olgunlagsmasinda kritik bir rol oynar. SEC63 fonksiyonunun
IRE1a/XBP1 aktivasyonunu dizenledigi ve XBP1 aktivasyonunun PC1’in
bozulmusg biyogenezinde polikistik hastaliga kargi koruma saglayabilecegini
gosteren sonugclar olduk¢a dnemlidir (201).

Tubuler ER stresi ve otozomal dominant tubulointerstisyel bobrek
hastaligi(ADTKD) kronik bobrek hastaligina yol agan renal tubulointerstisyel
fibrozisin monogenik bir formudur. Otozomal dominant tubulointerstisyel
bdbrek hastaligina UMOD , MUC1 , REN ve HNF1B'deki mutasyonlar neden
olur (203). ADTKD- UMOD, hipertrisemi, gut, idrar konsantrasyonundaki
degisiklikler ve ilerleyici bébrek fonksiyonu kaybi ile karakterizedir (204).
Uromodulin (Tamm-Horsfall protein), Henle kulpunun kalin yukselen kolunun
epitelyal(TAL) hiicreleri tarafindan eksprese edilir. insan olgun uromodulin,
temel olarak TAL hucrelerinin apikal plazma zarinda yer alir. Bu protein, bir
sinyal peptidi, ¢ EGF benzeri alan, islevi bilinmeyen bir merkezi alan, bir zona
pellucida alani ve bir glikozilfosfatidilinositol (GPI) baglama bolgesi icerir (204).
In vitro ve in vivo c¢alismalar, UMOD mutasyonlarinin TAL hUcrelerinde
proteinin yanlis katlanmasina, ER tutulmasina ve ER stres aktivasyonuna
neden olabilecegini gostermigtir (205-207).

Glomertuler filtrasyon bariyerinin 6nemli bilesenleri olan podositler,
glomertloskleroz gelisiminde dnemli bir rol oynar. Yapilan bazi ¢alismalarda,
membrandz nefropati (208, 209) sicanlarda nefrotik sendrom (210) ve fokal
segmental glomeruloskleroz (211) modellerinde podositlerde ER stresinin

indUklendigini tanimlamigtir. Nakajo ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada NS
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sirasinda sigan glomerillerinde ER stresinin mevcut oldugu bildirilmistir.
Nefrotik araliktaki proteinlri, podositlerde GRP78 ekspresyonunu arttirdi ve
glomertiler filtrasyon bariyerinin énemli bir bileseni olan nefrinin hatal bir
sekilde sitoplazmaya yerlesimine neden oldu. Bu sonuglar, proteinurinin neden
oldugu podosit hasarinin ER ile iligkili oldugunu go6stermektedir.(210)
Mesanijio-proliferatif glomertlonefritin  bir sigan modelinde mesanijiyal
hidcrelerde UPR yolunun induksiyonu, ER saperonlarinin indiksiyonu ve
PERK-elF2a yoluyla translasyon zayiflamasi ile karakterize edilmistir (192).
Hayvan modellerinde ER stresi, glomerulopatilerin gelisiminde ve
ilerlemesinde rol oynamaktadir (212). Ayrica yapilan bir calismada diyabetik
nefropatide ER stresinin indUklendigini gosterilmistir. ER stresi, glomeruler
hicrelerde GRP78 ekspresyonunun artmasina ve kaspaz 12, JNK yollariyla
apoptotik UPR aktivasyonuna yol aciyor (213).

UPR'nin gegici aktivasyonu c¢ogunlukla vaskuler onarimi ve doku
iyilesmesi ile yeni damar olusumunu tesvik eden hayatta kalma yanlisi bir etkiyi
korur. Tersine doku hasari uzun sdrdagunde sudrekli UPR aktivasyonu,
vaskiler yeniden vyapillanmada bozulma, hicre oOlumu ve doku
dejenerasyonunu tesvik eder (214).

ER stresi/UPR aktivasyonunun, gegici veya surekli olarak, doku
iyilesmesini veya yaralanmayi ve saglikl ya da bozulmug vaskuler yeniden

sekillenmeyi nasil moddule ettigi Sekil-13'te gosterilmistir
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Sekil-13: ER stresi/UPR gecici veya surekli aktivasyonu, sirasiyla doku
iyilesmesini/yaralanmayi ve saglikli/bozulmus vaskuler remodellemeyi modile
eder. A, Akut zararlar (AKI), doku iyilesmesine katkida bulunan gegici bir UPR
uyarir. Bunun karsisinda, CKD gibi kronik zararlar, dokularin zarar gérmesine
neden olan surekli bir UPR uyarimina yol acar. B, AKI veya CKD'ye bagli ER
stresi durumunda, UPR vaskuler bluyime faktérlerinin ekspresyonunu modiile
etmede rol oynar. Vaskuler buyume faktoru ekspresyonunun modulasyonu,
gecici veya surekli UPR aktivasyonu durumlarinda saglikli veya bozulmus
vaskuler remodellemeyi surdurar (214).

3.3. Endoplazmik Retikulum Stres Proteinleri

3.3.1. Aktive Edici Transkiripsiyon Faktor 6 ( ATF6)

ATF6, ER stres tepkisinde intramembran proteoliz ile aktive edilen ER
membranina bagli transkripsiyon faktérudur. ATF6, luminal alani katlanmamig
proteinlerin algilanmasindan sorumlu olan transmembran proteinidir. ATF6'nin
sitoplazmik kismi, bazik 16sin fermuar motifini (bZIP) ve transkripsiyonel
aktivasyon alanini iceren bir DNA baglama alanina sahiptir. ER stresinin
yoklugunda baglayici protein ATF6'nin luminal alanina baglanir ve Golgi
lokalizasyon sinyalini engelleyerek ATF6 translokasyonunun inhibisyonuna yol
agar (215-217). Proteinlerin dogru bir sekilde katlanmasi karmasik bir suregtir
ve birgok faktér bu sireci etkileyebilir. Bu faktorler arasinda oksidatif stres,
glikolizasyon inhibisyonu, hipoksi, enfeksiyonlar gibi etkenler bulunur. Bu stres

durumlari, ER protein katlanma kapasitesini azaltabilir ve bu da duzgun bir
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sekilde katlanmamig proteinlerin birikmesine yol agabilir. Bu durum, hiicresel
islevlerde bozulmalara neden olabilir. Bu nedenle, protein katlanma strecinin
duzenli ve etkili bir sekilde gerceklesmesi, hicresel iglev agisindan kritik
oneme sahiptir (218). ER stresine maruz kalan hucreler, bu stresi azaltmak ve
hicresel homeostazi yeniden saglamak icin UPR (Katlanamamis Protein
Yaniti) yolagini aktive eder. UPR, ER'de katlanmamis veya yanhs katlanmis
proteinlerin  birikmesi durumunda devreye giren bir hucresel yanit
mekanizmasidir. UPR, hucrenin protein sentezi, katlanmasi ve yikimini
dizenlemek igin gesitli sinyal yollarini harekete gegirir. Bu sayede hicre, ER
stresini azaltmaya calisir ve normal islevine geri donmeye calisir. UPR,
hdcrenin ER stresi altindayken hayatta kalmasina ve hasari en aza
indirmesine yardimci olur (219). UPR’'de, u¢ ER yerlesimli transmembran
protein aktive edilir. Bu (i¢ sensér proteini sunlardir: IRE-1 (inositol Gerektiren
Enzim 1), PERK (Pankreatik Endoplazmik Retikulum elF2 Kinaz) ve ATF6
(Aktive Edici Transkripsiyon Faktér 6). Bu proteinler, ER stres sinyallerini
algilar ve bu sinyalleri hucresel yanitlari baglatmak igin ileterler. Sonug olarak,
UPR tarafindan baslatilan slregler arasinda transkripsiyon faktorlerinin
uretimi, molekuler saperonlarin induksiyonu, fosfolipit sentezi ve apoptozis
(programlanmis hicre olumd) yer alir. Bu mekanizmalar, ER stresini
hafifletmek ve hicresel homeostazi yeniden saglamak igin uyarilir (16).
Katlanmamis proteinlerin birikmesine yanit olarak baglayici protein ATF6'dan
ayrisir ve ATF6 vezikiuler tagima yoluyla Golgi aygitina tasinir. Golgi aygitinda
ATF6, bdlge 1 proteaz (S1P) ve bdlge 2 proteaz (S2P) olarak adlandirilan
proteazlar tarafindan sirayla yarilir ve ortaya gikan ATF6'nin sitoplazmik kismi
cekirdege gecer. Cekirdekte ER stres tepki elementine (ERSE) baglanir ve
baglayici protein ER saperon genlerinin transkripsiyonunu aktive eder. Sonug
olarak bu proteinlerin sentezi artar ve ER katlama kapasitesi yukselerek strese
kargl korunma saglanmaya calisilir (17). Yapilan c¢alismalar proteinuri ve
bdbrek yetmezliginin ilerlemesinde podosit hasarinin dnemli bir rolli oldugunu
vurgulamaktadir (220). Podositler iyi gelismis bir Golgi sistemi, belirgin
lizozomlar, birgok mitokondri ve bol miktarda endoplazmik retikulum igerir

(221). Hucre govdesindeki bu organellerin yogunlugu, podositlerin ylksek
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dizeyde anabolik ve katabolik aktivitesini gdsterir. Bizi podositlerin ER stresine
duyarlihg@ini arastirmaya tesvik eder. Podositlerin ER stresine karsi adaptif
tepkileri ¢cok ©Onemlidir ¢unku podositler ¢ogalamayan, terminal olarak
farklilagsmig hucrelerdir. Bu hucrelerin kaybi glomeriloskleroz ve son donem
bdbrek yetmezligine yol agabilir (222, 223). Mostafa ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismada kronik bobrek hastalarinda ATF6 ve IRE1 gen
ekspresyonunda anlamh bir artis tespit edildi (224). Yapilan bagka bir
calismada, ER stres artiginin, katlanmamis protein agregatlarinin genis
uretimini indukledigini, bununla birlikte ATF6 ve kaspaz-12’nin yukari dogru
regule edildigi saptandi (225). Yuan ve arkadaslarinin yaptigi calismada
ATF6'nin asagi regulasyonunun ER stresini azalttigi, renal fibrozisi
iyilegtirebilecedi gosterildi (226). Kandemir ve arkadaslarinin yaptigi
calismada Oksidatif stres tarafindan tetiklenen ER stresini,tedavisi sonrasinda
ATF-6 PERK, IRE1 ve GRP78 ekspresyonlarinin baskilanmasiyla hafifletildigi
gozlemlendi (227).

3.3.2. Inositol Gerektiren Enzim-1 (IRE-1)

IRE1, ER membraninda lokalize olan tip | transmembran bir
endonukleazdir.  IRE1'in  luminal alani  katlanmamig  proteinlerin
algilanmasinda rol oynar; sitoplazmik alan ise bir kinaz alani ve bir RNaz alani
icerir. IREL’in iki izoformu bulunur IRE1a ve IRE1B. ER stresi Uzerine, IRE1
aktivasyonunun baglayici protein (BiP) baskilamasi serbest birakilir. IRE1
dimerizasyon ve transfosforilasyon yoluyla aktive edilir (228, 229). IREla
ribonukleaz, X-box baglayici protein-1 (XBP1) mRNA'daki 26 nukleotidlik bir
intronu segici olarak uzaklastirir; eklenmis XBP1 mRNA, ER saperon ve otofaji
genlerinin transkripsiyonunu aktive etmek ig¢in ¢ekirdege yer degistiren bir
transkripsiyon faktoruna (XBP1'ler) kodlar. Bu, ER katlama kapasitesini arttirir
ve otofajiyi tesvik edebilir (230). IRE-1, ER membranlarinda yer alan mRNA'lari
parcalayarak ER limenlerine giren protein miktarini azaltir. Bu roll sayesinde
IRE1, ER stresini azaltma iglevini yerine getirir (231). Kaufman ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada IRE1a'nin podosit spesifik delesyonu olan

farelerde genislemis glomerdller, kilcal damarlarda 6dem ve anormal kollajen
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birikimi goruldi (232). Liang ve arkadaslarinin calismasinda renal arter
klemplenmesiyle olusturulan bir iskemi/reperflizyon fare modeli kullandi. I/R,
farelerde bobrek yetmezligine ve tibll yapisinda hasara yol acti; bu durum,
IRE1 veya JNK'nin inhibisyonu ile iyilestirildigi, I/R, renal tubuler ER stresini
indUklerken, IRE1 veya JNK'nin inhibe edilmesi ER stresini azalttigi, IRE1/JNK
glomeruler mesangial hucrelerin ve hucre digi matris sekresyonunun uzun
vadeli I/R hasarina bagli proliferasyonunu dizenledigi saptandi (233). Luo ve
arkadaslarinin yaptigi calismada resveretrol verilen si¢canlarda renal tubuler
sismeyi ve [lumen daralmasini belirgin sekilde hafiflettigi IRE1 dlzeyini azalttig
g6raldu (234).

Bazal kosullar altinda, IRE1a, ER’de bulunan saperonlar tarafindan
baskilanir. Stresli kosullar altinda, katlanmamis proteinler GRP78'in
transmembran stres sensorl IRE1a'dan ayrilmasina neden olur ve
katlanmamig  protein  yaniti, IRE1a'nin  oligomerizasyonuna ve
fosforilasyonuna yol acar; béylece, IRE1a aktive olur ve RNaz domaini uyarilir.
Uyarilmis RNaz aktivitesi, eklenmemis X-box baglayici protein-1 (XBP1)
MRNA'sInI keser ve XBP1'in eklenmesi, stres adaptasyonu ve hlcre hayatta
kalmasi ile ilgili genis bir yelpazedeki genlerin ifadesini artirabilen gugli bir
transkripsiyon faktort olan eklenmis XBP1 Uretimine yol acar. IREla RNaz
aktivitesi, duzenlenmig IRE1a-bagimh yikim (RIDD) olarak bilinen bir
mekanizma yoluyla mRNA ve miRNA yikimina da katkida bulunur. Fosforile
edilmis IRE1a (p-IRE1a), timdr nekroz faktérl reseptoru ile iligkili faktor 2
(TRAF2) ile etkilesime girerek IRE1a-TRAF2 kompleksini olugturur. Bu
kompleks, apoptoz sinyal duzenleyici kinaz 1 (ASK1) ve c-Jun N-terminal kinaz
(JNK) ile etkilesime girerek aktivator protein-1 (AP-1) sinyalini aktive eder.
IRE1la-TRAF2 kompleksi ayrica inhibitdr kB kinaz (IKK) ile etkilesime girerek
nukleer faktor (NF)-kB aracili inflamatuvar yolu da aktive edebilir (Sekil-14)
(235).
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Sekil-14: IRE1a sinyal adi ve bobrek parankimal hucreleri ile bagisiklik
hucrelerindeki islevlerinin sematik gosterimi (235).

3.3.2.1. IRE?T’in Kritik Rolleri

3.3.2.1.1. Podositler ve IRE1a

Podositler, glomeruler filtrenin segicilik 6zelliklerini korumasi igin
gerekli olan farklilasmis hucrelerdir. IRE1a, podositlerin homeostasisi igin
gereklidir (236). Yash erkek farelerde podositlere 6zel olarak IRE1a
molekulinin olmadigi durumlarda yapilan g¢alismalar sunlari gostermigtir:
Yasa bagl olarak podosit hasari, otofaji bozuklugu, mitokondri yapisinda ve
islevlerinde bozulma, anti-glomeriler bazal membran nefriti ve doksorubisin
(Adriamycin) nefrozuna kargi daha fazla hassasiyet (237). Kaufman ve ark.
ayrica IRE1a'nin optimal otofagosom olusumu igin vazgegilmez oldugunu ve

mekanizmanin muhtemelen IRE1a aracil

otofaji ile genlerin
(232). IRE1a
sinyallemesinin hem XBP1-bagimli hem de XBP1-bagimsiz yollar icerdigi
XBP1

anormalligine dair bir kanit gostermese de, yuksek kan sekeri veya proteinlerin

iligkili

regulasyonunu Podositlerde

icerdigini  gostermigtir

goOrulmektedir. delesyonu, baslangigta podosit ve glomerdl

dogru katlanmasi igin gerekli bir chaperon olan Sec63 proteinin yoklugu ile
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indUklenen ER stresi varliginda podosit apoptozisini ve glomeriler hasari
arttirmistir (238, 239).

3.3.2.1.2. Vaskiiler endotel hiicrelerinde IRE1a

Bobrek vaskuler endotelinde IRE1a'nin roll Uzerine az sayida galisma
yapiimistir; bobrek hastaliklarinda endotelyal IRE1a'nin aktivasyon durumu
bilinmemektedir. Kardiyovaskuler hastalik modelleri Uzerine yapilan ¢aligmalar
bozuk kan akisinin, angiotensin Il aktivasyonunun ve oksidatif stresin endotel
hicrelerinde (EC'ler) UPR sinyallemesini aktive edebilecedini ve persistent ER
stresinin endotelyal disfonksiyona neden oldugunu gostermektedir (240).
iskemik dokularda, IRE1a veya XBP1'in baskilanmasi EC'lerin
proliferasyonunu inhibe eder ve EC-spesifik XBP1 eksikligi olan farelerde
angiogenez bozuklugu gorulur (241). Diger taraftan, XBP1'in surekli
aktivasyonu EC apoptozisine neden olabilir ve Beclin-1'in transkripsiyonel
kontroli yoluyla otofaji yolunu aktive edebilir (242). Bu nedenle, bdbrek
vaskuler endotelinin butlnligunin ve yenilenmesinin fonksiyonel IRE1a-XBP1
sinyallemesine ihtiya¢ duydugunu sdylemek mantikhdir.

3.3.2.1.3. IRE1a’nin bobrek iskemik hasari ve transplant

reddindeki potansiyel rolii

Bobrek iskemik hasari, akut tubudler nekroz, inflamatuar immin
hicrelerin infiltrasyonu ve bobrek fonksiyonunun bozulmasi ile karakterize
olup, ¢6zulmezse fibroza yol acabilir. IRE1a’nin ve onun altindaki genlerin,
ornegin XBP1s, fare modellerinde iskemi sonrasi bdbreklerde arttigi
gbzlemlenmistir (243,244). ilk olarak IRE1a aracili UPR muhtemelen tubuler
epitelyal hicrelerelerin apoptozunun artmasina ve akut tibuler nekroza neden
olur (245). Ikincisi podositler, tibller hicreler ve endoltelyal hiicrelerle
karsgilastirildiginda iskemik hasara daha az duyarli olmasina ragmen, uzun
sureli iskemi yarik diyafram proteinlerinin ayrismasi yoluyla podosit silinmesine
neden olur ve uzun vadede fibrozise yol acar (246). Kisa donemde IRE1a ,
otofaji ve mitokondriyal yollarla podosit butinligunu ve proteostazi korumada

sitoprotektif bir rol oynayabilir (237).
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3.3.2.2. IRE1a'y1 hedefleyen potansiyel tedavi yontemleri

Codu IRE1a inhibitéri IRE1a'nin sitoplazmik kinaz ve endonukleaz
enzimatik aktivitesini hedef alarak gelistirilmistir. Toyokamisin, STF-083010,
4u8c, MKC-3946, OICR573, OICR464 ve MKC-8866 gibi RNaz-spesifik IRE1a
inhibitorlerinin hicre ¢odalmasini baskiladigi ve kemoterapi ilaglar ile birlikte
etki gosterdigi bulunmustur (247). IRE1a endonlkleaz domaininin
inhibisyonu38 veya kinaz domaininin inhibisyonu39 ile XBP1 eklenmesinin
engellenmesi, multipl myeloma hacrelerinin  ¢ogalmasini 6nemli  olgude
azaltmis ve farelerde multipl myelomanin deri alti veya ortopedik metastatik
blylumesini engellemigtir. Kinaz-spesifik IRE1a inhibitorleri arasinda trierixin
ve kinotrierixin bulunur. Ozellikle ORIN1001 (selektif bir IRE1a RNaz
inhibitord) su anda idiopatik pulmoner fibrozis hastalari (tanimlayici:
NCT04643769) ve ileri solid tumdrler ile niks eden refrakter metastatik meme
kanseri hastalarinda (tanimlayici: NCT03950570) test edilmektedir. Bu
inhibitorlerin kullanimiyla IRE1a'y1 hedeflemek, bobrek iskemik hasari ve reddi
tedavisinde umut verici bir strateji gibi goérunmekte olup, daha fazla
arastirmaya ihtiyagc duyulmaktadir (248,249). Bununla birlikte, IRE1d'yi
hedeflemek iki ucu keskin bir kili¢ olabilir ¢linkli inflamasyonu baskilarken
parankimal hiicre yenilenmesini bozabilir. Bu nedenle, hedef disi etkileri en
aza indirmek igin stratejilerin ince ayarlanmasi gerekir. Ornegin Feldman ve
arkadaslari (250). IRE1a RNaz'in kismi antagonistlerinin, IRE1a kinaz
alanindaki sarmal aC'yi orta derecede degistirdigini, yikicic ER mRNA
endonukleolitik bozulmayi bastirirken XBP1 mRNA eklemesini korudugunu ve
onu UPR yolunun ince ayari i¢in umut verici bir ilag adayi haline getirdigini
bildirilmistir (250).

