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GIiRIS

IgA nefropatisi (IgAN) 6ncelikle mesangial immunglobulin A (IgA) birikimi ile
karakterize primer bir glomerulonefrit tipidir. IQAN tim dinyada en sik gériilen
primer glomerulonefrit tipi olup’, pek gok tilkede son dénem bobrek yetmezligine
(SDBY) ulagan hastalarin %10’unu olusturdugu bildirilmektedir’-2. Hastalarin %30-
35'i, 20-30 yil iginde SDBY’ne gidebilmektedir >*5°,

fik tanimlandifi tarihe gore, bugiin IgAN'nin epidemiyolojisi, bagka
hastaliklarla iligkisi, dogal seyri ve patolojisine dair gok daha fazla bilgimiz olmakla
beraber, mesangial IgA depolanmasini baglatan patogenetik mekanizmalar hala
tam olarak aydinlatilamamigtir. Bir kez IgA depolanmasi baslayinca, inflamatuvar
siire¢ tetiklenmekte, glomerillerin  monosit/makrofajlaria infiltrasyonuna ve
mesangial proliferasyona neden olmaktadir’®. Bu inflamatuvar siirecte pek gok
immiin medyat&riin rol oynadigi bilinmektedir.

Tumdr necrosis fakiér a (TNFa) genis bir spektruma yayillan immunolojik
fonksiyonlari ile , bu inflamatuvar siiregte en erken ortaya gikan sitokinlerden biridir.
Ortama salinimi ile birlikte diger immun medyatérlerin de salinimina yol agarak
glomeriller inflamasyonda énemli bir rol oynamaktadir. IgAN’li hastalarin uyariimig
mononikleer hicrelerinden TNFa salimminin artrmis bulundugu®', infiltre eden
monosit ve makrofajlarin yani sira mesangial hiicrelerin kendilerinin de TNFa
tretme yeteneginde olduklan'!, IgAN'de mesangial TNFa ekspresyonunun yiiksek
bulundugu'’; son olarak da IgAN'li hastalarin plazma TNFa diizeyleri ile Griner TNFo.
atihiminin artmig bulundugu bildirilmistir 122,

TNFa geninin tanimlanmasini takiben bulunan -308 polimorfizminin, iki ayn
alelin ortaya gikigina neden oldugu gésteriimistir'*. Bu alellerden birinin (A2) TNFa.
Uretimi kapasitesindeki artistan sorumlu oldugu 6ne stirilimistir'®. Tum bu veriler
birlikte degerlendirildiginde, IgAN'deki artmis TNFa diizeylerinin de genetik olarak
belirlenmig olma olasiligi ortaya ¢gikmaktadir. Bu tezin konusunu olusturan ¢alismanin
amaci, IgAN’li hastalarda ~308 polimorfizmine ait alel sikligini ve genotip dagilimini
belilemek ve saptanan genotiplerle kliinik, biyolojik ve patolojik veriler arasinda bir
korelasyon olup olmadigini arastirmaktir.



GENEL BIiLGILER

1. IgA NEFROPATISI

IgA nefropatisi (IgAN) ilk defa 1968'de Fransa'da Berger ve Hinglais

16,17

tarafindan tanmlanmigtir™"". IgAN, immunhistolojide 6n planda mesangial IgA

depolanmasi ile karakterize primer bir glomerulonefrittir.

1.1 EPIDEMIYOLOJI

IgAN tim dl’]nyada en sik rastlanan primer glomeruloneftit tipidir *. Prevalansi
lUlkeler arasinda ve ayni iilkedeki farkl bolgeler arasinda degismektedir. Japonya'da
%50, Avrupa’da %10-30, ABD'de ise %2-35 arasinda bildirimler bulunmaktadir®.
Avrupa llkeleri arasinda da Fransa'da tim glomeriler hastaliklarin %50'sini
olusturdugu bildirilmigtir'®. IgAN'sinin prevalansi ayni zamanda uriner tarama
programiarinin varliina ve renal biyopsi uygulama politikalarinda tlkeler arasindaki
farkliliklara gére de degismektedir. Asemptomatik hematri/proteiniri tanisinda
nisbeten rutin olarak bébrek biyopsisi uygulanan lkelerde, sikhk  %50’lere
ulagmaktadir. Bu nedenle goézienen cografik farkhliklarda genetik ve cevresel
faktorierin roli olabilecedi gibi, biyopsi yapma sikiginin da rolii olabilir. Biyopsi
uygulamas! sik olan Fransa, Ispanya, italya ve Japonya gibi tlkelerden bildirilen
yiiksek prevalans degerleri gergede daha yakin bir orani yansitiyor olabilir.

IgAN'nin epidemiyolojisinde énemli diger iki faktér ise cinsiyet ve irktir. Pek
cok caligmada erkeklerde kadinlarin en az iki kati daha fazla siklikla goriiimektedir.
IgAN &ncelikli olarak Avrupa ve Asya populasyonlarinin bir hastald olup, siyah
irkta ok nadirdir. Siyah irkta neden daha az gériildiigi heniiz bilinmemektedir 3.

Bazi g6zilemler IgAN'nde 6nemii bir genetik komponentin oldu§una isaret
etmektedir: IgAN’nin bazi ailelerde toplanmig oldugu goézlenmistir. Baglangicta birkag
sporadik aile bildirimlerini takiben, yaklasik 200 yil geriye giden bir aile agacindan
elde edilen veriler, en azindan bazi hastalarda genetik predispozisyonun 6nemli

oldugunu dustndirmektedir'®%.

Schena ve arkadasglan, IgAN hastalarinin
bulundugu 48 aileden 269 akrabay: taramiglar ve %23'inde Griner bir bulgu

saptamislardir'®.



IgAN patogenezinde, belirleyici genetik faktérierin varliini destekleyen veriler,
HLA caligmalarlyla da ortaya ¢cikmigtir. Baglangigta, HLA Bw35 varligi, IgAN- ile

iligkili bulunmugtur 22

. Daha sonra Japonya’dan bildirilen ¢aligmalarda HLA DR4
ile gucli bir iligki bildirimis®® ancak bu sonuglar diger cografi bélgelerde
desteklenmemigti®’. Ote yandan Ingiltere’de IgAN hastalarinda DR1 sikliginin daha
fazla oldugu bildirilirmig, buna kargilik baska bazi yayinlarda da IgAN’nin ne Kias |
ne de Klas 2 antijenleri ile higbir ilgilerinin bulunmadigini bildiren sonuglar da
olmustur?'. Sonug olarak HLA antijenleri ile iliski agisindan verilerde uyumsuzluk

oldugundan, kesin bir iligki bildirmek mimkin degildir.

1.2 SINIFLANDIRMA

IgAN aslinda histolojik bir tanidir ve pek ¢ok ayr hastalik ayni renal patolojik
bulgular gésterebilir.
Primer IgAN

Bu tip, aymi zamanda Berger Hastaligi ya da idyopatik IgAN olarak da bilinen
ve en sik rastlanan tipidir. Primer IgAN’de renal tutulum tek basina &n plandadir ve
baska sistemik ya da hepatik tutulum séz konusu degildir. Bu primer tabioya ragmen,

2526 psoriasis?” , uveit, IgA lambda

29,30

ankilozan spondilit?®, mycosis fungoides

monoclonal gammopatisi’® ve HIV infeksiyonu
,18

gibi  cesitli hastaliklarla nadir
velveya tesadiifi iligkiler bildirilmigtir®

Henoch-Schonlein Purpurasi (HSP)

Karn agnsi, kanh ishal, artrit ve palpabl purpura gibi karakteristik ekstrarenal
semptom ve bulgularla seyreden bu hastalik artik IgAN'nin sistemik tipi olarak kabul
gormektedir®.

Sekonder IgAN

Baz: sistemik hastaliklarla IgAN tesadifi kabul edilemeyecek siklikta birlikte
gorilebilmektedir. Bunlar arasinda ¢élyak hastaligi ve dematitis herpetiformis IgAN
ile birlikte goérilen iki hastaliktir’. Diger iki hastalik ise sistemik lupus eritematosus

318  SLE'deki renal tutulumiarin sadece %20’sinde

(SLE) ve hepatik sirozdur
mesangial IgA birikimi goriliir ve daha iyi bir prognozu yansitir. Klinik ve serolojik
bulgular dogru tani agisindan oldukga tipiktir. Etilizme sekonder hepatik siroz IgAN

olgularinin %11’ini olugturur'®.



1.3 KLINIK PREZANTASYON
IgAN'li hastalar siklikla asagida belirtilen Gi¢ bulgu ile bagvururlar® 1832

1-Makroskopik Hematiiri : Hastalarin %40-50'si makroskopik hematiiri ile bagvurur.
Nadiren bu klinik tabloya béglr ya da karin agrisi eglik edebilir. Hematiri ile birlikte
hafif bir proteiniiri bulunabilir ya da bulunmayabilir. Makroskopik hematiiri  tonsillit,
farenjit gibi st solunum yolu kékenli, nadiren de pnémoni, gastroenterit ya da riner
kokenli bir infeksiyon sirasinda ortaya ¢ikar. IgAN'de makroskopik hematiiri
infeksiydz bulgularin ortaya ¢ikisindan 1-2 giin sonra g6riiltir. Makroskopik hematiri
episodu genellikle kisadir(24 saat) ancak bir haftaya kadar uzayabilir.
2-Asemptomatik Mikroskopik Hematdri + Proteindri : Hastalarnin %30-40"1 bu bulgu ile
kendisini gdsterir. Bu grupta Proteiniri siklikla >1g/gin ‘dir. Bu hastalar genellikle

herhangi bir nedenle rutin idrar tahlili yaptirmakta olan erigkinlerdir.

Yukarida belirtilen her iki grupta da olgularin yaklagik %10’'unda 6dem,
hipertansiyon ve oligiri ile birlikte akut bébrek yetmezIigi(ABY) ortaya gikabilir. ABY
geligen alt grubun %20-25'i diyaliz gerektirebilir.

3- Henoch-Schénlein Purpurasi : HSP artik sik rastlanan IgAN prezantasyonlari

arasinda sayilimaktadir. Viicutta karakteristik palpable purpura bigimindeki
dokiintasi, karin agrisi, ishal ile birlikte mikroskopik veya makroskopik hematiiri ve
proteiniirinin de gorilebildigi bu tablo ile daha ¢ok ¢ocuk hastalarda
karsilagiimaktadir.

IgAN, yukarnda belirtilen {i¢ prezantasyon diginda nadiren nefrotik sendrom
(%5) ya da kronik bobrek yetmezli§i(%2) bulgulariyla da prezante olabilir *'8%2,
Nefrotik sendrom ilerlemis glomeriiler hasar, hipertansiyon ve kronik bébrek
yetmezligi gelismesi , hastaligin ileri bir evresini yansitiyor olabilecedi gibi bazen
sadece baslangigtaki prezantasyonu da olabilir.

