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OZET
Birincil M embran6z Glomer tlonefritte C4d Var higinin ve Y ogunlugunun

Bdbrek Hasarlanma Der ecesi ve Bobrek Sagkalimi ile Birlikteligi

Aras. Gor. Dr. Esra Gokge
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklart Anabilim Dal
Yazisma adresi: esra_gokce @hotmail.com

Amag¢ ve hipotez Bu calismamn amaci birincil membrantz glomerilonefritli hastalarda
glomertler C4d boyanmasinin demografik, klinik ve histopatolojik bulgularla ve renal
sagkalim ile birlikteligini degerlendirmektir. Glomeriler C4d pozitif boyanan birincil
membrandz  nefropatili hastalarda komplemanin  lektin  yolunun  aktive oldugu
distuntlmektedir; bdylelikle bu hastalarda bobrek hasarlanma derecesinin ciddi ve bobrek
sagkalim oraninin diistik olmasi beklenmektedir.

Yontem: 2005 Eylul ile 2014 Eylul tarihleri arasinda basvuran ve biyopsi ile membrantz
glomerulonefrit tams: elde edilen 50 hastadan, Dokuz Eylil Universitess Tip Fakiiltesi
(DEUTF) Nefroloji Bilim Dali tarafindan degerlendirilerek birincil membrandz nefropati
tamsi almis 18 yas ve Uzeri olan 20 hasta bu arastirmaya dahil edilmistir. Hastalar bolime
davet edilerek birebir klinik gérisme ortaminda, biyopsi Orneklerinin ve dosya-arsiv
bilgilerinin kullanimi agisindan kendilerinden gonullt aydinlatilmis onam formu ile onay
alinmistir. DEUTF arsivinde yer alan hasta dosyalar: retrospektif olarak incelenmistir.
Hastalarin tamaminda biyopsiler Nefroloji Bilim Dali tarafindan elde edilmis ve tamda ve
calisma sirasinda biyopsi orneklerinin degerlendirilmeleri DEUTF Patoloji Anabilim Dal1
tarafindan gerceklestirilmistir. Patoloji Ana Bilim Dal1 tarafindan saklanmis bobrek dokulari
C4d kiti (Cell Margue R C4d/SP91 monoklonal antikoru) ile yeniden boyanarak
degerlendirilmistir.  Glomeriler C4d  boyanmasi  imminhistokimyasal  yontemle
gerceklestirilmistir. Glomertler C4d boyanma dereceleri negatif (glomeriler bazal
membranin %25’ inden azimin boyanmasi), hafif (ince graniler), orta (kalin graniler) ve
siddetli (kaba depozitlenmeler) dereceler olarak belirlenmistir. Buna gore hastalar ilk olarak
negatif ve hafif derecede boyananlar ile orta ve siddetli derecede boyananlar olarak iki gruba
ayrilmistir. Bu gruplar demografik veriler (yas, cinsiyet, takip siresi) ile klinik ve |aboratuar

izlem verileri (biyopsi sirasinda ve takibin 3. ayinda, 6. ayinda ve sonunda proteiniri miktari;
serum kresatinin diizeyi; serum albumin diizeyi; MDRD formltne gore kreatinin klerensi; tan
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sirasinda hipertansiyon varligi; sadece konservatif tedavi veya bagisiklik baskilayici tedavi
baslanma durumu; izlemde serum kreatinin dizeyinde iki katina ¢ikma ve glomeriler
filtrasyon hizinda yariya disme sireleri ve renal replasman tedavisi varligi) ve ayrica
histopatolojik veriler (1s1tk mikroskopisinde glomeriler bazal membran bulgulari, global ve
segmental sklerotik glomerdl yizdeleri, interstisyel fibrozis ve tubiler atrofi varligi, arteriol
ve arter ceperlerinde kalinlasma ve mezangial hiperselltarite varlig;; imminfloresan
incelemede 1gG, IgA, IgM, Ig kappa ve lambda, kompleman C1q ve C3 birikimi) agisindan
karsilastirildi. Daha sonra C4d boyanma paternine gore ise hastalar segmental (bir glomertliin
%50 den azinda C4d boyanmasi) paternde boyananlar ve global (bir glomertlin tamamina
yakininda C4d boyanmasi) paternde boyananlar olarak gruplandirildi. Bu gruplar da aym
demografik, klinik, ve histopatolojik veriler agisindan karsilastirildilar. Istatistiksel analizde
SPSS 15.0 programi kullanildi ve p degerinin 0,05 ten kiiciik saptanmasi durumunda bulgular
istatistiksel agidan anlamli olarak degerlendirildi. Sayisal veri analizi igin ki-kare testi ve
Fisher kesin testi, olcimle belirlenen degisken analizi igin Mann-Whitney U testi ve
korelasyon analizi kullamildi. Glomeriler C4d boyanmasinin renal sagkalim Uzerine olan
etkisini degerlendirmek icin Kaplan-Meier ve Cox oransal risk analizlerinin kullamlimasi
planland.

Bulgular: Membrantz glomertlonefrit tanil1 biyopsi elde edilmis 50 hastadan 23’ tinde klinik
olarak birincil membran6z glomerulonefrit tams: ve ikincil nedenlerin eklenmedigi duzenli
takip kaydedilmistir. Bu hastalardan 3'U yetersiz biyopsi 6rnegi eldesi nedeniyle calismadan
dislanmistir. Geriye kalan 34 ile 72 yas arasindaki 20 hastanin %' 55’inin erkek (n=11 ve yas
ortalamasi 48.83 yil) ve %45’ inin kadin oldugu (n=9, yas ortalamasi 51.33 yil) gorUlmuistr.
Glomertler C4d boyanmasi hastalarin %90 inda (n=18) pozitif ve %10’ unda (n=2) negatif
olarak belirlenmistir. Ortalama 43.7 ay (en kisa 6; en uzun 130 ay) siren izlemde, serum
kreatinin duzeyi iki katina cikmadigindan veya GFR'de %50'den fazla azalma
gorilmediginden ve renal replasman ihtiyact gelismediginden renal sagkalim analizi
yapilamamistir. C4d negatif ve hafif derecede boyananlar ile orta ve siddetli derecede
boyanan gruplar karsilastirildiginda; C4d birikim derecesinin siddeti ile demografik ve klinik
veriler arasinda istatistiksel anlamlt birliktelik bulunmamistir. Histopatolojik verilerden ise
segmental skleroz yiizdesinin (p=0.017); imminglobulin A birikiminin (p=0.044) ve kappaile
lambda proteinlerinin (sirasiyla p=0.029, p=0.049) negatif-hafif derecede C4d boyanan grup
ile anlaml1 birlikteligi saptanmustir. Negatif ve hafif derecede C4d boyanan grupta bu
bulgular: global skleroz yizdesi ve 1gG birikimi de istatistiksel diizeye ulasmamakla birlikte
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eslik etmektedir. C4d orta-siddetli derecede boyanan grupta; daha ileri evrelerde bazal
membran kalinlig: ile daha fazla sayida hastada arter duvar kalinlasmasi ve interstisyel
enflamasyon istatistiksel anlamliliga ulasmamakla birlikte dikkat cekicidir. Hastalar
segmental ve global paternde iki grup olarak degerlendirildiginde 6 hastamn segmental ve 12
hastanin ise global boyandigi belirlenmistir. Global paternde boyanma, orta ve siddetli
derecelerde C4d boyanmasi ile anlamli olarak birlikte bulundu (p=0.001). Bunun Uzerine
segmental/global paternde boyanma carpan skoruna gére segmental ve global paterndeki
gruplardan global patern grubu C4d boyanma derecelerinde orta-agir derecede C4d
boyanmasi ile istatistiksel anlaml1 olarak birlikte saptanmustir (p<0.01). Segmental ve global
paternde boyanan gruplar klinik ve demografik agisindan karsilastirildiginda, proteindrinin
hafif, orta ve agir dereceler olarak siniflandirildigi analizde 3. aydaki proteiniri dizeyi global
paternde boyanan grupta daha yiksek bulunmustur (p=0,027).

Sonuclar ve Tartisma: C4d birikimi imminhistokimyasal yontemle geriye donik olarak
gosterilebilmektedir. Ancak prognostik bir risk faktort olup olmadigi gosterilememistir.
Calismamizda C4d’'nin hem boyanma derecesi olarak hem de boyanma paterni olarak
geleneksel risk faktorleri ile korelasyon gostermedigi  bulunmustur. Histopatolojik
bulgulardan segmental skleroz yiizdesinin C4d’ nin negatif ve hafif derecede boyandig: grupta
istatistiki anlamlilikta yiuksek saptanmasi ve global skleroz ylzdesinin de istatistiksel
anlamliliga ulasmadan ayni grupta daha yiksek ortalamada bulunmasi dikkat ¢ekicidir. Bu
bulgu, sklerozun komplemana bagli hasardan farkli bir mekanizma ile de olusabilen bagimsiz
bir risk faktor olmasina baglanmstir. C4d negatif ve hafif derecede boyananlarda IgA’ nin ve
kappa ile lambdanin anlaml birlikteligi; birincil membrandz nefropati disinda enfeksiyon gibi
ikincil nedenlere baglanmustir. istatistiksel anlama ulasmasa da interstisyel enflamasyon
varlig1 ile bazal membranda ve arterlerde kalinlasma gibi histopatolojik bulgularla C4d
boyanmasinda siddetli derecelerin birlikteligi dikkati ¢ektiginden; C4d' nin histopatolojik risk
faktorlerinden vaskiler duvar kalinlasmasi ile birlikteligini aydinlatmada daha fazla sayida
hastaya ihtiyag oldugu distintlmustir. C4d'nin global paterninin siddetli derecelerde C4d
boyanmas: ile birliktelik gostermesi yetiskin membrantz nefropatisinde global paternde
immun birikimin daha yaygin olmasina bagli olarak distinulmastir. C4d' nin burada, aktif ve
siddetli hastalik ataklarinin zamanla ¢ozinmeden ortamda kalan bir isareti oldugu akla
gelmektedir. Calismamiz yetiskin birincil membrandz nefropatisinde C4d'nin prognoz
Uzerinde etkisi olup olmadigim kapsamli sekilde ele alan ilk calismadir. C4d komplemanin
klasik ve lektin yollarinda agiga ¢gikan bir yan trtindir. Lektin yolunun belirteci olarak C4d ile
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bulgularin negatif korelasyonu distintldiginde, farkli bir mekanizma olarak alternatif yolun
da hastalikta aktiflesebilecegi akla gelmektedir. C4d'nin lektin yolu Uzerinden prognoz ve
sagkalim Uzerine etkisi olup olmadiginin arastirilmasinda, patolojik biyopsilerde membran
fosfolipaz A2 reseptorunin ve alternatif yol bilesenlerinden faktor-B’ nin degerlendirildigi ve
ayrica daha fazla sayida hastanin dahil edildigi calismalaraihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: C4d, membrandz glomer tilonefrit, renal hasarlanma



ABSTRACT

Association of The Presence and Quantity of C4d with The Severity of The
Kidney Injury and The Kidney Longevity In Patients with Primary

M embranous Glomer ulonephritis

Object and hypothesis. The aim of this study is to evaluate the correlation between the
glomerular C4d staining and demographic, clinic, histopathologic findings and kidney
longevity of patients with idiopathic membranous glomerulonephritis. Lectin pathway of the
complement system is thought to be activated in patients with C4d positive glomerular
staining, thus, in those patients severe renal injury and decreased renal survival rate is
expected.

Methodology: Of the 50 patients who applied to Dokuz Eylul University School of Medicine
(DEUTF) Department of Nephrology between September 2007 and September 2014 and on
whom performed biopsy that diagnosed as membranous nephropathy by DEUTF Department
of Pathology and evaluated as idiopathic membranous nephropathy by (DEUTF) Department
of Nephrology , 23 patients are included. After the 23 patients with age of 18 and older and
which were followed properly as primary (idiopathic) membranous glomerulonephritis by
DEUTF Department of Nephrology choosen, they were invited to the department and
discussed face to face, written informed volunteer consent was obtained for staining with C4d
on previus kidney biopsy material and for the usage of history of disease data. Patients files
in the archive of hospital of DEUTF researched retrospectively. In all of cases, biopsy
specimens were obteined by Department of Nephrology, and evaluated both at the time of
biopsy and reassesment for C4d staining by Department of Pathology. Kidney tissue
specimens in the Department of Pathology archival were analysed for glomerular C4d
staining with C4d kit (Cell Marque R; C4d SP91 monoclonal antibody). Glomerular C4d
staining was performed via immunohistochemistry method. Glomerular C4d staining degrees
are determined as negative (staining less than %25 in one glomerulus), mild degree (fine
granular staining), intermediate degree (thichened granular) and severe degree (coarse
deposites). According to these degrees of C4d, at first patients grouped as negative and mild
degree stained and intermediate-severe stained. Those groups were compared according to

their_demographical (age, sex, follow up period) , clinical and laboratory follow up variables

(proteinuria of 24 hours, serum creatinine level, creatinine clerence in terms of MDRD



formula, serum albumine level at initial, in term of 3th month, in term of 6th month and last
visit; existance of hypertension, conservative treatment and/or immunosupressive treatment,
doubling time of serume cregatinine level, %50 decrease in glomerular filtration range and
existance of renal replacement) and also histopathologic (glomerular basal membrane

properties, percentages of global and segmental sclerotic glomerulus, interstitial fibrosis and
tubular atrophy, thickening in arteries and arteriols, existance of mesangial hypercelluarity
and interstitial inflamation at light microscopy; examination of 1gG, C3, g kappa and lambda
stainings at immonofluorescence microscopy) findings. After determining the groups
according to C4d staining degrees; groups which based on C4d staining pattern was composed
as segmental pattern group (C4d staining less than %50 of a glomerulus) and global pattern
group (C4d staining in almost full of glomerulus) were composed. Segmental and global
staining pattern groups were also compared according to the same demographic, clinical,
laboratory follow up variables and histopathologic variables. For statistical analysis SPSS
15.0 was used; findings were evaluated as statistically significant if p value isto be found less
than 0.05. For categorical data analysis Chi-square and Fisher’'s exact test; for analysis of
variance Mann-Whitney U and correlation analyses tests are used. Kaplan-Meier and Cox
proportional hazard analyses were planned to be performed to evaluate the effect of
glomerular C4d staining on renal survival.