4. Apoptozis ve Asamalari

Apoptoz, artik intiya¢ duyulmayan veya organizma icin tehdit olusturan
hicrelerin ATP'ye bagimli, enzim aracili, genetik olarak programlanmis
olimadudr. Apoptoz, hicre iskeleti (proteazlar tarafindan) ve DNA

(endonukleazlar tarafindan) parcalandiginda ortaya cikar. Her ikisine de
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kaspazlar aracilik eder (7,8). Olen hiicreler, hiicre iskeletinin kaspazlar
tarafindan pargalanmasi nedeniyle kugulur. Hucreler eozinofilik hale gelir.
Hiicre komsularindan uzaklasir ve hicreler arasi temasini kaybeder. Olen
hicrenin gekirdegi bazofilik hale gelir. Ayrica, hicrenin kromatini yogunlagir ve
piknotik bir goérinim alir. Apoptozun bu asamasinda hicrenin c¢ekirdegi
¢ozulur. DNA, duzenli olarak aralikhi buyuklikte kisa pargalara ayrilir. Bu
parcalara karyoreksis denir. Ardindan, yogunlasmis sitoplazma ve cekirdek,
apoptotik cisimler adi verilen parcalara ayrilir. Apoptotik cisimler, hicreden
koparak makrofajlar tarafindan temizlenir. Makrofajlar, apoptotik cisimleri
fagositize ederek onlari vicuttan uzaklastirir. Apoptotik hicrelerin aksine,
nekrotik hdcreler iltihaplanmaya neden olur. Nekrotik htcreler, hicre zarinin
bozulmasina neden olan siddetli hasar nedeniyle olar. Bu, hlcrenin igeriginin
dokulara salinmasina ve iltihaplanmaya neden olur. Apoptoz, ¢evre dokulara
zarar vermeden gercgeklesir. Bu durum apoptozun, nekrozun aksine hicresel
homeostaziyi korumak icin 6nemli bir mekanizma olmasini saglar (251, 252).
Apoptoz, perforin/granzyme yolunun yani sira ekstrinsik ve intrinsik yollarla da
aktive edilebilir. Ekstrinsik yol, sitoplazmada 6lum bdlgelerine (adaptorlere)
badli ylzey reseptorlerinin ligandlar tarafindan aktive edilmesini igerir. Bu
reseptorler, pro-kaspaz 8'e baglandiginda, DISC (6lim indukleyici sinyal
kompleksi) olusturarak aktif kaspaz 8 uretir. Aktif kaspaz 8 ise kaspaz 3, 6 ve
7'yi aktive ederek apoptozu indikler. intrinsik yol mitokondrileri igerir. Bllyiime
faktorlerinin etkisi, oksidatif stres, toksinler, radyasyon, hipoksi, hipertermi ve
viral enfeksiyonlar gibi ¢esitli kogullar mitokondriyal yol Gzerinden apoptozu
indUkleyebilir. Bu kosullar, mitokondri i¢ zarini degistirerek mitokondriyal
gegirgenlik gecis porunun acilmasina, mitokondriyal zar potansiyelinin kaybina
ve pro-apoptotik proteinler olan Bax gibi proteinlerin ifadesine neden olur, bu
da pro-apoptotik molekullerin salinimini saglar. Bu molekduller, kaspazlarin
yuruticl unsur olarak kullanilip kullanilmamasina gore kaspaz bagimli veya
kaspaz bagimsiz olabilir: kaspaz bagimli olanlar: sitokrom ¢, Smac/DIABLO ve
serin proteaz HtrA2/Omi; kaspaz bagimsiz olanlar: AlF, endonikleaz G ve
CAD. Sitokrom c, Apaf-1 ve pro-kaspaz 9 ile baglanarak kaspaz 9'u aktive

eden bir apoptozom olusturur. Kaspaz 9, mitokondri tarafindan uretilen CAD
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Uzerinde etkili olan kaspaz 8, 3 ve 7'yi aktive eder ve CAD'I inhibitdériinden
serbest birakarak DNA hasari ve apoptozu induklemesini saglar.
Smac/DIABLO ve serin proteaz HtrA2/Omi, apoptoz inhibitdrleri aktivitesini
inhibe ederek apoptozu indukler. Hem AIF hem de endonukleaz G, gekirdege
tasinarak DNA'yl keser ve kaspazlara bagimli olmadan apoptozu indukler.
Mitokondrinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik molekillerin salinimina iligkin
kontrol ve duzenlemesi, p53 tarafindan yonetilir. DNA hasari ve diger stres
sinyalleri, p53'Un Mdm2'den ayrilmasina ve apoptozu induklemesine neden
olabilir (Sekil-15) (253).

Oliim reseptori Oliim ligandlan
FAS, TNFR1, DRS FASL, TNF-a, TRAI
e 7

Adaptors
FADD, TRADD:

hipertermi serbest radikaller

.
: Eormosis> E—
CAD
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=
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| Act
Cap3,7
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\ 4 ~
Pro 2
oI APAF
Act Cap! 1
Caps 3,6, 7
1 APOPTOSOME
DNA hasan
APOPTOSIS

Sekil-15: Apoptoz mekanizmalar (253).

4.1. Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz, hucrenin kendi genlerinin aktivasyonu ya da ¢evreden gelen
uyaranlarla baslamaktadir. Hlcre disi uyaranlar arasinda; koloni uyarici
faktorler (CSF), insulin benzeri buyume faktoru (IGF) , tumor nekroz faktoru
(TNF), néron buyume faktori (NGF) , glukokortikoidler, IL—2 gibi maddelerin

ortamda azalmasi, ilaglar, radyasyon, c¢esitli antijenler dnemli yere sahiptir.
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Otoimmun hastalik olusumunda rol oynayan faktdrler arasinda Fas/FasL
sistemi, sFas proteinleri ve bazi viruslerin (6rnegin, HIV gp120 proteini ve
influenza virlsud) hdcreyi apoptozise goétirme yetenegi bulunmaktadir.
Apoptozis gelisimine etkisi olan hucrenin i¢ uyaranlari arasinda hucre igi
kalsiyum miktarinda artis, sitokinler, P53 aktivasyonu, timor nekroz faktor,
onkojenlerin (cmyc gibi) yer aldidi bilinmektedir (9, 254, 255). Apoptozis sureci,
uc¢ farkl mekanizma lzerinden gergeklesebilir:

DNA Hasarina Genlerin Yaniti: Hucre igcinde meydana gelen DNA
hasari, apoptozisin tetikleyicisi olabilir. Bu hasar, hucrenin DNA onarim
mekanizmalari tarafindan dizeltiimezse, apoptozis sinyallerini baslatan genler
aktive olabilir.

Hiicre Membrani Tarafindan Oliim Sinyallerinin Alinmasi (Fas
Ligandi): Hulcrenin disindaki Fas ligandi adi verilen molekuller, 6zellikle
badisiklik sistemi hicreleri tarafindan salgilanir. Fas ligandi, 6zellikle hedef
hlcrelerin yuzeyinde bulunan Fas reseptorleri ile etkilesime girer. Bu etkilegim,
hdcrenin apoptozis yolunu tetikler ve hiicre dlumunu baslatir.

Hicreye Dogrudan Proteolitik Enzim Girigsi (Granzim): Bu
mekanizma, bagisiklik sistemi hicreleri, 6zellikle dogal éldurtict hicreler (NK
hicreleri) ve sitotoksik T lenfositleri tarafindan kullanilir. Bu hdcreler, hedef
hicrelere dogrudan proteolitik enzimler, 0zellikle granzimleri salgilar.
Granzimler, hedef hicre igine nifuz eder ve hicrenin apoptozisini baglatmak
igin hucresel bilegsenlere zarar verir.

Bu U¢ farkli mekanizma, apoptozisin baslamasina yol agan farkli
yollari temsil eder ve hucrenin programlanmis 6lumunu tetikler (256). Apoptoz
surecinde Ug¢ temel bilesen belirgin rol oynar. Bu bilesenler; Kaspazlar, Bcl-2
ailesi proteinleri ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) proteinidir.
Bunlarin biyokimyasal aktiviteleri, gekirdek zari kirilmasi, apoptozda izlenen
mitokondriyal hasar, kromatin yogunlasmasi, DNA fragmentasyonu ve
apoptotik maddelerin sekillenmesini iceren degisikliklerden sorumludur (257).
iki ana apoptoz yolu vardir. Bunlar extrensek veya 6lim reseptdr yolu ve
intrensek veya mitokondriyal yoldur. Apoptoz surecindeki bu iki yol, hicrenin

0lum mekanizmasini duzenleyen ve kontrol eden birbirine bagh iki énemli
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yoldur. Bu yollar arasindaki etkilesimler, hicrenin apoptozisine ve o6lum

surecinin dizenlenmesine katkida bulunur (258).

4.1.1. Ekstrinsik Apoptotik Yolak

Apoptozun digsal yolunu veya 6lim reseptért (DR) yolunu baslatan
sureg, dogal élduricu hicreler veya makrofajlar gibi bagisiklik hicrelerinin,
hedef hicre zarindaki Olum reseptorlerine baglanmasidir. Bu baglanma
sonucunda, bu ba@isiklik hiicreleri 6liim ligandlar Uretirler. Uretilen bu 6ltim
ligandlari, hedef hlicrede prokaspazin (proenzim formundaki kaspazlar)
aktivasyonunu baslatir. Ozellikle, kaspaz 8 bu siirecte dnemli bir role sahiptir
ve prokaspaz 8, aktivasyonu tetikleyerek apoptozun digsal yolunu baslatir. Bu
yol, hiicre 6lumund duzenleyen ve apoptozu baglatan énemli bir mekanizmadir
(259). DR'ler, tumoér nekroz faktori (TNF) sUper ailesinin Uyeleridir ve her
DR'nin karsilik gelen bir 6lim ligandina sahip oldugu birkag Uye igerir (260).
Kaspaz 8'in aktive edilmesi, bir 6lim ligandinin 6lim reseptérine (DR)
baglanmasi gerektirir. Bu baglanma, 6lum reseptorundeki 6lime neden olan
(DED) alani araciligiyla monomerik procaspaz 8'in ligana bagli DR'nin
sitoplazmik alaninda bulunan 6lime neden olan bir sinyal kompleksi (DISC)
olusturmasina yol acgar. Bu sinyal kompleksi, kaspaz 8'in aktivasyonunu
baslatir. Bu mekanizma, apoptozun dissal yolunun (DR yolunun) kaspaz 8
araciliiyla aktive edilmesini saglar. DISC ayrica prokaspaz 8’in DISC ile
etkilesimini kolaylastiran FAS ile iliskli 6lim alani veya TNF reseptorti(TNFR)
ile iligkili 6lum alani (TRADD) olarak bilinen adaptor proteini igerir (259). Birkag
prokaspaz 8 monomerinin DISC'te bir araya gelmesi, bu monomerlerin
dimerizasyonu ve aktivasyonu ile sonuglanir. Aktive olan kaspaz 8, iki farkli alt
yoldan birini secerek apoptozun yolunu belirleyebilir. Uyarilan 6zel alt yol,
hicrelerin tip | veya tip Il hiicreler olarak siniflandiriimasina baglidir (261). Tip
| ve tip Il hucrelerde kaspaz 8'in aktivasyonu farkli sonuglar dogurabilir. Tip |
hicrelerde: Aktive olan kaspaz 8, uygulayici kaspazlari uyararak apoptozu
dogrudan basglatir. Tip Il hlicrelerde: Burada, inhibitor of apoptosis proteins
(IAP'ler), mitokondrilerden salinan proteinler tarafindan inhibe edilmezse,
IAP'ler dogrudan kaspaz 8'in aktivasyonunu inhibe edebilir. Bu durumda,

kaspaz 8'in apoptozu baslatmasi i¢cin ek sinyallerin varligi gerekebilir. Bu
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nedenle, tip Il hicrelerde I|AP'lerin, kaspaz 8'in aktivasyonunu inhibe
edebilecegi ancak mitokondriden salinan proteinlerin bu inhibisyonu
kaldirabilecegi belirtilir. Bu durumda, kaspaz 8'in apoptozu baglatmak i¢in ek
sinyallere ihtiya¢ duyulabilir (262). Apoptozun i¢sel veya digsal yollar
tarafindan tetiklenip tetiklenmedigine bakilmaksizin, bunun siki dizenlenmesi
esastir ve etkili bir gsekilde duzenlenememesi korkun¢ sonuglara yol acabilir.
Ornegin kanserde hiicre, cesitli baslatma mekanizmalarindaki mutasyonlar
nedeniyle apoptozu baglatamaz. Hucreler bu dis sinyallere yanit veremezse,
normalde digsal yolu tetikleyen apoptoz yolu aktive olmayabilir. Bu durum,
hldcrenin kontrolsiz bir sekilde buyumesine ve bolinmesine neden olabilir.
Kontrolstz hucre buyumesi ve bolinmesi, iyi huylu bir tamorin veya kanser

gibi daha ciddi bir hastaligin olugsmasina yol agabilir (263).
4.1.2. intrinsik Mitokondriyal Yolak

icsel apoptoz yolunun temel ézelligi, hiicre icinde baslayan ve reseptor
aracili olmayan bir dizi sinyaldir. Bu yol, hicre ici sinyallerin dogrudan
hedeflere etki etmesini icerir ve mitokondriler tarafindan baglatilan olaylari
kapsar. Bu ig¢sel sinyal yollari, hucre iginde gesitli uyarici dizilerini igerir ve
apoptoz surecini bagslatir. Bu sureg¢, hucre igi olaylar yoluyla, o6zellikle
mitokondrilerde ortaya c¢ikan sinyallerin hdcrenin dlimune neden olmasini
icerir. Bu sekilde, reseptdr aracili olmayan ig¢sel sinyal yollari, apoptozun
baslamasina ve hiicre dliminiin gerceklesmesine neden olabilir (264). icsel
yolda, uyaranlar dogrudan hucre icinde biyokimyasal degisikliklere yol acan
hicre igi sinyaller Uretir. Bir uyarici mevcut oldugunda, mitokondriyal
transmembranin hasar gérmesi gergeklesir. Bu durum, mitokondri zarinin
bozulmasina ve zarin butunlugunun kaybolmasina yol agarak, membran
potansiyelinde bir dagilma ve artan gecirgenlik olusturur. Bu uyari ayni
zamanda, dis zar Uzerinde pro-apoptotik faktorlerin sitozole (hicre igi bolgeye)
yonlendiriimesine neden olan mitokondriyal gegirgenlik gegis gézenegdi (MPT)
olusumunu tetikler. Ozetle, uyarici etki, mitokondri zarinin hasar gérmesi ve
MPT olugsumu ile sonuglanarak, hicre igcinde apoptotik sinyal yolunu baglatir
(265). Apoptoz sirasinda, apoptozom prokaspaz-9'u pargalayarak aktif

kaspaz-9'u meydana getirir. Aktif kaspaz-9 daha sonra efektér kaspazi olan
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kaspaz-3'U aktive eder. Bunun yani sira, SMAC'lar(kligik mitokondriden
turetilmis kaspaz aktivatorleri) olarak bilinen kiguk mitokondriden turetilmis
kaspaz aktivatorleri adi verilen bir protein grubu, sitozolden salindiktan sonra
IAP (apoptoz proteinlerinin inhibitort) adi verilen bir protein ailesine baglanir.
SMAC!'ler IAP'yi devre disi birakarak apoptozun ilerlemesine izin verir (266).
Bu proteinler, apoptozun kaspaz badimli yolunda etkili olan proteinlerdir.
Ancak, apoptozun kaspaz bagimsiz yolunda iglev goren ikinci bir grup protein
de bulunmaktadir. Bu proteinler, apoptozu indikleyen faktorler (AlF'ler) olarak
bilinir ve kaspazlardan bagimsiz apoptotik yollarin dizenlenmesinde 6énemli
rol oynarlar (267). AlF'ler (apoptozu indukleyen faktorler), mitokondrinin ig
zarina sabitlenir. Bu faktorler, kalsiyuma badimli bir proteaz olan kalpain
tarafindan bolundukten sonra, niukleer lokalizasyon sinyali (NLS) yoluyla
cekirdege vyer degistirebilir. Bu degisim sonucunda, AlF'ler DNA
parcalanmasini ve kromatin yogunlagsmasini induklemek Uzere c¢ekirdekte
etkili olabilirler (268).

4.2. Kaspazlar

Kaspazlar, apoptoz ve inflamasyonda dnemli rol oynayan aspartik asit
kalintilarindan sonra proteinleri spesifik olarak pargalayan sistein proteazlardir
(269). Kaspazlar, normalde sitoplazmada inaktif bir formda bulunan
proenzimlerdir. Proteolitik parcalanma sureci sonucunda bu proenzimler aktif
hale gegerler ve boylece kaspaz aktivasyon zinciri baglar. Kaspazlar, hucre igi
sistein proteaz sinifindan olan (cysteine-dependent aspartate-specific
proteases) en dnemli molekullerdir ve kalsiyum bagimsiz olarak islev gorurler.
Bu kaspazlar, hicre icinde latent (etkin olmayan) proenzimler olarak
sentezlenirler ve apoptozun baglamasi i¢in gerekli olan kaskad reaksiyonlarda
onemli rol oynarlar (270). Kaspazlar fonksiyonlarina gore iki gruba ayriimistir:
kaspaz-2, -3, -6, -7, -8, -9 ve -10 apoptotik kaspazlar iken kaspaz-1, -4, -5, -11
ve -12 inflamasyonda rol oynar (271). Apoptotik kaspazlarin aktivasyonu,
substratlarin inaktivasyonu veya aktivasyonunu igeren bir dizi sinyal olayinin
sonucudur. Bu sureg, hicre i¢i sinyallemeyi takiben kaspazlarin aktiflesmesini
tetikler. Aktiflesen kaspazlar hucresel bilesenlerin kontrolli bir sekilde

yikilmasina olanak taniyan sinyal olaylarini baslatir. Bu yikim sureci, hicrenin
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programlanmig o6limU olan apoptozun gerceklesmesine neden olur.
Enflamatuar kaspazlarin aktivasyonu, aktif proinflamatuar sitokinlerin
uretilmesine ve cesitli ic ve dis etkenlere kargi dogustan gelen bagisiklik
tepkilerinin desteklenmesine neden olur. Bu kaspazlar, inflamasyon surecinde
onemli bir rol oynarlar ve bagisiklik sisteminin yanit verme yetenegini artirarak
hlcresel savunmayi desteklerler. Bu durum, hucrelerin digsal patojenlere veya
zararh i¢sel etkenlere karsi savunma mekanizmalarini aktive etmelerini saglar
(272).

4.2.1. Prokaspaz Aktivasyonu

Kaspazlarin aktivasyonu, U¢ ana yolla gerceklesebilir. non-kaspaz
proteazlari, transaktivasyon ve otoaktivasyon ile proteoliz (273). Prokaspazlar,
hicre oOlumune vyol acgabilen sitoplazmik proteinlerdir. Kendi kendilerini
parcalayarak aktif kaspazlara donusebilirler. Bu, hlcreye zarar veren
uyaranlar tarafindan tetiklenebilir. Prokaspaz 8 veya 9'un uzun alt birimlerinin
bir araya gelmesiyle olugsan oligomerler, otoaktivasyonu kolaylastirir.
Prokaspazlar, otoaktivasyon igin gerekli olan oligomerler olusturmak igin bir
araya gelir. Aktif kaspazlar, diger prokaspazlari transaktive ederek kaspaz
kaskadini bagslatir. Kaspaz aktivasyonunun bir baska yolu da non-kaspaz
proteazlari tarafindan dogrudan proteolizdir. Ornegin, sitotoksik T hiicre
proteinazi granzim-B, aspartat-spesifik serin proteinazi prokaspaz 3 ve 7'yi
aktive eder. Granzim-B ek olarak prokaspaz 8, 9 ve 10'un aktivasyonunda da
rol oynar (274). Baslatici kaspazlar adi verilen molekuller, 6lum sinyallerini alir
ve bu sinyalleri efektor kaspazlara ileterek aktive ederler. Efektor kaspazlar,
hiicrenin i¢c yapisini olusturan cesitli proteinleri keser. Ornegin, hiicre
iskeletinin yapi taslarindan olan aktin veya fodrin gibi proteinler, ya da lamin A
gibi nukleer zar proteinleri ve poli ADP-riboz polimeraz gibi DNA onariminda
gbrev alan proteinler bu suregte pargalanir. Bu pargalanma sonucunda,
hicrenin tipik apoptotik morfolojisi ortaya ¢ikar ve hicrenin 6limu gergeklesir.
inaktif (zimojen) formdaki kaspazlar kirilarak aktiflesirler ve dimerize olurlar.
Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu), ya hicre yuzey olum reseptorlerinin
aktivasyonu, ya da kaspaz 9 baglayici protein olan Apaf-1'in oligomerize olmak

Uzere induklenmesi ile gergeklesir. Kaspaz ailesinin ve kaspaz inhibitorlerinin
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kesfi apoptotik hastaliklara terapotik yaklasimda bizleri cesaretlendirmektedir.
Zira farkh kaspazlara spesifik farkli sentetik inhibitorlerin yani sira kaspaz
aktivasyonunu ya da kaspaz aktivitesini dnleyen dogal kaspaz inhibitorleri de
bulunmustur (275). Apoptoz surecinde, CED-3’e benzer olan kaspaz ailesi ve
CED-9’a benzer olan Bcl-2 ailesi 6nemli roller oynar. Kaspazlar, proteolitik bir
zinciri harekete gecirerek hucre olumunu baslatir. Hem solucanlarda hem de
memelilerde, bu temel apoptotik mekanizmalar birbirine olduk¢a yakindir.
Memelilerde, apoptozun cesitli turlerini dizenleyen temel kontrol merkezi
mitokondridir. Bu organel, hicre 6lumua surecinde kritik bir rol oynar (276).
Mitokondri, apoptotik surecin donusu olmayan bir agamasini isaret eder. Bu
asamada, Sitokrom c¢ mitokondriden sitoplazmaya salinir. Bcl-2 ailesi,
mitokondri aktivasyonunun arkasindaki temel etkendir (277). Bu ailenin
dyeleri, hem apoptozu baslatan (pro-apoptotik) hem de engelleyen (anti-
apoptotik) etkilere sahiptir. Sitokrom c’nin serbest birakilmasiyla apoptoz
baglar veya bu serbest birakilma engellenerek apoptoz inhibe edilir.
Kaspazlarin aktive olabilmesi igin mitokondrinin etkinlesmesi sarttir. Apaf-1,
sitozolde latent bir protein olarak bulunur ve mitokondri tarafindan salinan
Sitokrom c ile birleserek bir kompleks olusturur. Bu kompleks, inaktif haldeki
kaspaz 9'u aktif hale getirir (278, 279).

4.2.2. Apoptozda Kaspaz 12’nin Onemi

Kaspaz 12, endoplazmik retikulum (ER) zarinin dis ylzeyinde bulunan
ve stres faktorleri ile aktive olan yikici bir enzimdir. Bu stres faktérleri arasinda,
INS-1E hucrelerinde ve insan adaciklarinda gorilen thapsigargin, tunikamisin
ve proinflamatuar sitokinler gibi kimyasallar bulunur (11, 280). Aktivasyon
sonrasi kaspaz 12, sitoplazmaya salinir ve hicre olumu zincirleme tepkisini
baglatir. Bu zincirleme tepki, kaspaz 3 ve 7'nin aktivasyonu gibi agsamalari igerir
(281). Kaspaz 12'nin tam olarak nasil aktive oldugu henuz tam olarak
anlasiimamigtir. Ancak, bu aktivasyona katkida bulunabilecegi dusinulen
cesitli surecler vardir. Bunlardan biri de kalpain adi verilen bir sitoplazmik
enzim ile etkilesimidir. Kalpain, kalsiyum tarafindan aktive olan bir notr sistein
endopeptidazdir. Bu nedenle, hucre igerisinde kalsiyum seviyesinin

yukselmesi, kalpain aktivitesini arttirabilir ve bu da kaspaz 12 ile etkilesimini
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saglayarak aktivasyonuna yol acabilir (281, 282). insan adaciklarina IL-1B,
IFNy+TNFa gibi sitokinler maruz kaldiginda, anti-apoptotik Bcl-2 proteininin
asiri eksprese edilmesi, kaspaz 12 pargalanmasini azaltir ve dolayisiyla
sitokin kaynakli kaspaz 3 apoptozu engeller. Bu bulgu, kaspaz 12'nin sitokinler
tarafindan tetiklenen beta hucre 6lumU slrecinde potansiyel bir rol

oynayabilecegini gdstermektedir (11).