Baslangigta hipertansiyon varlidi nadirdir (%5-10) ancak hastahiin gidisinde,
izlem siiresi uzadikga ya da IgAN kirk yasin lizerinde ortaya ¢iktiinda hipertansiyon

goriiime sikhigi da artmaktadir 31332,

1.4 TANI
IgAN tanisi sadece ve sadece bobrek biyopsisi ile  konulabilir. Igik




mikroskopisi bulgulan, minér mesangial degisikliklerden, fokal ve diffiiz
proliferasyona ve kresentik glomerulonefrite kadar tiim patolojileri igerebilir. Ancak
hastalifin ana morfolojik 6zelliji mesangiyal hicre proliferasyonu ile birlikte
mesangial matrikste artigtir *'. Histolojik bulgularin derecesi hastaligin prognozunu
belirler.

Immunhistoloji tani igin olmazsa olmaz (sine qua non) altin kriterdir. IgAN'de,
tani icin, immunhistolojide mesangiumda, belirgin veya agirikl, IgA  Dbirikimi
gorulmelidir. IgA birikimi diffiiz, graniile ve mesangialdir. Biriken IgA ba§llca IgA1 alt
grubundandir. Olgularin kigik bir béiiminde kapiller IgA boyanmasi da goériiir.
Biyopsi 6rneklerinin sadece %15’inde IgA mesangiumdaki tek immunglobulindir.
Olgulann dortte Gglinde, mesangiumda ikinci bir immunglobulin, 1gG veya IgM ya da
bazan her ikisi birlikte, boyanma yogunlugu IgA yoguniuguna esdeger ya da biraz
daha az olmak lzere gorilir. Kappa (x) ve lambda(A) hafif zincirlerine iligkin
boyanma da gérilebilir. Immunboyamada kompleman 3 (C3) hemen her zaman
boyanir. Buna karsilik C1q ve C4 ya yoktur ya da ¢ok diisik yogunluktadir. Alternatif
kompleman sistemine iliskin, properdin, membran attack kompleksi(C5b-9) ve faktor
H gibi diger komponentlere ait boyanmalar da siklikla goriltr 332,

Ne yazik ki, ne IgAN ne de HSP icin tani ve renal lezyonun ciddiyetini
anlamak amaciyla kullanilabilecek 6zgiin ve duyarll idrar ve kan testleri
bulunmamaktadir. Serum IgA dizeyleri IgAN hastalarinin %33-50'sinde artmig
bulunur®®.Ancak ,bu test IgAN hastalarina 6zgu degildir,ayrica ayni hastaya birkag ay
icinde tekrarlandiginda sonuglar degiskendir.Bu nedenle ne taniyi koymak igin ne de

predominansina karsin IgAN hastalarinin serumlarinda IgA’nin hafif zincirinde A daha
yliksek konsantrasyonlardadir®.

IgAN ‘de serum kompleman komponentlerinin diizeyleri genellikle normal
ancak bazen artmig gok nadirende azalmis olarak bulunur ****. Ote yandan
kompleman proteinlerine ait bazi eksiklik durumlari IgAN ve HSP ile iligkili
bulunmustur®. Bunlar arasinda komplet C3 eksikligi, parsiyel H, P, I, C2, C4BP
eksiklikleri ve C4 izotip eksiklligi sayilabilir.Bu bilgi 6zellikle ailevi IgAN ‘de yararli
olabilir,ancak kompleman profilinin belilenmesi ne tanida ne de hastali§in
aktivitesinin degerlendiriimesinde yararh degildir *.

TC VIKSEKGCRETR KURULY
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IgAN ‘de dolagimdaki IgA iceren immin kompleksler (CIC) siklikia artmig
olarak bulunur. CIC ayrica C3, IgG ya da her ikisini de igerebilir ancak viral ya da
besinsel kaynakli bir protein gibi bir antijen saptanamamisti®.Bazi hastalarda
dolagan IgA - fibronektin komplekslerinin saptanmasi baglangigta bir tarama araci
olarak kullanilabilecegi Umidini dogurmus, ancak ,daha sonra yapilan galigmalar bu
testin 6zglnlik ve duyarliiinin disiik oldugunu géstermistir.

Anti-nétrofil sitoplasmik antikorlari (ANCA) gerek IgAN’'de gerekse HSP'de
bzellikle gok nadirdir . Buna karsilik gerek IgAN'de gerekse HSP'de, IgG'nin Fc
kismina kargi bir IgA antikoru olan IgA romatoid faktériiniin (RF) serum diizeyleri
yiksek bulunur®. Serumda artmig IgA-RF’ne ragmen IgM ve IgG RFUn varlig
gosterilememigtir. Bdébrek biyopsisi yapilamayan durumiarda bu bulgunun tanisal
amagclh kullanilip kulianilamayacagi heniiz agiklik kazanmamigtir.

Sonug olarak, varolan higbir serolojik testin tam icin yeterince 6zgin ve
duyarh olmamasi nedeniyle, bdbrek biyopsisi tani igin altin standardi olugturmaktadir.

1.5 PATOGENEZ

IgAN’nin patogenezi heniiz anlagilamamigtir. Hastaligin primer ve sekonder
tiplerinde muhtemelen farkli mekanizmalar rol oynamaktadir. Bu hastalarda IgA
birikiminin 6n planda olmasi nedeniyle calismalar o6ncelikle IgA'nin  immun
fonksiyonlari ve molekiiler dzellikleri tizerine yogunlagmisgtir

IgA viicutta en fazla bulunan antikor tipidir (66mg/kg)®’. Vicutta iki ayr
sistem IgA Uretiminden sorumludur: sistemik kompartman ve mukozal ya da salgisal
sistem.Bu iki sistem birbirinden bagimsiz olarak islev gérir. Insanlarda IgA’nin iki
izotip altsimifi vardir: IgA1 ve IgA2. IgA2 o6ncelikle mukozal sistemde Uretilir. 1gAN'li
hastalarda semptomlarnn siklikla bir st solunum yolu ya da daha nadiren
gastrointestinal bir infeksiyonla tetiklenmesi mukozal immun sistemin patogenezde
roli oldugunu dustndarmistir. Ancak eger mukozal sistem IgAN'deki artmig IgA
duzeyinden sorumlu olsa, bu hastalarda artmis altgrubun IgA2 olmasi beklenirdi’.
Oysa dolagimdaki IgA ve IgA-CiC’deki igA’'nin IgA1 alt grubuna ait oldugu
gosterilmigtir. Ote yandan mukozal sistemden IgA1 ve IgA2 yapimi IgAN hastalar ile
sadlikh kontroller arasinda farklt bulunmamigtir. Cevresel ve/veya mikrobiyel bir
antijenin sistemik kompartmana girmesi ve antikor tretimini uyarmasi olasilig: halen
mevcut olmakia birlikte caligmalarda béyle bir antijenin varligi gésterilememistir.




Son yillarda birkag grup, birbirinden badimsiz olarak IgAN hastalarinin
IgA1’lerinin yapisal olarak farkli oldugunu digtndiren sonuglar elde etmiglerdir 34,

Serum ve membran proteinlerinin  biylk ¢odunlugu karbonhidrat (CH)
komponentleri igerirler. Bu CH komponentlerinin baglanma iglemi proteinin
glikolizasyonu olarak adlandinilir. Iki ayri protein glikolizasyon yolu bulunmaktadir: N-
linked ve O-linked glikolizasyon®®.

N-linked glikolizasyon daha siktir ve asparagine residllerine baglanir ve
dallanmig zincirler yapar. O-linked glikolizasyon ise daha nadirdir ve serine ya da
treonine baglanan daha basit yapida bilesikler olustururlar ***°. Glikozilasyon iglemi
spesifik glikoziltransferaz enzimleri aracihigi ile olur. IgA molekllu diger
immunglobdlinler ve serum proteinleri gibi N-linked glikolizasyon bélgeleri icermekle
birlikte, O-linked CH’lan da igeren nadir proteinlerden biridir. Bu O-linked proteinier
IgA molekiliniin Fab ve Fc fragmanlarini baglayan boélgesinde bulunur*(Sekil 1).
Bu bdlgeyi olugturan 17 amino asitten 5’i O-linked glikolizasyon bélgelerini tasir. IgA2

geni bu bélgeyle ilgili bir delesyon igerir ve 1gA2 molekiit hi¢ O-linked CH

tagimamaktadir **4,

CH1
IgA1 @

* Ser 4_
P O-glycan

Pro-
3 Pro.
3 Fhra
a3 Pro-
ﬁer’ O-glycan
ro
ser O-glycan
K Pro
) Pro
° Pro-
ger‘ O-glycan
*, Pro
240 Ser <@ O.glycan

CH2

Sekil 1. IgA1 molekiliniin yapisi ve kirig bélgesinin protein dizisi. Sa§ tarafta kirig
bélgesinin protein dizisi serine bagl o-glikozilasyon bolgesleri okla isaret edilmigtir*.



IgA1 molekiliinde O-linked glikolizasyon igin serin ya da treonin molekiliine

CH eki asagida sematize edildigi gibi baglanmaktadir®®:
Serine —--— N-asetil galaktozamine —---f1,3 --- Dgalactose

IgAN hastalarinin  IgA1 molekiillerinde terminal galaktoz molekdlinin
baglanmasinda ( terminal galaktozilasyon) bir sorun oldugu bildiriliyor 3844 Burada,
olmasi gereken yerde galaktozun bulunmamasi, N-asetilgalaktozamine
molekiliniin dig etkilesimlere agik kalmas: anlamina gelmektedir. Molekilin
yukarida belirtilen 6zelliklerini yogun bir bicimde caligan Ingiltere’den bir grup IgAN
hastalarda galaktozilasyondan sorumiu B1,3-galaktosil transferaz enziminde eksikiik
bulundugunu bildirmigler*> ancak bu bulgu digerleri tarafindan heniz teyid
edilmemistir. Karaciger IgA’nin ana katabolizma boélgesidir ve karacigerde bulunan bir
asialoglikoprotein  reseptéri (ASGP-R) IgA1 molekiliindeki terminal galactoz

residileri igin spesifiktir®*

. Bu nedenle galaktozilasyonun tamamlanamamasi,
ASGP-R'nin IgA1 molekiillerine baglanamamasi sonucunu dodurmaktadir. IgAN'li
hastalarda IgA1 ve IgA1-CIC komplekslerinin klirensinin bu nedenle azalmig olmasi
muhtemeldir. Ancak bu veriler neden mesangiumda IgA birikimi oldugunu heniiz
tam olarak agiklayamamaktadir. Hipotezierden biri, galaktozu bagdlanamamis
aciktaki CH molekultiniin mesangial hiicrelerle etkilegime girmesidir*'.