Results: Of the patients who were between ages of 34 and 72, %60 were (n=12, mean 48.83
years) male and %40 were (n=8, mean 51.75 years) female. Of 20 patients, %90 were
identified as glomerular C4d-positive (n=18), and %10 (n=2) as negative. During mean follow
up of 43.7 months (minimum 6; maximum 130 months), as neither any of the patients needed
renal replacement theraphy, nor creatinine levels increased two-fold and GFR decreased half
during the periods; we could not perform renal survival analysis. When we compared the
negative-mild degreed C4d staining group with the intermediate-severe degreed C4d staining
group; we did not find correlation between severity of C4d staining degrees and between
demografical, clinical findings statistically. Among histopathogical variables, percentage of
segmental sclerosis, deposites of immunoglobulin A, kappa and lambda staining degrees were
associated with negative and mild degreed C4d staining group (p=0.017, p=0.029, p=0.049
respectively).in the same group, global glomerulosclerosis was also dominant according to
intermediate-severe degreed C4d staining group, but was not statistically significant. Mean
value of 1gG staining degrees accompanied to global sclerosis dominancy in the same group
as we compared to the intermediate-severe C4d staining group. However, yet not satistically



significant; further thickening in basal membranes and arteries and interstitial inflamation in
more patients attracted notice. When we evaluated gruops based on C4d staining of pattern;
we determined 6 biopsies that C4d stained in segmental pattern and 12 biopsies that C4d
stained as global. Staining in global pattern was statistically associated with further degrees
(intermediate and severe) of C4d staining (p=0.001). After this finding, groups based on
global and segmental pattern compared to groups based on C4d staining degrees in the name
of segmental/global pattern factor scoring. Group with the global pattern showed statistically
significant correlation with the further degrees of C4d stainig in the extent of
segmental/global pattern factor scoring too (p<0.01). Also about the clinical and laboratory
follow up variables, in the groups based on C4d staining pattern it was found that group of
global C4d staining was associated with higher levels of proteinuria according to segmental
groups when the findings analysed via proteinuria classification (p=0.027).

Conclusions:. C4d staining can be confirmed usually by the immunohistochemically methods
retrospectively. But it could not be shown statistically if C4d isa marker of poor prognosis in
idiopathic membranous nephropathy. in our study we found that both C4d staining degree and
pattern was not correlated with traditional prognostic factors and renal survival markers.
Among histopathologic findings, the significant finding of the segmental sclerosis percentage
which correlated with the C4d negative and mild degreed staining statistically; and
accompanied global sclerosis of glomeruli correlated with the same group without statistical
meaning was remarkable. This finding is considered to focal glomerulosclerosis was a
independent worse renal outcome predictor that affected by many factors and could exist from
variable pathologies. The assocation between negative-mild degreed C4d staining and IgA,
kappa and lambda is considered to be associated with secondary factors like post-infectious
situation except primary membranous nephropathy. Yet it is not significant statistically; there
were some other histopathological findings like interstitial inflamation, also thickening of
basale membrane and arteries correlated with further degreed C4d staining, new studies
should be performed with more patients to evaluate the correlation between thickening in
arteries and degrees of C4d staining. The finding in which C4d with global pattern was highly
correlated with further degrees of C4d is found to be concerned with the prevalance of global
pattern of immune deposites in primary membranous nephropathy in adults. Here, C4d is
considered to be a stigmate of the previous or ongoing execarbations or relapses in illness.
Our study is the first report involving if CA4d is effective on prognosis of idiopathic

membranous glomerulonephritis in adults extensively. C4d is a split product of classical and



lectin pathway of complement, so with our negatively correlated findings of C4d with
prognostic factors; it comes to mind that alternative pathway is also affective on pathogenesis
as a different mechanism. To research that if C4d is efficient on prognosis and renal survival
in idiopathic membranous nephropathy; it is suggested that more investigations which
membrane phospholipase A2 antibody and factor-B the component of alternative pathway are
concluded should be performed with more patient series and longer follow-up periods.

Keywords. C4d, membranous nephropathy, renal injury



1. GIRIS VE AMAC

Membrandz glomerilonefrit, yaygin adi ile membrantz nefropati (MN) yetiskinlerde
nefrotik sendromun en sik nedenlerinden biridir *. Beyaz irkta digerlerine gére daha sik
nefrotik sendrom sebebidir ve son donem bobrek yetmezligine (SDBY) ilerleme riski daha
fazladir #°. Yetiskinlerde olgularin %75'i birincil ve %25'i ikincil olarak saptanmaktadir *.
Ikincil nedenler arasinda lupus nefriti, 6zellikle ileri yasta maligniteler, Hepatit B gibi cesitli
enfeksiyonlar, ilag toksisitesi, nadiren de sarkoidoz gibi diger otoimmun hastaliklar yer alir
>0, Genellikle diger glomeriilopatilere gére daha sinsi baslayabilirse de, vakalarin %80’i
nefrotik sendrom semptomlari, %20'si de nefrotik olmayan proteindri ile basvurmaktadir.
Hastaligin dogal seyri konusunda Onceki yillarda kendiliginden sdonmelerin daha yaygin
oldugu dusunultrken; tedavisiz 5 yillik izlemler 10-15 yila ¢ikarildiginda alevienmelerin

gorulebildigi ve tiim olgularin ticte birinin SDBY ' ye ilerledigi gdzlemlenmistir .

Hastalikta SDBY'ye ilerleme riski sdz konusu oldugunda bagisiklik baskilayici ilag
tedavileri giindeme gelir °*2. Baglangicta proteiniirinin 4 g/guin’ den az ve kisa siirmiis olmast,
hipertansiyonun olmamasi, kadin cinsiyet, genc yas iyi; erkek cinsiyet, hipertansiyon varligi,
ileri yas ve tam aminda yiksek serum kreatinin degeri, 8 g/gin'den fazla proteiniri ve
biyopside ileri histopatolojik bulgular ise kétii prognostik kriterler olarak goriilmektedir 3.
MN’in SDBY’ ne ilerlemesini 6ngdrmede hicbir risk faktort tek basina yeterli kriter degildir
ve alevlenme riskini de gostermemektedir.

Kompleman sisteminde klasik ve lektin yollarinda kullanilan C4 proteininin yan Grdnd
olan C4d' ninMN biyopsilerinde immunfloresan calismada pozitif boyandigi; klasik yolun
baglaticisi C1g' nun ise birincil MN'’de neredeyse hi¢ boyanmadig: uzun stiredir bilinmektedir
1819 Literatirde birincil MN'de CAd'yi iceren calismalar tarusal yeterlilige odaklanan
histopatoloji calismalaridir ve C4d’ nin prognoz 6ngérdiricultgini degerlendirmemektedirler
1921 Aragtirmamizin amact; merkezimizde tam alan ve takip edilen birincil MN hastalarinda
glomertler C4d varligim hastalarin klinik demografik ve histopatolojik verileriyle birlikte
incelemek, C4d’'nin prognoz Uzerine Ongorduriculigini degerlendirmektir. Calismamiz,
yetiskin birincil MN hastalarinda C4d’ nin prognoz tizerine etkisini inceleyen ilk ¢alismadir.



2. GENEL BILGILER

21 TammveEvreleme

Membrandz nefropati (MN) etyolojide ve patofizyolojide kaydedilen tiim gelismelere
ragmen tamst bobrek biyopsisi ile konulan bir hastaliktir. MN adlandirmasi pek ¢ok ayri
etyolojinin paylastig1 histolojik bir kaliptir. Bu kalip 1950’ lerde ilk olarak Jones, Mellors ve
Ortega tarafindan tanmmlandiginda, 151k mikroskopisinde (IM) Jones-gimisleme boyasi ile
gogerilebilen immtn depozitlerin etrafinda bazal membranla iliskili ‘spike’ olusumlarini;
immiinfloresan cahsmada (iF) periferal kapiller yumaktaki immiinglobulin G (1gG)’ den
zengin ve ¢ogu zaman C3 kompleman: da kapsayan ince-graniler tarzda imman birikimleri;
elektron mikroskopide (EM) subepitelyal immiin depozitleri icermistir . MN’nin patolojik
tamsinda vazgecilmez olan, glomertler bazal membranin (GBM) dis yizeyi ile podosit
arasinda baglayan subepitelyal immin kompleks ve 1gG birikimidir. Bu ylzden tamda
elektron mikroskopisi ve immunfloresan ¢alisma ¢ok 6nemlidir. 1968’ de Ehrenreich ve Churg
elektron mikroskopisinde subepitelyal immin depozitlerin yerlesimine goére MN’nin
evrelerini de tanimlamuslardir 2 (Tablo 1).

Tablo 1. Membrandz Nefropati’ nin Histopatolojik Evreleri (Ehrenreich ve Churg 1968)

Elektron Mikroskopi (EM) Isik Mikroskopisi (IM)
1. evre Subepitelyal immin depozitler vardir, | GBM normaldir  (depozitler
GBM normaldir Malory trichrome boyas ile
gorulebilir) .

2. evre GBM dis ylzeyinde ve immin | ‘Spike olusumlar: periodik assit-
depozitlerin arasinda ‘spike’ (bazal | silver methenamin (Jones)
membran benzeri materyal) olusumlar: | boyasiyla|M’de gosterilebilir.

gozlenir.

3. evre Bazal membran benzeri materyal | Bazal membran benzeri materyal
‘kubbe’ gorinimiinde, GBM’1 | ‘kubbe’ goraniminde, GBM’1 da

kapsayan duzensiz kalinlasma kapsayan diizensiz kalinlasma

4. evre Immiin  depozitler elektron-lusenttir, | GBM’da asir1 diizensiz kalinlasma
reabsorbedir; ‘koplk’ veya ‘Isvicre | depozitlerin  ¢ozinmesine eslik

peyniri’ goruntusi gozlenir. eder.
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2.2 Patogenez ve Tamdaki Gelismeler

Birincil MN humoral imminitenin 6n planda oldugu, organa 6zgl otoimmin bir
hastaliktir. GBM’in podositlerindeki intrinsik hedef antijenlere karsi gelisen antikorlarla
hastaligin ortaya ¢iktig: bilinmektedir. Guntimtizde bulunan en yaygin hedef antijen 2009’ da
Beck ve arkadaslarinin tamimladig: ‘membran tipi fosfolipaz A2 reseptérii (PLA2R) diir 2.
Bu ylzden birincil MN otoimmiin bir podositopati olarak degerlendirilmektedir. ikincil
MN’lerde ise tablo genellikle immiin komplekslerin disaridan gelerek GBM’de ¢okmesi ile
olusur. Her iki MN slrecinde de immin komplekslere kars1 gelisen antikorlar ve antikorlarin
etkinlestirdigi kompleman etkinligi ile GBM dis ylizeyinde mikromimari bozulur, podositlerin
ayaks: cikintilarinda kayiplar olur ve proteiniri belirginlesir™®. Komplemanin uzun siire
aktif olmasi normalde eritrosit gibi cekirdeksiz hiicrelerde membran delinmesi ve 6lim ile
sonuclanirken; MN’ de podositlerde ve pedisel mikromimarisinde 6lUumcil seviyenin altinda
ancak tamiri mumkin olmayan degisikliklerle sonuclanir ?’. Bu degisiklikler GBM dis
yluzeyinde hasarli membramin bagliklanma ve gomilmesini, ve immun birikimlerin
olusumunu kapsar; sonucta GBM kalinlasir. Birincil MN’de siklikla 1gG disinda
immunglobulin (1g) gorilmez, mezangial ve/veya endokapiller proliferasyon gibi hiicresel
cogama bulgular: saptanmaz 2. Birincil MN'yi ikincil gruptan ayirmak tedavi ve izlem
acisindan buyuk onem tasir, bu ylzden tamsal biyopsinin dogru okunmasi énem arz eder
(Tablo 2).