4.3. Apoptozis ve Nefrotik Sendrom

Apoptoz, proteolitik enzim kaspaz tarafindan dizenlenen bir tir
programlanmig hucre 6lumudur (283). Son ¢alismalar, apoptozun gesitli insan
hastaliklari ile yakindan ilikili oldugunu gdstermistir. Ornegin, apoptoz kanser
tedavisi i¢in bir hedef olarak basariyla kullaniimistir ve bir dizi klinik ilag
geligtiriimistir (284). Ek olarak, apoptoz noérodejeneratif hastaliklarda oksidatif
stres ile belirgin bir sekilde iligskilendirilmigtir (285). Apoptozun temel
duzenleyici proteinleri olan kaspazlar, gesitli hastaliklarda enfeksiyon ve
inflamatuar yanit ile yakindan iligkilidir (10). Akut bébrek hasari apoptoz ile
onemli derecede iligkilidir. Yapilan bir calismada bobrek iskemi/reperfuzyon
hasari hayvan modeli, hipoksi/iskemi kosullari altinda bdbrek apoptozisini
tetiklemek icin sitokrom C'nin mitokondrilerden salindigini ortaya koymustur
(286). Cesitli bobrek rahatsizliklari, genellikle monositler/makrofajlar ve T
hiicreleri gibi mononiikleer hiicre infiltrasyonu ile tanimlanir. inflamatuar
hdcreler, parankimal hicrelerin apoptozisine yol agan etmenleri Uretir. Oksijen
radikalleri, Monositler/makrofajlar, FasL, nitrik oksit timor nekroz faktort (TNF)
gibi bilesenleri salgilarlar (287). inflamatuar hiicrelerin apoptoz yoluyla yok
edilmesi, bobrek iltihabinin ¢dzulmesine yardimci olur. Bu temizleme igleminin
basarisiz olmasi, iltihaplanma surecinin devam etmesine yol agabilir. Apoptotik
|6kositlerin, membran butunluklerini kaybetmeden dnce uzaklastirilamamasi,
lokal doku hasarini artirabilir ve hicre disi matris proteinlerinin parcalanmasi
yoluyla kemotaktik pargalari serbest birakabilir. Bu durum, Iokosit akisini
surdirme potansiyeli oldugu kanitlanmigtir ve zararli igeriklerin kontrolstiz
salinimina neden olabilir (288). Nefrotik proteinuri cesitli mekanizmalarla
bdbrek hasarina yol acabilir.Proteinlri, otofajiyi duzensizlestirebilir ve

apoptozu artirabilir, bdylece minimal degisiklik nefropatisi ve fokal ve
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segmental glomerllosklerozda ayak sureci silinmesine ve podosit kaybina
katkida bulunabilir (289, 290). Proteinuri, interstisyel fibrozis ve tubuler
atrofinin gelismesinde de rol oynayabilir. Filtrelenen proteinler, proksimal tibul
hicreleriyle etkileserek sinyal yolaklarini aktiflestirir. Bu da hicre bluyumesinde
degisikliklere, apoptoza, gen transkripsiyonuna, kompleman aktivasyonuna ve
proinflamatuar ve profibrotik mediatérlerin salinimina yol acar (291).
Proinflamatuar mediatorler ve blyume faktorleri, bobreklerde fibrozu ilerleten
fibroblastlari ¢ekerek ve aktive ederek, ekstraselller matrisin sentezini
artirirlar.  Diger yandan, tubul hdcrelerindeki otofaji ve apoptozis

mekanizmalarinin bozulmasi, tubuler atrofiye yol acar (292, 293).

5. Resveratrol

Stilbenler, fenolik bilesiklerin bir alt grubudur ve bulunduklari bitkilerde
fitoaleksin iglevi gorurler. Fitoaleksinler, stresle iligkili faktorlere yanit olarak
uretilen dusuk molekuler agirlikh sekonder metabolitlerdir (294, 295).
Resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroksi-stilben), ilk olarak 1940 yilinda Takaoka
tarafindan Veratrum grandiflorum bitkisinin kdklerinden elde edilmigtir (297).
Daha sonraki c¢aligmalarda, bu bilesigin izolasyonu icin Polygonum
cuspidatum bitkisinin kdkleri kullaniimistir. “Kojo-kon” adi verilen bir ilag,
geleneksel Japon ve Cin tibbinda yaygin olarak kullanilir. Bu ilag, Polygonum
cuspidatum bitkisinin koklerini icerir ve damar tikanikhgi, yuksek tansiyon,
alerjik reaksiyonlar ve cilt iltihabi gibi gesitli rahatsizliklarin tedavisinde etkilidir
(296). Resveratrol isminin, bu bilesigin izolasyonunda kullanilan bitki kaynagi
ve kimyasal yapisinda bulunan hidroksil (-OH) gruplarindan (-ol) turetildigi
varsayllmaktadir (297). Resveratrol, polifenolik bir antioksidan olup dogada
uzum, asma, dut, yer fistigi, kizilcik ve yaban mersini gibi ¢esitli kaynaklarda
bulunur (298). Resveratrol antienflamatuvar, antidiyabetik, antioksidan, g6z
hastaliklarina karsi savunma, kalbi koruyucu, yasam slresini uzatma ve
fitoostrojen gibi Ozellikleri nedeniyle tibbi agidan degerli ve genis c¢apta
arastinlan bir fitokimyasaldir (299-304). Bir dizi ¢alisma RSV'nin doku

dagilmini incelemigtir. Ratlardaki 3H-trans-resveratrol oral uygulamasi,
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plazma ve farkli dokularda tespit edilebilir RSV seviyeleri ile sonuglanmis ve
en ylUksek konsantrasyon karaciger ve bobrekte bulunmustur (305). Benzer
sekilde, ratlarda trans-RSV'nin tek doz intraven6z uygulamasi, 6nemli serum
seviyelerine ¢ikildigr gérulmus ve doku dagihmi incelendiginde bobrekte ve
akcigerde en yuksek seviyeleri bulmustur (306). Uchida ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir ¢alismada, RSV'nin glomeriler mesangial hicreler
Uzerindeki potansiyel pro-inflamatuar etkileri gésterilmistir (307). NF-kB, aktive
oldugunda, inflamasyon ve bagisikhk duzenlemesi ile ilgili genlerin
transkripsiyon surecini baglatan bir protein ailesidir. Bu hucreler,
glomertlonefrit hastaliyi yasayan bireylerde aktive edilir. Glomeruler
mesangial hucreler, pro-inflamatuar sitokin IL-1 veya TNF-a ve RSV
tedavisiyle birlikte uyarildiginda, NF-kB aktivitesinde artis gézlemlenmistir. Bu
artan pro-inflamatuar etki, bdobrek proksimal tubul LLCPK1 hucrelerinde de
gosterilmistir. Ancak, Glomeruler mesangial hicreler ve LLCPK1 hicreleri
yalnizca RSV ile tedavi edildiginde, NF-kB aktivitesinde énemli bir degisiklik
gozlemlenmemigtir. Bu durum, RSV'nin yalnizca onceden var olan pro-
inflamatuar sitokinler bulundugunda pro-inflamatuar etkiler gdsterdigini
gostermektedir (Sekil-16) (307). Venkatesan ve arkadaslarinin (308)
calismasinda, RSV tedavisinin, PDGF (platelet-derived growth factor)
tarafindan uyarilan mesangial hucre proliferasyonunu oOnemli derecede
engelledigi gosterilmistir. PDGF, mesangial hucrelerin ¢codalmasini gugli bir
sekilde tetikleyen bir blyume faktoridir ve glomerilonefrit hastaliginin
patogenezinde rol oynar RSV, PDGF reseptorinun tyrosine-751 ve tyrosine-
716 fosforilasyonunu engelleyerek bu yoldaki sinyallesmeyi bloklamaktadir.
Ayrica, RSV, PI3K, Akt, ERK1/2 ve c-Src gibi sinyal molekdullerinin aktivitesini
engelleyerek PDGF sinyalini inhibe etmistir. Onemli olarak, RSV PTP1B adli
fosfatazin aktivitesini artirarak PDGF reseptorlerinin  fosforilasyonunu
azaltmistir (308). RSV, yluksek glikoz maruziyetinin neden oldugu oksidatif
stresi ve mitokondriyal superoksit dretimini azaltmistir. Ayrica, mangan
superoksit dismutaz aktivitesini artirmis ve yuksek glikozun neden oldugu
mitokondriyal kompleks Il aktivitesindeki dusisu onlemigtir. RSV tedavisi,

mitokondriyal membran potansiyelini korumusg, ATP Uretimini artirmis ve
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mitokondriyal DNA igerigini korumustur. Bu etkilerin timu, sirtuin 1 inhibisyonu
ile engellenmistir, bu da sirtuin 1'in RSV’nin etkilerinde dnemli bir rol oynadigini
gostermektedir (309). RSV tedavisi, CRL-2573 rat bobrek hicre hatti ve primer
mesangial hiucrelerde yuksek glikozun yol actigi hicre proliferasyonunu ve
fibronectin ifadesini engellemigtir. Ayrica, RSV, yluksek glikozun neden oldugu
JNK (c-Jun N-terminal kinase) ve NF-kB aktivasyonunu azaltmis ve NADPH
oksidaz aktivitesini ile ROS Uretimini distirmustir. Genel olarak, RSV tedavisi
yuksek glikozun neden oldugu oksidatif stresi ortadan kaldirmistir (310). Xu ve
arkadasglarinin calismasinda (311), RSV tedavisinin yuksek glikozun neden
oldugu mesangial hlcre proliferasyonunu, Akt ve NF-kB p65 protein
seviyelerini, ayrica inflamasyon markeri PAI-1 (plasminojen aktivator
inhibitdru-1) protein seviyelerini azalttigr bulunmustur. Akt inhibitorleri de PAI-
1 ifadesinde ayni etkiyi gosterdigi icin, RSV’nin etkilerinin Akt yolu araciligiyla
gerceklesebilecegi 6ne surtulmuistir (311). RSV’nin mesangial hicrelerde
temel, PDGF, vyliksek glikoz ve TGF-B1 tarafindan uyarilan hicre
proliferasyonunu azalttigini ve bu stres durumlarinin yol actigi oksidatif stres
ve inflamasyonu onledigini gostermektedir. RSV tedavisi, mitokondriyal
superoksit ve ROS Uretimini azaltmis, MnSOD ve mitokondriyal kompleks Il
aktivitesini artirmis ve fibronectin Uretimini engellemistir. Ayrica, RSV, NF-kB,
JNK, Akt, ve p38 sinyal yollarini dizenleyerek yuksek glikozun neden oldugu
etkileri 6nemli derecede azaltmistir (Sekil-17) (308-311). Bobrek epitel
hicrelerinde hasar, bobrek fonksiyon bozuklugu ve nekroza neden olarak
bdbrek yetmezligine yol acabilir (312). Cesitli galismalar, RSV tedavisinin
bobrek hastaliklarina kargi koruyucu etkilerini incelemigtir. Lee ve
arkadaslarinin glomeruler epitel hicreleri Gzerinde yaptigi ¢alismada RSV
tedavisi, yeni protein sentezini azaltmis ve yuksek glikoz kosullarinda LKB1'in
asetilasyonunu onleyerek AMPK aktivitesini artirmistir. RSV, yuksek glikoz
kaynakh fibronektin Uretimini engellemis ve bazi translasyon faktorlerinin
fosforilasyonunu azaltmistir (313). Hong ve arkadaslarinin yaptigi arastirmada
(314) insan bobrek epitel hicrelerinde RSV tedavisi, oksalat kaynakli bobrek
tasi olusumunu azaltmis ve bu surecte rol oynayan genlerin mRNA seviyelerini

baskiladigi ayrica, RSV antioksidan enzim aktivitelerini artirmis ve yuksek
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glikoz kaynakli TGF-B1, TGF-B tip | ve Il reseptdrlerinin protein seviyelerini
disurmustir (314). Wu ve arkadaslarinin (315) yaptigi ¢alismada polikistik
bdbrek hastaliginin in vitro modelinde RSV tedauvisi, inflamasyon belirteglerinin
ve kist sayisinin azalmasina yol agmigtir. RSV, pro-inflamatuar proteinlerin
seviyelerini dugurmus ve antioksidan aktiviteyi artirmigtir (315). LPS ve
tunikamisin ile tedavi edilen HK-2 hicrelerinde RSV, inflamasyon ve sepsis
tepkimelerini ortadan kaldirmis ve IRE1-p65 yolunu inhibe etmistir (316).
Bobrek podositleri, glomerulusun Bowman kapsulindeki kapillerlerin etrafini
saran hucrelerdir. Fonksiyonel olarak, podositler ve bodbrek endotelyal
hicreleri birlikte filtrasyon bariyerini olusturur ve mesangial hicrelerle
etkilesimde bulunarak glomerdllerin iglevini duzenlerler (317). Yang ve
arkadaslarinin yaptigi calismada, TGF-1 ile induklenen transdiferansiyasyon
sonrasi RSV tedavisi uygulanan fare podositlerinde, albumin gecirgenliginin
belirgin sekilde azaldidi ve E-kaderin ifade eden hicre yuzdesinin arttigi
g6rilmustir. Bu bulgular, RSV tedavisinin podosit olimi ve fonksiyon
bozulmasini azalttigini  gostermistir  (Sekil-17) (318). Yuksek glikoz
kosullarinda, RSV tedavisi mitokondriyal stresi hafifletmis, mROS Uretimini
azaltmis ve mitokondriyel membran potansiyelini artirmistir. Ayrica, RSV
tedavisi solunum zinciri kompleks | ve Il aktivitelerini artirmig, pro-apoptotik
proteinlerin mitokondriyal salinimini azaltmistir. Bu bulgular, RSV'nin
mitokondriyal fonksiyonu iyilestirdigini ve podosit hasarini azalttigini
gOstermistir (319). Etilen glikol ile bébrek tasi olusturulan sigcanlara resveretrol
uygulanmistir. RSV tedavisi, idrarda kristal olusumunu ve serum
malondialdehit seviyelerini azaltmigtir. Ayrica, RSV tedavisi bobrek
antioksidan enzimleri (glutatyon peroksidaz, katalaz ve SOD) seviyelerini
artirmis ve hyaluronan ile osteopontin protein seviyelerini dugurmustur, bu da
bobrek hiucre hasarini azaltmig oldugunu gostermigstir (314). Arsenik Trioksit
ile induklenen bobrek fibrozisi modeli siganlarina uygulanan RSV tedavisi ile
oksidatif stresi azalmis, MDA ve ROS Uretimi dismus, bobrek dokusunda
nekrotik tubuler hucrelerin orani, serum BUN ile kreatinin seviyelerini azalttigi
gosterilmistir (320). iskemik-reperfiizyon modelindeki farelere uygulanan

RSV’den sonra serum kreatinin ve BUN seviyelerini azaldigi saptanmigstir
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(321). Fu ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada kadmiyum ile bdbrek hasari
olusturulan fatrrelere uygulnan RSV tedavisinden sonra BUN ve serum
kreatinin seviyelerini dismus, kaspaz-3 aktivitesini ve Bax protein seviyelerini
azalttigr goralmustar (322). Su ana kadar bobrek hastaliklariyla ilgili sadece iki
kKlinik galisma, RSV’nin insanlar Uzerindeki etkilerini incelemistir. Saldanha ve
arkadaslarinin (323) yaptigi ¢alismada, 500 mg/giin RSV’nin 4 hafta boyunca
diyaliz olmayan kronik bobrek hastaligi hastalarina verilmesi incelenmigtir.
RSV tedavisi, antioksidan ve anti-inflamatuar belirteglerin seviyelerinde
anlamli bir degisiklik yaratmadigi gosterilmistir. (323). Lin ve arkadaglarinin
(324) yaptigi calismada, disuk doz (150 mg/glin) veya ylksek doz (450
mg/guin) RSV’nin 12 hafta boyunca periton diyaliz hastalarina verilmesi
degerlendirilmistir. Yuksek doz RSV tedavisi, ortalama ultrafiltrasyon hacmi ve
hizinda anlamli iyilesmeler sagladigi gosterilmistir. Ayrica, periton diyaliz
sivisindaki angiogenez belirtegleri VEGF, fetal karaciger kinaz-1 ve
angiopoietin-2 seviyelerinde Onemli azalmalar gozlenmistir. Angiopoietin
reseptori ve trombospondin-1 seviyeleri ise artmistir. Bu veriler, RSV’nin
periton diyaliz hastalarinda angiogenez surecini iyilestirdigini ve ultrafiltrasyon
fonksiyonunu gelistirdigini gostermistir (324). Wang ve arkadaslarinin (316)
yaptigi calismada RSV tedavisi, sepsis indiksiyonu sonrasi bobrek
fonksiyonunu belirgin sekilde iyilestirmistir. RSV, endoplazmik retikulum
stresine bagll NF-kB yolunu inhibe etmistir. Bu 6zellikle GRP78, CHOP ve p-
NF-kB protein seviyelerinin azalmasiyla gézlemlenmistir. RSV tedavisi, pro-
inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1B, IL-6) serum seviyelerini dnemli élgtde
azaltmistir.  Serum kreatinin ve BUN seviyeleri 6nemli dlgide dusmustir.
Bobrek dokusunda goérulen hasari, nekroz oranini ve inflamatuar hucre
infiltrasyonu azaltmistir. Bu calisma, resveratrolin, endoplazmik retikulum
stresine bagli NF-kB yolunu inhibe ederek ¢oklu mikrobiyal sepsis kaynakh
akut bobrek hasarini Onleyebilecegini gostermistir (316). Yuan ve
arkadaslarinin (325) yaptigi ¢calismada diyabetik nefropati modeli olusturulan
RSV ile tedavi edilen siganlarda serum kreatinin ve BUN degerinin dustugu,
bobrek dokusunda gorulen glomeruler skleroz ve tubuler hasar, ER stresine

baglh GRP78, CHOP ve Kaspaz 12 seviyelerinin azaldigi saptanmigtir. RSV
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tedavisi ayrica pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-183, IL-6) ve oksidatif
stres Dbelirteclerinin seviyelerini dnemli Olglde azaltmis ve antioksidan
enzimlerin (SOD, CAT) aktivitelerini de arttirmistir (325). RSV’nin diyabetik
nefropatiye sahip siganlardaki bobrekler Gzerindeki koruyucu etkilerini ve bu
etkilerin endoplazmik retikulum stresi Uzerindeki etkilerini inceleyen bir
calismada RSV tedavisi apoptoz oranlarini belirgin sekilde azalmistir. Ylksek
glukoz seviyelerine maruz kalan hucrelerde endoplazmik retikulum stresine
bagli GRP78 veCHOP proteinlerinin ekspresyonu artmistir. RSV tedavisi, bu
proteinlerin  seviyelerini  6nemli oOlgude dusurmustlr. Pro-apoptotik
proteinlerden kaspaz 12 ve bax ekspresyonunun azaldidi, anti-apoptotik
proteinlerden Bcl-2 seviyesinin arttigi saptanmigtir (326). Nihei ve ark. yaptigi
calismada nefritik siganlarda resveratrolin proteinuri, hipoalbuminemi ve
hiperlipidemi Gzerine inhibitor etkisi ile birlikte nefrotik sendromun karakteristik
semptomlari olan proteinuri ve hipoalbuminemi onemli olgude duzeldigi
gorulmustir (327). RSV’nin antiinflamatuvar etkileri birgcok yolak lGzerinden
gergeklesebilir. Aragidonik asit mekanizmasinin inhibe edilmesi, bu yolaklarin
ilki olarak bilinir. Arasidonik asit, membran fosfolipidlerinin fosfolipaz A2 ile
parcalanmasi sonucunda salinir ve daha sonra siklooksijenaz (COX) ile
metabolize edilerek inflamatuvar etkileri olan prostoglandinler (PG) (PGD2,
PGE2, PGI2) ve tromboksan A2 olusturur. Resveratrol’'in COX izoformlari
arasinda ayrim yapabildigi ve arasidonik asidin yer aldigi proinflamatuvar
yolaktan sorumlu olan COX-1 ve hidroperoksidaz islevlerini inhibe ettigi
belirlenmistir (328—-330). Bagka bir mekanizma ise lenfoid, miyeloid ve epitel
hucrelerdeki inflamatuar tepkileri kontrol eden ve farkhh gen ifadelerini
duzenleyen NF-xB aktivitesinin baskilanmasidir (331). Nukleer faktor-kappa
B’nin aktivasyonunun engellenmesi, inflamatuvar sitokinler olan TNF-a, IL-10,
IL-6, IL-1’in ekspresyon seviyelerini dugurir. Bu durum, resveratrol’in anti-
inflamatuvar etkisini ortaya cikarir (332). Bir in vitro ¢alisma, resveratrolin
nukleer faktor-kB (NF-kB) fosforilasyonunu ve inflamasyon faktorlerinin
uretimini azaltirken, lipopolisakkaride yanitina kargi hiicre canhligini artirdigini
ve IRE1 aktivasyonunu inhibe ederek bobrek hicrelerindeki hasari azalttigini

goOstermistir (234). Baska bir calisma ise tavsanlar Uzerinde yapiimis ve
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resveratrolin bdbreklerde hipoksi, mitokondriyal islev bozuklugunu ve bobrek
tubul hdcrelerinin apoptozisini azalttigini gostermistir (333). Li ve arkaaslarinin
sican modelinde RSV tedavisinin, iskeminin neden oldugu bébrek fonksiyon
bozuklugunu hafiflettigi gosterilmistir (334). KBY gelisimi ile mitokondriyal
disfonksiyon arasinda bir baglanti oldugu bilinmektedir. Yapilan bir galismada,
siganlarda resveratrolin mitokondriyal fonksiyonu iyilestirerek KBY
tedavisinde onemli bir rol oynadigini ortaya koyulmustur. Bu mekanizma,
mitokondriyal membran potansiyel kaybinin korunmasi, ATP seviyesinin
yukseltiimesi, ROS olusumunun azaltiimasi ve oksidatif fosforilasyonun
kolaylastiriimasini igermektedir (335). Yuksek glikozun neden oldugu oksidatif
stresi (MDA ve ROS seviyeleri gibi) HK-2 hucrelerinde resveratrol ile
azaltilmigtir. Resveratrol bunu, superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
enzimlerinin aktivitelerini artirarak basarmistir (336). Yapilan bagka bir
calismada RSV, fare proksimal tibul hicrelerinde cisplatin kaynakli hiicresel

hasari ve apoptozu azaltmistir (337).

Resveratrol
i
SIRT1 | \
NF-kB IRE1a
"
miRNA-382
TMEM63c
INFLAMASYON ~ APOPTOZiS PODODIT VE ER STRES

TUBULER HASAR

Sekil-16: Resveratrol, NF-kB'yi inhibe eder; bdylece bobrek iltihabini, tibuler
apoptozu ve hasari, podosit apoptozunu ve hasarini ve ER stresini azaltabilir.
Ayrica IRE1a yolunun inhibisyonu yoluyla ER stresini de baskilar (338).
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Sekil-17: Doku fibrozisinde TGF- sinyal yollari (339).
6. Metformin

ER stresi ve bobrek hastaliginin seyri karsilikli olarak neden-sonug
iligkisindedir. Albumin yuklenmesi , toksinler ve iskemi ER'de yanlis katlanmig
ve katlanmamis proteinlerin birikmesine neden olarak hucresel protein
dengesini korumak igcin ER stres yanitlarinin aktiflesmesine yol acabilir.
UPR’nin aktiflesmesi, ER'nin strese karsi koruyucu bir yanitidir. UPR, yeni
proteinlerin sentezini engeller, protein katlama yetenegini artirir ve yanlsg
katlanmig proteinlerin yikimini tegvik ederek ER fonksiyon dengesini korur.
Ozellikle, kronik veya asiri ER stresi, hayatta kalma modundan apoptotik moda
gecise neden olarak programlanmig hucre 6lumunu tetikler. Bu, proapoptotik
ER stres belirteci CHOP, JNK ve NFkB yollarinin aktiflesmesi yoluyla
gerceklesir.Bu aktiflesmeyle inflamasyon, apoptoz ve fibrozis geligir (340).