IgAN ve HSP’da hiicresel immun sistemin aktivitesine iligkin bazi bozukluklar
da bildirilmigtir. IgAN’nin alevienme dénemlerinde yardimci T hicrelerinde bir artig
(CD4, Tad), supresor T hiicrelerinde(CD8) ise azalma bildirilmistir. Ta4 hicrelerinin
immunglobulin sentezini IgM'den IgA’ya cevirme yeteneklerinin oldugu ve IgAN
olgularinda Ta4 hiicrelerinde artig gézlendigi bilinmektedir. Ta4 hilicrelerinin rolint
destekleyen bir bagka veri de, genetik diizeyde IgM’'den IgA’ya degisimden sorumiu
Sa1 alelinin sikhginin IgAN olgularinda artmig olmasidir. Yakin gegmisteki bazi
hayvan modelleri {izerindeki caligmalarda IgAN’'nin patogenetik etkeninin kemik
iliginde bulundugu hipotezi 6ne striimustir*.

Her ne mekanizma ile mesangiumda birikirse biriksin, IgA molekiillerinin veya
IgA-CIC Dbilesiklerinin mesangiumda ¢6kmesi ile birlikte inflamatuvar bir siireg
tetiklenmekte  ve c¢ok gesiti immun medyatorier sahnede sirayla rollerini
almaktadirlar®. IgAN'de glomeriilleri infitre eden hiicreler baglica monosit
makrofajlardan olugsmaktadir. Bu hiicrelerden salinan sitokinler, biiyime faktorleri,
oksijen radikalleri, proteolitik enzimler ve otokoidler dogrudan hiicre hasarina neden



olduklan gibi, mesangial proliferasyonu baglatabilirler ve glomeriler hiicrelerden
matriks yapimini uyarabilirler*®.

IL-1, IL-6, IL-8 ve TNFa immunolojik ve inflamatuvar siregleri baglatan
baglica proinflamatuvar sitokinlerdir*’. TNFo. hem monosit/makrofajlardan salgilanir
hem de mesangial hiicrelerin TNFa salgilama kapasitesi bulunmaktadir'!. TNFa ve
IL-1 mesangial hiicreleri IL-6 ve IL-8 salgilamak lzere stimiile ederler, mesangial
hiicrelerden oksijen radikallerinin yapimini uyarrlar, adhesyon molekiillerinin
yapimini uyararak daha fazla inflamatuvar hiicrenin bdlgeye gelisine olanak
saglarlar*’4,

Sonug olarak, IgAN'nin etyopatogenezi tam olarak bilinmemekle beraber,
bilmecenin pargalan hizla toplanmaya ve birlegtirimeye devam edilmektedir. Son
zamanlardaki veriler IgA1’in yapisal 6zelliklerinden dolayr mesangium hiicrelerine ve
ekstraselliler matriks proteinlerine baglandidini  disindirmektedir. IgA1’in
mesangial birikimi ile tetiklenen kronik inflamatuvar siirecin gelismesinde de pek gok
faktér rol almaktadir. Her bir inflamatuvar faktériin bu siregteki roline iligkin ¢esitli
kanitlar bulunsa da, bu faktorlerin nihai sonuca, yani kronik inflamasyon ve
proliferasyona ulagmak i¢in birbiriyle iligkisine dair veriler hala eksiktir.

1.6 DOGAL SEYIR

IgAN histolojik remisyon olmaksizin kronik ve ilerleyici bir hastaliktir. Hastalarin
ucte biri klinik olarak remisyona girse dahi (mikroskopik hematiri ve proteinirinin
kaybolmasi, serum kreatininin normal sinirlarda bulunmasi), tekrarlanan biyopsilerde
glomerilierin IgA’dan temizlendigi gdsterilememigtir. Bu nedenle IgAN artik selim ve
iyi prognozlu bir hastalik olarak kabul edilmemektedir*.

Hastalarin %40'inda bdbrek fonksiyonlan ilerleyici olarak kétilesir ve bu
hastalarin yaklasik yarisi 20 yil sonunda son dénem bébrek yetmezligine giderler.
Yine hastaligin dogal seyrinde hipertansiyon olgularin %40’inda geligir *184°,

IgAN’'de uzun dbnemde kétl prognostik faktdrierin belirlenebilmesi igin,
IgAN'ye iligkin gesitli klinik, biyolojik ve patolojik veriler degerlendiriimisgtir. Belirlenen
koth prognostik faktdrier Tablo 2'de sunulmustur.

Olgularin yaklagik tgte biri kronik mikroskopik hematiri, normal serum
kreatinin diizeyleri ve <1g/g proteiniri ile selim bir seyir gdsterirler. Tartigmali olmakia



birlikte baglangigta makroskopik hematiri varhinin iyi prognostik faktér oldugu
bildiriimektedir.

Hipertansiyon
Proteiniiri> 2g/giin
Tani sirasinda KBY
Biyopsi bulgulari: Glomerillerde ciddi proliferatif ve sklerotik degisiklikler
interstisyel fibrosis ve tubuler lezyonlar
Vaskiiler skleroz
Periferik kapiller duvarlarda da IgA birikimi
GOS*>10
Genetik faktérler : HLA Bw35

Tablo 2 : IgAN'de kétl prognostik faktérler.
*GOS: global optik skor

Global optik skor (GOS) Alamartine ve ark.* tarafindan IgAN icin &nerilen bir
skorlama tipidir. Bu skorlama sisteminde lezyonlar, mesangial, tubuler, interstisyel ve
vaskiiler lezyonlar olarak siniflandiriimakta ve su sekilde derecelendiriimektedir:

1-Mesangial lezyonlar: mesangial proliferasyon (0-2)
mesangial skleroz (0-2)
glomeriiler skleroz (0-2)

2-Tubuler lezyonlar : tubuler atrofi (0-2)
tubuler nekroz (0-2)

3- Interstisyel lezyonlar : interstisyel hiicre infiltrasyonu(0-2)
interstisyel 6dem (0-2)
interstisyel fibrosis(0-2)

4- Vaskiiler lezyonlar: subendotelyal birikim (0-2)

intimal proliferasyon(0-2)
vaskiiler tromboz(0-1)
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GOS sistemine gbére mesangial lezyonlar bashg altinda yapilan
degerlendirmeden glomeriler indeks (Gl) 0-6 arasinda; tubuler indeks (T1) ile tubuler
lezyonlar 0-4 arasinda, interstisyel indeks ile (ll) interstisyel lezyonlar 0-6 arasinda
ve vaskiler indeksle de (V1) vaskiiler lezyonlar 0-5 arasinda bir deder almakta ve
bu dort indeksin toplanmasiyla da (GI+TI+lI+VI), 0-20 arasinda bir GOS elde
edilmektedir. Alamartine ve ark. Primer IgAN'li 281 hastada kronik bd&brek
yetmezligine gidis acgisindan risk faktérlerini multivaryant regresyon analizi ile
incelemigler ve GOS’'un >10 olmasinin KBY gelismesi agisindan énemli bir risk
faktori oldugunu bildirmislerdir®.

Angiotensin konverting enzimi (ACE) genindeki farkhliklarin da klinik seyre
etkili oldugunu bildiren yayinlar mevcuttur. Bazi g¢aligmalar, D(delesyon) allelinin
homozigot tasgiyicilarinin prognozunun, | (insertion) alelinin homozigot tasiyicilarina
gbre daha kétil oldugunu bildirmiglerdir’'. Ancak bu veriler farkh gruplar tarafindan
teyid edilememistir®2.

Yas ve cinsiyet gibi bagka Kklinik faktdrierin prognostik énemi ¢ok net
tanimlanamamistir®.

1.7 TEDAVI YAKLASIMLARI

IgAN'nin patogenezi izerine pek ¢ok galisma olmasina kargin, tedavisine
odaklanan pek az caligma bulunmaktadir. Tedavi ile ilgili ¢aligma sayisinin azhg
belki de hastaligin uzun yllar selim bir gidiginin olduguna inaniimasindan
kaynaklanmaktadir. Yakin tarihnte 1976’dan beri yayinlanan tiim galigmalar derlenmis
ve bunlardan gikarilan éneriler yayinlanmigtir®®,

IgAN'nin tedavisinde basta steroid olmak iizere, siklofosfamid, dipridamol,
warfarin, azatiyoprin, balik yag gibi pek ¢ok ajan denenmigtir. Asagida sirasiyla
bunlara iligkin galigmalara dayanarak ¢ikarilan dnerileri sunacagiz.

IgAN’li erigkin hasta popiilasyonunda tedavi amaciyla steroid kullanimina
iliskin G¢ ana galigma bulunmaktadir. Bunlardan birincisi Lai ve ark.’nin prospekiif
randomize kontrolli galismasidir’®. Bu calismada 17 hastaya 4 ay sireyle oral
steroid verimis ve tedavi almayan kontrol grubu ile karsilagtinimisgtir. 38 ayhk
ortalama izlem siiresi iginde, iki grup arasinda kreatinin klirensi agisindan anlamli bir
fark bulunamamigtir. Kortikosteroid tedavisi  histolojisinde hafif  glomeriler
degisiklikler gdsteren hastalar arasinda nefrotik sendromu remisyona sokmug ancak
pek cok hastada yan etkiler gériiimugtir. Bu galismanin sonucunda steroid tedavisi
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sadece nefrotik sendrom ve minér histopatolojik degigiklikleri olan segilmig bir hasta
grubunda 6nerilmektedir. 1988'de Kobayashi ve ark. 29 hastalik retrospektif bir
calisma yayinlamiglardir®®. Bu galismada >2g/giin proteindrisi olan hastalara 12-36
ay siireyle oral prednisone verilmistir Bu hasta grubunda steroidlerin renal
fonksiyonu stabilize ettikleri ve baglangigtaki klirensi (>70ml/dk) koruduklar
gosterilmigtir. Ancak kontrolli bir ¢alisma olmamasi nedeniyle kesin sonug¢
cikarilamamigtir. Ayni grup 1996'da prospektif kontrollii bir gahsma yapmig ve
1988'deki bir alt grubu tedavi almayan bir grupla kargilastimislardir®®. 18 ay stireyle
gunlik steroid kullanimi renal fonksiyon {izerinde koruyucu bulunmus ve tedaviden
10 yil sonra dahi proteiniiride azalma oldugu bildirilmistir.

Sonug olarak steroid kullanimi, histopatolojik degisiklikleri gok agir olmayan,
>3g/g proteiniirisi ve renal fonksiyonu korunmus (kreatinin klirensi > 70ml/dk) olan
hastalarda o6nerilmektedir. Steroidler proteiniriyi azaltmakta ve renal fonksiyonu
stabilize etmektedirler *°.