Tablo 2. Birincil ve ikincil M embrandz Nefropati’ de Ayirtedici Histopatolojik Ozellikler

Birincil ikincil

Immiinfloresan Mikroskopi

1gG4> 1gG, 1gG3 1gG1, 1gG3> 1gG4

IgA ve IgM gorilmez IgA ve IgM gorilebilir

C1q zayif veya negatiftir C1q pozitiftir

PLAZ2R pozitif ve IgG ile es-yerlesimli PLAZ2R negatif

Mezangial 1g boyanmasi yoktur Mezangial 1g boyanma pozitif olabilir
Elektron Mikroskopi

Sadece subepitelyal depozitler = nadir Subepitelyal = mezangial + subendotelyal
mezangial depozit depozitler

11



Birincil MN’de baglatici etken bilinmediginden, hastaligin patogenezi uzun yillar boyunca
Heymann'in deneysel nefrit modeli tUzerinden agiklanmistir. 1959'daki ilk ¢alismada Lewis
sicanlari, bobreklerinin tabul hicrelerini igeren bir homojenatla aktif immunize edilmiglerdir
2 Deneysel nefrit modeli olusturulduktan sonra hastalik biyopsi serileri ile incelenmis ve
ortaya cikan nefropatinin insan MN’sindeki IM, IF ve EM triad: ile benzer histopatolojik
ozellikler gogterdigi gortlmistir. Onceleri dolasan immiin kompleks hastaligi oldugu
zannedilse de; insanin tlbdl hiicrelerini iceren antijenik bilesim sicanlara enjekte edildiginde,
deney hayvanlarinin serumlarindaki ve glomertllerindeki immiin komplekslerin farkl: oldugu
gozlenmistir. In situimmin birikim olusumunun gorilmesi ile de otoimmiin bir isleyisin
varligr anlasilmistir. Devam eden arastirmalarda heterolog antikorlarla da Heymann nefriti
olusturulmustur; boylelikle hastalik stirecinde hiicresel imminitenin baslica bilesen olmacig:
kanitlanmustir . Uzun yillar insan biyopsi bulgular: ile benzer sekilde, sican GBM’inda
subepitelyal immin depozitlerle aym yerlesimde 1gG ve kompleman birikimi
gosterilebilmistir®.  Deneysel nefrit modelinde 1980'lerde, subepitelyal  immiin
komplekslerdeki hedef antijen ‘Megalin’ isminde, LDL resepttr ailesinden transmembran bir
protein olarak acikland: 3%, Ancak Heymann nefritinde iki 6nemli nokta insan MN’sinden
farkli Ozelliktedir ve insandaki patogenezi agiklamada yetersiz kalmustir. Birincisi, deneysel
modelde incelenen IgG alt tipleri komplemam klasik yoldan aktiflestirebilen 1gG1, 1gG2 ve
1gG3' U icermektedir ve klasik kompleman yolu aktivasyonunda kullanilan C1q’ nun da pozitif
boyanmasi bu duruma eslik etmektedir. Oysaki ayn yillarda insan birincil MN’sinde, IF ile
IgG4’in diger IgG alt tiplerinden daha baskin boyandigini, Clg'nun eser miktarda

% ikincisi, deneysel modelde aciklanan

saptandigini gosteren calismalar yayimlanmustir
antijenik hedef molekdl ‘megalin’ insanda immin birikim olusumunda neden olarak degil,

sonu¢ bulgularindan biri olarak gdzlemlenmistir.

Insan hirincil MN etiyopatogenezine tekrar yogunlasildiginda, 2001'de Debiec ve
arkadaglar1 notral endopeptidaz defektli anneden dogan MN’li bir yenidogan vakasi
yayimladilar *. Podosite 6zgii bu enzimden defektli olan anne, enzim aktivitesi normal olan
fetlise karst antikor gelistirmistir ve transplasental yoldan hastalik olusturmustur. Bu vaka
Ozgun antijen arayislarint hizlandirmistir. 2009’ da Beck ve Bonegio birincil MN’li ve diger
otoimmin glomertlonefrit’li olgulardan ve normal kontrollerden elde ettigi serumlarla,
normal insan glomerulinden elde edilen protein 6zlerine karsi Western blotlama yontemi ile
immiin reaksiyon olusturmuslardir %*. Reaktif protein bantlarini Mass Spektrometri yontemi
ile analiz ederek 6zguin antikoru ile birlikte hedef antijenin yerini ve kimligini belirlemislerdir.
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Bu calismada 37 birincil MN'nin 26'sinda (%70) hedef antijen, GBM dis ylzeyindeki
podosite 0zgl ‘membran fosfolipaz A2 reseptori  (PLA2R) olarak tammlanmustir.
Tammlanan hedef antijen mannoz reseptorii ailesinin bir yesidir *°. Beck ve arkadaslarinin
calismasinda anti-PLAZ2R antikorlarinin geneli 1gG4 alt tipinde saptanmis olup eser miktarda
diger 1gG alt grup aktivites Olgulmustir. Calismamn benzerleri baska Ulkelerde de
uygulanmistir ve serum anti-PLA2R bilyik oranda nicel degerlerle 6lciilebilmistir 3.
Hastalik aktivitesi ile korelasyon gosterdiginden son bir kag yilda, hastalik izleminde hatta
nakil olmus birincil MN’li olgularda stz konusu antikorlarin kullamlabilecegini gosteren

4042 Ancak anti-PLA2R antikorlarimn  Kklinikte kullamlmasinda

calismalar artmustir
standardizasyona yonelik farkli irklardan daha genis sayida olguya ihtiyag oldugu

distnul mektedir.
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2.3 C4d ve Membrantz Nefropati

Kompleman sistemi glomertlonefritlerin cogunda aktive olmaktadir. Kompleman trinleri,
doga immun sistemin bir parcasi olan sayica 30 kadar proteinden olusmaktadirlar. Bir kez
aktive olduklarinda kendi kendine etkinligini slrdirebilen bir selale olustururlar ve
diizenleyici proteinler araya girene dek ortamda hedef ayirt etmeden sitotoksik hasar meydana
getirirler. Kompleman sistemi ¢ yoldan aktive edilir, bunlar: klasik yol, lektin bagiml1 yol ve
aternatif yoldur. Klasik yol, kompleman proteinlerinden C1g’ nun immin komplekslerdeki
imminglobulinlerin Fc parcasina baglanmas ile baglatilir. Lektin yolu C1q ile aym gorevi
gbren Mannoz Baglayici Lektin (MBL) araciligiyla baslatilir. Alternatif yol ise immin
komplekslerden bagimsiz olarak polisakkarid antijenler, polimerik 1gA, hasarli hiicreler ve
bakteriyel dUrUnlerle aktiflestirilir. Her Uc yolda ‘C3 konvertaz’ denilen ara Urin olusur ve
kompleman aktivitesi C5, C6, C7, C8 ve C9'un katildig1 son ortak yola ilerler. C4 molekult
C3 konvertaz'1 olusturacak sekilde klasik ve lektin yollarinda kullanilirken; alternatif yola
katiimaz. Clq ise kompleman sisteminde sadece klasik yolun baglaticisi olarak
kullanmimaktadir. (Sekil 1).

Sekil 1. Kompleman Sisteminin Sematik Gosterimi
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C4d, kompleman sisteminin klasik ve lektin yollarinda kullamlan C4 molekiltnin bir yan
drdnuddr. Son 20 yilda nakil bobrekte antikor aracilikli rejeksiyonu gostermesiyle 6n plana
cikmustir . Ortama diger yan trinler gibi zayif baglarla degil de tiyoester gibi kovalent
baglarla baglandigindan ayni mikrogevrede uzun sire tespit edilebilmektedir. Bu nedenle
“humoral immunitenin ayak izi’ olarak anilmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Kompleman Sisteminde C4d M olekiiliiniin Rolii #

" Klasik Yol Lektin Yolu a
* Antikor- antijen = Karbonhidrat
etkilesimi ligandlan
s imminkompleks sHasarlidoku
birikimi (apoptoz, nekroz) 0
| i
&' <o [
\_‘ cad L— biriktigi
C4 —1 endotelyal
L - O hiicreler
\.. Cdb ‘
L] |
ticester) Biyolaojik
fonksiyonlan
Y bilinmeyen
Cc3 C4d ayrisma
drinleri)
Y
sC3ave C5a |anaflatoksinler) Gretimi,
inflamatuarhicrelerin uyanimasi Sonug: Antikorlarzamanla
= Memran atak komleksinin olusumu dagilirken Cdd “ayakizi’ gibi bagh
» Endotelyal aktivasyon, endotelyal hasar kalir

C4d molekilunin arastirma sahalarina antikor ile kompleman hasarimin izleri sirilen
sistemik otoimmun hastaliklar, gebelik kayiplari, bobrek hastaliklar: da katilmistir. Bu siirecte
C4d nin glomerulonefritleri kapsayan cesitli patoloji calismalarinda lektin bagimli yolla
iliskisi glindeme getirilmistir *.

Birincil MN i¢in bu molekilin yeri ilk olarak Kusunoki ve arkadaglarimin 1989’ da direkt
iF ile 12 birincil MN olgusunda 11 (%92) pozitif boyanma elde etmeleri ile anlasilmstir *°.
Bu calismada klasik yolun bagslaticisi C1g'nun, 12 olgunun sadece 2'sinde (%16) pozitif
boyandig: da gozlenmistir. Ancak o yillarda lektin yolu bilinmediginden bu durum klasik
kompleman yoluna atfedilmistir. Guntimiizde IF calisma icin yeterli doku kamadiginda ve
elektron mikroskopisine ulasilamadiginda bile C4d, birincil MN’in tamsal biyopsisinde
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imminhistokimyasal yontemlerle ve retrospektif olarak gegerliligini gbstermistir. Val-Bernal
ve arkadaslarinin 2011'de yayimladigi calisma buna ornektir . Bu calismada direkt IF
bakilamamis, formalinle tespit edilmis, parafine gomili ve sonucta tekrar IF
uygulanamayacak olan biyopsi kesitleri retrospektif olarak ele alinmustir. Sdzkonusu biyopsi
kesitlerinde poliklonal C4d antikorlar: ile ¢alisilmustir ve MN’li hastalarin %100’ iinde pozitif
boyanma saptandigindan calisma imminhistokimyasal bir tam yontemi olarak yeterli
bulunmustur. Ispanyol Espinosa ve ekibi ise, 2012'deki calismalarinda iF icin taze biyopsi
kesiti kalmadiginda erken evre MN ile minimal degisiklik hastaligimin ayirici tamsinin
yapilamamasindan yola cikmuslardir . C4d antikorunu, minimal degisiklik ve birincil MN
biyopsilerinde immunhistokimyasal yontemle geriye donik olarak galismislardir. Calismada
minimal degisiklik grubunun tamaminda C4d negatif, birincil MN grubunun tamaminda ise
pozitif bulunmustur. Japonya da 2010 yilinda, pediatrik olgularin global ve segmental MN
olarak ayrildigi daha farkl: bir calisma yayimlanmustir. Bu calismada IF yontemi kullamlarak
her iki kolda cesitli immunglobulinler, faktor B ve kompleman drinleri karsilastirilmis;
segmental MN’li cocuklarda klasik yolun, global MN’li ¢ocuklarda ise alternatif ve lektin
yollarin 6zgiin ara Griinlerinin 6n planda biriktigi gosterilmistir.*. Ancak bu calisma, taze
biyopsi kesitlerinde direkt IF yonteminin kullamlmasinin yamsira prospektif olarak
planlanmiustir. Ayrica yetiskinlerde birincil MN’de glomeriliin segmental tutulumu ¢ocuklara
gore daha seyrektir.