Metformin, molekdl agirhd1 129,167 g/mol olan ve biguanid tlrevi bir
oral antidiyabetik ilactir. Ozellikle Tip Il Diyabet hastalari tarafindan genis
capta kullanilir. Bu oral hipoglisemik ilacin faydalari 1950’lerde kesfedilmistir

ve 1950’lerin sonlarina dogru piyasaya surulmustir. Metformin, karacigerdeki
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glukoneogenez islemini engelleyerek ve kas hucrelerindeki insulin
hassasiyetini artirarak kan sekeri seviyelerini dtsurar (341).

Metformin'in metabolik aktivitesi, hlcre igi enerji seviyelerindeki
degisiklikleri algilayan bir sensor gorevi goren Adenosin Mono-Fosfat (AMP)
aktive protein kinaz (AMPK) yolunu uyarmasiyla gerceklesir (342). Hicrenin
enerji intiyacinin artmasiyla AMP/ATP oraninin yikseldigi durumlarda, AMPK
adi verilen Ug alt birimden olusan bir kompleks (bir katalitik alfa alt birim ve iki
dizenleyici beta ve gamma alt birim) dogrudan bir AMP molekulinin
baglanmasiyla aktive olur. Aktive olan alfa alt birimi, kinase aktivitesini
tetikleyerek metabolizmay! enerji tasarrufu yoninde dizenler (343).
Metformin, AMPK aktivasyonunun otofajik aktiviteyi dogrudan artirdigi bilinen
unc-51 benzeri kinaz ve Beclin 1’in fosforilasyonu araciligiyla otofajiyi artirabilir
(344). Otofaji, hucre igindeki organellerin ve makro molekillerin  kesecik
icerisine alinip lizozomlara aktarilmasi ve lizozomla birlestikten sonra
parcalanmasiyla sonuglanan bir mekanizmadir (345). Birgok calisma,
otofajinin in vivo ve in vitro iskemi/reperfizyon hasariyla induklendigini,
farmakolojik ve gen inhibitér ¢alismalarina goére akut bobrek yetmezliginde
bdbrek koruyucu bir rol oynadigi bildiriimistir (346—348). Yapilan ¢alismalarda
normal bobrek homeostazisi igin bazal otofajinin dnemli oldugu, otofajiye bagli
gen ekspresyonu eksik olan fare bobreklerinde bobrek fonksiyon bozuklugu ve
hasarinin daha fazla oldugu gérulmustur. Ek olarak surekli otofaji aktivasyonu
bobrek hasarini siddetlendirir ve bobrek hucresi olum yollarini aktive eder
(349, 350). Bunun yani sira, metformin’in yaslanma karsiti, kanser karsiti ve
itihap karsiti  etkileri de bulunmaktadir. Arastirmalar, metformin’in
antiiflamatuvar etkisinin, AMPK’'nin NF-kB Uzerindeki inhibisyonu ile
gerceklestigini  gostermektedir (351). Bu inhibisyon mekanizmasi,
makrofajlardan nitrik oksit, prostaglandin E2 ve IL-18, IL-6, TNF-a gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin Uretimini azaltir (341). Yapilan bir galismada , AMPK
aktivasyonu, ER stres belirteclerinin (GRP78, CHOP) ekspresyonunu
azaltarak ER stresini hafiflettigi ve fibrozis belirteclerinin (a-SMA, kollajen 1)
ekspresyonunu azaltarak bobrek dokusunda fibrotik lezyonlari azalttig

saptanmigtir (352). Jin ve arkadaslarinin yaptigi calismada testosteron
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granliloza hucrelerinde ER stres belirteglerinin  (GRP78, CHOP)
ekspresyonunu artirarak ER stresini indukledigi saptanmistir. Metformin
tedavisi, testosteronun aktive etigi p38 MAPK yolunu ve ER stresini azaltarak
GRP78 ve CHOP ekspresyonunu onemli dlgude azalttigi gosterilmistir (353).
Mayer ve arkadaslarinin yaptigi galismada metforminin AMPK preaktivasyonu
yoluyla iskemi nedeniyle olugsan renal epitel hucre hasarina karsi koruyucu
etkiler saglayabilecegi goOsterilmistir (354). Ayrica, Wang ve arkadaslari,
metforminin AMPK aktivasyonunu artirarak ve TGF-B1’i agagi regule ederek,
iskemi-reperfuzyon hasarini azaltabilecegini ve tlbulointerstisyel fibrozu
onemli Olgtde iyilestirebilecegini gostermistir (355).

Metformin, AMPK ve mTOR yollarini dizenleyerek hucrelerdeki
oksidatif stresi ve apoptozu (hucre 6lumunu) azaltir. MPK-SIRT1-PGC-1a yolu
uzerinden nefrin adli protein miktarini artirir. Nefrin, bdbrek hlicrelerinde
onemli bir rol oynar ve AMPKa1 aktivitesini artirarak TRPC6 protein
seviyelerini yukseltir. Bu, podosit kaybini azaltarak bobrek fonksiyonlarini
korur. GLP-1R reseptorunun mezanjiyal hicrelerde ifade edilmesini artirarak
apoptozu kismen inhibe eder ve hicre hasarini azaltir. MBNL1/miR-130a-
3p/STAT3 yolu Uzerinden hicre yaslanmasini (senesans) azaltir. Parkin
protein miktarini artirarak apoptozu onler ve PP2A'yi aktive ederek NF-kB'yi
baskilar. Bu mekanizmalar mitofaji (mitokondri temizligi) surecini artirarak
tubulointerstisyel hasari azaltir (24). Borges ve arkadaslari yaptiklar
calismada, metformin tedavisinin albuminri seviyelerini ve bobrekteki fibrozis
belirteclerini énemli o6lgide azalttigini bulmuslardir. Bu etki, metforminin
bobreklerdeki AMPK aktivasyonuyla mitokondriyal biyogenez artirarak
saglanmistir (356). Lee ve arkadaslari, metforminin AMPK araciligiyla Acetyl-
CoA Carboxylase (ACC) fosforilasyonunu artirarak bobreklerdeki fibrozis ve
lipid birikimini azalttigini géstermistir. Bu mekanizma, metforminin folik asit ile
induklenen bobrek hastaligi modelinde anti-fibrotik etkisinin temelidir (357).
Liang ve arkadaslarinin in vitro ¢alismasinda metforminin MEK/ERK1/2 sinyal
yolunu baskilayarak MCP-1 Uretimini inhibe ettigi ve bu yolla boébrek
tubullerindeki hasari azalttigi gosterilmistir (358). Shen ve arkadaslari da

benzer sekilde metforminin ERK1/2 aktivitesini inhibe ederek ve ECM birikimini
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engelleyerek bdbrek fibrozisini onledigini bulmustur (359). Yapilan bir
calismada metformin, kemoterapi kaynakli oral mukoziti endoplazmik
retikulum stresini ve inflamatuar yaniti azaltarak korumustur. Bu tedavi, oral
mukozitte NF-kB aktivitesini inhibe edip inflamatuar faktorlerin salinimini
baskilayarak TNF-a ve IL-1B seviyelerini dusurmustur. Ayrica, metformin
tedavisi endoplazmik retikulum stres belirtegleri olan GRP78 ve CHOP protein
ekspresyonunu da azaltmigtir (360). Endoplasmik retikulumda meydana gelen
N-glikozilasyon kusuru gibi duzensizlikler UPR'yi tetikler (361). UPR,
endoplasmik retikulumdaki stresi algilayan U¢ ana sensor tarafindan aktive
edilir. Bu sensorler, ER membran proteinleri olarak ifade edilen PKR benzeri
ER kinaz (PERK), Aktive Edici Transkripsiyon Faktérii 6 (ATF-6) ve inositol
Gerektiren Enzim-1a (IRE1a) (18). ATF-6'nin aktivasyonu, proteinin Golgi
aparatina tasinmasiyla baslar. Golgi'de, ATF-6'nin sitoplazmik kismi proteolitik
sindirim yoluyla serbest birakilir ve ardindan ¢ekirdege tasinir. PERK, ATF-6
ve IRE1a, hucrenin protein katlama kapasitesini artirmak igin ER
saperonlarinin (6rnegin GRP78 ve GRP94 gibi) gen ekspresyonunu uyarirlar.
Ancak asiri stres durumunda, hicre olumu sinyalini veren CHOP adli bir
proteinin Uretimini de tetikleyebilirler (18). Uzun sureli ER stresinde, CHOP
proteininin tetikledigi, Kaspaz 3 ve 12’nin aktivasyonunu igeren ve Apoptotik
sinyal-kinaz-1 tarafindan duzenlenen bir sinyal iletim kaskadi, apoptozis
yanitini baslatabilir (362). Bir ¢galismada, si¢canlarda renal iskemi-reperflizyon
hasarindan sonra  metformin  uygulamasinin, bdbrek fibrozunun
patogenezinde rol oynayan TNF-a ve IL-6 ekspresyonunu azaltarak bobrek

fibrozunu hafifletebilecedi gosterildi (363).
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GEREG VE YONTEM

Sicanlarda deneysel olarak adriamisin ile nefrotik sendrom
olusturuldu. Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'ndan
(21.03.2023 tarih ve 2023-05/04 karar numarall) proje onayi alindi. TUm
hayvan deneyleri, Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Komitesi
tarafindan onaylanan ve Laboratuvar Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimina
lligkin NIH Kilavuzuna uygun olarak gerceklestirildi. Bu model, siganlarda NS
olusturmak igin literaturde tanimlanmig ve yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir (364, 365). Adriamisin enjeksiyonu, iki gruba (2. ve 3. gruplar)
uygulandi ve bu gruplara sirayla 4 hafta sireyle resveratrol ve metformin
tedavileri verildi. Bu uygulamalar sonucunda deneyin suresi toplamda alti hafta
oldu. Calisma esnasinda kullanilan resveratrol, Donotage firmasi tarafindan
saglandi ve metformin ise ilko ila¢ firmasindan alindi. Her iki madde de bilimsel
arastirma amagh kullanilmak tzere uretilmis saf etken maddelerdir. Calisma
gruplari, 250-350 gram agirliginda ve 12-16 hafta yasinda olan disi Wistar
albino siganlardan secildi. Bu siganlardan rastgele belirlenen 12 tanesi kontrol
grubu (4. Grup) olarak takip edildi, diger 36’sina ise adriamisin hidroklorur
distile su ile kangtirlarak intraperitoneal yolla 10 mg/kg tek doz verilerek
nefrotik sendrom olusturuldu (100). Adriamisin uygulamasindan sonraki 15.
gunde, 36 sican rastgele g farkli gruba dagitildi. 1. grup (Adriamisin grubu)
nefrotik sendrom olusturulan sigcanlardan olustu. Bu gruptaki sigcanlar standart
sigan yemi ve musluk suyu ile beslendi. Bu gruptaki siganlara herhangi bir ek
islem veya tedavi uygulanmadi. Deney surecinde bir sican 6ldu. Bu grupta
bulunan 11 sigan, 2., 4. ve 6. haftalarda, daha 6nce literatirde belirtildigi gibi,
5 saat boyunca metabolik kafeslere yerlestirildi. idrar protein dlglimleri igin
kullanilmak Uzere, bu sicanlardan spot idrar ornekleri toplandi. Adriamisin
uygulamasinin ardindan 6 hafta gectikten sonra, literatirde belirtildigi gibi,
deney sona erdirildi (sevofloran %4-8 inhaler kullanilarak) (366) . intrakardiyak
yontemle 5 mm kan 6rnegi ve bobrek dokusu toplandi. Deneyin toplam suresi

6 hafta olarak ayarlandi. Siganlar, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak
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sekilde bir donglye tabi tutuldu ve sicaklik kontrolli bir odada incelendi.
Bobrek doku lizati, idrar ve kan ornekleri, analiz edilene kadar -20 °C’de
muhafaza edildi. 2. Grup (Adriamisin + Resveratrol grubu) adriamisin
uygulandiktan 15 gun sonra standart sigan yemi ile beslenen siganlara,
suyuna resveratrol 40 mg/kg/gun (%0,3 carboxymetil celluloz ile seyreltiimis)
olarak eklendi (367) ve bu tedavi 4 hafta slreyle uygulandi. Bu grupta bulunan
sicanlardan 4 tanesi deney surecinde oldu. Toplamda 8 sigan, 2., 4. ve 6.
haftalarda, literatirde belirtildigi gibi, 5 saat boyunca metabolik kafeslere
yerlestirildi. idrar protein ve kreatinin dlglimleri icin kullanilmak (zere, bu
sicanlardan spot idrar ornekleri toplandi. Adriamisin uygulamasi literatur
bilgilerine gore gerceklestirildi. Deney, 6 hafta sonra sonlandirildi. Sevofloran
(%4-8 inhaler) kullanilarak intrakardiyak 5 mm kan 6rnegi ve bobrek dokusu
alindi. Deneyin suresi toplamda 6 hafta olarak belirlendi. Sigcanlar, 12 saatlik
aydinlik ve 12 saatlik karanlik déngustne tabi tutuldu ve sicakhgr ayarlanmis
bir odada gozlemlendi. Bobrek doku lizati, idrar ve kan 6rnekleri, analiz edilene
kadar -20 °C’de muhafaza edildi. Grup 3 (Adriamisin + metformin grubu) igin:
Adriamisin uygulamasindan 15 gun sonra, standart sican yemi ile beslenen
siganlarin suyuna 100 mg/kg/gin metformin eklendi ve bu tedavi 4 hafta
boyunca devam etti (368). Bu gruptaki sicanlardan 5’i deney sirasinda oldu.
Bu gruptaki toplam 7 sican 2,4 ve 6. haftalarda literatirde daha once
uygulandigi sekilde 5 saat sure ile metabolik kafeslere alinarak, idrar protein
ve kreatinin élciimlerinde kullaniimak (zere, spot idrar drnekleri toplandi.
Bdbrek doku lizati, idrar ve kan Ornekleri analiz edilene kadar -20 °C’de
muhafaza edildi. Tum sigcanlardan intrakardiak yolla 5 ml kan 6rnegi alindi,
4000 devirde 4 dakika sureyle santrifij edildi ve serum ornekleri elde edildi. Bu
ornekler, kullanilana kadar -80 °C’de saklandi. Grup 4 (Kontrol grubu) n= 10:
Bu siganlar, 12 saatlik aydinlik ve 12 saatlik karanlik dongusune tabi tutuldu
ve sicakligi ayarlanmis bir odada incelendi. Beslenmeleri, standart sican yemi
ve musluk suyu ile gerceklestirildi. Bu gruptaki siganlara, calisma suresi
boyunca herhangi bir islem veya tedavi uygulanmadi. Bu siganlar, 2., 4. ve 6.
haftalarda, daha once literatirde uygulandigi gibi, 5 saat boyunca metabolik

kafeslere yerlestirildi. idrar protein Slgiimleri igin kullaniimak (izere, spot idrar
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ornekleri toplandi. Deney basladiktan 6 hafta sonra sevofloran (%4-8 inhaler)
anestezi kullanilarak sonlandirildi. Bu gruptaki siganlardan intrakardiak yolla 5
ml kan ve bobrek dokusu 6rnegi alindi. Bobrek dokulari, idrar ve kan ornekleri
analiz edilene kadar -20 °C'de muhafaza edildi. Kan oérneklerinde, otoanalizor
kullanilarak kreatinin, BUN, albumin, total kolesterol ve trigliserid degerleri
belirlendi. Spot idrar érneklerinde ise protein ve kreatinin dlgimleri yapildi.
Biyokimyasal analizler, Roche Modular cihazi kullanilarak biyokimya
laboratuvarinda gergeklestirildi. Serum ve idrar kreatinin Jaffe, kreatinin, BUN,
trigliserid ve total kolesterol i¢cin enzimatik kalorimetrik; total protein ve albimin
icin BCG end point kalorimetrik; idrar proteini icin ise turbidimetrik yontemler
kullanildi. Bobrek doku ornekleri, ultrasonik pargalayici kullanilarak doku lizati
haline getirildi. Bu lizattan Ureticinin talimatlarina goére NUP 93, NUP 107, ATF
6, IRE-1, Caspase 12 ELISA kitleri kullanilarak dlgiildii (Farmasina, istanbul,
Tuarkiye). ELISA igin bobrek dokusu hazirhgi: Bobrek dokulari, ylzey kanini ve
ic kalintilar temizlemek icin 6nceden +4 C’de sogutulmus ticari PBS (fosfat
tamponlu salin) solisyonu ile yikandi. Buz Gzerinde, tartilan bobrek dokulari
ince pargalara ayrildi ve tlplere konuldu. Bu tlplere, proteaz inhibitdru iceren
PBS sollsyonu eklendi. PBS solusyonu 9 cc/1 gr bdbrek dokusu olarak;
proteaz kokteyli de 10 yL/1 cc PBS solisyonu olacak sekilde bobrek dokulari
uzerine eklenerek higbir doku pargasi kalmayana kadar yuksek hizda birkag
dakika homojenizasyonlari saglandi. Ornekler homojenizasyondan sonra 30
dakika buz Uzerinde inkube edildi. Ardindan, hucrelerin tamamen erimesini
saglamak ve orneklerin viskozitesini azaltmak igin ornekler buz Uzerinde
tutularak 2 dakika sonikasyon islemi yapildi (her dongu icin 10 saniyelik
sonikasyon/10 saniye dinlenme periyotlarinda). Ardindan o&rnekler 5000
rom'de 10 dk +4°C'de santrifij edilip sUpernatantlar elde edildi. Pelet kismi
atildi. Calismadaki élcimler yapilincaya kadar lizatlar -20°C'de saklandi (369).
Nukleoporinler ve Endoplazmik retikulum stres proteinlerin 6lgimu ticari olarak
elde edilen standart direkt sandwich ELISA yéntemi ile yapildi. Mikrotitre plaka
kuyulari, 1-10 pg/ml konsantrasyonda olan kaplama tamponu iginde, uygun
kaplama antikorunun 100 ul'si kullanilarak kaplandi. Plaka, yikama
tamponunda 3 kez yikandiktan sonra inkube edildi. Her bir kuyucuga 150 pl

80



blokaj solisyonu eklenerek 37°C'de 60 dakika boyunca inkube edildi ve
sonrasinda yikama tamponunda 4 kez yikandi. Numuneler ve standartlar,
yilkama tamponunda seyreltildikten sonra her kuyuya 100 pl eklenerek 37°C'de
90 dakika inkube edildi ve ardindan yikandi. Her bir kuyucuga, uygun sekilde
seyreltiimis 100 pl enzim konjuge tespit antikoru eklenerek 37°C’de 1 saat
sureyle inkube edildi ve sonrasinda yikandi. Her kuyucuga, 100 ul uygun
substrat solusyonu eklenerek oda sicakliginda 30 dakika veya istenen renk
degisimi gorulene kadar inkube edildi. 450 nanometredeki absorbans degerleri
belirlendi. Bobrek doku Orneklerinin patolojik incelemeleri yapildi ve gruplar
arasindaki farkhliklar tespit edildi. Resveratrol ve metformin tedavilerinin
patolojik degisikliklere etkisi belirlendi. Deney gruplarindaki siganlarin bobrek
dokulari, formaldehit iginde laboratuvara gonderildi. Isik mikroskop incelemesi
icin bu dokulardan, her deney sig¢ani i¢in bobredin bir kesit ylzeyi drneklendi,
bu érnekler kortikal ve meddiller bdlgeyi iceriyordu. Orneklenen doku pargasi,
cesitli asamalardan gecirildikten sonra takip cihazinda islendi ve rutin
laboratuarda 2 mikron kalinliginda kesitler alindi. Masson trikrom boyamasi
uygulanan bu kesitlerden, lam lamel arasi preparatlar hazirlandi. Patolojik
inceleme sirasinda, fibrozis degerlendirildi. Bébrek doku érneklerinin fibrozis
varligi, degisim yok (sifir puan) %0-10 (1 puan), %10-25 (2 puan), %25-50 (3
puan) ve >%50 ustl (4 puan) olarak skorlandi. Elde edilen skorlarla deney
gruplan kargilastirldi. Kantitatif baskaca bir degerlendirme yapilmadi. Deney
gruplarindan elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS programi (versiyon
23) kullanillarak yapildi. Normal dagilim gostermeyen gruplarin
kargilagtirimasinda non-parametrik Kruskal-Wallis testi, normal dagilim
gOsteren ¢oklu gruplarin analizinde ise ANOVA testi tercih edildi. Korelasyon
analizlerinde nonparametrik Spearman testi kullanildi. Belirli bir veriyi etkileyen
degiskeni belirlemek icin, ANOVA testinin anlamli oldugu durumlarda, lineer
regresyon (Forward Stepwise modeli) analizi gergeklestirildi. Bir grubun zaman
icindeki degisimini belirlemek amaciyla Wilcoxon testi uygulandi. P<0,05
degerleri, istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. $ekil-18, adriamisin ile
induklenen nefrotik sendromun deneysel tasarimini detayli olarak

gOstermektedir.
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250-350 gram agirhginda, 12-16 haftalik 48 adet disi Wistar albino sigan

/\

Grup 4=Kontrol(n=12) Deneysel grup(n=36) 10 mg/kg IP
Grup 1(n=12) Grup 2(n=12) Grup 3(n=12)
Tedavi yok 4 hafta boyunca 4 hafta boyunca
oral resveratrol oral Metformin
40 mg/kg/gin 100 mg/kg/gin

Tedaviden 4 hafta sonra

Grup 1(n=11) Grup 2 (n=8) Grup 3(n=7)

1- Sevofluran %4-8 inhalasyon anestezisi altinda
intrakardiyak kan ornekleri alindi.

2- Sigan bobreklerinden IRE-1, ATP-6, NUP 93, NUP 107,
kaspaz-12 ve kaspaz-3 testi igin doku homojenatlarinin
hazirlanmasi

3- Sican bobrek dokusundan patolojik preparatlarin elde
edilmesi (Hematoksilen&Eozin, mason trikrom boyama ve
glomerduler, tubuler ve interstisyel hasar igin skorlama)

Sekil-18: Adriamisin ile indiklenen nefrotik sendromun deneysel tasarimi.
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BULGULAR

Bu calisma, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Bilimler
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde gerceklestirildi. Calismada, 12-
14 haftalik ve 200-250 gram agirliginda olan 48 adet disi Wistar-Albino si¢an
kullanildi. Bu siganlarin 12 tanesi rastgele segilerek kontrol grubu (Grup 4)
olarak belirlendi. Geriye kalan 36 sicana ise, adriamisin hidroklorurun distile su
ile karnistinlmasi sonucu elde edilen ¢ozelti, intraperitoneal yolla tek doz
halinde 10 mg/kg olarak uygulandi ve bdylece nefrotik sendrom olusturuldu.
Nefrotik sendrom olusturulan siganlar, standart sican yemi ile 2 hafta boyunca
beslendi. Bu sure sonunda, bu siganlar rastgele Ug¢ farkh gruba ayrildi. Bu
gruplar; Grup 1 (Adriamisin Grubu), Grup 2 (Resveratrol Grubu) ve Grup 3
(Metformin Grubu) olarak adlandiriidi.