Siklofosfamid, warfarin ve dipridamol kombinasyonunu degerlendiren iki ana
calisma bulunmaktadir. Woo ve ark’nin  baslangigta bu kombinasyonun proteiniriyi
azalttigini ve renal fonksiyonu stabilize ettigini géstermelerine ragmen® galismadan
5 yil sonra yapilan de§erlendirmede tedavi ve kontrol gruplari arasinda fark
bulunamamistir®’. Walker ve ark. ise renal fonksiyon agisindan iki grup arasinda fark
gosterememigler ancak proteintrinin  azaldigini  gdstermislerdir®®. Gonadal
disfonksiyon énemli bir yan etki olarak gdzienmis ve 6zellikle geng hastalar igin bu
tedavi ydntemini segmeyi zorlagtirmigtir.

Siklosporin Lai ve ark tarafindan randomize tek kor bir galigma kapsaminda
IgAN'de kullanilmigtir®®. Siklosporin kullaniminda hedef plazma dizeyi 50-100ug/mi
olarak belirlenmigtir.12 hafta siiren 24 hastallk bu g¢aligmada hastalarin en az
1.5g/giin proteindrileri ve kreatinin klirenslerinde disme mevcuttur. Bu dénemde
proteiniiri miktarinda &nemli bir disls g6zlenmis ancak buna kargin serum
kreatininleri artmistir. Tedavinin kesilmesini takiben bu etkiler hemen tersine
dénmustar.

Sonug¢ olarak, siklofosfamid, dipridamol ve warfarin kombinasyonu ve
siklosporinin IgAN’'de kullaniimas ile ilgili veriler yetersizdir ve bu konuda randomize
kontrolli galigmalara gereksinim vardir.

IgAN'de esansiyel yay asitlerinde eksiklikler saptanmistir®®. Balik yaginin
baglangigtaki glomeriler hasardan sonra agiga ¢ikan potansiyel medyatérler Gzerine

T YIKSEXKOCRETIM KURULY
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etki ederek hastalifi olumlu bir bigimde etkileyebilecedi duglnilmustir. Balik yag:
uzun zincir omega 3 poliunsature y.a. (w-3-PUFA), eicosapentaenoic asit (EPA),
docosahexaenoic asit (DHA)'den zengindir. Bu yad asitleri aragidonik asitin yerine
gegerek, lipooksijenaz ve siklooksijenaz enzimieri igin substrat olabilmekte ve bunun
sonucunda ortaya  biyolojik olarak daha az etkin prostaglandinler, leukotrienier
ortaya ¢ikmaktadir. Bununla ilgili 20 hastalik ilk 6n sonuglardan sonra i{i¢ ana
galisma yapilmigtir. Bunlardan ikisi olumlu bir etki belirtmezken*® Donadio ve ark’nin
106 hastalik ve iki yil sireyle izlem verileri olan randomize kontrollii galigmasinda®
balik yagi grubunda hastalarin %6’si, zeytin yad: grubunda ise %33'inde bazal
kreatinin diizeylerinde %50'den fazla artis olmustur. Total SDBY yiuzdesi ise dort yil
sonrasinda balk ya§i grubunda %10, plasebovgrubunda %40'tir. Higbir hasta
tedaviyi yan etki nedeniyle sonlandirmamigtir. Halen giin asin prednisolone
kullanimi ile balik yad ve plaseboyu kargilagtiran bir galisma stirmektedir *°.

Sonug olarak yavas ancak ilerleyici renal fonksiyon kaybi olan hastalarda balk
yad dnerilmektedir®®.

Erigkin literatiirleri arasinda azathioprine ve steroidi kulianan tek bir ¢galisma
bulunmaktadir®>. Bu retrospektif nonrandomize calismada 66 hastaya azathioprine
ve giinlik steroid verilmis ve 48 tedavi almayan hasta ile karsilagtinimigtir. Bu
tedavinin IgAN progresyonunu yavaslattigini géstermigler ancak galigmanin tedavi
kolundaki hastalarin sec¢iminin daha adir histopatolojik degisikliklerinin olmasi
nedeniyle bu  sonuglarin kontrolli caligmalarla da desteklenmesi gerektigi
disinilmustir.

Sonug olarak IgAN’'de azathioprine ve steroid kullanimina iligkin veriler heniiz
yetersizdir.

IgAN'de siklikla mukozal bir uyarinin (faranjit, gastroenterit) tetikledigi
makroskopik hematiiri, IgA sisteminin infeksiy6z ya da bir besin antijenine agiri
duyarliliyy ile agiklanabilir. Bu, klirensinde de bir bozuklukla birlesirse, mesangial
birikimiere ve renal inflamatuvar bir yanita neden olabilir. IgA sisteminin bir parcgasi
olarak tonsiller, bu hastalarda IgA disregiilasyonunu tetikleyici faktorler olarak rol
oynayabilirler. Bu hastalarda tonsillektominin proteiniri, hematiiri ve serum total IgA
konsantrasyonunu  azalthi§t gésterilmistir. Buna karsilik renal fonksiyon {zerine
etkisi gosterilememistir. Bu nedenle tekrarlayan tonsillit gegiren IgAN hastalarinda
tonsillektomi 6neriimektedir*®.
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Kan basincinin yiksek olmasi, IgAN'de kétu bir prognostik faktrdir’® ve
hastaliin baslangicindan itibaren tedavi edilmelidir. Angiotensin II'nin glomeriiler
hiicreler de iginde olmak {izere bazi hiicreler lizerinde dogrudan hipertrofik bir etkisi
vardir®®. Bu yolla glomeriler sklerozun baslamasinda rol oynadi§i distiniilmektedir.
Ayrica mesangiyal hiicre kiltlrlerinde gosterildigi gibi, ekstraselliiler matriks yapimini
artirarak da sklerozu destekleyebilir. Dért ayn ¢aligmada, hipertansif IgAN
hastalarinda angiotensin konverting enzim inhibitérlerinin kullanimi hem proteiniriyi
azaltmakta hem de glomeriiler filtrasyonu olumlu ynde etkilemektedir*®%*.

Yukarida belirtilen tedavi yaklagimlan digsinda, IgAN'de denenmig Phenytoin,
antitrombosit ajanlar, urokinaz, danazol, sodyum kromoglikat, diyette gluten
kisitlamasi gibi yéntemierin renal fonksiyon tizerine hig etkisi yoktur®.

Yakin zamanlarda, HSP veya IgAN olan 11 hastaya i.v.Immunglobulin
uygulanmis ve kisa dénemde gerek glomeriiler filtrasyon hizi {zerine, gerekse
proteinliri {izerine olumlu etkileri olmakla birlikte, tedavinin kesilmesini takiben
hemen relaps gézlenmistir®.

2.TNFa

Tumor nekrosis fakt6r(TNF) ve lenfotoxin-a yaklagik 10 yil énce, in vitro
ortamda tiimér hicrelerini 6ldirme ve farelerde transplante timérlerin  hemorajik
nekrozuna neden olma kapasiteleri ile tanimlanmiglardir®. Yaklagik es zamanl
olarak baska bir grup tarafindan fare makrofajlarindan kasektin adi verilen bir
faktorin salindigt bildirilmistir®®. Dizi analizleri yapildiginda bu maddenin TNF ile
ayni oldugu ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde literatiirde ortak bir dil olugturma amaciyla
artik bir anlagmaya variimigtir. TNF ya da kagektin TNFq; lenfotoksin-a olarak bilinen
ise TNFp ismini almistir®’.

2.1 BiYOLOJIK OZELLIKLERI

TNFa aslinda belirli bir ligand ailesinin (yesidir ve bu ligand ailesi yine
yapisal olarak birbirine benzeyen bir dizi reseptére baglanir®®. TNFa ve TNFB iste
ayni ligand ailesinin birer Gyesidir ve ayni reseptérlere ayni ilgi ile baglanirlar. Bu
reseptorler, molekll adirliklarina gére 55kd ve 75kd reseptérieri olarak
adlandinihiriar®®”_ Ait olduklan reseptér ailesinin diger tyeleri arasinda lenfotoksin-

b(LRB-R), Fas, CD27, CD30, CD40 ve 6lim reseptoril 3 (death receptor 3, )olarak
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bilinen DR3 reseptdriide bulunmaktadir®®. TNFo. ve TNFB farkli hiicrelerden
salinmalarina ragmen benzer Dbiyolojik aktiviteleri tetiklerler. TNFo.  baglica
makrofajlardan ama ayni zamanda T ve B lenfositlerinden de
salgilanabilmektedir’®% TNFB ise basglica lenfositlerden ve natural killer
hiicrelerden salgilanmaktadir’®%®7. Bu iki sitokinin baglandigt gerek 55kd gerekse
75kd reseptorleri hem hiicre membran yiizeyinde bulunuriar hem de dolagimda
soluble reseptorler olarak bulunurlar®®®. Bu reseptorierin hepsinin ortak bir yapisi

vardir.
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Sekil 2: TNF reseptorleri ve reseptorierin intrasitoplazmik uglarina baglanan
proteinlerin sematize edilmis gériinima.
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Yapisal olarak {i¢ kisimlari bulunur. membranin digindaki ekstramembrandz kisim,
transmembranéz kisim ve intrasitoplazmik kisim (Sekil2)®®. TNFa, ekstramembranéz
kisma baglandiginda, hiicre igine giden uyarilar sonucunda bir dizi intrasitoplazmik
protein, reseptoriin intrasitoplazmik bolgesine baglanarak hiicre iginde bagka sinyal
proteinlerinin aktivasyonuna ve bu yolla bazi immunolojik fonksiyonlarn
tetiklenmesine yol agar®®™. 55kd resptériine baglanan ana intasitoplazmik proteinier
TRADD (TNF associated death domain) grubu, 75kd’ye baglananlar ise TRAF (TNF
associated factors) grubu proteinlerdir®®’. Bu proteinlerin reseptdrierin
intrasitoplazmik  uglarina baglanmalariyla bir dizi yeni proteinin de baglanmasi
tetiklenmekte ve nukleer faktér kappa B (NFxB) aktive olmakta; béylece diger
sitokinlerin ve TNFo’nin yapimi igin transkripsiyonu baglatmaktadir®® ™.