Birincil MN’de klasik yolun baslaticisi olan Clq glomerillerde nadiren saptanirken,
kompleman yolunun ara Urinlerinden C4d hemen her zaman saptanmaktadir. C4d
komplemanin klasik ve lektin yollarinda ortaya ¢ikar. Ancak bu durumun, 1gG alt tiplerinden
klasik yolu aktiflestirme giicti en zayif olan 1gG4 ile iliskisi uzun stre agiklanamamustir. |gG4
galaktozdan fakir ve N-asetil glukozaminden zengin Fc kisimlarina sahiptir, boylelikle
mannoz reseptorlerinden biri olan membran PLA2R’si ile etkilesime girebilmektedir ve bu
sayede hem serumda hem de biyopsilerde saptanabilmektedir “°~*8. Bu noktada yazarlarin
vardig1 en yaygin gorus, 1gG4’in zamanla mannoz baglayici lektin (MBL) etkisi gostererek
kompleman: lektin yolu Uzerinden aktive ettigidir. Ancak hastalik patogenezinde baslangictan
ileri evrelere kadar sadece 1gG4’ Uin Uretilmedigini, baslangicta IgG1 Uretimiyle komplemana
bagli sitotoksisite olusup, sonradan yardimci T hicreleri araciligiyla B hicrelerinin 1gG4
Uretimini arttrdigini gosteren yayinlar da mevceuttur %, Literatiirde C4d ile birincil MN
birlikteligini arastiran calismalar bulunmasina ragmen, C4d’ nin prognoz Uzerinde etkisi olup
olmadigini inceleyen bir ¢alisma yayimlanmadig: goralmektedir.
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2.4  Epidemiyolgji, Klinik Ozellikler ve Hastalik Seyri

Birincil MN nadir gortlen bir hastaliktir, ancak tim irklarda ve genis bir yas grubunda
gordlebilir. Birincil glomertlonefritlerin 20 yillik insidansina yonelik genis bir cografyay:
kapsayan bir calismada birincil MN, IgA nefropatisinden sonra ve fokal segmental
glomeriiloskleroz ile ilk t¢ sirada bulunmustur >*2. Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika,
Avustralya, Ortadoguyu kapsayan calismada hastaligin yillik gorilme oranmt 1.2/100.000

>l Cocuklarda tiim glomeriilonefritler icerisinde MN oram %5'in

olarak saptanmistir
altindadir ve birincil MN bu dilimin icinde %25'i olusturmaktadir >***. Birincil MN’nin
erkeklerde kadinlardan iki kat daha fazla goruldigini destekleyen yayinlar mevcuttur. Ayrica
erkek cinste daha siddetli klinik basvuru oldugu da gosterilmistir . Beyaz irkta birincil MN,
siyah rka gore daha sik olarak; Asya ve Uzakdogu toplumlarina gore ise daha agir bulgularla
ortaya cikmaktadir %%, Tepe gorillme yas1 yasamin 4. ve 5. dekadlaridir. Birincil MN’de
proteiniride minimal degisiklik hastaligi veya fokal segmental glomeriloskleroz kadar
gurdlttla  bir baslangic  olmayabilmektedir. Basvuru esnasinda kreatinin  degerindeki
yukseklikler, genellikle uzamis ve yogun proteiniri ile birlikte gelisen ttbulo-interstisyel
hasara veya ileri yasa baglidir *°. Hastaligin baslangicinda genellikle hipertansiyon gelismez
ancak 6nceden varsa bobrek sagkalimim olumsuz yonde etkiledigi diistinilmektedir *2.
Idrarda proteiniri secici degildir ve makroskopik hematiri eslik etmez. Birincil MN ailesel
kalitilan bir hastalik degildir, ancak ¢zellikle membran-PLA2R’ nin tanmmlanmast ile 6nce

Kore de sonra iskandinav tilkelerinde genis gen haritas: calismalari yapilmstir *°7,

Membrandz nefropati diyabetik olmayan beyaz irk toplumlarinda nefrotik sendromun en
onde gelen nedenlerindendir *. Nefrotik sendrom klinigi ile bagvuranlarda kardiyovaskiiler
hastalik riski 4-5 kat; vendz trombo-emboli gorilme sikligi diger birincil nefrotik
glomeriilopatilere gore daha cok artrustir *2°°. 30 yil 6nce tedavi edilmemis olgularda, 5 yillik
izlemlerde %30 oranminda kendiliginden sonmeler gorilmis, ancak aynm olgular uzun sireli
izleme alindiginda 10 ve 15 yil sonra alevienmeler ve SDBY' ne gidiste artis gézlenmistir ">,
Japonya’ da yapilan bir calismada ise ileri histopatolojik biyopsi bulgularina ragmen tedaviye
yanit ve remisyon oranlarimin Bat1 Ulkelerdeki benzer basvuru 6zellikleri olan hastalara gore
daha iyi oldugu saptanmustir *. Bugiine kadarki calismalara gére ne histopatolojik bulgular,
ne de proteintri yogunlugu ve siiresi hastaligin bir daha tekrar edip etmeyecegini 6ngérmede
kriter olmamaktadir. Tekrarlama durumunun degerlendirilmesinde simdilik tek istisna anti-
PLAZ2R antikorlar1 gibi goriinmektedir. Kotu seyire dair isaretler tek tek degil, olabildigince
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birlikte ele alinmakta; bagisikligi baskilayici tedavi veya konvansiyonel koruyucu tedavi

seciminde klinik, laboratuar ve histopatolojik veriler bittncll olarak degerlendirilmektedir

(Tablo 3).

Tablo 3. Membrantz Nefropatide K 6tii Bobrek Sagkalimu ileiliskili Etkenler

Etkenler Ongorduriici

Klinik Ozellikler

Yas Y asli> geng

Cinsiyet Erkek> kadin

HLA tipi HLA/B18/DR3 varlig:
Hipertansiyon Var> yok

Serum Seviyeleri

Albumin <1,5 g/l

Kreatinin Normalin Gizerinde

Idrar Proteini

Nefrotik sendrom

Var

Proteiniri >6 ay slre ile>8 g/giin
1gG atilimi >250 mg/gin

Beta-2 mikroglobulin atilimi | >0,5 pg/dakika

C5b-9 atilimu >5 U/ml

Biyops Degisiklikleri

Glomertler fokal skleroz Var
TUbdlointerstisyel hastalik Var
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25 Tedavi Yaklasimi

Birincil MN'de tedavi yaklasimlari, hastaligin SDBY’ne ilerlemesini durdurmaya ve
tekrarlama ihtimalini ortadan kaldirmaya yonelik ampirik modelleri kapsamaktadir. Nefrotik
diizeyde olmayan proteiniri ile tam alan hastalarda, ilk 2 yilda nefrotik sendroma ilerleme
ihtimali yiiksektir . Bu bilgiler 1s13inda diizenlenen rehberlerde tedavi, olgularin duistik
riskli, orta riskli ve yiksek riskli olmasina gére dizenlenmistir. Buna gére serum kreatinin
degerleri normal olan ve 4 g/gin’in atinda proteindrisi olanlarda diyet, anjiotensin
donustaract enzim (ACE) inhibitorleri ve anjiotensin reseptor blokerleri (ARB) ile etkin kan
basinci kontrolti, ayrica serum kolesteroliniin siki kontrolt Onerilir. Proteindrisi 4-8 g/gun
arasindakilerde ise bagisiklik baskilayici ilaglara karar vermede konservatif tedavi ile kontrol
edilemeyen proteinuriye, hastalikta gegen slireye, kreatinin degerindeki artisa ve hayat1 tehdit
eden komplikasyonlarin varligina bakilir. Proteinirisi 8 g/gin veya Uzerinde olan olgularda
ACE ve ARB etkisi beklenmeden bagisikligi baskilayan ilag kombinasyonlar: tercih
edilmektedir *2. Son yillarda nefrotik diizeyde, hatta 5 g/giin ve (izeri proteinirilerde sadece
ACE inhibitérleri ve ARB kombinasyonunun yetersiz kaldigim gosteren yayinlar da

mevcuttur®®2,

Bagisiklig1 baskilayici ilag rejimlerinde alkilleyici ajan (siklofosfamid, klorambusil) ve
steroid ikilisi en yaygin kabul goren ilk tedavi secenekleridir. Ilk tedaviye direnc veya ilaglar:
tolere edememe halinde yine sayili ajan denenmis; kalsinGrin inhibitorleri ve sentetik

Adrenokortikotropin hormonu (ACTH) ile yanmtlar alinmustir %%

. ACTH uygulamas
literatlirde sinirlidir; kalsindrin inhibitorleri ile ise hizli sbnme saglanabilmesine ragmen ilag
birakildiginda diger tedavilere gore daha sik hastalik tekrari yasanmaktadir. Mevcut tedavi
kaliplarinda steroid kullamm siresi de hastalikta sonme hizi ile iligkili olarak hayli uzun
tutulmustur, bu da hastalari kortikosteroid yan etkilerine agik hale getirmektedir. Genel
yaklasim olarak ilk aevlenmede tekrar edilmesi Onerilen baslangic tedavisi, ikinci
alevlenmede degistirilir. Bir ¢alismada kalsinorin inhibitorleri kullamm ile yeniden hastalik
kontrolii saglanamamis olgularda humoral immunitenin etkisi de dustnilerek anti Cd-20
monoklonal antikoru olan Ritiksimab uygulanmis, daha gec¢ de olsa sbnme elde edilmistir;
ancak Ritiksimab’'in uzun donem etkileri bilinmemektedir ®. Tam aminda glomeriiler
filtrasyon hizi (GFR) degeri disik olup bagisiklig: baskilayici ilag uygulanan olgularda ilag
toksisitesine bagl: tubllointerstisyel hasar gelisme ihtimali yuksektir. Bugline kadar intrinsik
antijene antikor saldirisi ile gelistigi ve organa 6zgl otoimmiin bir hastalik oldugu kabul
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edilen birincil MN’de, 6zellikle komplemanin son Urini olan C5b-9'un biyopsilerde ve
idrarda proteiniiri yogunlugu ile korelasyon gosterdigi anlasilmistir . Buradan yola cikarak
hedefe yonelik tedaviler de gindeme gelmistir. Hedefe yonelik ilag olarak anti-C5
monoklonal antikoru Eculizumab (Soliris®) ile 16 haftalik bir ¢alisma 200 hasta tzerinde
yuritilmis ancak plaseboya gore proteiniride ve renal fonksiyonlarda fark gortlemeyince
durdurulmustur. Bu ¢alismada etkin dozun kullamlip kullamimadigi konusunda soru isaretleri
bulunmaktadir. Birincil MN igin hedefe yonelik tedavi arayislari slirmektedir ve immin
kompleks olusumuna eslik eden baskin kompleman yolunun aydinlatiimasina yonelik
kavrayis cabalar1 da bu nedenle siirmektedir.

2.6 Sonug

Gunumuzde birincil MN populasyonunun %70’i, ELISA gibi tekniklerle anti-PLA2R’ nin
niteliksel ve niceliksel olarak gosterilmesi sayesinde belirlenebilmektedir. Ancak tedavi
stratejisi agisindan ve hastaligin dngorulmesi zor ilerleyisi agisindan tan degerlendirmesinde
bobrek biyopsisi vazgegilmeyen unsurdur. C4d hem tani amnda taze dokularda IF ile hem de
parafine gomuli dokularda immiunhistokimyasal tekniklerle geriye donik olarak
gogterilebilmektedir. Hastaligin tim asamalarinda klasik yol Gzerinden degilse bile; birincil
MN’'de kompleman aktivitesi belli hasarlara yol agmaktadir. Arastirmamiz, klinigimizde
birincil MN tarusi alarak izlenmis vakalarda, bobrek biyopsilerinde C4d gibi bir ‘ayak izi’
Uzerinden birikimsel olarak, kompleman aktivasyonu ile hastalik ilerleyisi ve agirlig
arasindaki iliskiyi geleneksel risk faktorleri ile karsilastirarak — degerlendirmeyi
amaglamaktadir. Hipotezimiz, yogun C4d birikiminin hastalikta ilerleme ve azalmis bobrek
sagkalimu ileiliskili oldugu yoniindedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu tez calismasi, Dokuz Eylul Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onay1
alinarak gerceklestirilmistir (Karar No: 2014/05-19 1028-Girisimsel Olmayan Arastirmalar).
Etik kurul onay: sonrasi Dokuz Eylul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi'ne yazili bagvuru ile bitge destegi talebinde bulunulmustur. Hastalarin bdbrek
biyopsilerinin boyanmasi, klinik verilerle ilgili gegmis degerlendirmelerin yeniden g6zden
gecirilmesi ve tum verilerin galisma amacina uygun sekilde degerlendirilmesi icin
DEUTF nin srrasiyla Nefroloji, Patoloji ve Arsiv kayit bolumlerinin yazili olarak izinleri
alinmistir. Calismaya dahil edilen hastalar DEUTFH Nefroloji Bilim Dali Glomeriilonefrit
Poliklinigi’ne davet edilerek, 6nceden alinmis olan bobrek biyopsi materyallerinden C4d
boyanmasi ve hastalik Oykusiine iliskin bilgilerin kullanilmast konusunda kendilerinden

gonulla bilgilendirilmis olur formu alinmstur.
3.1 Hastalar

2005 ile 2014 yillar1 arasinda DEUTF Patoloji Anabilim Dal1 tarafindan degerlendirilen
bobrek biyopsileri sonucunda membrandz glomeriilonefrit tams: almis ve DEUTF Nefroloji
Bilim Dal1 tarafindan etyolojileri arastirilip birincil MN tamisi konularak takip ve tedavi
edilmis olan 18 yas ve Uzeri hastalar bu arastirmaya dahil edilmistir. (Tablo 4)

Tablo 4. Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri

Biyops yeterlilik kriterlerini karsilayan (en az 3 sklerotik olmayan glomertil dokusu)
hastalar

18 yas ve Uzeri

Bobrek biyopsisi merkezimizde elde edilmis ve deger lendirilmis

Biyops incelemes veklinik degerlendirme sonucu birincil membran6z nefropati tams
alms

Calismamiza Kidney Disease Improvement Global Outcome (KDIGO) 2012 kilavuzunda
da belirtilen ikincil MN olgular: ve ayrica biyopsi yeterlilik kriterlerini karsilamayan biyopsi
ornekleri dahil edilmemistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Arastirmadan Dislama Kriterleri

Otoimmuin/romatolojik hastaliklar:

Sistemik lupus eritematozus

Romatoid artrit, Sjogren sendromu, mikst konnektif doku hastaligi, sistemik skleroz

Ankilozan spondilit, dermatomiyozit, temporal arterit

Hashimoto tiroiditi, myastenia gravis, bill6z pemfigoid
Crohn hastaligi, Graft-versus-host hastaligi, sarkoidoz

Enfeksiyonlar:

Hepatit B, Hepatit C, edinilmis immin yetmezlik sendromu (AIDS)

Malarya, sistosoma, sifiliz, hidatik kist, lepra

Kanserler:

Karsinomlar (akciger, 6zefagus, kolon, meme, bobrek, over, prostat, orofarinks ...vb.)