Nefrotik sendromlu sigcanlarin serum albimin degerleri, kontrol
grubuna kiyasla anlaml bir sekilde dusuk bulundu. 25-75 persentil degerleri
siraslyla; 17,40-21,50 g/dl, 16,50-19,45 g/dl, 19,50-20,60 g/dl, 25,82-27,72
g/dl idi ve p=0,0001 olarak hesaplandi. Serum kreatinin dizeyleri (25-75
persentil degerleri sirasiyla; 0,31-0,40 mg/dl, 0,31-0,37 mg/dl, 0,34-0,42 mg/dlI,
0,33-0,37 mg/dl idi ve serum total kolesterol duzeyleri (25-75 persentil
degerleri sirasiyla; 157,0-325,0 mg/dl, 281,0-447,0 mg/dl, 255,0-405,0 mg/dI,
39,75-62,25 mg/dl idi ve p>0,05) ve serum trigliserid duzeyleri (25-75 persentil
degerleri sirasiyla 216,0-550,0 mg/dl, 201,5-734,2 mg/dl, 281,0-1243,0 mg/dI
idi ve p>0,05) acisindan galisma gruplari arasinda fark saptanmadi (p>0,05)
(Tablo-7). Tum gruplarda serum albuimin, trigliserid ve total kolesterol

degerlerinin karsilastiriimasi Sekil-19’da gosterilmigtir.
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Tablo-7: Calisma gruplarinin biyokimya sonugclari

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 P
(Adriamisin) | (Resveratrol) | (Metformin) (Kontrol)
(n=11) (n=8) (n=7) (n=10)
%25 | %75 | %25 | %75 | %25 | %75 | %25 | %75
Kreatinin 0,31 (0,40 (0,31 [0,37 |0,34 |0,42 0,33 (0,37 NS

Albumin 17,40|21,50 (16,50 |19,45|19,50|20,60 |25,82(27,72 | P1=,006
P2=,0001
P3=,0001
P4=NS
P5=NS
P6=0,001

Total 157,0(325,0 |281,0|447,0 | 255,0|405,0 [39,75|62,25 | P1=0,001

Kolesterol P2=0,002

P3=0,0001
P4=NS
P5=NS
P6=NS

Trigliserid | 216,0 | 550,0 | 201,5|734,2 {281,01243,0|63,0 |146,2 | P1=0,001
P2=0,002
P3=0,0001
P4=NS
P5=NS
P6=0,001

Sonuglar 25-75 persentil degerleri olarak ifade edildi. P1: Metformin ve kontrol grubu arasinda,
P2: Adriamisin ve kontrol grubu arasinda, P3: Resveratrol ve kontrol grubu arasinda, P4:
Metformin ve adriamisin grubu arasinda, P5: Metformin ve resveratrol grubu arasinda, P6:
Adriamisin ve resveratrol grubu arasinda. P degerinin 0,05’ten kicik olmasi istatistiksel
anlamlilik olarak kabul edildi.
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Sekil-19: Grup 1,2 ve 3 te total kolesterol, albimin ve ftrigliserid degerleri
benzerdi ve kontrol grubuna gore yuksekti (p<0,05)

85



400,00

300,00

200,00

Serum Total Kolesterol

100,00

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil-19 devami: Grup 1,2 ve 3 te total kolesterol, albimin ve trigliserid
degerleri benzerdi ve kontrol grubuna gore yuksekti (p<0,05)
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Bobrek dokusunda dlgilen NUP 107 ve NUP 93’Un yuzdelik duzeyleri
Tablo-8'de, degerleri Sekil 20-21’de gosterilmigtir.

Tablo-8: Bobrek dokusu NUP 107, NUP 93 yuzdelik duzeyleri

Grup1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 P
(Adriamisin) (Resveratrol) (Metformin) (Kontrol)
%50 %50 %50 %50
(%25-%75) (%25-%75) (%25-%75) (%25-%75)
NUP 107 14,64 14,64 15,38 11,25 P1: 0,002
(13,04-1553) | (13,04-1553) | (13,15-16,85) | (7,95-12,70) |2 0003
(ng/ml) i
P3:0,01
P4: NS
P5: NS
P6: NS
NUP 93 8,27 8,52 5,67 4,72 P1: NS
(8,10-9,63) (4,62-6,64) (3,90-6,34) )
(7,01-9,15) P2: 0,009
(ng/ml) P3: 0,001
P4: NS
P5: 0,021
P6: NS

P1: Metformin ve kontrol grubu arasinda, P2: Adriamisin ve kontrol grubu arasinda, P3:
Resveratrol ve kontrol grubu arasinda, P4: Metformin ve adriamisin grubu arasinda, P5:
Metformin ve resveratrol grubu arasinda, P6: Adriamisin ve resveratrol grubu arasinda. P
degerinin 0,05’ten kiiglik olmasi istatistiksel anlamlilik olarak kabul edildi.

Grup 2 (resveratrol) ve Grup 3 (metformin) gruplarindaki siganlarin
bdbrek dokusundaki NUP 107 dizeylerinde Grup 1 (adriamisin)’'e gore anlamli
bir degisiklik bulunmadi. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3'deki NUP 107 duzeyleri
Grup 4’e gore anlamli dizeyde yuksekti. (sirasiyla 14,64 [13,04-15,53] ng/ml,
14,64 [13,04-15,53] ng/ml, 15,38 [13,15-16,85] ng/ml, 11,25[7,95-12,70])
ng/ml Grup 1 (adriamisin) vs Grup 4 (Kontrol): p=0,003 Grup 2 (Resveratrol)
vs Grup 4 (Kontrol): p=0,01; Grup 3 (Metformin) vs Grup 4 (Kontrol): p=0,002
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Sekil-20: Resveratrol ve Metformin tedavileri ile bébrek dokusundaki NUP 107
dizeylerinde adriamisin grubuna goére anlamh bir degisiklik bulunmadi.
Adriamisin resveretrol ve metformin grubundaki NUP 107 duzeyleri kontrol
grubuna goére anlamli dizeyde yuksekti. Resveratrol vs Kontrol: p=0,01;
Metformin vs Kontrol: p=0,002; Adriamisin vs Kontrol: p=0,003

Grup 1 (Adriamisin))de NUP 93 dizeyleri grup 4 (kontrol)e goére
anlaml olarak yuksekti ( sirasiyla 8,27 [7,01-9,15] ng/ml, 4,72 [3,90-6,34]
ng/ml). Resveretrol tedavisi ile NUP 93 duzeylerinde herhangi bir degisiklik
olmadi. Ancak mertformin ile tedavi edilen grup 2’'deki ratlarda NUP 93
dizeyleri grup 1(adriamisin)’e gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde fark
gostermese de daha dusuk bulundu. Metformin ile tedavi edilen ratlarda nup
93 duzeyleri azalarak grup 4 (kontrol) ile benzer hale geldi (sirasiyla 8,52
[8,10-9,63] ng/ml, 8,27 [7,01-9,15] ng/ml, 4,72 [3,90-6,34] ng/ml) Grup 1
(Adriamisin) vs Grup 4 (kontrol) p: 0.009; Grup 2 (Resveratrol) vs Grup 4
(kontrol) p: 0.001; Grup 3(Metformin) vs Grup 2(resveratrol) p: 0,02.
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Sekil-21: Grup 1(Adriamisin)de NUP 93 duzeyleri grup 4(kontrol)e gore
anlamli olarak yUksekti. Resveretrol tedavisi ile NUP 93 diuzeylerinde herhangi
bir degisiklik olmadi. Ancak mertformin ile tedavi edilen grup 3’deki ratlarda
NUP 93 duzeyleri grup 1(adriamisin)’e goére daha dusuk bulundu ve grup
4(kontrol) ile benzer hale geldi. Grup 1(Adriamisin) vs Grup 4(kontrol) p: 0,009;
Grup 2(Resveratrol) vs Grup 4(kontrol) p: 0,001; Grup 3(Metformin) vs Grup
2(resveratrol) p: 0,02; Grup 3(Metformin) vs Grup 4(Kontrol) p>0,05.
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Bobrek dokusunda olgulen Kaspaz 12 ve Kaspaz 3’Un yuzdelik
dizeyleri Tablo-9’da, degerleri Sekil-22 ve Sekil-23'te gdsterilmistir.

Tablo-9: Bobrek dokusu Kaspaz 12, Kaspaz 3 yuzdelik duzeyleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 P
(Adriamisin) | (Resveratrol) | (Metformin) (Kontrol)
%50 %50 %50 %50
(%25-%75) | (%25-%75) | (%25-%75) | (%25-%75)
P1: 0,004
KASPAZ 12 6,63 6,47 6,69 5,10 P2: <0,001
(ng/mi) (6,19-6,94) (6,04-6,85) (5,87-6,92) (4,38-5,63) |P3:0,005
P4: NS
P5: NS
P6: NS
NS
KASPAZ 3 48,00 47,78 47,26 47,73
(ng/ml) (46,37-48,17) | (46,37-48,05) | (45,32-48,12) | (46,46-48,13)

P1: Metformin ve kontrol grubu arasinda, P2: Adriamisin ve kontrol grubu arasinda, P3:
Resveratrol ve kontrol grubu arasinda, P4: Metformin ve adriamisin grubu arasinda, P5:
Metformin ve resveratrol grubu arasinda, P6: Adriamisin ve resveratrol grubu arasinda. P
degerinin 0,05’ten kiiglik olmasi istatistiksel anlamlilik olarak kabul edildi.

Resveratrol ve Metformin tedavileri ile grup 2 ve grup 3’teki siganlarin
bdbrek doku KASPAZ 12 dlzeyleri grup 4(kontrol)e gore yuksekti (sirasiyla
6,47 [6,04-6,85] ng/ml, 6,69 [5,87-6,92] ng/ml, 5,10 [4,38-5,63] ng/ml)
Resveretrol ve metformin tedavisi ile grup 2 ve grup 3’teki siganlarin kaspaz
12 dlzeylerinde herhangi bir degisiklik saptanmadi. Resveratrol vs Kontrol:
p=;0,005; Metformin vs Kontrol: p=0,004

90



p<0.001
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Sekil-22: Resveratrol ve Metformin tedavileri ile bdbrek doku KASPAZ 12
dizeyleri kontrol grubuna yuUksekti. Resveretrol ve metformin tedavisi ile
kaspaz 12 duzeylerinde herhangi bir degisiklik saptanmadi. Resveratrol vs
Kontrol: p=0,005; Metformin vs Kontrol: p=0.004

Calisma gruplarindaki siganlarin bobrek dokusu kaspaz-3 degerleri
arasinda anlamh bir fark saptanmadi (sirasiyla; 48,00 [46,37-48,17)]ng/ml,
47,78 [46,37-48,05] ng/ml, 47,26 (45,32-48,12) ng/ml, 47,73[46,46-
48,13]ng/ml, p>0,05).
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Sekil-23: Calisma gruplarindaki si¢ganlarin bdbrek dokusu kaspaz-3 degerleri
arasinda anlamli bir fark saptanmad..
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10’da, degerleri Sekil-24 ve Sekil-25'te gosterilmistir.

Tablo-10: Bobrek dokusu ATF 6, IRE 1 yuzdelik dizeyleri

Bobrek dokusunda olclilen ATF 6 ve IRE 1'in ylzdelik dizeyleri Tablo-

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Adriamisin) | (Resveratrol) | (Metformin) (Kontrol) P
%50 %50 %50 %50
(%25-%75) | (%25-%75) (%25-%75) | (%25-%75)
NS
ATF6 5,84 6,14 5,67 4,72
(ng/ml) (5,08-7,09) | (5,08-7,06) (4,62-6,64) |(3,90-6,34)
P1: NS
IRE 1 490,25 438,41 350,93 272,08 |P2=0,0001
P3: 0,031
(ng/ml) (452,65- (343,79- (333,73- (238,54- |P4=0,057
589,98) 466,62) 390,21) 341,43) Pgi Ng
P6: N

P1: Metformin ve kontrol grubu arasinda, P2: Adriamisin ve kontrol grubu arasinda, P3:
Resveratrol ve kontrol grubu arasinda, P4: Metformin ve adriamisin grubu arasinda, P5:
Metformin ve resveratrol grubu arasinda, P6: Adriamisin ve resveratrol grubu arasinda. P
degerinin 0,05'ten kiglk olmasi istatistiksel anlamlilik olarak kabul edildi.

Calisma gruplarindaki siganlarin bobrek dokusu ATF 6 degerleri
arasinda anlaml bir fark saptanmadi (sirasiyla; 5,84 [5,08-7,09] ng/ml, 6,14
[5,08-7,06] ng/ml, 5,67[4,62-6,64] ng/ml, 4,72 [3,90-6,34] ng/ml, p>0,05).
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Sekil-24: Calisma gruplarindaki sigcanlarin bébrek dokusu ATF 6 degerleri
arasinda anlamli bir fark saptanmadi

Grup 1(Adriamisin)de IRE 1 diizeyleri grup 4(kontrol)e gbre
yuksekti(sirasiyla 490,25 [452,65-589,98] ng/ml, 272,08 [238,54-341,43]
ng/ml) . Resveretrol ile tedavi edilen grup 2'deki ratlarda IRE 1 diizeyleri grup
1(adriamisin) ile benzerdi ancak grup 4(kontrol)’e goére yuksekti.(sirasiyla
438,41 [343,79-466,62] ng/ml, 490,25 [452,65-589,98] ng/ml, 272,08 [238,54-
341,43] ng/ml).  Metfromin ile tedavi edilen grup 3’teki ratlarda IRE 1
dizeyinde Grup 1(Adriamisin)e go6re dusls saptandi(saptana dusus
istatistiksel olarak anlamli olmasa da anlam dizeyi p=0,057 idi.) ve grup
4(kontrol) ile benzer hale geldi.( Sirasiyla 350,93 [333,73-390,21] ng/ml,
490,25 [452,65-589,98] ng/ml, 272,08 [238,54-341,43] ng/ml) Grup
1(Adriamisin) vs Grup 4(kontrol) p: <0,001; Grup2(Resveratrol) vs Grup
4(kontrol) p:0,031.
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Sekil-25: Grup 1(Adriamisinyde IRE 1 dizeyleri grup 4(kontrolye gdre
yiiksekti. Resveretrol ile tedavi edilen grup 2'deki ratlarda IRE 1 diizeyleri grup
1(adriamisin) ile benzerdi. Ancak grup 4(kontrol)’e gore yuksekti. Metfromin ile
tedavi edilen grup 3’teki ratlarda IRE 1 dizeyinde Grup 1(Adriamisin)’e gére
disUs saptandi ve grup 4(kontrol) ile benzer hale geldi. Grup 1(Adriamisin) vs
Grup 4(kontrol) p: <0,001; Grup2(Resveratrol) vs Grup 4(kontrol) p:0,31
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Korelasyon Analizleri

Adriamisin kullanilarak deneysel NS olusturulan siganlarda, gesitli
parametreler dlciimas ve skorlanmistir. Bu parametreler arasinda istatistiksel
olarak anlamli korelasyonlar bulunmustur.

Adriamisin ile deneysel NS olusturulan siganlarda (Grup 1,2 ve 3)
serum albumini ile NUP 93, NUP 107, IRE 1 ve KASPAZ 12 arasinda negatif
bir korelasyon bulundu ($ekil-26).
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Serum Albilimin

Sekil-26: Deneysel NS olusturulan ratlarda serum albimin dizeylerindeki
azalma, NUP 93, NUP 107, IRE 1, KASPAZ 12 artisi ile birliktedir.
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Sekil-26 devami: Deneysel NS olusturulan ratlarda serum albimin
duzeylerindeki azalma, NUP 93, NUP 107, IRE 1, KASPAZ 12 artisi ile
birliktedir.
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Sekil-26  devami: Deneysel NS olusturulan ratlarda serum alblimin

dizeylerindeki azalma, NUP 93, NUP 107, IRE 1, KASPAZ 12 artisi ile
birliktedir.

Adriamisin ile deneysel NS olusturulan siganlarda (Grup 1,2 ve 3)

NUP 93 ile IRE 1 ve KASPAZ 12 arasinda pozitif bir korelasyon bulundu (Sekil-
27).
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Sekil-27: Deneysel NS olusturulan ratlarda NUP 93 duzeylerindeki artig, IRE
1, KASPAZ 12 artisi ile birliktedir.
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Adriamisin ile deneysel NS olusturulan sigcanlarda (Grup 1,2 ve 3)
NUP 107 ile IRE 1 ve KASPAZ 12 arasinda pozitif bir korelasyon bulundu
(Sekil-28).
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Sekil-28: Deneysel NS olusturulan ratlarda NUP 107 duzeylerindeki artis, IRE
1, KASPAZ 12 artisi ile birliktedir.
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Adriamisin ile deneysel NS olusturulan siganlarda (Grup 1,2 ve 3) IREL1 ile
KASPAZ 12 arasinda pozitif bir korelasyon bulundu (Sekil-29).
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Sekil-29: Deneysel NS olusturulan ratlarda IRE 1 dlzeylerindeki artis
KASPAZ 12 artigi ile birliktedir.

Glomerdler, tibuler ve interstisyel hasar skorlari ile NUP-107, IRE-1

ve kaspaz-12 arasinda pozitif korelasyon saptandi (Sekil-30).
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Sekil-30: Deneysel NS olusturulan ratlarda IRE 1, KASPAZ 12, NUP 107 artisi
glomerduler, tubdler ve interstisyel hasar skoru artigi artigi ile birliktedir.
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Sekil-30 devami: Deneysel NS olusturulan ratlarda IRE 1, KASPAZ 12, NUP
107 artigi glomeruler, tubuler ve interstisyel hasar skoru artigi artigi ile
birliktedir.
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Sekil-30 devami: Deneysel NS olusturulan ratlarda IRE 1, KASPAZ 12, NUP

107 artisi glomeruler, tubuler ve interstisyel hasar skoru artigi artigi ile
birliktedir.
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Sekil-30 devami: Deneysel NS olusturulan ratlarda IRE 1, KASPAZ 12, NUP
107 artisi glomerdler, tubller ve interstisyel hasar skoru artigi artisi ile
birliktedir.
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Sekil-30 devami: Deneysel NS olusturulan ratlarda IRE 1, KASPAZ 12, NUP
107 artigi glomeruller, tubuler ve interstisyel hasar skoru artigi artisi ile
birliktedir.

Serum albimin ile glomertler, tibuler ve interstisyel hasar skoru

arasinda negatif bir korelasyon bulundu ($ekil-31).
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Sekil-31: Deneysel NS olusturulan ratlarda glomerdler, tibdler ve interstisyel
hasar skoru artisi serum albimin azalisi ile birliktedir
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Sekil-31 devami: Deneysel NS olusturulan ratlarda glomeriler, tibuler ve
interstisyel hasar skoru artigi serum albumin azaligi ile birliktedir.

106



Regresyon Analizi
Serum albimin, total kolesterol, trigliserid ve glomeriler, tabuler ve
interstisyel hasar skorlari Gzerindeki regresyon analizi sonuglari Tablo-11'de

gOsterilmistir.

Tablo-11: Serum albimin, total kolesterol, trigliserid ve glomerdler, tibuler ve
interstisyel hasar skorlari Uzerindeki regresyon analizi sonuglari.

Degisken Belirleyiciler Beta t p
Tubuler Hasar Skoru - 0,878 - 8,002 <0,001
Serum Kaspaz-12 20,675 | -3,993 | <0,001
Alblmin
Tlbuller Hasar Skoru 0,788 5,579 <0,001
Serum Total
IRE-1 0,558 2,931 0,009
Kolesterol
interstisyel Hasar Skoru | 0,736 4,732 <0,001
Serum
IRE-1 0,545 2,833 0,011
Trigliserid
Kaspaz -12 0,522 2,316 0,034
Glomeruler
NUP -107 0,405 2,292 0,036
Hasar
Skoru
Tabdler Kaspaz -12 0,849 4,912 <0,001
Hasar
Skoru
IRE-1 0,724 4,571 <0,001
interstisyel Kaspaz -12 0,742 4,094 <0,001
Hasar NUP-93 0,561 2,557 0,020
Skoru
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Regresyon analizine gore, serum albumin seviyelerini etkileyen en
gugli faktor glomeruler hasar skorlariydi. Ayrica, Olgllen parametreler
arasinda serum albumin seviyeleri Uzerinde en onemli etkiye sahip olan

protein caspase-12 idi. (Sekil-32).

Serum Albumin

Serum Albimin

Sekil-32: Regresyon analizine goére, glomerller hasar skorlari ile serum
albUimin seviyeleri, serum alblmin seviyeleri ile kaspaz-12, tubular hasar skoru
ile kaspaz 12 ve interstisyel hasar skoru ile IRE 1 arasindaki iligki
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Sekil-32 devam: Regresyon analizine goére, glomeriler hasar skorlari ile
serum albumin seviyeleri, serum albumin seviyeleri ile kaspaz-12, tubular
hasar skoru ile kaspaz 12 ve interstisyel hasar skoru ile IRE 1 arasindaki iligki

Tablo-12’de sunulan korelasyonlar, deneysel ¢alismanin sonuglarini

daha iyi anlamamiza yardimci olabilir.
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Tablo-12: Deneysel nefrotik sendrom olusturulan siganlarda oélgulen / skorlanan parametreler arasindaki korelasyonlar.

KASPAZ-3 | KASPAZ-12 | NUP-93 | NUP-107 | ATF-6 IRE-1 GLOMERUL | TUBULER | INTERSTISYEL | SERUM
DOKU DOKU DOKU | DOKU DOKU DOKU HASAR HASAR HASAR ALBUMIN
(r/p) (r/p) (r/p) (r/p) (r/p) (r/p) SKORU SKORU SKORU (r/p)
(r/p) (r/p) (r/p)

KASPAZ-3

DOKU

KASPAZ-12 0,625 [0,759 0,656 0,730 0,780 0,790 0,738 -0,657
DOKU 0,002 |<0,001  |o,001 <0,001  |<0,001 <0,001 <0,001 0,001
NUP-93 0,625 0,470 0,744 0,634 0,459 0,500 0,520 -0,547
DOKU 0,002 0,032 <0,001 0,002 0,036 0,021 0,016 0,01
NUP-107 0,759 0,470 0,437 0,708 0,756 0,685 0,685 10,611
DOKU <0,001 0,032 0,048 <0,001  |0,001 <0,001 <0,001 0,003
ATF-6 , 0,656 0,744 (0,437

DOKU 0,001 <0,001 (0,048

IRE-1 0,730 0,634 [0,708 0,723 0,701 0,759

DOKU <0,001 0,002 0,001 <0,001 <0,001 <0,001

GLOMERUL 0,780 0,459 [0,756 0,723 0,930 0,936 0,775
HASAR <0,001 0,036 (0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
SKORU

TUBULER 0,790 0,500 [0,685 0,701 0,930 0,935 0,826
HASAR <0,001 0,021  |<0,001 <0,001  |<0,001 <0,001 <0,001
SKORU

iINTERSTISYEL 0,738 0,520 |0,685 0,759 0,936 0,935 0,795
HASAR <0,001 0,016  [<0,001 <0,001  [<0,001 <0,001 <0,001
SKORU
SERUM -0,657 0,547 0,611 0,775 0,826 0,795
ALBUMIN 0,001 0,01 0,003 <0,001 <0,001 <0,001
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Patolojik Degerlendirmeler

Adriamisin  kullanilarak deneysel nefrotik sendrom yaratilan
si¢canlardan alinan bobrek doku oOrnekleri, tubuler hasar derecelerine gore

puanlandirildi ve patolojik agidan degerlendirildi.