TNFo ya hiicre ylizeyindeki reseptériere baglanmis olarak ya da dolagimda
bulunur. Salinimi igin makrofajlan aktive edebilme &ézelliine sahip bir ajanin ortamda
bulunmasi gerekmektedir. Viicutta hemen hemen tiim hiicrelerin yiizeyinde TNFa
reseptorleri bulunmaktadir. TNFo'nin biyolojik etkilerine baktigimizda, sistemik olarak
ve aniden biiylk miktarlarda salindiginda, endotelyal hicrelerin antikoagiilan
ozelliklerini degistirmekte, notrofilleri aktive etmekte, diger inflamatuvar sitokinlerin
salinimini uyarmakta ve bitln bu etkilerin ortakligiyla da kardiyovaskiller goka neden
olabilmektedir®™. Bu durumun bir émegi septik soktur. Daha disik diizeyde ama
kronik olarak salinimi ise inflamatuvar yanita katkida bulunmaktadir®®. Bu bigimde
salindiinda, ortama monosit ve makrofajlarin toplanmasina, adhezyon
molekdllerinin yapiminin artmasina ve interferon gamma (IFNy) , interlékin 6(IL-6),
IL-8, IL-10 gibi bazi sitokinlerle beraber kendi kendisinin de yapiminin uyariimasina
yol agmaktadir’. Bu etkileriyle kronik inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde rol
oynadigi dusiniiimektedir.

2.2 TNFa GENI

TNFa geni 6. kromozomun kisa kolu izerinde, klas | ve klas Il major
histokompatibilite komplekslerinin (MHC) arasinda ve klas Il MHC béigesinde
bulunur®®. HLA B locusunden sentromerik yonde 250 kilobaz, HLA-DR lokiisinden
de telomerik ydonde 850 kilobaz uzakhktadir.(Sekil 3). MHC bdlgesinin polimorfik
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karakteri TNF lokiisinde kargimiza gikmaktadir. Gerek TNFa, gerekse TNFB icin
birden fazla polimorfizm tanimlanmstir.

2.3 TNFa POLIMORFIZMLERI

TNF  bélgesinde codunlugu dimorfizmler, bir bélimi mikrosatellit
polimorfizmleri olmak izere birden fazla polimorfizm tanimlanmigtir. Bugiine kadar,
genin promotér bolgesinde yerlesmis olan toplam 9 polimorfizm tanimlanmstir 72
-163, -238, -244, -308, -376, -574 ,+70, -862, -856 polimorfizmleri. Ik alti
polimorfizm guaninin (G) yerine adenin (A) gegcmesiyle olusmus polimorfizmlerdir.
—-862'deki polimorfizm citosine (C) yerine A ge¢mesi, -856'daki polimorfizm ise
timidinin (T) yerine C gegmesiyle ortaya gikmigtir. +70 polimorfizminde ise ek bir C
nukleotidi araya girmigtir.

Mikrosatellit polimorfizmleri dendiginde DNA'da degisen uzuniuklarda kendini
tekralayan TC/GA veya AC/GT dizilerinin bulunmasini anliyoruz. Buginki
bilgilerimize gére 6. Kromozomun TNF béigesinde bes mikrosatellit polimorfizmi
bulunmaktadir’"72.

Yukarida belirtildigi gibi, ¢ok sayida polimorfizm tanimlanmis olmakla beraber,
O6nemli olan TNFa ekspresyonunu etkileyen polimorfizmlerin tanimlanmasidir.
Yukarida tarif edilen polimorfizmlerden sadece birinin TNFa. ekspresyonunu etkiledigi
gosterilmigtir. Bu polimorfizm —308 polimorfizmi olup Wilson ve ark TNFa'nin

transkripsiyon aktivitesini snemli digtide etkiledigini gostermislerdir'®.

2.3 TNFa -308 POLIMORFizmi

6. Kromozomun kisa kolu Gzerinde bulunan TNF bolgesinde tarif edilen —308
polimorfizminde, bu pozisyonda G yerine A gecmesiyle bir mutasyon ortaya
ctkrigtir. ~308'de G bulunmasi adi alel (TNFA1) ‘e yol agarken, A'nin bulunmasi
nisbeten nadir olan alele (TNFA2) yol agmaktadir'®. TNFA2'nin daha guglu bir
transkripsiyon aktivatori oldugu gosterilmistir'®.

MHC'lerinin dnemli bir 6zelli§i belirli bazi aleller arasinda baglanti dengesizligi
(linkage disequilibrium) denen olgunun gézlenmesidir. Baglanti dengesizligi belirli
HLA alellerinin tesaduften beklenenden daha sik bir arada gériilmesi halidir. Ornegin
HLA-A1-B8-DR3-DQ2 ya da HLA-A2-B44-DR4-DQ8 antijenlerine buyiik ¢odunlukta
birlikte rastlanmasi gibi . TNF geninin majér histokompatibilite kompleksiyle olan

17



——

Centromenc ——
Telomeric
oP 0Q DR COMP  HSP70 ™NF B C A
class i
class i
class |
\\
\"
Y,
<< Centromere << >> Teleomere >>
HLA-DR LT-3 TNF
>>> <\ ;
— - \"‘
’ - e R XS m@%@ —
! L 2 — —— ” !
[
163
TNFd+e 376
-238
h +70C
-308
__~ TNFI/2
|_i Exon @Exon wanslated — Exon untranslated 54 Inwon C microsatellite ! Interruption

Sekil 2: MHC kompleksinin genel yapisi, TNF lokusi ve tanimianan

polimorfizimier

18



fiziksel yakinhd: nedeniyle -308 TNFa polimorfizminin  alelleri de bazi HLA
haplotipleri ile baglanti dengesizligi olgusuyla uyumlu olarak birlikte gériimektedir.
TNFA2 biiyilk g¢ogunlukia HLA-A1-B8-DR3-DQ2 haplotipi ile birlikte
goriimektedir™.

S6z konusu haplotipin ise uzun yillardir gesitli  otoimmun olaylarla ilgkisi
oldugu Dbilinmektedir. Buradan yola ¢ikarak, belirtilen haplotipin otoimmunite ile
iligkisinin TNFo Gzerinden olabilecedi hipotezi pek gok otoimmun hastalikta ragbet
gérmiis ve bu nedenle sistemik lupus eritematosus’®, romatoid artrit’, Crohn
hastaligi’”’, diabetes mellitus™ gibi pek gok hastalikta TNFo'nin kendisinin ve —308
polimorfizminin roll aragtirilimisgtir.

19



GEREG VE YONTEM

Olgular

1990-1996 yillan arasinda biyopsi ile tanisi konmus 158 IgA nefropatili olgu
calismaya alinmigtir. Hastalarin 106 si erkek, 52 si kadindir. Olgularin  hepsi
Fransa'da, St Etienne'de Merkez Universite Hastanesi, Nefroloji Kliniginde
izlenmekte olan hastalardir ve higbirinde karaciger sirozu, lupus nefriti ya da Henoch
Schonlein Purpura’si gibi sekonder IgA nefropatisi nedenleri bulunmamaktadir. lik
renal biyopsi sirasinda, hastalarin ortalama yasi, erkekler igin 40 + 14 , kadinlar igin
ise 41 + 14 olarak bulunmustur. Ik renal biyopsiden itibaren ortalama izlem siiresi
106 + 93 aydir (9 + 8 yil). Kontrol grubunu genel popiilasyonu yansitmak {izere yine
ayni bolgeden gelen 103 saglkh olgu olusturmaktadir. Kontrol grubuna cinsiyet
acisindan dagilimin hasta grubu ile uyumlu olmasi amaglanarak 63 erkek ve 40
kadin ahinmigtir.

DNA izolasyonu

1-Kan érneklerinin toplanmasi
Caligma grubunu olusturan olgulardan pihtilagmay 6nlemek amaciyla 25 cc kan %5
EDTA'll plastik fenole direngli tiiplere alindi.

2-DNA izolasyonu ve saklanmasi
A-Hiicrelerin pargalanmasi

1. 10 mi 1M pH7.4 TRIS HCI, 5ml 1M MgCl. ve 2 mi 5 M NaCl igceren
parcalama (lysis) soliisyonu hazirlanir. Lysis g¢bézeltisinin amaci kirmizi
kireleri pargalamakitir.

2. EDTA'T 25 cc kan orne§i bir falkon tlipline konarak {izerine egdeger
miktarda lysis soliisyonu eklenir. 10 dakika 1800 devir/dk hizla santrifij
edilir.

3. Santrifilj sonrasi supernatan tiipte 25 cc kalacak sekilde aspire edilir ve
kalanin (izerine tekrar lysis sollisyonu toplam 50 cc'ye tamamlanmak
lizere eklenir ve tip ajite edilir. Santrifiij iglemi ayni bigimde tekrarlanir.
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Tekrar supernatan tiip iginde 5cc kalacak gekilde aspire edilir. Kalanin
tizerine lysis sollisyonu 30 cc'ye tamamlanacak sekilde eklenir.Santrifij
iglemi ayni hizda tekrarlanir.

Supernatani dipte sadece beyaz kire sedimenti kalacak sekilde aspire
edilir.

Tipler direkt olarak —20°C’da saklanir.

B-DNA ayriimasi

1.
2.

Beyaz kiire sedimentini iceren tipler —20°C’den ¢ikartlir.

DNAzlarn inhibe etmek (zere 10ml ekstraksiyon soliisyonu eklenir.
Ekstraksiyon soliisyonu 1000 ml distile su iginde 100 ml 1M Tris HCI (pH
7.4); 20ml 10mM NaEDTA(pH 8) ; 20 ml 5M NaCl; 50 mi %10'luk SDS
icerir. Ekstraksiyon solisyonu eklendikten sonra karigim iyice homojenize
edilir. |

Karigima 0.1 ml proteinaz K (Boehringer liyofilize 25 mg; 10mg/ml olacak
sekilde hazirlanir) eklenir ve 37°C’da surekli ajitasyon halinde bir gece
boyunca inkibe edilir.

Ertesi gin artik homojenize oimus olan soliisyondan klasik fenol kloroform
yontemine gére DNA ekstrakte edilir.

Homojenize soliisyona 10 ml fenol eklenir; 7 dakika ajitasyonu takiben
3000 devir/dk hizda 5 dakika santrifilje edilir. Ustte kalan ak6z kisim baska
bir tipe aktarilir.

Uzerine 10 ml fenol kloroform(45 ml fenol+45 ml kloroform) eklenir ve 7
dakika ajitasyonu takiben tekrar 5 dakika 3000 devir/dk'da santrifiij edilir.
Ustte kalan akéz kisim bagka bir tipe aktarilir.

7. Yukaridaki islem bir kez daha tekrarlanir.

0.

Ustte kalan ak6z bolim tekrar bagka bir falkon tiipiine aktarilir. Uzerine 10
ml kloroform-izoamilalkol(84ml kloroform+3.5 mi izoamilalkol) eklenerek 7
dakika ajite edilir ve 5 dakika 3000 devir/dk’da santrifiij edilir.

Islem no 8 tekrarlanr.

10. Ustten ayrilan akéz kisma 40 ul 5M NaCl/ml olacak sekilde eklenir
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C-DNA’nin goktirilmesi

1. Yukanda elde edilen son g¢ozeltini (izerine 20 ml -20C’de saklanmig
mutlak etanol eklenir ve DNA'nin ¢okelti olusturdugu gézlenir.