Karsinom olmayanlar (Hodgkin lenfoma, Non-Hodgkin lenfoma, kronik lenfositik |6semi,
melanom, hepatik adenom, Wilm's tumard, schwannoma, néroblastom, mezotelyoma
...vb)

Ilag/toksin maruziyeti (steroid olmayan yang: gidericiler, lityum, altin tuzlar: ...vb)

En az 2 yil 6ncesinden biyopsiye kadar Tip |11 diabetes mellitus tams: almis hastalar
Tip | diabetes mellitus
Polikistik bobrek hastalig

Orak hicreli anemi

Primer biliyer siroz

Hastalarin DEUTF hasta arsivinde yer alan dosyalar1 demografik, klinik ve histopatolojik
veriler agisindan retrospektif olarak incelenmistir (Tablo 6-7). C4d boyanmasi agisindan
olgular boyanma derecesine gore ve ayrica boyanma paternine gore ayr1 ayr1 gruplandirilarak;
Tablo 6'da ve Tablo 7'de belirtilen veriler agisindan s6z konusu gruplar kendi iclerinde
karsilastirilmiglardir.
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Tablo 6. Arastirmada Degerlendirilen Demografik ve Klinik Veriler

Demografik veriler (tam aninda)
Yas
Cinsiyet

Takip stresi

Klinik veriler

Proteindri (<4 g/gun, 4-8 g/guin, >8 g/gun olarak 3 ayr1 siniflandirma) (tam aminda; 3. ayda,

6. aydaveenson)
Serum kreatinin dizeyi (mg/dl) (tam aninda; 3. ayda, 6. ayda ve en son)
Glomertiler filtrasyon hizi (MDRD’ ye gore) (tam aninda, 3. ayda, 6. ayda ve en son)

Serum albumin diizeyi (<2,5 g/dl veya>2,5 g/dl olarak) (tam aninda, 3. ayda, 6. aydave en

son)

Hipertansiyon (>140/90 mm kan basinci degeri veya antihipertansif tedavi varligi)
Tedavide ACE inhibitori/ARB ilag kullamm

Tedavide ACE inhibitori/ARB ilag ile birlikte bagisiklig1 baskilayict ilag rejimi varligi
Izlemde serum kreatinin diizeyinde iki katina cikma stiresi

Izlemde kreatinin klirensinde %50 azalma icin gegen siire

Renal replasman tedavisi varligi
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Tablo 7. Arastirmada Degerlendirilen Histopatolojik Veriler

Histopatolojik veriler (tan1 aninda)

Isik mikroskopisinde:

Bazal membranlarda kalinlasma (0: normal, 1: hafif, 2: orta, 3: belirgin)

Mezangial hipersellllarite (0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3. siddetli)

Interstisyel enflamasyon (0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli)

Interstisyel fibrozis ve tibiler atrofi (IF-TA) dereceleri (0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli)
Glomeriler skleroz yizdesi (segmental ve global)

Arteriyel ve arteriyoler ceperlerde kalinlasma(0: normal, 1. hafif, 2: belirgin)

Immiinfloresan cahsmaile:

Glomertler bazal membranda 1gG, IgA, IgM, Ig kappa, 1g lambda, C1q ve C3 birikimleri
(O: negatif, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli)

Glomertler bazal membranda immunhistokimyasal yontem ile C4d birikimi (boyanma
derecesine gore 0: negatif, derece 1: ince graniler, derece 2: kalin graniler, derece 3: kaba
depozit seklinde ) (boyanma paternine gore segmental/global ve diffliz/fokal olarak)
Glomertler C4d birikim derecesi ile paterni arasinda istatistiksel anlamli iliski bulunmasi
halinde segmental/global carpan skoru eklenmesi (C4d boyanma derecelerinin her hastada
C4d boyanma paterni ile segmental boyanmaya 1 ve global boyanmaya 2 puan verilerek

garpimi)

Her hasta icin bobrek biyopsisi zamam izlemin baslangici olarak kabul edilmistir.
Calismaya dahil edilme kriterlerine uygun olan hastalarin DEUTF Patoloji Anabilim Dal
tarafindan 6nceden degerlendirilmis olan bobrek biyopsilerinde tam asamasinda histopatolojik
bulgularda 1s1k mikroskopisi i¢cin Hematoksilen-Eozin, Masson-trikrom, Periyodik Asit-Schiff
ve methenamin gumus boyalari kullamlmis; immunfloresan analiz igin 1gG, IgA, IgM kappa
ve lambda ile C1q ve C3 proteinlerine kars: antikorlar kullanilmustir. Biyopsi kesitlerinde IF
inceleme ile bazal membran boyunca grantler veya kaba desende 1gG’ nin 6n planda birikim
gbgermesi ve C1q bhirikiminin hafif veya negatif boyanmasi durumunda C3'Un eslik
etmesinden bagimsiz olarak membran®z nefropati tanist konulmustur.
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3.2 C4d boyamas ve histopatolojik incelemeler

Arastirmaya dahil edilen hastalarin biyopsi érnekleri C4d kiti (Cell Marque ®; C4d SP91,
California, ABD) ile yeniden boyanmistir. Bunun icin formalinle fikse edilmis ve parafine
goémult dokulardan hazirlanan 3 mikrometrelik kesitler Benchmarck Ultra cihazinda,
ultraview universal Dab detection kit kullanmlarak boyandi. Ultra CCl solusyonunda 64 dakika
95 derecede antijen retriaval (antijen geri kazanimi) yapildi. C4d primer monoklonal antikoru
(Cell Marque, C4d-SP91) uygulanarak 32 dakika inkibe edildi. Daha sonra biyopsiler C4d
boyanma yogunluguna gore ve C4d boyanma paternine gore degerlendirildi.

Immiinhistokimyasal boyanma sonucunda C4d boyanma yogunlugu (derecesi);

GBM’in %25’ inde veya daha azinda boyanma: O,

GBM’de ince graniler boyanma: derece 1,

GBM’de kalin graniller boyanma: derece 2,

GBM’ de kaba depozitler seklinde boyanma: derece 3 olarak belirlenmistir.

Immiinhistokimyasal incelemede boyanma yogunlugu yarmsira C4d dagilim paterni;

difftiz/fokal (biyopsi 6rneginde tim glomertllerin %50’ sinden azinin veya ¢ogunun
pozitif boyanmasina gore)

segmental/global  (biyopside bir glomertlin igindeki %50'den az/cok pozitif
boyanmaya gore) olmasina gore degerlendirilmistir °. Boyanma paterni ile boyanma
derecesi arasinda istatistiksel anlamli iliski bulunmas: halinde segmental/global garpan
skorunun da degerlendirilmesi planlanmustir.

3.3 lstatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken istatistiksel analiz icin SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) for Windows 15.0 programi kullamlmistir; p degerinin 0,05 ten
kiclk saptanmasi durumunda sbz konusu bulgular istatistiksel agidan anlamli olarak
degerlendirilmistir. Sayisal verilerin analizi igin ki-kare testi ve Fisher kesin testi; 6lcimle
belirlenen degisken analizi igcin Mann-Whitney U testi ve korelasyon analizi ile degerlendirme
yapilmistir. Ancak hasta sayisinin az olmasi nedeniyle istatistiksel anlamliliga ulagilmasi
acisindan, C4d birikimi olmayan ve hafif derecede birikim olan hastalar ile orta ve siddetli
derecede birikim olan hasta gruplar1 birlestirilerek yeniden analiz yapilmistir. Sz konusu
gruplarda da Mann-Whitney U testi, ki-kare testi ve Fisher kesin testi kullamlmustir.
Istatistiksel analiz yontemlerine iliskin planlamalar DEUTF Biyoitatistik ve Tibbi Bilisim
Anabilim Dal1 ile gorustlerek belirlenmis; analizler birlikte yapil mistir.
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4. BULGULAR

4.1 Demografik veriler

Arastrmamizda DEUTFH biinyesinde renal biyopsi uygulanmis ve Klinik izlemde
tutulmus 50 hastadan klinik dosya-arsiv verilerine gore, ikincil MN nedenleri ortaya gikan 27
hasta ve arsiv biyopsilerinde yetersiz doku gorilen 3 hasta calisma dis1 birakilmigtir. Bu
nedenlerle ¢alismamiza 20 hasta dahil edilmistir. Degerlendirilen 20 hastamin %55'i (n=11)
erkek; %451 kadin (n=9) olarak belirlenmistir. Erkeklerde yas ortalamast 48.90 yil;
kadinlarda 51.33 yi1l olarak belirlenmistir. TUm hastalarin tam anindaki yas ortalamalar1 50 yil
(en kiicuk 34, en blylk 72 yil) olarak saptanmustir. Hastalarin ortalama izlem stiresi 43.75 ay
(en kisa 6 ay, en uzun 130 ay) olarak kaydedilmistir.

4.2 Klinik veriler

Tam konuldugu sirada hastalarin %40’ inda (n=8) hipertansiyon oldugu gorulmastur.
Hastalarin ortalama proteiniri degeri tan sirasinda 8.036 g/guin ile agir diizeyde saptanmustur.
Tanida agir diizeyde proteiniri oram %50 (n=10), orta diizeyde proteiniri oran %15 (n=3) ve
hafif dizeyde proteintri oram ise %35 (n=7) olarak kaydedilmistir. Hastalarin %30 unda
(n=6) tam aminda ag1r diizeyde hipoalbuminemi saptanmistir. TUm hastalarda serum kreatinin
duzeyi ortalamast 0.88 mg/dl; GFR ortalamast 92.14 ml/dk/1.73 m? (MDRD) olarak
belirlenmistir.

Hastalarin hepsinde ACE inhibitori ve/veya ARB ilag verildigi, bagisiklik baskilayici
tedavilerin ise hastalarin %55'ine (n=11) uygulandig: kaydedilmistir. Bagisiklik baskilayici
tedavi modellerinden alkilleyici aan iceren klorambusil-metilprednizolon (n=1) ve
siklofosfamid-metilprednizolon  (n=2), kalsindrin  inhibitori  igeren  siklosporin-
metilprednizolon(n=5) kombinasyonlarinin tercih  edildigi; 2 hastaya ise sadece
metilprednizolon verildigi saptanmustir. Bagisikligi baskilayici ilag verilen hastalarin
%81.8'inde (n=9) tam sirasinda agir derecede proteinri dizeyleri kaydedilmistir.