Resveratrol ile tedavi edilen Grup 2’deki sicanlarin glomerller hasar
puanlari (ortanca 0, en dusuk 0, en yuksek 0), adriamisin grubundaki siganlarin
glomertuler hasar puanlarina (ortanca 1,72; en dusuk 1, en yuksek 3) kiyasla
belirgin bir sekilde daha dusuktl (p=0,0001; $ekil-33). Ayni sekilde, metformin
ile tedavi edilen Grup 3’teki sicanlarin glomeriler hasar puanlari (ortanca 0,28
en dusuk 0, en yuksek 1), adriamisin grubundaki siganlarin glomeriler hasar
puanlarina (ortanca 1,72; en dusuk 1, en ylksek 3) kiyasla istatistiksel olarak
onemli 6lgide daha dusukta (P=0,002; Sekil-33).
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Sekil-33: Resveratrol ve metformin ile tedavi edilen siganlarin glomerul hasar
skorlari, tedavisiz gruba gére anlamh olarak daha dusik bulundu (sirasi ile
p=0,0001 ve p=0,002).

Deney gruplarinda yer alan siganlarin tubulus hasar puanlari arasinda

belirgin bir fark bulunmadi (Grup 1: 2,9, en dusuk 2, en yuksek 3 / Grup 2: 2,6,
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en dusuk 2, en ylksek 3 / Grup 3: 3, en dusik 3, en yuksek 3 ve p=0,109)
(Sekil-34).
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Sekil-34: Resveratrol ve metformin tedavileri ile tibuler hasar skorunda bir
iyilesme gozlenmedi (p>0,05).

Grup 2’deki siganlar, resveratrol tedavisi gorduler ve interstisyum
hasar skorlari (2,1; en dusuk 1, en yuksek 3) ile tedavi gormeyen Grup 1’deki
siganlarin glomeruler hasar skorlari (1,6; en dusik 1, en yuksek 3) arasinda
belirgin bir fark bulunmadi (p=0,133; Sekil-35). Ancak, Metformin tedavisi alan
Grup 3'teki siganlarin interstisyum hasar skorlari (1; en dusuk 1, en yuksek 1),
Grup 1’deki tedavi almayan siganlarin glomeruler hasar skorlarina (1,6; en
dusuk 1, en ylksek 3) kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha dusik
bulundu (p=0,04; Sekil-35). Ayrica, Metformin tedavisi gbren siganlarin
interstisyum hasar skorlari (1; en dusuk 1, en yuksek 1), resveratrol tedavisi
alan siganlarin skorlarina (2,1; en dusuk 1, en ylksek 3) kiyasla daha fazla
iyilesme gosterdi (p=0,001; Sekil-35).
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Sekil-35: Metformin tedavisi ile interstisyum hasar skorlarinin, tedavisiz gruba
gore (Grup 1) daha dusuk oldugu saptandi. Grup 3 vs Grup 1 (p=0.04) ve Grup
3 vs Grup 2 (p=0,001).

Bobrek kesitlerinde kontrol grubunda normal renal vyapilar
bulunmaktadir (Sekil-36). Adriamisin uygulanan birinci grupta, siganlarin
bobreklerinde mezengial genigleme, iskemik kollaps, tubullarda su toplamasi,
bazal membranin kalinlasmasi ve interstisyel inflamasyon belirlendi (Sekil-36).

Resveratrol ve metformin uygulanan gruplarda, tubullarda su
toplamasi ve interstisyel 6dem ve inflamasyon tespit edildi (Sekil-36). Ancak,
bu gruplarda adriamisinin neden oldugu glomeruler iskemik kollapsin duzeldigi
goruldu. Deney ve kontrol gruplarinin patolojik kesitlerinde herhangi bir

vaskuler patolojiye rastlanmadi.
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Sekil-36: Grup 1 (adriamisin) icin patolojik inceleme: Adriamisin uygulanan
gruptaki preparatta, mezengial genisleme, tubullarda su toplamasi, iskemik
kollaps, interstisyel inflamasyon ve bazal membranin kalinlagsmasi
belirlenmistir. Ok isaretleri ile belirtilen bolgelerde glomertler iskemik kollaps
gorulmektedir. Grup 2 (resveratrol Grubu) icin patolojik inceleme: Resveratrol
uygulanan gruptaki preparatta, interstisyel inflamasyon ve tubullarda hidropik
dejenerasyon belirlenmistir. Grup 3 (Metformin grubu) i¢in patolojik inceleme.
Preparatta, tubuluslarda hidropik dejenerasyon belirlendi ayrica,
interstisyumda 6dem ve inflamasyon da gézlendi. Grup 4 (kontrol) igin patolojik
inceleme: Kontrol grubunun kesitlerinde normal bobrek histolojisi belirlenmistir.
Masson trikrom boyasi ile boyanan grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4’te fibrozis
saptanmadi.

Bobrek dokusunda resveratrol ve metformin tedavisi ile glomerdller,
tubdller ve interstisyumdaki patolojik degisiklik (sag sttunda periyodik asit
Schiff boyamalari, sol sutunda hematoksilen ve eozin boyamalari). Grup 1'e
ait preparatta mezangial genisleme, iskemik kollaps, tubullerde hidropik
dejenerasyon, bazal membran kalinlasmasi ve interstisyumda inflamasyon
g6zlendi. Grup 2 ve 3'te tubullerde hidropik dejenerasyon saptandi. Calisma
gruplarinda herhangi bir vaskuler patoloji ve fibrozis ve saptanmadi.
Sicanlarda sadece metformin tedavisi ile interstisyel inflamasyonun azaldigi

goruldu.
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TARTISMA

Nefrotik sendrom, proteinlerin idrara hasarli glomeruller yoluyla
gecgmesi ile olusan bir glomerulopatidir. Nefrotik sendrom gelismesinden
edinsel ve genetik glomerdler filtrasyon bariyer kusurlari, T ve B hicrelerinde
immun disregulasyonla ve permeabilite artirici faktérler sorumlu tutulmaktadir.
BUtln bunlara ek olarak apoptozisin 6nemli bir podosit hasar mekanizmasi
oldugu ileri surtlmektedir (369-372). Calismamizda adriamisin ile deneysel
nefrotik sendrom olusturarak sigcan bdbrek dokusunda apoptotik ortak yolun
son dgesi olan kaspaz-3 duzeylerini 6lgtik. Deneyimizde Grup 1’deki bébrek
doku kaspaz-3 duzeyleri kontrol grubu ile benzerdi. Anti apoptotoik Yes-
associated-protein’in FSGS’deki rolinu inceleyen ve adriamisin ile ratlarda
nefrotik sendrom olusturulan bir gcalismada bdbrek doku kaspaz 3'Un protein
ekspresyonun artis saptanmistir (373). Citral (3,7-dimethyl-2,6-octadienal),
Epigallocatechin-3-gallate ve Osthole’lun, anti apoptotik etkilerinin incelendigi
deneylerde de doku kaspaz 3 duzeyleri kontrol grubuna goére yuUksek
bulunmustur (374-376). Bu calismalarin aksine deneyimizde bdbrek doku
kaspaz-3 duzeylerinin kontrollerle ayni olmasinin nedenleri goyle 6zetlenebilir:

(i) Apoptozis adriamisin ile ile proteinuri olugsmasinda kritik bir 6neme
sahip olmayabilir. Adiriamisn ile ilskili proteinliri temel olarak endotelin-A
reseptoru aktivasyonu tarafindan indiklenen ve podositlerde beta-arrestin-1'in
artmasina neden olan beta-katenin aktivitesine baghdir. Beta-katenin, P-
kadherini podosit yarik diyaframindaki hucre iskeletine yerlestiren bir
proteindir. Proteinuri ayrica nefrin, podosin ve sinaptopodin ekspresyonunun
azalmasiyla da iligkilidir (100). Podositlerde apoptozisin dayanaklari, kaspaz-
3 olgimlerine ve ‘terminal deoxynucleotidyl transferase—mediated dUTP nick
end-labeling’ yontemi (TUNEL) ile elde edilen bilgilere dayandirilmaktadir.
Aslinda apoptozun en guvenilir kaniti elektron mikroskobu ile apoptotik
cisimlerin saptanmasidir (deneyimizde bu tur bir calisma yapilmamistir) (377).
Ancak bugune kadar in vivo hi¢bir galismada podositlerde apoptotik cisimlerin

varligi gosterilememigtir (378). Glomerul bazal membranindan ayrilan

116



podositlerin genellikle yasadigi ve kultirlenebildigi belgelenmistir (379). Bu
bulgular apoptozun podosit dekolmaninin énemli bir nedeni olmadigini
g6stermektedir. Anoikis, otofaji, nekroptozis veya mitotik katasrofi gibi diger
hicre 6lumu tarleri, in vivo podosit dlumUunin daha olasi nedenleri olabilirler
(380). Ustelik adriamisin, bir diger hiicre 6lim modu olan piroptozu
uyarabimektedir.

(i) Adriamisinin bobrekler bir diger patolojik etkisi oksidatif stres ve
demir antrasiklin serbest radikallerinin olusumu olabilir: boébrek GSH
dizeylerinde azalma ve MDA duzeylerinde artisin histopatolojik degisimlerle
paralel seyrettigi, renal COX-2 dlzeylerinde artis oldugu ve bu durumun
mezanjiyal hlcreleri apoptoza karsi koruyabildigi gosterilmistir (381-383).

(i) Grup 1’'deki siganlarda bobrek doku kaspaz-3 duzeylerinin
kontrollerle benzer dusuk ve/veya hafif aktive kaspaz-3'Un koruyucu
etkilerinden kaynaklanabilir (384).

ic ve dis apoptozis yolunda kaspaz-3'lin aktivasyonu programli hiicre
oliumuna baslatirken, hafif stresli hlcrelerde dusuk kaspaz aktivitesi seviyeleri,
hicre 6limune karsi koruma saglayabilir. Bu hulcrelerde, dusuk kaspaz-3
aktivitesi, anti-apoptotik Akt kinazin aktivasyonu, mTOR veya NF-KB uyarisi
ile hacrelerin  hayatta kalmasini destekleyebilir. Aktive edilmig Akt,
proapoptotik molekulleri inaktive ederek kaspaz aktivitesinin daha fazla
amplifikasyonunu da oOnler (384). Nefrotik sendromlu hastalarda apoptozu
dizenleyen toksik olmayan spesifik ilaglar bulunmamaktadir. Deneyimizde
resveratrol ve metformin ile tedavi edilen siganlarda bobrek doku kaspaz-3
duzeylerinin, Grup 1 ve kontrol grubu ile benzer oldugunu bulduk. Bu
verilerimiz resveratrol ve metforminin nefrotik sendromda renal doku kaspaz-
3’Unltn  dlzeylerini  dusurmek yolu ile renoprotektif bir etki
gOsteremeyebilecegine isaret etmektedir. Resveratrolin apoptozis disindaki
etkiler yolu ile renoprotektif etkileri oldugunu gosteren sinirli sayida galismalar
bu verilerimizi desteklemektedir. Sisplatin ve kadmiyum ile yapilan deneylerde
resveratrolin renal tubuler hicrelerde kaspaz-3’Un protein ekspresyonu
azalttigi gosterilmis ise de, sigan ve podosit hiicre deneylerinde, resveratrolin

koruyucu etkisinin oksidatif stresi bloke etmek ve adhezyon molekullerini
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artirip, a-SMA protein seviyelerini azaltmak yolu ile olustugu gdsterilmistir
(384, 385). Bir baska adriamisin ile olusturulan nefrotik sendrom ¢alismasinda
resveratrollin renoprotektif etkisinin inflamasyon ve anti-fibrozisi C3aR/C5aR-
Sphingozin Kinaze 1 yolagi Uzerenden engelledigi bulunmustur (386). ER
protein sentezi, post-translasyon modifikasyon, protein katlama ve tasimasi,
oligomerizasyon, lipid anabolizmasi, kalsiyum depolanmasi ve dizenlenmesi
ve sinyal iletiminin eas bolgesidir. ER stresi ile ER [Umeninde katlanmamis ve
yanhg katlanmis proteinlerin birikmesi ve kalsiyum homeostazisi ile lipid
sentezinde dengesizlik olusur. Ancak, katlanmamis protein tepkisi, ER ile
iliskili bozunma ve ER ile iligkili otofaji veya ER-fagi dahil olmak Uzere cesitli
koruyucu mekanizmalar, homeostazi yeniden saglamak icin ER stresi
sirasinda aktive edilirler (387). UPR yaniti IRE1a, PERK ve ATFG6 yollari dahil
olmak Uzere uU¢ kanonik UPR sensorl tarafindan baslatilir. Stres altinda
GRP78, ER'den ayrilmasi ile PERK ve ATF-6'yi aktive olur. Ancak U¢ sensor,
ER protein yukune bakilmaksizin lipotoksik stres altinda etkinlestirilir (388).
Artan kanitlar, ER homeostazinin duzensizliginin bobrek iltihabi ve fibrozisini
tetikleyerek bobrek hastaliklarinin  baslamasina ve ilerlemesine katki
sagladigini gostermektedir (389). Sunulan calismamizda deneysel nefrotik
sendrom olusturarak, bobrek IRE-1 ve ATF-6 duzeylerini Olgtik. Bobrek IRE-
1 dlzeylerinin metformin ve resveratrol tedavileri ile olan degisimlerini ve
nefrotik sendromun biyokimyasal parametreleri ile olan iligkilerini arastirdik.
Deneyimizde Grup 1’deki sicanlarda bdbrek doku IRE-1 duzeylerinin kontrol
grubuna gore yuksek oldugunu ancak ATF-6 duzeylerinin tim c¢alisma
gruplarinda benzer oldugunu bulduk. Calismamiz adriamisin ile
olusturdugumuz nefrotik sendrom modelinin, olasilikla bu deneyin yansittigi
klinik FSGS’de yanlis protein katlanma yanitinin (UPR) olustugunu ve bunun
IRE-1 yolu ile meydana geldigini gostermektedir. Adriamisinin indukledigi
olusan nefrotik sendromda UPR yaniti ATF-6 sensorinun uyarisi ile meydana
gelmemektedir. Genel olarak nefrotik sendrom ve tunikamisin veya iskemi-
reperflizyonun neden oldugu akut bébrek hasarinin fare modellerinde
podositlerde veya renal tubuler hucrelerde ER stresinin varligi gosterilmistir

(390). Benzer sekilde monogenetik nefrotik sendrom hastalarinda da ERS
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bulunmaktadir (391). Ornegin Cybulsky ve arkadaslar, K256E a-aktinin-4
transgeninin podosit 6zgu ekspresyonunun, mutant proteinin ubikitinasyonu ve
ubikitin-proteazom sisteminin bozulmasiyla iligkili olan podosit ER stresini
indUkledigini bulmuslardir (392). Puromisin aminonukleozid podositotoksini ile
yapilan deneysel bir nefrotik sendrom modelinde puromisin aminonukleozidin,
esas olarak ATF6 ve kaspaz-12 yollari yoluyla podosit ER stresi indukledigi,
bunun oksidatif stres yoluyla apoptozu uyardigi ve PI3-kinaz anti-apoptotik
sinyalini inhibe ettigi saptanmistir (393). Glomertler epitel hiicre hasarinda
endoplazmik retikulum katlanmamis protein yanitinin rolindn incelendigi bir
deneysel calismada kompleman kaynakli protein sentezinin azalmasinin
PERK'a bagimli translasyon baslatma faktoérl 2-alfanin fosforilasyonu yoluyla
oldugu saptanmigtir (392). PERK-null farelerden elde edilen fibroblastlar,
kompleman aracil toksisiteye kargi artan bir duyarlihda sahiptirler. Minimal
degisiklik hastaliginda biyopsilerde UPR araci molekuli XBP1'in
transkripsiyonunda artis olmasi bu hastalik sirasinda da ERS bulunduguna
isaret etmektedir (394). XBP1'in artisi minimal degigiklik hastaliginda IRE-1
yolaginin aktif oldugunu desteklemektedir. Bobrek biyopsi incelemelerinde ise
minimal degisiklik hastahgi, FSGS ve membrandz nefropati, proapoptotik
protein CHOP'un artan ekspresyonu ile iligkilendirilmistir ki CHOP, Bcl-2'nin
inhibisyonu yoluyla apoptozu induklemektedir. Bu artis her Ug yolagin (PERK,
ATP-6 ve IRE-1) da minimal degisiklik hastaligi, FSGS ve membrandz
nefropatide aktif oldugunu goéstermektedir (395). Ancak CHOP'un ER olmayan
stres yollari yoluyla da dizenlenebilecedi unutmamak gerekir.  Proliferatif
glomerulonefritterde ERS mekanizmasi agik degildir. Son zamanlarda
proliferatif glomerulonefritlerde sitokinlerin, nitrik oksitin ve reaktif oksijen
turlerinin Uretiminin ERS stresini tetikledigi rapor edilmistir. Aktivasyon, ATF6,
IRE1 veya PERK'n yani sira protein kinaz Akt'yi, sitozolik kalsiyum
konsantrasyonundaki degisiklikleri ve reaktif oksijen turlerinin olusumunu
icerebilmektedir. ER stresi erken asamada NF-kB'yi aktive edebilir, daha
kronik ER stresi potansiyel olarak NF-kB aktivasyonunu inhibe eder (396). iki
tarafli renal arter klemplenmesi ile iskemi-reperfiuzyonun olugturuldugu bir fare

modelinde IRE1/JNK vyolunun, akut bobrek hasarinin neden oldugu
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inflamatuar sitokinleri dizenledidi, ge¢ asamalarda glomerillerde renal
ekstrasellular matriks Uretimini aktive etmeye devam ettigi ileri sturGimustir
(233). Verilerimiz bir FSGS prototipi olan adriamisin ile indiklenmis nefrotik
sendromunda IRE-1 yolunun aktif olarak c¢alistigini gostermektedir. IRE-1
yolunun aktive olmasinin 4 temel sonucu vardir: ER protein katlanma
kapasitesinde artis ve yanlis katlanmig proteinlerin ER'den sitozole geri
translokasyonu, sitozolde ubiquitinasyonlari ve 26S proteozomlari tarafindan
parcalanmasi; mMRNA ve miRNA bozulmasina neden olarak ER Iimenine
gegen protein miktarinda azalmaya; TRAF-2 aracili apotozis (kaspaz-3
aktivasyonu) ve JAK aracil otofaji ve BcL2 inaktivasyonu/Bax aktivasyonu; ve
NF-kB aktivasyonu ile inflamasyon. Ayrica IRE-1 kaspaz-12'yi dogrudan aktive
eder. Deneyimizde IRE-1 artisinin yanisira, Grup 1,2 ve 3’ teki siganlarda
kontrol grubuna gére kaspaz 12 diizeylerinin de arttigini bulduk. Ustelik IRE-1
ve kaspaz-12 arasinda pozitif ydnde bir korelasyon vardi. Bulgumuz adriamisin
ile indiklenmis nefrotik sendromda (ve olasilikla klinik FSGS’de) IRE-1’in
kaspaz-12’yi aktive ettigini gostermektedir. Ancak kaspaz-12 akvisayonu,
kaspaz yolaginin son basamagindaki kaspaz-3 aktivasyonu ile
sonuglanmamaktadir. Deneyimizde tum calisma gruplarinda bobrek doku
kaspaz-3 duzeyleri benzerdi. ER stresinin aracilik ettigi apoptoz icin Bax,
hdcre ici kalsiyum akisi ve kaspaz-12 uyarilarinin hepsinde (aktivasyonunda)
mitokondriden sitokrom-c salinir ve apoptozom olusumu meydana gelir.
Sonugta tim bu uyarilar kaspazlarin aktivasyonu ile sonuglanmaktadir.
Boylece denebilir ki hangi uyari yolu ile olursa olsun adiramisin ile olusturulan
nefrotik sendromda apoptosis olmayabilir. Calismamizda zaten ATF-6 tum
gruplarda benzerdi. Sonu¢ olarak, apoptozis eledigimizde, AINS’de ERS
uyarisi ER protein katlanma kapasitesinde artis, yanhs katlanmis proteinlerin
proteozomlar tarafindan pargalanmasinda artis, ER Iimenine gegen protein
miktarinda azalma ve NF-kB aktivasyonu sonucu inflamasyon ile sonuglaniyor
gibi gérinmektedir. ERS iligkili kaspaz aktivasyon asamasi henlz net olarak
tanimlanmadigi dikkate alindiginda, deneyimiz adiramisin ile olusturulan
nefrotik sendromda IRE-1-kapaz-12-kaspaz-3 baglantisini ile ilgili yeni veriler

saglamaktadir. Ote yandan Kaspaz-12 yalnizca kemirgenlerde eksprese edilir
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¢Unkl insan homologu, evrim sirasinda c¢esitli mutasyonlar nedeniyle
susturulmustur. Henlz netlik kazanmasa da kaspaz-4’in, memelilerde
kaspaz-12'nin iglevini yerine getirebilecegi dusunulmektedir (397). Yani
kaspaz-12 icin henlz kesin bir substrat veya insan ortologu tanimlanmadigi
icin ER stresinin neden oldugu apoptozda bu kaspaz-12’'nin ortak baglatici
olmasini zorlastirmaktadir. Bu durumda insanlarda kaspaz-4 kaspaz-12 olarak
ele alinsa bile, kaspaz-4’Un kaspaz-8’i ve sonra da kaspaz-3 yolunu uyarmasi
beklenir. Ya da kaspaz-8’in aktive olmasi ya Bax uyarisi ile veya Bap31
molekulinl aktive etmesi ile ER’den mitokondriye kalsiyum girigi yolu ile
mitokondrilerden sitokrom ¢ salinmasina ve yine son ortak yol olan kaspaz-
3’'Un artigina neden olmasi gerekmektedir. Baska olasi bir mekanizmanin da
kaspaz-3 artisi ile sonuglanmasi olasidir: mitokondride prokaspaz-8-Bap31-
UPR ile indUklenen CDIP1 komplexi kaspaz-8’in aktivasyonuna, daha sonrada
bu aktivasyon ile Bax ile sitokrom c salinimi, kaspaz-3 artisi ve sonugcta
apoptozis gerceklesir (398). Boylece tum bu olasi mekanizmalar icin olsa bile,
deneyimiz AINS’de IRE-1 ve ve ATF-6 (ve bu deneyde calisiimamis olan
PERK yolu) uyarisi ile kaspaz-3 artisi olmadidini ve apoptozis gelismedigini
dusundurmektedir.