2. Uzun pastér pipeti hizla tipiin icinde dondurtlerek ¢oken DNA pipet
etrafina sarilir.

3. Etrafina DNA sanlmis olan pipet 70° ‘lik etanol’e ayni sekilde gevirerek
batirilir.

4. Pipetin ucu kirilarak steril bir platik tiip i¢inde bir gece kurumaya birakilir.

D- DNA'nin tekrar ¢bziimesi

1. 0.5 ml 10 ml 1M Tris HCI ve 2 ml 0.5M EDTA (pH 8 ) den olusan TE
soliisyonu eklenir ve 4° C’de ajitasyon aitinda bir gece bekletilir.

2. Steril bir tipe 1: 50 oraninda olacak sekilde hazirlanan DNA soliisyonu:
steril su karigimi hazirlanir.

3. Spektrofotometrede elde edilen . DNA miktari élgiliir

-308 TNFa. polimorfizminin genotiplemesi

Genomik DNA periferik kan mononiikleer hiicrelerden yukarida belirtildigi gibi
klasik fenol kloroform yéntemiyle ekstrakte edildikten sonra genin ampilifikasyonu ve
genotipleme, polimorfik fragmanin restriksiyonu ile birlikte polimeraz zincir
reaksiyonu (RFLP-PCR) kullanilarak yapiimigtir.

PCR in vitro kogullarda DNA’nin belirli dizinlerini enzimatik olarak yeniden
sentezleme yéntemidir. Tum DNA polimeraziarin ortak ézellikleri, elde DNA'nin bir
pargasi dahi olsa, bu pargadan baglayarak bunun kargit tamamilayici (komplemanter)
dizisini sentezleme yetenegidir. Iste DNA polimerazlarin bu &zellikleri PCR
tekniginde, istenen DNA dizisinin, ardi sira replikasyonlarla tekrar tekrar yeniden
Uretilmesi biciminde kullaniimaktadir. Bu iglem igin istenen DNA pargasina ait baz
dizisinin kargi tamamlayici dizisi niteliginde sentetik oligonukleotid pargalarini
segmek ve bu sinirll dizilerin tekrar tekrar Gretilmesi igin gerekli ortami hazirlamak
yeterlidir. Her replikasyonda segilen dizinin kopyalan iki katina ¢iktigindan, istenen
dizi logaritmik olarak artar. Bu iglemin pratikte gerceklestirimesi igin gogaltiimasi
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istenen segmenti iceren DNA, disiiifid baglarin eritecek derecede yiiksek bir isiya
maruz birakilir(pratikte 94-95°C). Bu asamaya denatiirasyon agamasi denir.
Sarmalin aynilan iki pargasina, bu kez sentetik oligoniikleotidierin bagianabilmesi i¢in
Is1 yeniden dugirtlir(40-70°C) . Bu agamaya ise hibdizasyon agamasi denir. Daha
sonra st 72°C ‘' cikarilarak DNA polimerazlarin optimal kosullarda DNA'nin
replikasyonunu gercgeklestirmeleri saglanir. Bu agsamaya da elongasyon asamasi
denir. Bu g etap bir siklusu olusturur ve genellikle 20-50 kez tekrarlanarak istenilen
DNA pargasindan ¢ok miktarda elde edilmesi hedeflenir. Sekil 4de PCR reaksiyonu
sematik olarak gdsterilmistir.

Bu reaksiyonlar sirasinda 1s1 faktéri diginda gerekli olan bazi kimyasal
maddeler de vardir. Bunlardan birincisi DNA polimeraz enzimidir. Glinimizde 1siya
dayaniklligi nedeniyle bu amagla Thermus aquaticus isimli bir sicak su kaynagi
bakterisinden elde edilen Tag polimeraz isimli enzim kulianiimaktadir.
Gergeklestirilecek reaksiyon sirasinda hem nukleotidlerin  hem de reaksiyonun
stabilizasyonu igin magnezyum (Mg) iyonu gerekmektedir. Bunlarin diginda tim
biyokimyasal reaksiyonlarda oldudu gibi, pH'in kullanilan enzimin aktivitesi igin
gerekli optimal diizeyde sabit kalmasi i¢in belirli bir tampon bilesigi gereklidir.
Hibridizasyonu kolaylagtirmak ve stabilize etmek igin KCI'e gereksinim vardir.

PCR reaksiyonunun gergeklestiriimesi igin istenen 1s1 degisikliklerinin hizla
saglanmasi gerekir. Gunimiizde bu amagla uretilen 6zel PCR apareylerinden
yararlaniimaktadir. Sekil 4'te PCR reaksiyonlarinin temel ilkeleri sematik olarak
sunulmustur.

RFLP yéntemi ise 6nce PCR ile ¢odaltilan DNA 6rnedinin, daha sonra gen
Uzerindeki mutason bélgelerini taniyan ve bu bélgelerden nikleotid zincirini keserek
sindirime ugratan (digestion) bir restriksiyon (sinirlandirma) enzimi ile muamele
edilmesi esasina dayanir.Bu igem sonrasinda farkh uzunluklarda oligonikieotidler
elde edilir. Farkli uzuniuklan nedeniyle jel elektroforezinde farkh hizlarda gé¢
edeceklerinden nihai olarak elektroforezde olusturduklan bantlarin olusma yerlerine
gére mutasyonu igeren DNA’lar! tanimak miimkin olur

T.C. YOKSEXOCRETINM KURDLY
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Ikili

3 5 | sarmalin
, , | aynima

A 5 3 | agamasi

3 r—— 5" | Primerlerin
B hibridizasyonu

Taq polimerazl:

Sekil 4: PCR igleminin agamalari

Calismamizda, -308 TNFa polimorfizminin taninmasi amaciyla -308
nucleotidini de igeren 289 bp’lik DNA fragmaninin amplifikasyonu ig¢in kullanilan
primer dizileri soyledir:

Sense :

5'- AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’
Antisense :

5’- CAGCGGAAAACTTCCTTGGT-3

PCR ile DNA amplifikasyonu igin , éncelikle 20mM Tris HCl tamponu igine 50mM
KCl, 1,5mM MgCl,, 200uMol/L ANTP ve her primerden 0.5uM eklenerek bir karigim
hazirlanmigtir. Daha sonra bu karnigima énce ayrilan DNA’dan 250ng’lik bir miktar
katiimig ve son olarak da asil amplifikasyon iglemi igin gerekli olan 1.25 U Thermus
aquaticus polimeraz enzimi (GibcoBRL) eklenmigtir. PCR reaksiyonlan igin,
baslangictaki 90°C’'de 5 dakikalik erime siiresini takiben, 30 sn 94°C, 30 sn 60°C ve
1 dakika 72°C’den olusan 35 siklus kullaniimigtir.
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Yukarida belirtilen reaksiyonlar sonrasinda elde edilen PCR riini, 5U Ncol
enzimi ile 3 saat 37°C’lik su banyosunda muameleye tabi tutulmus ve daha sonra
etigjdyum bromid ile boyanan %2,5'lik agaroz jelinde (Metaphor agarose FMC
BioProducts) elektroforezi gergeklestiriimigtir.

Jel lizerinde elde edilen bandlarin degerlendiriimesi asagida belirtildi§i gibi
yapiimigtir:

TNFA1 alleleli = 244 ve 20 bp’de birer band

TNFA2 alleli > 264 bp’de bir bant

Ancak TNFAT1 aleline ait 20bp’lik ¢ok hafif bant jel iizerinde saptanamayacak
kadar hizh go¢ ettijinden, pratikte TNFA1 aleli 244bp’deki tek bant ile
tanimlanmigtir. Sonug olarak genotiplerin tanimi $éyle yapilmistir:

244 bp’de tek bant gériilmesi =  A1A1 (homozigot)

264 bp’de tek bant gériilmesi = A2A2 (homozigot)

244 bp’de bir, 264 bp’de bir bant goriimesi =  A1A2 (heterozigot)
(Sekil 5)

IgA Nefropatili hastalarin klinik ve patolojik verileri

Klinik veriler: Bu hastalardan ilk biyopsi tarihinde ve son kontrollerinde serum
kreatinin (umol), 24 saatlik kreatinin klirensi (ml/dk/1.73m?), proteintrinin  varligi
(>19/24 saat)
proteiniiri miktar(g/24 saat), makro veya mikro- hematiiri, arteryel hipertansiyon ve
seum kreatininin >130 mmol ve/veya kreatinin klirensi <80ml/dk olarak tanimlanan
kronik bébrek yetmezligi (KBY) varhgina iligkin veriler toplanmstir.
Patolojik veriler: Patolojik parametre olarak prognozu etkiledigi daha o©nce
gosterilmis olan global optik skoru(GOS) segtik. GOS 6nceden tanimlandig: gibi,
skorlama sistemi 0-20 arasinda degismek (izere kullaniidi.

TNFa genotiplemesinden elde edilen veriler ayrica hasta grubunun spesifik
HLA klas | ve klas Il antijenleri ile de korele edildi.
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HLA tiplemesi: HLA —A ve B antijenleri klasik serolojik yontemle tanimlanmigtir. HLA-
DR ve DQ antijenleri ise molekiiler biyoloji teknikleri ile ¢aligiimigtir. Kullanilan teknik
PCR-RFLP olup, DRB1 ve DQB1 igin spesifik hibridizasyon problar ile dizi spesifik
oligoniikleotidler(SSO) kullaniimisgtir. DRB1 antijenleri agagida belirtilen 13 allel igin
taranmigtir:

DRB1-01(DR1); DRB1-15(DR15); DRB1-16(DR16); DRB1-0301(DR17); DRB1-04
(DR4); DRB1-11(DR11); DRB1-12(DR12); DRB1-13(DR13); DRB1-14(DR14); DRB1-
07(DR7); DRB1-08(DR8); DRB1-09(DR9); DRB1-10(DR10).

DQ lokisii igin ise spesifik olarak agagidaki 7 allel taranmigtir:
DQB1-0201(DQ2), DQB1-04(DQ4); DQB1-05(DQ5); DQB1-06(DQ6), DQB1-
0301(DQ7); DQB1-0302(DQ8); DQB1-0303(DQY).

istatistiksel analiz

Istatistiksel analizde Statview 4.0 programi kullaniimigtir. Kalitatif veriler igin Ki ( x°)
kare, kantitatif veriler iginse unpaired-t testi kullaniimigtir. KBY geligmeksizin renal
safkalm ise Kaplan-Meier yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Bu analizde yukarida
tanimlandigi sekliyle KBY varligi olay olarak kabul edilmig; olayin varlh§ basglangi¢
tarihine goére (0) kabul edilirken, son izlem tarihinde halen KBY gelismeyen hastalar
censored (1) kabul edimiglerdir. Sagkalim egrileri log rank testine gére
kargilagtinimigtir.
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SONUCLAR

TNFa - 308 genotip dagilimi ve alel sikhiklan

Hastalarla saglikh kontrollerin genotip dagihmi ve allel sikhdinin sonuglar Tablo1’'de
verilmigtir. IgAN’li hastalarla saghkli kontrol grubu arasinda genotipler arsasindaki
fark istatistiksel olarak aniamli bulunmustur(p<0.03). Cinsiyet dagiminin etkisi

agisindan analiz tekrarlandiginda bu farkin cinsiyetten bagimsiz oldugu anlasiimigtir.