Hastalarin higbirinde gereklilik olusmadigindan renal replasman tedavisi uygulanmadigi
belirlenmistir. Calismamizda, hastalarda izlem siresince kreatinin dizeyleri iki katina
¢cikmadigindan ve GFR dizeylerinde %50 azalma izlenmediginden renal sagkalim analizi
yapilamamustir. Hastalarin tam sirasindaki genel profili Tablo 8 de gosterilmistir.
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Tablo 8. Arastirmaya Dahil Edilen Birincil Membrantz Nefropati Hastalarimin Biyops Zamanindaki Profili

Hagta Klinik bulgular Isik mikroskopi bulgular: Immiinflor esan bulgular C4d iz Tedavi
kohortu boyanma  sire
Hasta | Yas HT Pr Kr Kk  Alb Bazd Mezan IFTA int Skleoz  Art/arl IgG IgAligM C3 Clq Kappal dereces/  (ay)
no/C memb  hipersel Enf (%SG  duvark lambda  paterni/(S)

K 67 Var 7800 093 60 32 +++ + ++ + 0/0 +++ 2 0/0 0 0 1/1 2IG (4) 50 Cyct+Ste
2 E 57 Var 2460 101 76 28 N + +/- - 5/0 N/N 2 1/0 1 0 3/3 0 (0) 75 ACEi/ARB
3 K 58 Yok  10.000 0.73 82 34 +++ + ++ + 0/0 +H+ 2 0/0 0 0 2/2 3/G (6) 64 Kl+Ste
4 K 40 Yok 4990 047 147 277 + N +/- - 0/0 +/N 1 0/0 1 0 1/1 3/G (6) 8 ACEi/ARB
5 E |51 Yok 1780 121 632 391 ++ + ++ + 0/0 N/+ 3 1/1¢ 1 0 313 1G (2) 17 Ste
6 E 46 Var 16000 129 60 18 Sists Sists ++/+ + 16.6/5 +/+ 3 0/0 0 0 2/2 1/S(2) 70 Csat+Ste
7 E 34 Var 2550 147 55 44 +++ N +/+ - 18.1/63.6  ++/++ 1 0/0 1 0 1/1 1/S(2) 60 ACEi/ARB
8 K 48 Var 3800 0.8 77 3.2 + N +/+ - 0/9 +/+ 1 0/0 0 0 1/1 0 (0) 62 ACEi/ARB
9 E 48 Yok 2510 072 117 2.3 +++ N ++/+ - 0/12.5 N/N 3 0/1 1 0 3/3 1/S(2) 59 ACEi/ARB
10K 51 Yok 8270 044 160 239 ++ N +/+ + 0/2.8 +/+ 2 0/0 0 0 0/0 2/G (4) 8 ACEi/ARB
11E |72 Yok 1420 081 94 375  +++ N ++ + 0/9 ++ 3 01° 1 0 1 3/G (6) 7 ACEi/ARB
12E 48 Yok 22890 065 131 2 +++ N +/+ + 0/0 +/N 3 0/0 0 0 0/1 2/G (4) 44 Cza+Ste
13K 48 Yok 7800 056 116 29 ++ + +/- - 0/2.9 N/+ 3 01 1 0 2/2 2/G (4) 40 ACEi/ARB
14 K 57 Yok 8160 079 75 35 +++ N +/+ + 7.1/0 ++/+ 3 0/2 2 0 2/2 s (1) 27 Csa+Ste
15K 43 Yok 2410 057 116 29 ++ + ++ - 0/3.2 *IN 1 0/0 0 0 0/0 3G (2) 37 Ste
16 E 44 Yok 15200 164 46 29 Sists N +/+ + 0/9 +/N 3 0/0 2 1 1/2 2/G (4) 130 ACEi/ARB
17E 48 Var 13000 133 57 23 ++ + +HH++ + 0/0 ++ 2 0/0 2 0 2/2 2/G (4) 46 Cza+Ste
18 E 44 Var 8250 071 1287 2 N + +/+ + 0/0 +/+ 2 0/0 0 0 1/1 1S (1) 20 Csa+Ste
19K 50 Var 11500 075 82 25 ++ + ++ + 0/7.6 ++/+ 1 0/0 0 * *[* 3/G (6) 6 Ste
20E 46 Yok 9930 0.83 100 3.2 +++ + +/+ + 28.5/0 ++/++ 3 2/1 1 1 2/3 s (1) 45 Ste

C, cinsiyet; HT, hipertansyon varlig: (>140/90 mmhg hipertansiyon var; <140/90 mmhg hipertansiyon yok);

Pr, proteiniiri (mg/gin); Kr, serum kreatinin diizeyi (mg/dl); K kI, kreatinin klerensi MDRD’ ye gére (ml/dk/1.73m?); Alb, serum albumin diizeyi (g/dl);

Bazal memb, bazal membranda kalinlasma (N: normal bazal membran, + hafif kalinlasma, ++ orta diizeyde kalinlasma, +++ belirgin kalinlasma);

M ezan hiper sel, mezangia hiperselilarite (N: normal mezangium, + hafif derecede hiperseliiler, ++ orta derecede hipersellller, +++ siddetli derecede hipersdliler);

IF/TA, interstisyd fibrozigtiibiler atrofi dereceleri (+ hafif, ++ orta, +++ siddetli); Int Enf, interstisyel enflamasyon (+ hafif derecede, - enflamasyon yok);

Skleroz (%)S/G, segmental sklerozlu glomerill yiizdes/global sklerozlu glomeril yiizdes;;

Art/artrl duvar k, arteriyd/arteriolar duvar kalinlhigr artisi (N: duvar kalinligi normal, + hafif derecede kalinlasma, ++ belirgin kalinlasma); direkt iF de IgG, 1gA, IgM, |g kappa, |g lambda, C3, C1q boyanma
derece erinde O: negatif, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli derecelerde boyanma;

immiinhistokimyasal C4d boyanmasinda derece 1 ince graniiler, derece 2 kalin graniler, derece 3 kaba depozit seklinde; C4d boyanma paterni S:diffiiz-segmental; G: diffiiz-global; (S), segmental-global C4d
boyanmasi ¢arpan skoru;

Cyc, sklofosfamid; Ste, steroid; K1, klorambusil; ACEi, anjiotensin enzim inhibitorii; ARB, anjiotensin reseptér blokeri; Csa, siklosporin (bagisikligr baskilayici ilag uygulanan hastalarin hepsine ACEI/ARB ilag
verilmistir.).

(*) 15 no.lu hastanin biyopsisinde arter gériilmemistir; 19 no.lu hastanin biyopsisinde C1q, kappa ve lambda boyanmas igin yeterli doku kesiti elde edilememistir. (%) 5, 11 ve 13 no.lu hastalarda hafif IgM boyanmasi
sadece mezangiumda gor il miistar.
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4.3 Histopatolojik veriler

Isik mikroskopi bulgularindan GBM kalinlig1 hastalarin %20’ sinde (n=4) normal ve hafif
kalinlasmis olarak gordlirken, %80’ inde orta ve belirgin derecelerde GBM kalinlasmasi
(n=16) izlenmektedir. TUm hastalarda tlbtler atrofi-interstisyel fibrozis gelistigi ve en ¢cok
%85 oranla hafif diizeyde interstisyel fibrozis saptandigi (n=17) dikkati gekmistir. Interstisyel
fibrozis derecesi %5 oraninda (n=1) siddetli derecede saptanmustir; ayrica 6 hastada tubtler
atrofi derecesinden bir derece yiksek olarak kaydedilmistir. Hastalarda %45 oraminda (n=9)
hafif dizeyde mezangial sellllarite artis1 kaydedilmistir, orta diizeyde mezangial selllarite
artis1 ise %5 (n=1) oraninda saptanmistir. Biyopsilerin %65’ inde (n=13) en az bir global veya
segmental skleroz varligi (n=13) kaydedilmistir; bu hastalar arasinda %10’ luk dilim hem
global hem segmental, %20 segmental glomeriloskleroz ve %45 ise global tipte
glomeriloskleroz icermektedir. Beklendigi Uzere, hastalardan hichirinde
endokapiller/ekstrakapiller proliferasyon gdézlenmemistir. Interstisyel enflamasyon tiim
hastalarin  %65'inde (n=13) sadece hafif derecede olarak kaydedilmistir, hepsinde
enflamasyon tird lenfosit agirliklidir. Arter duvarinda kalinlasma hastalarin %75’ inde (n=15)
ve arteriyol duvarinda kalinlasma ise hastalarin %70’ inde (n=14) kaydedilmistir.

Direkt IF bulgularina bakildiginda, hastalarin timiinde GBM'de 1gG hbirikimi rapor
edilmistir. 1gG birikimi glomertlin tamamini kapsayacak sekilde global paternde, biyopsi
kesitindeki glomerdllerin hepsini kapsayacak sekilde diffliz paternde ve grantiler tarzda olarak
kaydedilmistir. Hastalarin %55’ inde (n=11) GBM’de C3 birikimi de IgG'’ye eslik etmektedir.
Diger immiunglobulinlerden 1gA ile IgM boyanmalar: da sirayla hastalarin %35’ inde (n=7)
orta ve hafif derecelerde kaydedilmistir. C1g boyanmasina bakildiginda, hastalarin %10’ unda
(n=2) hafif derecede olarak saptandigi gorulmistir. Kappa ve lambda hafif zincir
proteinlerinin birikimi hastalarimizin timiinde 1gG boyanma derecesini asmayacak sekilde
saptanmistir. Yine kappa ve lambda birikiminin hastalarin %85’ inde (n=17) esit derecelerde
oldugu kaydedilmistir (Tablo 8).
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4.4  GlomerUler bazal membranda C4d boyanmasi

GBM’de C4d ile pozitif boyanma hastalarin %90’ inda (n=18) saptanmus olup, 2 hastada
negatif boyanma gorilmustir. Pozitif boyanan biyopsilerden de C4d boyanma yogunlugu
acisindan 7 hastada GBM’da ince graniler boyanma (derece 1), 6 hastada GBM’de kalin
graniler boyanma (derece 2), 5 hastada kaba depozit seklinde boyanma (derece 3)
gorilmustar. C4d pozitif boyanan biyopsilerin tumi diffliz boyanma 6zelligi gbstermektedir.
Ayrica 12 biyopside global paternde, 6 biyopside segmental paternde boyanma gozlenmistir
(Sekil 3) (Resim 1, 2 ve 3).

Sekil 3. Glomerller C4d Boyanmas Agisindan Genel Hasta Profili

23 biyopsili birincil MN hastasi

3 hastada yetersiz doku 20 hasta (n)
2 hastada C4d (-) 18 hastada C4d (+)
C4d boyanma derecesine gore: C4d boyanma paternine gore diffiiz
boyanan hastalarda:
GBM’de derece 1: ince graniler
boyanma (7 hasta) - Segmental boyanma (6 hasta)
GBM’de derece 2: kalin graniler - Global boyanma (12 hasta)

boyanma (6 hasta)
GBM’de derece 3: kaba depozitler
seklinde boyanma (5 hasta)
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Resim 1. Glomeriilde Segmental PaterndeC4d Boyanmas

Resimde glomeriiler bazal membranda kalin graniiler (derece 2) ve segmental paternde C4d boyanmasi
goralmektedir (kalin ok). Yer yer mezangial C4d boyanmasi da eslik etmektedir.

Resim 2. Glomerilde Global Paternde C4d Boyanmas

Glomerdllerin bazal membranlarinda kalin grantiler (derece 2) ve global paternde C4d boyanmasi gorilmektedir
(kaln ok)

30



Resim 3. Glomeriilde Negatif C4d Boyanmas

C4d boyanmas negatif olan olgudaisik mikroskopi ile bazal membran dis yiizeyi de normal gorilmektedir

31



4.4.1 C4d boyanma derecesinin histopatolojik bulgularla birlikteligi

Calismaya dahil edilen hastalarin %80’ inde C4d boyanmas: pozitif (n=18) ve %10 unda
ise negatif (n=2) saptanmistir. Hastalar boyanma derecesi agisindan negatif ve hafif derecede
boyananlar (n=9) ile orta derecede ve siddetli derecede (n=11) boyananlar olarak
gruplandirilmistir. S6z konusu gruplandirma istatistiksel analiz bagliginda da bahsedildigi
Uzere az sayida hastada cesitli verilerin korelasyonunun, istatistiksel cercevede incelenmesi
adina olusturulmustur. iki grup arasinda demografik, klinik ve histopatolojik veriler
karsilastirilmistir. 11k mikroskopi bulgularina bakildiginda, C4d negatif ve hafif derecede
boyanan grubun segmental skleroz yiizdesi ile istatistiksel agidan anlaml birliktelik gosterdigi
bulunmustur (p=0.017). C4d orta-siddetli derecede boyanan grupta ise hi¢ segmental skleroz
bulunmadhg: ve glomeriilosklerozun global tipte oldugu saptanmustir. Ote yandan yine negatif
ve hafif derecede C4d birikimi olan grupta orta-siddetli derecede C4d birikimi olan gruba
gore, idtatistiksel anlamliliga ulasmamakla birlikte global skleroz yiizdesinde de daha yiksek
ortalama degeri saptanmistir. Orta ve siddetli derecede C4d boyanan grupta ise negatif ve
hafif derecede C4d boyananlara gore bazal membran kalinlasmasinda daha ileri evreler (11
hastadan 9'unda orta diizeyde ve belirgin bazal membran kalinlasmasi), daha ¢ok sayida
hastada arter duvarinda kalinlasma (11 hastadan 9'unda) ve interstisyel enflamasyon varligi
da (11 hastadan 8'inde) istatistiki diizeye ulasmamakla birlikte dikkat cekicidir. Isik
mikroskopi bulgularindan interstisyel enflamasyon hastalarin timinde iki kategoride
(interstisyel enflamasyon yok ve hafif derecede var olarak) kaydedildiginden istatistiksel
olarak ki-kare testine gore analiz yapilmistir ve bu nedenle tabloda gosterilmemistir.
Interstisyel enflamasyon ve C4d arasinda da anlaml: birliktelik saptanamamustir (p=0.642).