ATF6, 90 kD ER membran proteini, ER’den Golgi'ye gecer ve burada
S1P, S2P proteazlar tarafindan pargalanir, aktif bir transkripsiyon faktoru
halini alarak (p50 ATF6) cekirdege girer ve UPR genlerinin ekspresyonunu
dizenler. Calismamizda tim deney gruplarinda ATF-6’nin bdbrek doku
dizeylerinin benzer oldugunu ve resveratrol yada metformin tedavileri ile bu
dizeylerin  degismedigini  saptadik. Literatirde @ ATF6'nin  bdbrek
hastaliklarindaki rolu ile ilgili ¢cok az sayida c¢alisma mevcuttur. Jao ve
arkadaglari, p50 ATF6a'nin asiri ekspresyonunun, lipid metabolizmasinin ana
dizenleyicisi olan peroksisom proliferator aktiveli reseptdr-a ekspresyonunu
azalttigini, yag asidinin B-oksidasyonunu baskiladigini ve bdylece insan HK-2
proksimal tibuler hucre hattinda asiri lipid damlaciklari olusumuna buna bagl
olarakta mitokondriyal islev bozukluguna, apoptoza ve renal pro-fibrotik
genlerin ekspresyonunda artma saptanmigtir (399). Hem hucre kaltiri hemde

sican deneylerinde lipotoksite ile iligkili olarak ATF6a'nin nifedipinden
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etkilenen tek ER Stres yolagi oldugunu ve ayni zamanda CHOP ve kaspaz 3-
7 ve 12 diUzeylerinde artiglar saptanmigstir. Yazarlar hipertansiyonu olan KBH
hastalarina nifedipin tedavisinin uygulanmamasi gerektigini ileri sirmuglerdir
(400). PERK ve IRE-1 iki yoldan ziyade ATF6 yolunun, oksidasyon protein
artnlerinin indukledigi insan proksimal tibuler hicre hipertrofisine ve epitelyal-
mezenkimal gegise aracilik ettigi saptanmistir (401). Sunulan ¢alismamizda
ATF-6 duzeyleri ile serum albumin, total protein, kolesterol, glomerular, tubular
ve intersitisyel hasar skorlari arasinda herhangi bir korelasyon saptamadik.
Regresyon analizinde de ATF-6’'nin herhangi bir 6lgime veya hasar
skorlamasina istatisriksel olarak anlamli dl¢ltde etkili oimadigini bulduk. Sonug¢
olarak AINS’de hiperlipidemi nedeni ile lipotoksisite ile birlikte UPR olmasina
ragmen, ATF-6 yolagl kullanmamaktadir ve bu yolak araciligi ile ERS’nin
etkilerini azaltiyor gibi gérinmemektedir.

Literatlr bilgilerimiz 1s1ginda, metforminin adriamisin ile olusturulan
nefrotik sendrom modelindeki etkisi ile ilgili yayinlanmis sinirli sayida makale
bulunmaktadir. Bircok makalede metforminin renoprotektif etkileri genellikle
diyabet ile iligkili olamak Uzere, anormal otofajiyi, endoplasmik retikulum stres
ve lipotoksisite dizeltmesine baglanmistir (340). Metforminin siganlarda
adriamisin kaynakh nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkisinin arastiriidigi bir
calismada metformin ile tedavi edilen siganlarda tedavi edilmeyenlere gore
serum TNF-a, bébrek MDA dlzeyleri ve kaspaz-3 immun ekspresyonunda
azalma saptanmistir (402). Lahoti ve arkadaslar adriamisin uygulanan
sicanlarda pro-apoptotik APAF-1, Kaspaz-3, Bax ve Bad proteinlerinin
ekpresyonunda artis oldugunu rapor etmiglerdir (403). Ratlarda olusturulan bir
diabetik nefropati modelinde hipergliseminin kaspaz-3'u artirdig1 bulunmustur
(367). Albumin ile olusturulmus renal tibuler hasar modelinde, metforminin
tubuler hiicrelerde kaspaz-3’u azalttigi saptanmistir (404). Calismamiz da ise
renal doku kaspaz-3 duzeyleri metformin tedavisi ile herhangi bir degisim
gostermemigtir. Bu durumun nedenleri adriamisin ile olusturulan nefrotik
sendrom patogenezinde yukarida anlatildiyi gibi apoptozisin ana faktor
olmamasi; metformininin anti-apoptotik etkiden ¢ok, santral podosit

proteinlerinin ekspresyonunu iyilestirmesi, aktin hucre iskeletinin dinamiklerini
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dizenlemesi, otofajiyi aktive etmesi, TGF-B'nin renal ekspresyonunun
azaltmasi ile fibrozisin ve makrofaj migrasyon inhibitér faktér aracili podosit
inflamasyonunu azaltmasi olabilir (405). Metforminin UPR yolundaki temel
molekulleri nasil inhibe ettigi bilinmemektedir (340). Dahasi metforminin ER
stresi Uzerindeki etkisi doza, mudahale bigcimine ve yaralanma siddetine bagl
olabilir ve adaptif UPR'nin metformin tarafindan zamansiz inhibisyonu
sitotoksik etkileri tetikleyebilir (406). Calismamizda metforminin IRE-1
duzeylerini azaltmasi, IRE-1 diUzeyleri ile serum albumin arasindaki negatif;
intersitisyel hasar skoru ile olan pozitif korelasyonlarin varligi, metforminin
renoprotetktif etkisinin endoplazmik retikulum stresini IRE-1 yolagini
kullanarak azaltmak yolu ile meydana gelebilecegine isaret etmektedir.
Metformin koroner arter endotel hucrelerinde hem tunikamisin veya
hiperglisemik durumlarin neden oldugu ER stresini azalttigi ve bunu IRE1a ve
PERK fosforilasyonunun yani sira ATF6 ve GRP78 ekspresyonunu
baskilamak yolu ile gerceklestirdigi rapor edilmistir (407). Patofizyolojik agidan,
bdbrek doku IRE-1 dizeylerinin azaltiimasi tubuler epitel hicrede ER stres
kaynakli epitel-mezenkimal gegisin ve inflamatuar yanitlarin da azalmasini
saglayarak fibrotik yeniden sekillenmeyi iyilestirdigi 6ne strtlmustir (408).
CUnkl uzun sureli ER stresi NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu saglayarak
cesitli inflamatuar yanitlari (NF-kB ve MAPK-JNK induksiyonu, interferon-3, IL-
23, IL-1B ve IL-18 sitokinlerin salinimi) indukleyebilir (409). ER stresi,
albuminiri kaynakli inflamazom aktivasyonunda da énemli bir rol oynuyor gibi
gérinmektedir (410). Calismamizda goOsterdigimiz metformin ile IRE-1
azalmasinin ve bu azalma ile iligkili korelasyonlarimiz bu goérusu
desteklemektedir. Ote yandan IRE-1 inhibisyonunun iskemik akut bdbrek
hasarinda ferroptozu azaltarak akut bobrek hasarinda renal tubuler epitel
hicrelerinde ferroptozu hafifletmek vyolu ile de renoprotektif etkiler
gosterebilmektedir (411). Metforminin IRE-1'i azaltmasinin olusturdugu
renoprotektif etkiler ek olarak ferroptozu azaltmis olmasi ile de ilgili olabilir. Bir
batin olarak ele aldigimizda, sonuglarimiz IRE-1’i hedeflemenin, nefrotik

sendrom i¢in potansiyel bir terapotik yaklasim olabilecegini dusundirmektedir.
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Resveratrol  (3,4',5-trihidroksi-trans-stilben), cesitli  meyvelerde,
Ozellikle kirmizi zimde bulunan ¢ok yonlu bir fenolik bilesiktir. Resveratrol,
antioksidan, antiinflamatuar, antidiyabetik, antikanser, kemopreventif, renal
lipotoksisite Onleyici ve renal koruyucu etkiler dahil olmak Uzere bir ¢ok
etkinlige sahiptir (412, 413). Bu etkilere ilave olarak ER stres modulasyonunda
da onemli rolu oldugu oldugu ileri surulmugtur. Bir ¢calismada resveratrol,
tunikamisin ile tedavi edilen HT22 hicrelerinde artan apoptozu dnemli dlgtde
azaltti. Bunun sonucunda GRP78, XBP1 ve apoptotik belirteglerde (CHOP ve
kaspaz-12) azalma ve otofaji belirteclerinde (LC3Il ve beclin-1) artis ve
antioksidan enzimlerin aktivitesinde (CAT ve SOD) artis oldugunu géstermistir
(412, 414). Cahismamizda resveratrolin ATF-6 dlzeylerini azaltmada etkili
olmadigini saptadik. Resveratrol ile tedavi edilen siganlarda IRE-1 duzeyleri
kontrol grubuna gore yuksekti ve bu tedavi ile IRE-1 dlUzeylerinde tedavi
edilmemis siganlara gore istatistiksel anlamli olmayan bir azalmaya yol agtigini
bulduk (490,25 vs 438,41 ng/ml). Grup 1,2 ve 3’teki siganlarda kaspaz-12
duzeyleri kontrole gore yuksekti ve resveratrol tedavisinden etkilenmemisti.
Resveratrolin ER stresi hangi mekanizma ile azalttigi kesin olarak
bilinmemektedir. Diyabetik nefropati patogenezi acgisindan hipergliseminin
PERK-elF2a-ATF4-CHOP'un ekspresyonu artiran yolagini  kullanarak
podositlerde UPR ve ER stresini indukledigi gosterilmistir (415). Bu baglamda
resveratrol, diyabetik sicanlarin bobredinde PERK yolaginin ERS belirtegleri
olan GRP78, p-PERK, ATF4 ve CHOP'un artisini dnlemistir (325). Ayrica
resveratrol hem in vivo hem de in vitro olarak ER stresini etkileyerek Akt/NF-
KB yolunun aktivasyonunu da suprese edebilmektedir. Zhang ve arkadaslari
resveratrolln fare bdbreginde CHOP ve kaspaz-12 inhibisyonu yaptigini rapor
etmislerdir (326). Resveratrol akut bdbrek hasari olan pediatrik siganlarda
bobrekte IRE-1 ve NF-kB'nin fosforilasyonunun inhibisyonu ile endoplazmik
retikulumdaki stresi ve inflamasyonu iyilestirmistir (416). Benzer sekilde
resveratrol, akut bobrek hasari olan septik sicanlarin 6lum oranini énemli
Olgcude azalttigi ve bunu IRE-1- NF-kB inhibisyonu yolu endoplazmik retikulum
stresini iyilestirerek yaptigi bidirlmigtir (234). Tek tarafli Ureter tikanikhgi ile

olusturulan bir deneyde resveratrol tedavisi renal tubuler hasar, renal

124



interstisyel kollajen, elF2a ve ATF4 protein ekspresyonu onemli Olglde
azaltmistir (417). Bu bulgular resveratrolin PERK yolagini inhibe ettigini
desteklemektedir. Spesifik resveratrol ayrica, sessiz bilgi diizenleyici faktor 2
ile iligkili enzim 1 (SIRT1) expresyonunu artirarak PERK yolunu inhibe edebilir,
saperonlarin uretimini ve ERAD’I uyarabilir (418). Sonug¢ olarak bulgularimiz
resveratrolin nefrotik sendromda istatistiksel olarak anlaml derecede ATF-6
veya IRE-1 duzeylerini azaltarak ER stresi azaltmadigi desteklemektedir.
Deneyimizde PERK yolu ol¢iimedigi igin bu yol ile resveratrolun ER stresinde
yapabilecegi olasi bir azalma s6z konusu olabilir. Ancak bu yol aktive olsa bile
resveratrolin kaspaz-3 ve 12 duzeylerine etkili olamamasi ER stersini azaltma
etkisinin CHOP artisini engellemesi sonucu gerceklesmesini muhtemel
kilmaktadir. Bu yolakta ana etkiler (ERO-1-IPR-3 ile mitokondriye kalsiyum
girisi ve kaspaz-9 sonrada kaspaz-3 aktivasyonu, Bcl2 azlamasi-Bax artigi-
sitokrom-c salinmasi ve kaspaz-9 sonrada kaspaz-3 aktivasyonu, DR-5-
FADD-kaspaz-8 ile kaspaz-3 aktivasyonu) kaspazlar zerinden gergeklesir. Bu
nedenle deneyimiz resveratrol ile PERK-CHOP-kaspaz aktivasyonunun
olmayabilecegini desteklemektedir. Bu yolakta resveratrol CHOP-TRB3 (Akt
fosforilasyonunu 6nle); CHOP-ATF-5-NOXA veya GADD34-ATF-4-elF-2alfa-
ROS alt yolagi ile apoptozisin direkt dnlenmesinden ziyade ‘kolaylagsmasr’
mumkun olabilir. Nefrotik sendromda resveratroliin ER stresine olan etkilerini
anlamaya yonelik daha fazla ¢galismaya ihtiyag vardir.

FSGS, proteinlrik bébrek hastaliklarinda en sonunda son evre bobrek
hastaligina yol agabilen ana histopatolojik bulgulardan biridir. immiinolojik ve
sistemik suregler ve genetik varyasyonlar dahil olmak Gzere birden fazla neden
podosit hasarina veya kaybina neden olabilir. Son zamanlarda, nukloporin
kompleksinin ve ilgili mekik mekanizmasinin belirli genlerindeki mutasyonlar,
FSGS'nin histopatolojik bulgularini igeren bir hastalik kompleksi olan steroid
direncli nefrotik sendroma (SRNS) ve glomeruloskleroza neden olan genler
listesine eklenmigtir (160). Nulkleer goézenek genleri NUP93, NUP205 ve
XPO5'teki mutasyonlar steroid direncli nefrotik sendroma neden olur (419).
Nukleoporinler, nukleer gozenek kompleksleri olusturan yuksek oranda
korunmus 6karyotik proteinlerdir. NUP93 mutasyonu olan bir hastada NUP93
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immunofloresansinin yogunlugu hem glomeriler hem de glomeriler digi
hicrelerin ¢ekirdeklerinde énemli dlglide azaldigi fakat CD2 iligkili protein ve
nefrin ekspresyonunun onemli dlgide korundugu gozlenmigtir (420). Kollaps
yapan FSGS tanimlanmig iki kardeste etiyolojik olarak NUP-93 mutasyonlari
saptanmis ve saptanan mutasyonlarin NUP93'Un nikleoporin ile ilgili temel
molekullere asetil-koenzim A karboksilaz (nukleer gdézenek-zar araylizunin
uzun zincirli yag asidi bilesiminin dlzenleyicisi) ve apoptotik proteaz aktive
edici faktor 1 (apoptoz sinyallemesinde ve DNA hasari tepkisinde rol oynar)
baglanmasinin bozulmasina neden oldugui ileri suraimustur (421). Klinik olarak
NUP93, NUP107 ve NUP160'taki bialelik varyantlarin, hizla son donem bobrek
hastaligina ilerleyen ciddi erken baslangi¢cli SRNS'ye neden olabilecegini
gozlenmektedir (422). NUP160 olmayan farelerde podositlerin bozuldugu yani
hicre proliferasyonunun inhibe edildigi, apoptoz, otofaji ve hlcre gégunin
indUkledigi rapor edilmistir (423). NUP205'in genetik mutasyonlarinda
podositlerde hicre farklilasmasi, cogalmasi ve apoptoz gibi birgok hlicresel
surecin onemli duzenleyicileri olan Yes iligkili protein ve WW alani igeren
transkripsiyon duzenleyici 1'in nukleer translokasyonu bozulmaktadir. Yes
iligkili protein ve WW alani igeren transkripsiyon duzenleyici 1 sitoplazmada
sikigir ve bunun sonucunda olusan nukleer transkripsiyonel aktivite azalma
podosit homeostazinin bozulmasi ve dolayisiyla podosit hasarina ve nihayet
FSGS’ye neden olmaktadir (424). Calismamizda adriamisin ile olusturulmus
nefrotik sendrom modelinde bébrek NUP-93 ve 107 ile ER stres, resveratrol
ve metformin tedavisi ve bobrek patolojisi arasindaki arasindaki baglantiyi
inceledik. Grup 1 deki siganlarda NUP-93 diuzeyi kontrollere gore artmig, bu
artis metformin tedavisi ile kontrol grubu duzeyleri ile benzer hale gelmisti.
Resveratrol ile tedavi edilen siganlarda ise NUP-93 duzeyleri Grup 1’e gore
istatistiksel olmayan bir artis goOsteriyordu. Literatur bilgilerimize gore,
calismamiz nefrotik sendromda NUP-93 duzeylerini gosteren ilk verileri
sunmaktadir. Sonuglarimiz, NUP-107 artisi da dikkate alindiginda, nefrotik
sendrom sirasinda NUP-93 mutasyonlarinin aksine nukleoprin sayisinda
sayisinda artis oldugunu desteklemektedir. NUP-93 mutasyonlari

nukleoprinlerin hipofonksiyone olmasi ile sonuglanmaktadir. NUP93'Un kaybi
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ayni zamanda kusurlu podosit gog¢uine, bozulmus podosit gogalmasina ve
oksidatif strese kargi duyarhligin artmasina neden olmaktadir. NUP-93
mutasyonlari ile olan nefrotik sendromun patogenezinin anormal TGF-
R/SMAD sinyallemesi ile iligkli oldugu dusunulmektedir. NUP93 mutasyonlari
SMAD aktivitesini ortadan kaldirmakta ve inhibitor etkisi olan BMP7'ye bagiml
SMAD sinyalini bozmaktadir. NUP93 mutasyonlari SMAD4 ile importin 7
arasindaki protein-protein etkilesimini de ortadan kaldirir ve potansiyel olarak
nukleositoplazmik trafigi bozabilir (160). NUP-93 mutasyonlari ayrica filopodia
olusumunu duzenleyen kuguk bir GTPaz olan Cdc42 eksikligine yol acarak
SRNS patogenezine katkida bulunur. Bobrek hastaliklarinda NUP-93 artigi ve
sonuglari ile ilgili literatirde herhangi bir calisma bulunmamaktadir. NUP 160
ile ilgili yapilan bir deneysel calismada diaybetik nefropati olusturulmus
farelerde NUP160 ekspresyonunun ve inflamatuar yanitin arttigi, otofajinin ise
inhibe edildigi bildiriimistir. NUP160’In azaltilmasi, yuksek glikoz ile tedavi
edilen NRK-52E hicrelerinde ve streptozotosin ile induklenen diyabetik
nefropatili farelerde p62 ve Kolajen IV ekspresyonunu azaldigi, LC3II/LC3I
oranini artirarak ve nukleer faktor (NF)-kB sinyallemesini inaktive ederek
otofajiyi geri kazandirdigi ve inflamasyon ve fibrozisin inhibe edildigi
saptanmistir. Yazarlar NUP160 baskilanmasi ile diyabetik nefropatili farelerde
patolojik hasar ve glikoz toleransinda da iyilesme goOzlemigleridir (425).
Calismamizdaki NUP-93 ve 107 artisinin muhtemel nedeni ER stresi gibi
gorunmektedir. Cunkl nefrotik sendrom sayesinde olusan ER stresi
belirteglerinden IRE-1 ile NUP-93 ve NUP-17 arasinda pozitif yonde
istatistiksel olarak anlaml bir iligki saptandi. Calismamiz nefrotik sendromda
ER stresi gerceklestiginde nukleus-sitoplazma makromolekll taginmasini
artiran niikleer por sayisinin artmis olabilecegine isaret etmektedir. Ozellikle
anormal derecede asiri eksprese edilen NUP93 ve muhtemlen NUP-107’nin
artisi sinyal iletim yollarinin ¢ogunlugu tarafindan paylasilan nihai nukleer
tasima adimini aktive ederek birka¢ buylUme faktéri sinyalini ayni anda
guglendirmektedir (159). Bu, pB-katenin, ERK, SMAD ve STAT gibi
transkripsiyon ortak aktivatorlerinin nukleer translokasyonunu gerektirir. TGF-

B1/Smad3 sinyallemesinin hiperaktivasyonu renal tubdler epitel hucre
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apoptozu, inflamasyon, miyofibroblast aktivasyonu, hlcresel yaslanma ve
otofaji, nekroptozis ve ferroptozis yolu ile tibuler fonksiyon bozukluguna,
interstisyel fibroblast ¢cogalmasina, inflamasyona ve artmis ekstraselller
matriks birikimine neden olmaktadir (426). Gergcekten de NUP-93 ve TGF-
B1/Smad3 sinyallemesi arasindaki iligki gogus kanseri hucre deneylerinde iyi
belgelenmistir : NUP93, Importin7'ye baglanir, NUP-93 yoklugu SMAD ve
ERK'nin nukleer translokasyonunu engellerken ve asiri ekspresyonu ise bu
proteinlerin translokasyonlari artirir. Asirt artan NUP-93 ve muhtemelen
NUP107 nedeni ile sayilari artan nukleoprin sayesinde gogdus kanseri
hicrelerinde oldugu gibi nefrotik sendromda da buylime faktora uyarisi ile
anilan birgok transkripsiyon faktérinin nukleusa gegisi artiyor gibi
gorunmektedir. NUP-93 mutasyonlarinda gdsterilen NUP-93-TGF/SMAD
baglantisi g6z o6nune alindidinda, c¢alismamizda gosterdigimiz bdobrek
dokusundaki asiri artan NUP-93 ve nukleoporin sayisi nefrotik sendrom,
olasilikla FSGS patogenezinde rol oynuyor gibi gérinmektedir. Deneyimiz ile
NUP-93 ve NUP-107 artiglarini nefrotik sendrom icin yeni bir hastalik
mekanizmasi olarak tanimliyoruz. Patogenez agisindan ikinci bir baska olasilik
NUP-93- hiicre digi sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) baglantisi olabilir. NUP-
93'Un yoklugu ERK nukleer translokasyonunu engellemekte ve asiri
ekspresyonu ise artirmaktadir (159). ERK yolu, c¢esitli buyime faktorleri
tarafindan uyarilabilir ve aktivasyonu proliferasyon, farklilasma, apoptoz ve
hipertrofi ile sonuglanir. Ek olarak, ERK pro-fibrotik bir faktor olarak renal
fibrozis olusumuna da katimaktadir (427). Calismamizda artigini
gosterdigimiz bobrek doku NUP-93 artisi ERK yolaginin aktive olmasi ile
nefrotik sendrom patogenezine katiliyor olabilir. Ozet olarak calismamiz artan
NUP-93 duzeylerinin TGF-B/SMAD ve EGF/ERK vb yolaklar ile nefrotik
sendrom patogenezinde roli oldugunu gdstermektedir. Calismamizda
gosterdigimiz NUP-93 ve NUP-107 ile serum albumin arasindaki negatif
korelasyonlar NUP-93'0  hedefleyen (azaltimasina yonelik tedavi
yaklasimlarinin) tedavilerin nefrotik sendrom icin vyararli olabilecegini
gostermektedir. Deneyimizde metformin tedavisi ile NUP-93 duzeylerinde

etkin bir azalma saglanirken, NUP-107 bu tedaviden etkilenmemistir.
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Verilerimize goére, metforminin gerek anti-NUP-93 etkisi, gerekse de daha 6nce
literatlirde gosterilen bobrek dokularindaki anti- TGFB1/SMAD etkisi ile birlikte
(folik asitle indlklenen ve tek tarafli Greter obstriksiyonu ile olusturulan bébrek
fibrozu fare modelleri) nefrotik sendromda destekleyici bir alternatif tedavi
olasihgini yansitiyor olabilir (428).