Ote yandan iki grup arasindaki alel sikiikiari farkli bulunmamigtir.

Genotipler * Alellert
TNF1/1 TNF1/2 TNF2/2 TNF 1 TNF 2
Hastalar 117(74%) 40(25%) 1(1%) 274 (87%) | 42(13%)
(EK)T (84 : 33) (21 :19) (1:0) (105:52) | (22:19)
Kontroller 86(84%) 14(13%) 3(3%) 186(90%) | 20(10%)
(EK)t (56 : 30) (6:8) (1:2) (62 : 38) (7:10)
Tablo1 : Hastalarla kontrol grubu arasinda genotip dagilimi ve alel sikhig)
* P<0.03

T NS : Hastalar vs kontrol grubu ve erkek vs kadin

Klinik,
korelasyonu

laboratuvar ve patolojik verilerin =308 TNFa polimorfizmi ile

TNFA2 homozigot olan tek hasta oldugu igin, bu hasta istatistiklerin kalan
béliminden ¢ikanldi. TNFA1/A1 ile TNFA1/A2 genotiplerindeki hastalar arasinda ilk
biyopsi sirasindaki serum kreatinin dederleri, 24 saatlik proteiniiri, KBY ve/veya
hipertansiyon varligi arasinda anlamh bir fark bulunamamistir. llk renal biyopsideki
GOS agisindan da iki genotip arasinda aniaml bir fark saptanmamugtir. (Tabloll)

Son takipteki serum kreatinin, kreatinin klirensi, KBY ve/veya hipertansiyon
varli§ ile bes ve on yillik takipteki renal sirviye ait veriler tablo lilI'te sunulmustur. iki
genotip arasinda, yukaridaki parametrelerin higbiri farkli bulunmamigtir. Bes ve on
yillik takipte A1A1 genotipini tagiyan hastalar sirasiyla %89 ve %83 oraninda renal
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sirvi gosterirken, A1A2 tagiyicilarinda bu oranlar sirasiyla %81 ve %71 olarak
bulunmustur. Ancak aradaki bu fark istatistiksel anlamliiga ulagsmamistir.

Klinik/pat. Bulgular A1A1 A1A2 p
Hasta sayisi 117 40

Cinsiyet E/K 84/33 2119 0.03
Yas (yil) 40 +14 39+12 NS
Serum Kr(umol/L) 101+ 65 112+ 73 NS
Proteinuri (g/d) 0.672 + 1 0.824 + 1.3 NS
Proteinuri>1g/24 s n (%) 44 (38) 14 (35) NS
Mikrohematurik n (%) 106 (91) 34 (85) NS
Makrohematuri n(%) 32 (27) 9 (23) NS
KBY n (%) 16(14) 9 (23) NS
HT n(%) 34 (29) 12 (30) NS
GOS 6.5+25 7+3 NS

Tablo Il [ik biyopsi sirasinda hastalarin TNFo. genotiplerine (A1A1 vs A1A2)

gore 6zellikleri

A1A1 A1A2 p
Sr Kreatinin (umol/L) 117+ 126 163 + 211 NS
Kr Klirensi (ml/min) 97 + 34 89 + 38 NS
KBY n (%) 20 (17) 10 (25) NS
Hipertensiyon 39 (33) 13 (33) NS
5 yilda renal sirvi 89% 81% NS
10 yilda renal siirvi 83% 71% NS

Table lli: Son takipteki hasta 6zellikleri (A1A1 vs A1A2)

izlem siiresi : Ortalama siire : 106 months

Orta siire :

87 months
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Kaplan-Meier Cum. Survival Plot for Time/CRF/FU
Censor Variable: CRF/FU
Grouping Variable: TNFacorr
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Kaplan-Meier Cum. Hazard Plot for Time/CRF/FU
Censor Variable: CRF/FU
Grouping Variable: TNFacorr
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Rank Tests for Time/CRF/FU
Censor Variable: CRFIFU
Grouping Variable: TNFacorr
Chi-Square DF P-Value
Logrank (Mantel-Cox) 2,969 1 ,0849
Breslow -Gehan-Wilcoxon 2,586 1 ,1078
Tarone-Ware 2,586 1 ,1078
Peto-Peto-Wilcoxon 2,691 1 ,(1009
Harrington-Fleming (rho = ,5) 2,854 1 ,0911
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MHC haplotipleri ile =308 TNFa polimorfizmi iligkisi:

IgAN’li hastalarda, HLA-B8 antijeni varli§i ile TNFA2 aleli arasinda yiksek
anlamhlik derecesinde korelasyon saptanmistir (p<0.008). B8 aleli ile DR-17(DRB1-
0301)/ DQ2(DQB1-0201) arsindaki linkage disequilibriuma ragmen bizim
calismamizda TNFA2 aleli ile DR17 ve DQ2 arasinda iligki IgAN hastalaninda
gosterilememistir.
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TARTISMA

[k tanimlandigi yillarda nadir ve selim seyirli bir hastalik olarak bilinen IgAN,
giinimiizde hem en sik primer glomerulonefrit olarak bildiriimektedir hem de
eskiden zannedildidi kadar selim seyirli bir hastalik olmadi§i anlasiimigtir.

TNFa gerek in vitro gerekse in vivo caligmalarda gosterildigi gibi glomertler
hasar sirasinda , hem renal dokuyu infiltre eden fagositlerden hem de intrinsek renal
hiicrelerden salgilanmaktadir. TNFa’'nin apoptosis, kemotaksis ve diger inflamatuvar
medyatérierin salinimini etkileme gibi 6nemii proinflamatuvar etkileri bulunmaktadir.

Bu tezin konusunu olugturan caligmada, IgAN’li hastalarda TNFo -308
polimorfizminin sikhd ve bu polimorfizmin varig: ile klinik, biyolojik ve patolojik
veriler arasinda bir iligki bulunup bulunmadi§i sorusuna yanit  aranmasi
amaglanmistir.

Bu galismada IgAN’li hastalarda ilk defa —308 TNFa. polimorfizminin genotip
dagihmi ve alel sikhdi aragtinimis ve sonuglar klinik ve histopatolojik verilerle korele
edilmistir. Calismanin ilk béliminde IgAN’li hastalarla saglikli kontroller arasinda
genotip dagdilimi agisindan anlamh bir farklihk saptanmistir. Bu farkllik hasta
grubunda saglikh kontrollere g6re daha fazla heterozigot (A1/A2) birey
bulunmasindan kaynaklanmaktadir. A2/A2 genotipi ise gerek saglikli kontrollerde
gerekse hasta grubunda son derecede nadirdir. —-308 TNFa polimorfizminin
calisildigi baska hastalik ve kontrol gruplarinda da A2/A2 homozigotlar ¢ok nadir
bulunmustur. Oregdin Multiple scleroz da hastalarda %2, kontrol grubunda %17®;
Chagas hastaliginda hastalarda %0, kontrol grubunda %1®,non-Hodgkin lenfomali
hastalarda %2, kontrol grubunda ise %3* bulunmustur. Yukanda belirtilen
calismalann hepsinde de kontrol grubunu saglikh popilasyondan alinan bireyler
olusturmustur. Bu agidan bizim sonuglarimiz diger kontrol grubu sonuglar ile
uyumludur.

Alel siklifina bakildijinda hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark bulunamamuistir.

Gegmis on yil icinde nefrolojideki genetik calismalar cogunlukla hastalik
olugsma riskine odaklanmigtir. Ancak son yillarda tanimlanan gesitli inflamatuvar
medyatérlere iligkin genetik polimorfizmler, hastalifin olugma riskinden &te, belirli bir
hastaliin heterojenitesini agiklamada yararl olabileceklerdir. Genetik yapi belirli bir
hastaliyin sadece olugma riskini degil, o hastaligin gidigini de etkileyebilir. O halde
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cesitli hastalikiarla genetik iligkileri aragtiran ¢aligmalarin amaglarindan biri de belirli
bir hastaligin prognozu hakkinda bilgi saglayabilmek olmalidir. IgAN’nin en énemli
6zelliklerinden biri kronik bébrek yetmezlidine ilerleme siiresinde hastadan hastaya
buyik farkhliklar gostermesidir. Renal foksiyondaki kayip yavag ama sabit bir
bigimde ilerlediginden olasi kétl prognostik faktérierin tanimlanmasi da énemlidir. Bu
acidan bakildiginda bazi klinik ve histopatolojik &zellikler diginda, C4A eksikligi
olan hastalarda prognozun kéti oldugu bildirilmigtir. Aynca HLA-B35, B27 ve DR1
tagima sikigi IgAN'ne sekonder SDBY olgularinda daha fazla bulunmugtur®"®.
Bunlarin diginda, ACE genine ait delesyon/insersiyon polimorfizmi, angiotensin Il
tip | reseptér geni ve IL-1 reseptdr antagonisti geni polimorfizmi IgAN’hastalarinda
calisiimistir®. Belirtilen galigmalarin sonucu geligkili gdzikmektedir.

-308 TNFa polimorfizmi TNFA2/A2 genotipini tasiyanlann TNFA1/A1
tasiyicilarina gére daha yiikksek TNFa Ureticileri olduklan  daha onceki bazi
calismalarda gosterilmistir'>®®. TNFA2 aleli varliginin bazi infeksiyon hastaliklarinda
daha agir seyirli tablolarla iligkili olabildikleri bildirilmistir®®®. Bizim calismamizda
elde edilen genotipler de IgAN’'de prognostik bir 6nem tasiyip tagimadiklarinin ortaya
konulmasi amaciyla, hastalarin toplanan klinik, biyolojik ve patolojik verileriyle korele
edilmistir. Bu caligmada TNFA2 aleli igin homozigot olan tek hasta istatistiksel
analizden ¢ikarildigindan, klinik ve patolojik verilerin korelasyon sonuglari heterozigot
kombinasyonda A2 aleli tasiyicilariyla A1/A1 homozigot bireyler arasindaki farki
yansitmaktadir. Bizim ¢aligmamizda A1A1 ve A1A2 hastalar arasinda klinik ve
patolojik veriler agisindan ne ilk tani sirasinda ne de son izlemde istatistiksel olarak
anlamii bir fark saptanamamistir. Bu bulgular TNFAZ2 alelinin varliginin tani sirasinda
evrimine de pek katkisinin oimadigim digiindirmektedir. TNFA1/A2 tagiyicilarinin
5 ve 10 yillik izlemde hafifge daha kéti bir renal sagkalimlarinin olmasina ragmen,
gozienen bu fark istatistiksel anlamliliga ulagmamaktadir.