Direkt immunfloresan bulgularina bakildiginda, negatif-hafif derecede C4d boyanan
grupta, orta-siddetli derecede C4d boyanan gruba gore IgA birikiminin ve kappa ile lambda
proteinleri birikiminin birlikteligi istatistiksel anlamli olarak daha fazla (p degeri sirasiyla
p=0.044, p=0.029, p=0.049) bulunmustur. C4d orta-siddetli derecede boyanan grupta IgA
birikimi kaydedilmemistir. C4d boyanmasi ile IM bulgularinin birlikteligi Tablo 9'da, C4d
boyanmasi ile direkt iF bulgularinin birlikteligi Tablo 10’ da gosterilmistir.
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Tablo 9. C4d Boyanma Derecesinin Isik Mikroskopi Bulgulary ile Birlikteligi

C4d negatif-hafif derecede boyanma | C4d orta-siddetli derecede p degeri
(n=9) boyanma (n=11)
Ort+Sts Med (min-maks) | Ort+ St's Med (min-maks)
Bazal 1.88+1.26 2.00(0.00-3.00) 2.27+0.64 2.00(1.00-3.00) 0.684
membr an
kalinhg
inter stisyel 1.11+0.33 1.00 (1.00-2.00) 1.18 + 0.60 1.00 (1.00-3.00) 0.942
fibrozis
Tubdler 0.88+0.33 1.00 (0.00-1.00) 3.13+0.53 1.00 (0.00-2.00) 0.957
atrofi
Global 10.01 £+ 20.63 0.00 (0.00-63.60) 3.13+3.71 2.80(0.00-9.00) 0.807
skleroz
ylzdesi
Segmental 522+7.41 0.00(0.00-18.10) 0.00 + 0.00 0.00 (0.00-0.00) 0.017*
skleroz
ylzdesi
Mezangial 1.66+0.70 1.00 (0.00-2.00) 0.45+ 0.52 0.00 (0.00-1.00) 0.520
selllarite
Arter duvar 1.00+ 0.86 1.00 (0.00-2.00) 1.00+ 0.47 1.00 (0.00-2.00) 0.990
kalinhg®
Arteriyol 1.00+0.70 1.00 (0.00-2.00) 0.42+0.64 1.00 (0.00-2.00) 0.374
duvar
kalinhgi

Bazal membran kalinhg 0: normal, 1: hafif kalinlasma, 2: orta dizeyde kalinlasma, 3: belirgin kalinlasma olarak 0-3
arasinda;

inter stisyel fibrozis 0: yok, 1: hafif derecede, 2: orta derecede ve 3: agir derecede olarek 0-3 arasinda;

Tubuler atrofi 0: yok, 1: hafif derecede, 2: orta derecede, 3: agir derecede olarsk 0-3 arasinda derecelendirilmistir.

Global skleroz yiizdesi biyopsi 6rnegindeki global sklerozlu glomertl sayisinin tiim sklerotik glomerdl sayisina oran ile;
Segmental skleroz yuzdesi ise biyopsi érnegindeki segmental sklerozlu glomerdllerin sayisimin tim glomerll sayisina oran
ile elde edilmistir.

Mezangial sellllarite 0: normal, 1. hafif artnus, 2: orta derecede artmis, 3. Siddetli derecede artmis olarak 0-3 arasinda,
Arter ve arteriol duvar kalinhklar: 0: normal duvar kalinhigi, 1: hafif kainlasms, 2: belirgin derecede kalinlagnis olarak
derecdendirilmistir.

n hagta sayisini; Ort, ortalama degeri; +&t s, standart sapmayi; Med, median degeri, Min-maks, minimum-maksmum
dereceleri gostermektedir.

(Q) C4d orta-siddetli derecede boyanan grupta bir hastanin biyopsi érneginde arter izlenmemistir.

*Tablo Mann-Whitney U testinden uyarlanmis olup; Segmental Skleroz yiizdesi’ nde elde edilen istatistiksel p degeri Fisher
kesin testi ile e de edilmistir. (p<0.05).

S6z konusu p degeri segmenta sklerozun, C4d orta-siddetli derecede boyanan gruba gore C4d negatif ve hefif derecede
boyanan grup ile daha fazla birlikte ol dugunu gostermektedir.
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Tablo 10. C4d Boyanma Derecesinin Direkt immiinfloresan Bulgulari ile Birlikteligi

C4d negatif-hafif derecede C4d orta-siddetli derecede p degeri

boyananlar (n=9) boyananlar (n=11)

Ort+Sts Med (Min-maks) Ort+Sts Med (Min-maks)
1gG 2.33+0.70 3.00(1.00-3.00) 2.09+0.83 2.00(1.00-3.00) 0.488
lgA 0.44£0.72 0.00 (0.00-2.00) 0.00 + 0.00 0.00 (0.00-0.00) 0.044*
IgM 0.55+ 0.72 0.00 (0.00-2.00) 0.18+0.40 0.00 (0.00-1.00) 0.185
c3 0.77+0.66 1.00 (0.00-2.00) 0.63+0.80 0.00 (0.00-2.00) 0.563
Clg® 0.11+0.33 0.00 (0.00-1.00) 0.10+0.31 0.00 (0.00-1.00) 0.939
K appaQ 2.00+0.86 2.00(1.00-3.00) 1.00+0.81 1.00 (0.00-2.00) 0.029*
Lambda® | 2.11+0.92 2.00 (1.00-3.00) 1.20+0.78 1.00 (0.00-2.00) 0.049*

Immiinglobulin G, A, M ile C3 ve Clq, ayrica kappaile lambda proteinlerinin dereceleri 0-3 arasinda belirlenmistir (o:

birikim yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli derecede birikim)

n hasta sayisini; Ort, ortdama degeri; =& s, standart sapmayi; Med, median degeri, Min-maks, minimum-maksmum
derecderi gostermektedir.
(Q) CAd orta ve siddetli derecede boyanan grupta bir hastada immiunfloresan incelemeicin yeterli doku kalmadigindan C1q,
kappa ve lambda gosterilememistir.

*Tablo Mann-Whitney U testinden uyarlanms olup, 1gA, Kappa ve Lambdaicin anlaml1 p degerinin elde edilmesinde Fisher
kesin testi kullanilmastir (p< 0.05).

S6z konusu p degerleri, IgA ile kappa ve lambda proteinlerinin C4d negatif ve hafif derecede boyanan grupta C4d orta-

siddetli derecede boyanan gruba gore daha fazla bulundugunu gostermektedir.
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4.4.2 C4d boyanma derecesinin demografik, klinik veriler velaboratuvar izlem verileri
ilebirlikteligi

C4d boyanma derecesi ile yas, cinsiyet ve izlem siresi arasinda istatistiksel anlamlilik
diizeyine ulasan birliktelik saptanmamustir. Negatif ve hafif derecede C4d boyanmasi gorulen
grup ile orta ve agir derecede C4d boyanmasi gorilen grup karsilastirilchginda; tam ve
izlemde serum kreatinin dizeyi, kreatinin klerensi (MDRD), serum albumin diizeyi ve 24
saatlik idrar proteini agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir. Tedavide
bagisikligr baskilayici ilag varligr ile de C4d'nin artan siddette boyanma derecesinin
istatistiksel anlamlilikta birlikteligi saptanmamustir (p=0.684). Demografik veriler ile klinik
ve laboratuvar izlem verilerinin, C4d boyanma derecesine gore negatif-hafif derecede
boyanan grup ile C4d orta-siddetli derecede boyanan gruplar arasinda karsilastiriimas: Tablo
11’de verilmistir.
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Tablo 11. C4d Boyanma Derecesine Gore Demografik Verilerin ve izlemdeki K linik ve Laboratuvar Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada Degerlendirilen Hastalar C4d negatif-hafif derecede boyananlar C4d orta-siddetli derecede boyananlar p
Ort N +Ss | Min Maks Ort N +Ss | Min Maks Ort N +Ss | Min Maks degeri
Yas (yi) | 50.00 20 8.78 34.00 72.00 47.83 9 6.99 34.00 57.00 51.7 11 | 1001 | 40.00 72.00 0.515
iZem (ay) | 43.75 20 30.21 6.00 130.00 48.33 9 21.98 17.00 75.00 40.000 11 36.23 6.00 130.00 0.210
PrO 8036.00 | 20 5681.00 | 1420.00 | 22890.00 6160.00 | 9 4798.50 | 1780.00 | 16000.00 | 9570.90 11 6094.37 | 1420.00 | 22890.00 | 0.270
Pr3 3086.00 | 20 2814.77 | 90.00 10760.00 | 337333 | 9 3828.02 | 90.00 10760.00 | 2850.90 11 178758 | 220.00 | 4770.00 | 0.543
Pré6 266250 | 20 2777.53 | 260.00 10250.00 322888 | 9 3456.34 | 670.0 10250.0 2199.0 11 2139.14 | 260.0 7240.00 | 0.543
PrSON 1019.47 | 19 1776.20 | 50.00 7240.00 613.75 | 8 47355 | 80.00 1400.00 | 1314.54 11 2300.00 | 50.00 7240.00 | 0.649
Kro 0.88 20 0.33 0.44 1.64 0.98 9 0.27 0.71 1.47 0.80 11 0.37 0.44 1.64 0.138
Kr3 0.84 20 0.28 0.39 1.65 0.91 9 0.31 0.65 1.65 0.79 11 0.26 0.39 1.33 0.342
Kré 0.82 20 0.29 0.37 1.48 0.89 9 0.29 0.58 1.48 0.76 11 0.30 0.37 1.43 0.382
KrSON 0.87 20 0.32 0.37 1.56 0.94 9 0.27 0.67 1.56 0.82 11 0.36 0.37 151 0.210
GFRO 92.14 20 33.18 46.00 160.00 83.54 9 25.94 55.00 128.70 99.18 11 37.84 46.00 160.00 0.361
GFR3 94.03 20 30.53 48.00 184.00 91.73 9 27.15 48.00 124.64 95.90 11 34.24 58.00 184.00 0.790
GFR6 10041 | 20 37.84 54.00 184.00 96.82 9 37.36 54.00 167.44 103.35 11 39.78 54.00 184.00 0.761
GFRson 91.33 20 36.61 48.00 184.00 84.28 9 26.48 50.00 124.00 97.09 11 43.64 48.00 184.00 0.704
AlbO 2.87 20 0.70 1.80 4.40 2.94 9 0.91 1.80 4.40 2.81 11 0.50 2.00 3.75 0.650
Alb3 3.47 20 0.71 2.10 5.20 3.60 9 0.94 2.10 5.20 3.35 11 0.46 2.30 4.10 0.849
Alb6 3.72 20 0.59 2.63 4.90 3.92 9 0.72 3.00 4.90 3.56 11 0.43 2.63 4.10 0.287
AlbSON 3.98 19 0.67 2.38 5.00 4.08 8 0.50 3.02 4.65 3.90 11 0.79 2.38 5.00 0.254

Pr0, (mg/giin) baslangigtaki; Pr3, 3. ayda; Pr6, 6. ayda; PrSON, izlemde son vizitteki proteiniri diizeyini géstermektedir.
Kr0, (mg/dl) baglangigtaki; Kr3, 3. ay; Kr6, 6. ay; KrSON, izlemde son vizitteki serum kreatinin diizeyini géstermektedir.

GFRO, (ml/dk/1.73 m? baglangictaki; GFR3, 3. aydaki; GFR6, 6. aydaki; GFRson, izlemde son vizitteki glomerdiler filtrasyon hizini géstermektedir.

AlbO, (g/dl) baslangicta; Alb3, 3. ayda; Alb6, 6. ayda; AIbSON, izlemde son vizitteki serum albumin diizeyl erini gdstermektedir.
Yas, yil cinsinden; iziem siires ay cinsinden gosterilmistir.

Tabloda her p degeri demografik veriler (yas, izlem siires) ile klinik ve laboratuar (24 saztlik idrarda protein miktari, serum kreatinin diizeyi, kreatinin klerens [GFR'’ ye gore] ve serum albumin
diizeyi) izlem verilerinin negatif ve hafif derecede C4d boyanan grup ile orta-siddetli derecede C4d boyanan grup arasinda karsilastirilmasi ile € de edilen istatistiksel sonucu gostermektedir.
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443 Hastalarin segmental ve global paternde C4d boyanma oOzelligine gore
degerlendirilmes

Arastirmamizda 18 diffiiz C4d boyanmasi gosteren hastalarimizdan 6’ sinda segmental ve
12'sinde global paternde C4d dagilimi vardir. Bu hasta gruplari demografik, klinik ve
histopatolojik parametrelerde farklilik olup olmamasi agisindan karsilastirildilar. Segmental
ve global paternde C4d boyanan gruplar arasinda histopatolojik veriler karsilastirildiginda
istatistiksel agidan anlamli farklilik kaydedilmemistir. Sadece C4d birikim derecesi, global
paternde segmental paterne gore istatistiksel anlamli 6lglide yiksek (p=0.001) saptanmustir
(Tablo 12).