NUkleer kor kompleksinin énemli bileseni olan NUP-107 sitoplazmaya
MRNA aktarimi icin gereklidir. Nup107 kompleksi ayrica mitotik surecte
kinetokorlarda mikrotubul polimerizasyonunu duzenler. NUP107, DNA
hasarinin neden oldugu genotoksik stres sirasinda hicre doéngusunin
durdurulmasi Uzerinde de onemli bir etki gosterir, apoptozu indukler ve
blylime faktért sinyali yoluyla yaslanan hicrelerin kaderini dizenler (429).
Islevsel olarak, neonatal sigan ventrikiil miyositlerinde Nup107'nin asiri
ekspresyonunun, Scnba ile kodlanmig Na kanalinin akimlarini 6nemli dlgtide
arttirdigi saptanmistir (430). Anilan calismada ayrica hipoksi ve iskemik
saldirilara maruz kalan kardiyomisitlerde ve kalp dokularinda Nup107 ve Na
kanali (Nav1.5) protein ekspresyonu arasindaki yakin bir iligki de gosterilmigtir.
Nup107'nin  mutasyonlari siklkla gelisimsel anormallige (zebra baligi
embriyolarinda faringeal iskeletin kaybolmasina, yuzme mesanesinin
yokluguna ve daha kuguk goézler) neden olur (431). Bialelik NUP107
mutasyonlari mikrosefali ve steroide direngli nefrotik sendroma yol agar (170).
NUP-107 ile olusan mutasyonlar ve nefrotik sendrom arasindaki iligki agik
olmamakla birlikte Braun ve arkadaslari (161) NUP85, NUP107 ve NUP133
genlerinin nakavt edilmesiyle podositlerde aktin hicre iskeletinin dizenleyicisi
olan Rho benzeri kuguk GTPaz Cdc42'nin ekspresyonunun arttigini
bulmuslardir. Ote yandan NUP107, NUP85 ve NUP133 mutasyonlari, NUP
icindeki protein-protein etkilesimlerini zayiflatmaktadir (161). Calismamizda
tum deney gruplarindaki siganlarda bobrek dokusu NUP-107 duzeyleri benzer
ancak kontrole gore yuksek olarak olguldu. Metformin ve resveratrol tedavileri
Grup 2 ve 3’teki NUP-107 dizeylerinde degisiklige yol agmadi. Deneyimiz
sonucuna gore artan NUP-107 duzeyleri de cekirdege gecisi saglayan NUP
sayisinda artigi yansitmaktadir. NUP-107 ile IRE-1 ve kaspaz-12 arasinadaki

pozitif korelasyonlar olayin temel nedeninin ER stres olabilecegini
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desteklemektedir. Ote yandan NUP-17 ile serum albimin arasinda
saptadigimiz negatif yondeki korelasyon ve glomerular, tubular ve intersitisyel
hasar skorlari arasindaki pozitif korelasyonlar NUP-107’nin nefrotik sendrom
patogenezinde rolu olabilecedine isaret etmektedir. Bu patogenezle iligkili
NUP-107 ekspresyonundaki artisin etkiledigi suregler veya nukleer
tranlokasyonunu arttirdigi proteinler hentz belirlenememigtir. NUP-107 artisi
ve adriamisin ile olusturulan nefrotik sendrom iligkisini aciklayabilecek aday
proteinlerden ikisi apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 (Apaf-1) ve hicre digi
sinyalle duzenlenen kinaz (ERK) olabilir. Jagot-Lacoussiere ve arkadaglari
DNA hasari kaynakli Apaf-1 nuUkleer translokasyonuna nikleoporin
Nup107°nin aracilik ettigini bulmuglardir (432). Adriamisin ile olusturulan
nefrotik sendromda gdsterdigimiz NUP-107 artisi Apaf-1'in gekirdege
tasinmasini kolaylastirmis olabilir. Adriamisin topoizomeraz |l inhibisyonu,
DNA interkalasyonu ve kromatin hasari yolu ile genomik stres ve/ya hasar
olusturabilir. Apaf-1, adriamisinin olusturdugu genotoksik stresle (DNA hasari
kaynakli) indUklenen hucre dongusu durmasinda rol oynayabilir (433).
Genomik stress NUP-107 ekpresyonunun artigina ve Afap-1'in nukleer
tranlokasyona ve hiicre dongusinin S fazinda durmasina yol agiyor olabilir.
Ek olarak, genomic stres ayni zamanda Rad3 ile ilgili Protein (ATR) ve Kontrol
Noktasi Kinazlari (Chk)/p53/ apoptoz duzenleyicileri PUMA ve NOXA yolu ile
kaspaz-3'U aktive ederek hicrelerde apoptozise de yol agabilmektedir. Ancak
galismamiz olgtugumuz kaspaz-3 duzeylerinin normal olmasi nedeni ile bu
olasig1 desteklememektedir. Ote yandan Adriamisin mitokondride direkt olarak
veya elektron tagima zincirini inhibe ederek ROS Uretiminin artmasina neden
olabilir. Bu durumda uretilen ROS ER stresine yol acabilir. Calismamizda ER
stres artarken (RE-1 artisi) NUP-107 dizeylerinde de artis saptadik.
NUP-107 ile iligkili yapilan bir g¢alismada gen¢ insan diploid
fibroblastlarinda Nup107'nin spesifik SiIRNA tarafindan inhibisyonu, epidermal
bldylime faktéri uyarimini takiben fosforile edilmis hicre digi sinyalle
dizenlenen kinazin etkili ntkleer translokasyonunu énlemistir (434). Bu durum
tersine olarak, NUP-107 artisi ile ERK nukleer translokasyonun da

artabilecegini dusundurmektedir ve NUP-107 artiginin yarattigi olumsuz
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sonuglar igin uygun bir aciklama gibi goérinmektedir. ERK aktivasyonu ile
sitolazmada apoptozis, otofaji, inflamasyon ve oksidatif stres; ¢ekirdekte ise
hicre proliferasyonu, hlicre dongusul, blyumesi ve farklilasmasi modile
edilebilir (435). Dahasi, ERK tubuler epitel hicrelerinde TGFB'nin ve SMAD3
ekspresyonunun artmasina neden olur (436). Cogu ¢alismada ERK 1/2 sinyal
yolunun inhibisyonunun iskemi reperflizyon Uzerinde yararli etkiler ortaya
cikardigr Dbildirilmigtir  (435). Farelerde, U0126 enjeksiyonu, sisplatin
uygulamasinin ardindan ERK aktivasyonunu azaltir ve azalmis inflamasyon
belirtecleri, kaspaz 3 aktivitesi ve apoptozis egliginde 6nemli bir bobrek
korumasi saglar. MEK inhibitért, U0126, inflamasyonu ve apoptozu azaltarak
sisplatin kaynakh bébrek hasarini hafifletir (437). Anti-Thy1 antikoru tarafindan
tetiklenen kronik mezangioproliferatif glomerilonefrit modelinde ERK
inhibisyonu sle prolifere olan glomerller hicre sayisini normale dondugu
saptanmistir (438). Ote yandan membrandz nefropatinin sigan modelinde ERK
yolunun kronik yapisal aktivasyonu, komplemana bagiml sitotoksisiteyi
siddetlendirmektedir (439).

Bir blatin olarak ele aldigimizda nefrotik sendromda saptadigimiz
NUP-107 artigi hastaligin patogenezinde yeni bir mekanizmaya isaret
etmektedir: NUP-107 artigi, apoptozis yolagini uyaran veya hicre dongusune
etki eden Apaf-1 ve apoptozis, hiucre proliferasyonu, dongusu, buylimesi ve
farklilagmasini duzenleyen ERK gibi transkripsiyon faktorlerinin nikleer
translokasyonu veya adriamisin iligkili ROS uretimine bagh ER stresi nedenleri
ile meydana gelmis olabilir. Calismamizda gdsterdigimiz NUP-17 artisi ile
serum albimin arasindaki negatif yondeki korelasyon ve glomerular, tubular
ve intersitisyel hasar skorlari arasindaki pozitif korelasyonlar, NUP-107
inhibisyonunun hedeflenmesinin nefrotik sendrom tedavisindeki olasi
yararlarini desteklemektedir. NUP-107 ve nefrotik sendrom iligkisinin ve
patogenezde rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin anlasiimasina yardimci
olacak yeni caligmalara ihtiya¢ vardir.

Deneyimizde resveratrol ve metformin tedavileri ile c¢alisma
gruplarinda serum trigiliserid ve total kolsterol duzeyleri bakimindan herhangi

bir fark ortaya gikmamis ve lipid degerleri normale donmemistir. Genel olarak
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dislipidemi, diyabetes mellitus, metabolik sendromda yapilan ¢aligmalar ile
metforminin trigliserid sentezini ve silomikronlarin temizlenmesini artirarak
serum kolesterolinu dusurdugu (440); resveratrolin ise doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu ve serum kolesterol ve trigliserid dizeylerini azaltic
etkileri olabilecegi bildirilmistir (441, 442). Wang ve arkadaglari, metforminin
Otsuka Long-Evans Tokushima sisman sig¢anlarda renal lipotoksisiteyi
hafifletmek icin yag asidi sentezini ve birikimini baskiladigini bildirmistir (443).
Metformin, lipid metabolizmasini diuzenlemenin yani sira, kismen glukagon
benzeri peptit 1 reseptorininin ekpresyonunu artirarak diyabetik nefropati
modelinde mezanjiyal hucreleri lipotoksisite kaynakli apoptozdan korudugu
rapor edilmigtir (444). Akbari ve arkadaslari ise resveratrolin metabolik
sendromlu hastalarda serum trigliserid duzeylerini dusurmedigini bulmustur
(445). Bilgilerimize goére literatirde resveratroliun nefrotik sendromdaki
hiperlipidemiye olan etkileri ile ilgili bir calisma varken, metforminin etkileri ile
ilgili yayinlanmis herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Anti-sican bobrek
glomeruler bazal membran tavsan anti-serumu ile nefrit olusturulan bir deney
modelinde resveratrolin hipotrigliseridemik etkisinin, hipokolesterolemik
olandan daha belirgin oldugu bulunmustur (327). Onceki calismalar ve
calismamiz arasindaki celigkiler, kullanilan hiperlipidemik modellerdeki ve
dolayisiyla hiperlipidemi induksiyonu yapan mekanizmalardaki farkliliklarla
aciklanabilir. Ornegin son zamanlarda diger bozukluklarin hiperkolesterolemi
patogenezinden farkli olarak kortikal kollektér duktuslarda artmis proprotein
konvertaz subtilisin keksin tip-9 ekspresyonunun, primer nefrotik sendromda
serum kolesterol artiginin baglamasinda rol oynayabilecegini gosterilmigtir
(446). Sonug olarak, deney verilerimiz resveratrol ve metformin tedavilerinin,
nefrotik sendromda hiperlipidemiyi diizeltici etkilere sahip olamayabileceklerini
gOstermektedir.

Adriamisin ile olusturulan nefrotik sendrom modelinde 6. hafta
sonunda deney gruplarindaki sicanlarin bobrek dokulari glomeruler,
interstisyel, tibller ve damarsal patolojiler agisindan karsilastirildi. Nefrotik
siganlarin  bobreklerinde damarsal patolojilerin  olamadigi  saptandi.

Gozlemlerimiz, resveratrol ve metformin tedavileri ile bobrek dokularinda
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izlenen iskemik kollapsin ve glomeriler hasarin iyilesmesinin, metforminin ek
olarak interstisyel hasarin da dizeltmesinin bu ilaglarin sahip olduklari anti-
apoptotik etkilerinden bagimsiz olarak gelistigini géstermektedir. Clinkl tedavi
edilmeyen Grup 1’deki nefrotik siganlarda renal doku kaspaz-3 duzeyleri
kontrol grubu ile benzerdi ve renal dokuda apoptozis varligini desteklemiyordu.
Patolojik preparatlardaki degismelerle de kanitladigimiz glomerular ve
intersitisyel iyilesmeler metforminin otofajiyi indlklemesi (447), oksidatif stresi
azaltmasi (368), anti-inflamatuar etkiler goOstermesi (448), lipotoksiteyi
Oonlemesi ve antifibrotik etkinlikleri (TGFB1'in reseptdriine baglanmasini bloke
etmesi, Epitelyal-mezenkimal gegisin onlenmesi, yag asidi oksidasyonunu
uyarmasi, tibuller HIF1a stabilizasyonu) (340) ile aciklanabilir. Ote yandan
metformin ER stresinin azaltilmasina katki saglayabilir (449). Metformin mTOR
inhibisyonu veya glikoz dizenlenmis protein 78'i (GRP78), dkaryotik baslatma
faktord 2 a'yi (elF2a) ve CHOP ekspresyonunu inhibe edebilir. Calismamizda
metforminin IRE-1 duzeylerini azaltarak kaspaz disi bir yolak ile ER stresini
azaltabilecegini saptadik. Metforminin IRE-1 duzeylerini azaltmasi fakat
kaspaz-3 duzeylerinin deney ve kontrol gruplarinda benzer olmasi,
metforminin IRE-1’i azaltarak muhtemelen esas olarak inflamasyonun
azalmasina ve bu yol ile de bobrek iyilesmesine katki sagladigina isaret
edebilir. Calismamizda gosterdigimiz IRE-1 ve NUP-93 ve 97 arasindaki pozitif
korelasyonlar, metforminin yalniz ER stresi azaltmasi ile degil, ayni zamanda
muhtelen ER stresine bagl artan nukleer translokasyonlari azaltarak ta
nefrotik sendromda bdbregin iyilesmesine katki sagladigini gdstermektedir.
Metforminin ¢alismamizda glomerular ve intersitisyel hasar skorlarini
iyilestirmesi, metforminin hem literatirde belirtlen TGFB1'in reseptorine
baglanmasini ve SMAD3 fosforilasyonunu inhibe etmesi ve ayni zamanda
deneyimizde buldugumuz NUP-93 ekspresyonu azaltarak SMAD gibi
transkripsiyon faktorlerinin nikleer translokasyonunu azaltmasi nedeni ile
olabilir (450, 451). Gergektende TGFB1/SMAD sinyali fibrozun ana
dizenleyicisidir ve bu yolagin aktive olmasi ile a-diz kas aktin, fibronektin,
kollajen | ve vimentinin transkripsiyonlarinda artma ve bdbrek fibrozisini

uyaramak icin E-kadherin ekspresyonunda azalma olmaktadir (452).
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Resveratrolin nefrotik bdbrekler Gzerine olan olumlu etkileri ise TGF-
B1 ile indiklenen mezangiyal hicre proliferasyonunu inhibe etmesi, renal
epitelyal ve mezangiyal hlicrelerde oksidatif stres inflamasyon, mitokondriyal
superoksit ve ROS uretimini, mitokondriyal disfonksiyon ve metabolik stresi
azaltmasi; podositlerde zar buttinligu ve metabolik akigi korumasi ve oksidatif
stresi iyilestirmesi (308) ile ortaya c¢ikan yararh etkilerinin bir butinu ile
aciklanabilir. Gergekten de Omachi ve arkadaslarinin yakin zamanda yaptigi
bir calismada metforminin hem alport sendromu hemde adriamisinin neden
oldugu glomeruloskleroz sigan modelinde proteindriyi ve glomertler hasari da
baskiladigi gosterilmistir (453). Adi gecen calismada metformin apoptotik
olmayan yolaklardaki bébrek koruyucu p-AMPK (bobrek miyofibroblastlarinin
TGF-beta1 kaynakli aktivasyonunu onler), p53 (inflamasyonu azaltir) ve NRF2
(antioksidan gen ekspresyonunun dizenlenmesi) protein ekspresyonunu
indUkledigi ve p-STAT3, p-mTOR ve p38-MAPK dahil olmak Uzere bir ¢ok
bdbrek hastaligini siddetlendiren bazi faktorlerin ekspresyonunu ise
baskiladigi saptanmigtir. Ancak daha farkli mekanzimalar ile olusturulan
deney modelllerinde, 6rnegin sisplatin ve yuksek glikozun neden oldugu bir
hicre hasarinda ve sepsite, metforminin apoptozis azalttigi rapor edilmistir
(385, 454, 455). Calismamiz olarak resveratroliin AINS’de apoptozisi inhibe
etmedigini ve IRE-1 ve ATF-6 yolu ile ER stresini azaltmadigini
gOstermektedir. Bu noktada apoptozis olan etkiler bobrek hastaliginin
etiyolojisinden kaynaklaniyor gibi gérinmektedir. Diyabetik nefropati, sepsis
ve agir metal zehirlenmelerinde resveratrolin aporozisi azalttigi gozlenirken,
resveratrolin podositopatilerde apoptozis Uzerine etkili olmadigi sdylenebilir.
Nitekim calismalar podositlerin RSV ile tedavisinin membran butinlGguni ve
metabolik akisi korudugunu ileri sirmektedir (308, 318). RSV tedavisi albimin
gegirgenligini, a-SMA protein ve mROS Uretimi seviyelerini azaltarak ve
mitokondriyal kompleks aktivitelerini artirarak renal iglevleri korumaktadir
(308). Calismamizda IRE-1 ve kaspaz-12 dlzeyleri ile glomerular hasar skoru
arasinda pozitif bir iliski olmasina ragmen resveratrolin bu proteinlerin bébrek
doku duzeylerini azaltamamig olmasi, resveratrolin apoptozis azaltmaktan

¢ok podosit membran butinlagunid ve metabolik akisini  korudugunu
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yoniuindeki literatiir bilgisini desteklemektedir. Ote yandan verilerimize gére
resverarol ve NUP-93 ve 107 duzeylerine istatistiksel olarak anlamli dizeyde
etki etmemektedir. Deneyimiz resveratrolin NUP duzeylerini azaltarak cesitli
transkripsiyon faktorlerinin nukleer translokasyonu azaltarak AINS’de yararli
etkiler gosteremeyebilecedini gostermektedir.

Sonug olarak IRE-1, NUP-93, kaspaz-12 ve kaspaz-3 oOlgimlerimiz
ve bobrek dokusunda patolojik olarak kanitladigimiz iyilesmeler, resveratrol ve
metforminin nefrotik sendromda immun supresif tedavilerinin yaninda
destekleyici tedaviler olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Metformin
tedavisinin IRE-1 ve NUP-93 duzeylerini azlatmasi, total protein miktarini
artirmasi ve hem glomeruler hem de interstisyel hasari iyilestirmesi goéz ontine
alindiginda, destek tedavisi acisindan daha onemli rollere sahip oldugu
sOylenebilir. Resveratrol ve metforminin nefrotik sendromdaki etkinligini ve
hicre i¢i yolaklarini belirleyecek arastirmalarin yapilmasi bu molekullerin
nefrotik sendrom tedavisindeki yerlerini agiga cikaracaktir.

Sonuglar

Bu calismada, adriamisin ile NS olusturulan ratlarda anti-apoptotik
proteinler olan kaspaz-3, kaspaz-12, endolazmik retikulum stres
proteinlerinden olan IRE1, ATF6, nukleoporinlerden NUP93 ve NUP107’nin
bdbrek dokusundaki duzeyleri dlgulerek resveratrol ve metformin tedavileri ile
olan degisimler de incelenmistir. Calismamiz ile asagidaki sonuglar elde
edilmistir:

1-NUP93 ve NUP107’nin renal doku dizeyleri metformin ve
resveratrolle tedavi edilen si¢canlardaki ile benzerdi. Resveratrol ve metformin
ile tedavi edilen grup ve tedavisiz gruptaki NUP 107 duzeyleri kontrol grubuna
go6re anlamli dizeyde yuksekti. Tedavisiz grubun NUP 93 duzeyleri kontrol’'e
gore anlaml olarak yuksekti. Resveretrol tedavisi ile NUP 93 duzeylerinde
herhangi bir degisiklik olmadi. Ancak mertformin ile tedavi edilen ratlarda NUP
93 duzeyleri tedavisiz gruba gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde fark
gostermesede daha dusuk bulundu. Metformin ile tedavi edilen ratlarda nup

93 duzeyleri azalarak kontrol grubuyla benzer hale geldi.
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2- Resveratrol ve Metformin tedavileri ile bobrek doku KASPAZ 12
dizeyleri kontrol grubuna ylUksekti. Resveretrol ve metformin tedavisi ile
kaspaz 12 duzeylerinde herhangi bir degisiklik saptanmadi.

3- Calisma gruplarindaki siganlarin bobrek dokusu kaspaz-3 degerleri
arasinda anlamli bir fark saptanmadi.

4- Calisma gruplarindaki siganlarin bobrek dokusu ATF 6 degerleri
arasinda anlamli bir fark saptanmadi.

5-Tedavisiz grubun IRE 1 diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksekti.
Resveretrol ile tedavi edilen ratlarda IRE 1 diizeyleri tedavisiz grup ile
benzerdi. Ancak kontrol grubuna goére yuksekti. Metfromin ile tedavi edilen
ratlarda IRE 1 duzeyinde tedavisiz gruba gore dusus saptandi ve kontrol grubu
ile benzer hale geldi.

6- Deneysel nefrotik sendrom olusturulan ratlarda serum albimin
duzeylerindeki azalma, NUP 93, NUP 107, IRE 1, KASPAZ 12 artisi ile birlikte
gorulda.

7- Deneysel nefrotik sendrom olusturulan ratlarda glomeral hasar
skorundaki artma, IRE 1, NUP 107, KASPAZ 12 artisi ile birliktedir

8- Deneysel nefrotik sendrom olusturulan ratlarda tubller hasar
skorundaki artma, KASPAZ 12, NUP 107, IRE 1 artigi ile birlikte saptandi.

9- Deneysel nefrotik sendrom olusturulan ratlarda interstisyel hasar
skorundaki artma, KASPAZ 12, NUP 107, IRE 1 artisi ile birliktedir

10- Regresyon analizine gore glomeruler hasar skorlari serum albumin
diizeylerini etkileyen en iyi belirleyici faktérdii. Ote yandan &lgllen
parametreler arasinda serum albumin duzeylerine en anlaml etkiyi gosteren

protein kaspaz-12 oldu.
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EKLER

Ek-1: Kisaltmalar

NS Nefrotik sendrom

ER Endoplazmik retikulum

APSGN APSGN

FSGS Fokal segmental glomeruloskleroz

MezPGN Mezengioproliferatif glomerulonefrit

MGN Membranoz glomerulonefrit

MDH Minimal degisiklik hastaligi

MPGN Membranoproliferatif glomerulonefrit

SLE Sistemik lupus eritematozus

TG Trigliserid

VLDL Cok dusuk dansiteli lipoprotein

TK Total kolesterol

LDL Dusuk dansiteli lipoprotein

GC Glukokortikoid

NPK Nukleer por kompleksi

NLS Nukleer lokalizasyon sinyali

NTR Nukleer tagsima reseptoru

NES NUkleer export sinyali

DISC Oliime neden olan sinyal kompleksi

SMAC Klguk mitokondriden turetilmis kaspaz
aktivatoru

AlF Apoptozu indlikleyen faktorler

SLE Sistemik lupus eritematozus

GBM Glomerular bazal membran

RTX Rituksimab

VTE Venoz tromboembolizm

ATE Arteriyel tromboembolizm

AMP Adenosin Mono-Fosfat
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AMPK

Aktive edilmis protein kinaz

TNF TUmor nekroz faktor

Apaf-1 Apopototik protez aktive edici faktor-1
UPR Katlanmamig protein yaniti

SDNS Steroid direncli nefrotik sendrom
SYNS Steroid yanitli nefrotik sendrom
SBNS Steroid bagimli nefrotik sendrom
ATF 6 Aktive Edici Transkiripsiyon Faktor 6
IRE 1 Inositol Gerektiren Enzim-1

NUP NUkleoporin

NUP 93 Nukleoporin 93

NUP 107 Nukleoporin 107
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