Saglikh goénillilerden izole edilen periferik kan mononiikleer hiicrelerden TNF
Uretiminin  ¢ok bilylk bireysel farkliliklar gésterdigi uzun zamandir bilinmektedir.
Bireyler arasindaki bu farkih TNFa yaniti 6nceleri genetik olarak belirli HLA tiplerine
baglanmistir’>. TNFo salimimini etkileyen pek ¢ok degisik faktér olmasi sorunu
karmasik bir hale getirmektedir. Ornegin, interferon-y ve IL-1 birbirinden bagimsiz

olarak TNFo @retimini artirmakta, glukokortikoidler ve transforming growth factor
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biyosentezini ve salimmini  azaltmaktadir’. Hucresel dizeyde TNFa
transkripsiyonunu artirdiyi gdsterilmis olan TNFA2 aleli, in vitro ortamda bu etkiye
sahip olsa dahi, ¢esitli medyatdrierin es zamanh var oldugu in vivo ortamda tek
basina etkili oimayabilir.

Bizim calismamizda es zamanh olarak serum ve/veya idrarda TNFa
diizeylerinin bakilamamig olmasi nedeni ile genotiplerle TNFa diizeyleri korele
edilememistir. Bu nedenle, ancak daha 6nce bu korelasyonu gésteren galigmalara
dayanarak IgAN’li hastalarda da A2 aleli tagiyicilarinin yiksek TNFa dreticileri
oldugu varsayimigtir. IgAN’li hastalarda da stimile edilmig periferik mononiikleer
hiicrelerden TNFo salinimi ile genotiplerin korele edilmesi bu konuya agikhk
getirecektir. Ote yandan, A2 alelinin sadece heterozigotlarda temsil ediliyor oimasi
genetik korelasyon da bir eksik olarak yorumlanabilir. Ancak A2/A2 genotipi saglikh
popiilasyonda da, IgAN hastalarinda da son derecede nadir bir genotip oldugundan,
pratikte etkisini degerlendirmek zordur. Dogrudan mesangial TNFa ekspresonunun
genotiplerle korele edilmesi de ilging sonuglar verebilir. TNFB (lymphotoxin-a) geni
de TNFa genine gok yakin mesafede olup TNFa Gretimini de etkilemektedir. Yakin
zamanlarda tanimianan TNFB'ya ait yine bir Ncol RFLP polimorfizminin de TNFa
dretimini etkiledigi bildirilmigtir®®®.  Sonug olarak TNFa perspektifinden daha
butinlikla bir tabloya ulasabilmek igin yapilmasi gereken ileri aragtirmalar hala
mevcuttur. '

TNFa'nin IgAN’deki inflamatuvar siirecin evrimi ve progresyonu uzerine olan
etkisinin tam olarak aydinlatimasinin terapétik anlamda da 6nemi olabilir. Bazi
deneysel nefrit modellerinde TNF uygulamasi glomeriiler hasarin giddetini arttirken
spesifik inhibisyonu ayni hasan azaltmigtir®. IgAN'de glomeriiler hasari kontrol
etmek igin TNF inhibisyonunun kullaniimasi heniiz sadece spekiilatif bir deger
tasimaktadir. igAN'de goériilen glomeriler lezyonlarin olusumunda degisik pek gok
sitokinin ayri ayn etkilerini iceren bir ag sisteminin mevcudiyeti daha gercekgi bir
varsayim olacaktir. Kuskusuz tim inflamatuvar siireci tek bir sitokinle agiklamak
miimkin degildir.

TNFa geninin 6zel genetik lokalizasyonu ve daha nadir gorilen A2 alelinin
spesifik bazi MHC haplotipleri ile iligkili bulunmasi bu sitokini ayrica iiging kilmaktadir.
Uzun yillardir gesitli otoimmun hastaliklarla MHC antijenleri arasinda baglanti
kurulmaya cgaligiimigtir. TNFa geninin tanimlanmasini takiben, MHC antijenlerine
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atfedilen etkinin TNFa {izerinden ortaya gikabilecegdi hipotezi ¢ok destek gérmustir.
HLA-B8 antijeni ile A2 aleli arasinda varoldugu daha dnce gdsterilmig olan bagin
bizim galigma grubumuzdaki IgAN'li hastalarda da gegerli oldugu gérilmastir.
Ancak HLA-A1, DR3, DQ2 antijenleri ile yine daha énce gosterilmig olan iligki IgAN’li
hastalarda saptanamamigtir. Elde edilen bu sonug, altinci kromozom {izerinde HLA-
B antijeni ile  TNFo geninin birbirlerine daha yakin olmalan ile aglklanabilir. HLA-B
antijeni ile TNFa geni DNA lzerinde antropolojik olarak ¢ok iyi korunmus bir {initede
yer almaktadir. Bu haplotipin  eski ¢aglardan beri belirli bir sagkalim avantaj
sagladi§i dusundimektedir. TNFA2 aleli ile genisletiimis haplotip A1-B8-DR3-DQ2
arasindaki iligkinin iglevsel 6nemi heniiz aydinlatilamamigtir. Yukarida belirtilen
haplotipler diginda, bazi spesifik MHC haplotiplerinin de dedigik TNFa fenotipleri ile
paralelik gésterdikleri bildiriimigtir: DR3 ve DR4 antijenleri daha yiiksek, DR2 antijeni
ise daha dusitik TNFa Gretimi ile iligkili bulunmustur75%, liging olarak, sistemik
lupus eritematosus hastalarinda, DR4 antijeni tagiyicilarinda renal tutulumun daha az
oldugu bildirilmis ve bu grup hasta’da A2 aleline koruyucu bir 6zellik atfedilmigtir’.
Ancak daha sonra bu sonuglann diger gruplar tarafindan desteklenmemis olmasi
nedeniyle genis bir kabul gérmemistir. Bizim calismamizda s6z konusu HLA
antijenleri ile TNFa genotipleri arasinda bir baglanti bulunamamgtir. Ayrica IgAN’de
kéti prognoz ile iligkili oldudu bildirilen HLABw35 antijeni ile TNFA2 aleli arasinda
da herhangi bir iligki bulunamamustir.

Sonug¢ olarak, IgAN hastalarinda —-308 TNFa polimorfizmine ait A1/A2
heterozigot gen kombinasyonu, sadlikli bireylere gére daha sik bulunmakta ancak
bu genotipin tam sirasinda ve uzun dénemli takipte klinik, biyolojik ve patolojik
bulgulara kayda deder bir etkisi ortaya ¢ikmamaktadir. A1A2 ve A1/A1 genotipi

tastyicilarinin beg ve on yillik renal siirvileri arasindaki fark ise istatistiksel anlamliliga
ulagmamaktadir.
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OzZET

TNFa, IgAN'de gorulen glomeruler inflamasyonun gelismesinde rolu olan
sitokinlerden biridir. TNFo. geninin promotor bolgesinde -308' de bulundugu
bildirilen ve TNFA1 ya da TNFA2 allelinin varigina neden olan bialleik bir
polimorfizm tanimlanmistir. TNFA2 alleli daha fazla TNFa uretimine neden
olmaktadir. Bu polimorfizm, 158 IgAN hastasinda (106 E:52K) ve 103 saglikli
kontrolde (63E:40K) caligilarak, genetik veriler, ilk biyopsi sirasindaki serum
kreatinin ve kreatinin klirensi, 24-saatlik proteinuri, KBY ve hipertansiyon
varligi, global optik skor (GOS), KBY olmaksizin renal survi ve spesifik HLA
haplotipleri ile karsilastinimistir. Amplifikasyon ve genotip tayini PCR-RFLP
yontemi ile yapilmistir. A1A1, A1A2 ve A2A2 genotiplerinin sikhdi, 1gAN
hastalarinda sirasiyla %74, %25 ve %1 bulunurken saglikli kontrollerde ayni
oranlar %83, %14 ve %3 olarak bulunmustur (x*=6.9,p<0.03).A2 homozigot
olan tek hasta diger istatistiksel analizlere dahil edilmemistir. Klinik, laboratuvar
ve patolojik veriler agisindan A1A1 ve A1A2 genotiplerine sahip hasta gruplari
arasinda anlamh bir fark bulunamamigtir. A1A2 genotipine sahip hastalarin
renal survilerinin daha kéti oldugu gézlenmekle birlikte aradaki fark istatistiksel
anlamiiliya ulagsmamisgtir. Ayrica HLA-B8 antijeni ile A1A2 genotipi arasinda ileri
derecede anlamii bir korelasyon saptanmisgtir (p<0.0008). Sonu¢ olarak IgAN
hastalarinda A1A2 genotipi saglkli kontollerden daha sik bulunmakta ancak,
bu genotipin, hastahdin baslangicinda ya da seyrindeki klinik, laboratuvar ve
patolojik veriler Gzerine anlamli bir etkisi bulunmamaktadir.
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SUMMARY

The development of glomerular inflammation in IQAN has been associated with
various cytokines including TNFO. A biallelic polymorphism at position -308, in
the promoter region of TNFO has been described and resulted in TNFA1 or
TNFA2 alleles, the latter being associated with increased TNFOOproduction.
This -308 polymorphism was studied in 158 patients with IgAN (106M;52F) as
compared to 103 healthy controls(63M;40F); the genetic data was correlated
with S. creatinine and clearance, 24-hr proteinuria, presence of CRF,
hypertension, global optic score(GOS) at time of first renal biopsy , survival
without CRF and specific HLA haplotypes. PCR-RFLP was used for
amplification and genotyping. The respective frequencies of A1A1,A1A2 and
A2A2 in patients with IgAN were 74, 25 and 1% compared to 83,14 and 3% in
healthy controls (x2=6.9,p<0.03). The only patient homozygous for A2 was
excluded from further analysis; No significant difference was found between
the patients with A1A1 vs A1A2 genotypes with respect to their clinical,
biological or pathological data. Renal survival in A1A2 patients was lower but
failed to reach statistical significance. There was a highly significant association
between HLA-B8 antigen and A1A2 genotype in patients with IgAN(p<0.0008).
In conclusion, patients with IgAN had a higher ratio of A1A2 genotype than the
healthy controls and A1A2 genotype does not seem to have a major impact on
the clinical, laboratory and pathological findings either at the time of initial
diagnosis or at last follow up.
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