Tablo 12. C4d Boyanma Paterni ile C4d Boyanma Y ogunlugu Arasindaki liski

Negatif Segmental Global patern p degeri
(n=2) patern (n=12)
(n=6)
C4d negatif-hafif %22.2 %66.7 %11.1
der ecede boyananlar (n=2) (n=6) (n=1)
(n=9)
C4d orta-siddetli %0.0 %0.0 %91.7 0.001*
der ecede boyananlar (n=0) (n=0) (n=112)
(n=11)

*Tablo Mann-Whitney U testinden uyarlanms olup istatistiksel anlaml1 p degeri igin ki-kare testi kullani migtir (p<0.01).
S6z konusu p degeri global paternde boyanmanin, CAd' nin orta-agir derecede boyandig: grup ile segmental paternde
boyanmaya gore daha fazla birlikte bulundugunu géstermektedir.

C4d boyanma derecesinin global paternde C4d boyanan grupta istatistiksel anlamlilikta
yuksek saptanmasi Uzerine, hastalar boyanma paternine de puan verilerek boyanma paterni ile
boyanma derecesi carpimina gore de degerlendirilmislerdir. Segmental paternde boyanmaya
bir, global paternde boyanmaya iki puan verilerek boyanma dereceleri ile carpildiginda
hastalarda 0,1,2,3,4 ve 6 olarak degisen skorlar elde edilmistir. Segmental/global carpan
skorunun C4d orta-agir derecede boyanan grupta istatistiksel anlamli 6l¢tde ytksek oldugu
gorulmistur (p<0.01) (Tablo 13).
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Tablo 13. C4d Boyanma Y ogunlugunun Segmental/Global Paternde Boyanma Carpan
Skoru ile Birlikteligi

C4d negatif-hafif C4d orta-siddetli p degeri
der ecede boyananlar der ecede boyananlar
Segmental/ Ort+Sts 0.88 £ 0.60 4.54+1.29 <0.01*
global paternde
boyanma ve C4d | Med (Min-maks) | 1.00(0-2) 4.00 (2-6)
der ece car pan

n hagta sayisini; Ort, ortalama degeri; +&t s, standart sapmayi; Med, median degeri, Min-maks, minimum-maksmum
dereceleri gostermektedir.

*Tablo Mann-Whitney U testinden uyarlanmis olup, segmenta/global boyanma ve C4d derecesi ¢arpan skoru igin anlamli p
degeri Fisher kesin testi kullanilarak elde edilmistir (p<0.01).

S6z konusu p degeri segmenta/global paternde boyanma carpan skorunun orta-siddetli derecede C4d boyanmasi ile daha
fazla birlikte bulundugunu gostermektedir.

Segmental ve global paternde C4d boyanmasina gére olusturulan iki grupta tan: sirasindaki
demografik, klinik ve histopatolojik verilere bakildiginda istatistiksel anlamlilik diizeyine
ulasan farklilik saptanmamustir. Izlemdeki klinik ve laboratuar verilere bakildiginda iki grup
arasinda yine istatistiksel anlaml: fark saptanmamustir. Ancak proteintri hafif (<4 g/gin), orta
(4-8 g/guin), agir (>8 g/guin) olarak kategorize edilerek karsilastirildiginda; izlemin 3. ayindaki
proteintri derecesi C4d'nin global paternde boyandigi grupta segmental paternde boyandigi
gruba gore istatistiksel anlamlilik dizeyinde yiksek saptanmistir (p=0,027). Proteinlri
derecesindeki bu farklilik baslangicta, 6. ayda ve izlemin sonunda ortaya ¢cikmamistir. Global
ve segmental paternde C4d boyanmasina gore klinik izlem parametrelerinin karsilastirilmasi
Tablo 14'te gosterilmistir.
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Tablo 14. Segmental ve Global Paternde C4d Boyanmasina Gore izlemdeki K linik L aboratuvar Verilerin Degerlendirilmesi

Pr3 Pré Prs Kr3 Kré KrS GFR3 GFR6 GFRs Alb3 | Alb6 | AIbS
(n=18) (n=18) (n=17) (n=18) | (n=18) | (n=17) | (n=18 (n=18) (n=17) (n=18) | (n=18) | (n=17)
(mg/giin) | (mg/gin) | (mg/giin) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (ml/dk/1.73m?) | (mi/dk/1.73m?) | (ml/dk/1.73m?) | (g/dI) (g/dll) (g/dll)
Segmental | Ort 419833 | 3361833 | 143266 | 0.90 0.90 0.92 97.44 103.24 91.43 342 3.86 4.07
patern Sts 438571 | 398382 | 274286 | 0.36 0.35 0.33 31.28 45.46 30.24 113 0.72 0.59
(n=6) Min 780 670 106 0.68 0.58 0.67 48 54 50 2.10 3 3.02
Maks | 10760 10250 7000 1.65 1.48 1.56 124.64 167.44 124.60 5.20 4.48 4.65
Global ort 295416 | 2167.66 | 1230.90 | 0.81 0.77 0.83 93.83 100.69 96.09 3.39 353 3.94
patern Sts 174152 | 2259.62 | 232057 | 0.26 0.29 0.36 33.43 40.32 43.95 0.45 0.43 0.78
(n=12) Min 220 260 50 0.39 0.37 0.37 58 54 48 2.30 2.63 2.38
Maks | 4770 7240 7240 1.33 1.43 151 184 184 184 4.10 4.10 5
p degeri 0.027* 0.339 0.990 0.639 0.639 0.546 0.426 0.920 0.960 0.990 0.999 0.647

Ort, ortalamadeger; St s, standart sapma; Min. Minimum deger; M aks, maksimum deger.

Pr3, Pr6, PrS(mg/giin); 3. ay, 6. ay ve sonuncu 24 saztlik proteiniri degerlerini gostermektedir.

Kr3, Kr6, KrS(mg/dl); 3. ay, 6. ay ve sonuncu serum kreatinin degerlerini gdstermektedir.

GFRO0, GFR3 ve GFRs(ml/dk/1.73 m? cinsinden, MDRD' ye gore); 3. ay, 6. ay ve sonuncu glomeriller filtrasyon hizini géstermektedir.
Alb3, Alb6, AlbS; 3. ay, 6. ay ve sonuncu serum albimin (g/dl) degerlerini gostermektedir.

Tablo, ssgmenta paternde ve global paternde boyanmaya gore iki grupta laboratuar izlem verilerinin Freidman testine gore karsilastiriimasini géstermektedir.

*Tabloda 3. aydaki proteinirinin global paternde C4d boyanan grupta segmenta paternde CAd boyanan gruba gore daha yilksek derecel erde oldugunu gosteren p degeri; proteindrinin ayrica <4
g/glin, 4-8 g/giin, >8 g/giin olarak kategorize edilmesi ile Kruskal-Wallis andizi Uizerinden ve Fisher-kesin testi ile elde edilmistir (p<0.05).
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4.4.4 C4d boyanmas negatif olan iki hastanin sonuglari

C4d boyamas: negatif olan iki hastada yas ortalamasi 52,5 y1l ve takip slireleri ortalamasi
68,5 ay olarak saptandi. Erkek cinsiyette olan hastada baslangictaki serum kreatinin diizeyinin
yiksek (1,01 mg/dl) oldugu ve ayrica hipertansiyonunun oldugu goérildi. Kadin hastanin ise
baglangicta hem yas1 daha genc (48 yil) ve kan basinct normal, hem de kreatinin degeri 0,8
mg/dl ile normal saptandi. Her iki hastada da baslangi¢ proteinirisi 4 g/gun’ Gin altinda olarak
hafif dizeyde idi. Erkek hastada hipoalbuminemi varlig: 2,8 g/dl olarak kaydedildi, kadin
hastada 3,2 g/dl bulundu. Her iki hastada da bagisikligi baskilayici ilag tedavisi
uygulanmadig kaydedildi. Histopatolojik 6zellikler agisindan her ikisinde de IFTA skoru
hafif derecede saptandi. Yine iki hastada segmenta veya global glomertiloskleroz agisindan
biyopsi 6rneklerinde 1'er adet global skleroz saptanmustir. Erkek hastada arteriyel ve/veya
arterioler duvar kalinliginda artis izlenmezken, kadin hastamin biyops Orneginde arter ve
arteriol duvarlarinda hafif derecede kalinlik artisi gorilmustir. Erkek hastada direkt IF
bulgularin: orta diizeyde 1gG boyanmasi, hafif diizeyde IgA ve kompleman C3 boyanmasi ile
siddetli derecede 1g kappa ve |g lambda boyanmasi olustururken; kadin hastanin biyopsisinde
1gG ile kappa ve lambda proteinleri hafif derecede pozitif boyanmistir. Erkek hastada ayrica
hafif derecede mezangial sellularite artis1 gorulurken, kadin hastanin biyopsisinde mezangium

normal olarak gorulmastr.
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5. TARTISMA

Calismamizda C4d monoklonal antikoru ile yeniden boyanan 20 hastanin %90’ inda pozitif
C4d boyanmasi elde edilmis olup, bu oran birincil MN agisindan C4d'nin tamda
kullanlabilirligini ele alan patoloji calismalari ile benzerlik gostermektedir **#. Demografik
klinik, ve laboratuar bulgularin C4d boyanmas: ile istatistiksel olarak anlamli diizeyde
birlikteligi  saptanmamustir; ancak  histopatolojik  bulgulardan IM’de  segmental
glomertloskleroz yiizdesi C4d negatif ve hafif derecede boyanan grup ile anlamlt birliktelik
gostermektedir (p=0.017). C4d nin negatif ve hafif derecede boyandig: hasta grubunda direkt
IF bulgularindan IgA, kappa ve lambda birikimi ile de anlaml: birliktelik saptanmustir (p
degeri sirayla p=0.044, p=0.029 ve p=0.049). Ayrica segmental ve global paternde C4d
boyanmasina goére ele alinan gruplardan global paternde boyanma olan grupta istatistiksel
olarak anlamli derecede yogun C4d birikimi de gosterilmistir (p=0.001). Bu nedenle C4d
boyanma yogunluguna gore olusturulan iki grupta segmental/global boyanma carpan skoru
karsilastirildiginda, orta-siddetli C4d boyanmasi olan grupta global paternde boyanmanin
sonucu olarak carpan skorunun anlamli Ol¢ide yuksek oldugu saptanmistir (p<0.01).
Istatistiksel anlamliliga ulasmamakla birlikte, C4d'nin orta-siddetli derecede boyanmasinin
bazal membranda kalinlasma, arter duvarinda kalinlasma ve interstisyel enflamasyon gibi
histopatolojik verilerle birlikteligi dikkat gekicidir.

CAd nin pozitif boyanma oram agisindan bakildiginda ¢alismamiz dnciil histopatolojik
calismalar ile benzerlik gostermektedir. Ispanya’da Espinosa ve arkadaslarimn 2012’ de
yayimladiklar1 ¢calismada, 21 minimal degisiklik ve 19 birincil MN hastasindan birincil MN
hastalarinin timunde C4d pozitif boyanmistir. Minimal degisiklik hastalarimin hicbirinde C4d
saptanmamistir. S0z konusu calismada da bizim arastirmamizda oldugu gibi retrospektif

olarak immiinhistokimyasal yontem kullamlmstr 2%,

Va-Bernal ve arkadaslarinin
calismasinda da benzer yontemle daha fazla ¢esitlilikte glomertlonefritte C4d calisiimistir ve
bunlardan 31 birincil MN hastasinin tamaminda GBM boyunca ¢alismamizdaki evrelerle ayni
sekilde tammlanan pozitif C4d boyanmas: elde edilmistir 2°. Direkt IF yontemin kullanildig:
1989’ daki Kusunoki ve arkadaslarimin galigmasinda, 12 birincil MN biyopsisi %92 oranla

C4d pozitif boyanmstir

. Sunulan calismamizda, C4d boyanmasi negatif saptanan iki
hastada pozitif boyanma elde edilememesinin nedeni hastaligin basglamasi ile basvuru arasinda
gegen surenin kisaligi olabilir. Negatif boyanan biyopsi drneklerinde interstisyel fibrozis ile

tubller atrofinin hafif derecelerde olmast da bu durumu destekliyor olabilir. Nitekim C4d
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negatif erkek ve kadin hastada direkt IF bulgular1 agisindan da, 1gG birikiminin ve C3
birikiminin orta ve siddetli derecelere ulasmadigi gorilmektedir. Yine iki hastada biyopsi
sirasinda proteinuri diizeyi de 4 g/gun’Un altindadir. Tim bu veriler 1s1ginda, iki hastadaki
membrandz glomerdlonefritin  biyopsi zamaninda siddetli hastalik dizeyinde olmadig:
sOylenebilir. Yetiskinde birincil MN tamsinda C4d'nin her kosulda %100 pozitif saptamp
saptanmayacagin belirlemek agisindan daha fazla sayida ve farkli wrklarda hastalar ile
yapilacak caligmalaraihtiyag oldugu distnulmektedir.

Calismamizda histopatolojik  bulgulardan segmental sklerozun yiksek ylzdelik
degerlerinin, C4d negatif ve hafif dereceler ile istatistiksel anlamlilik diizeyinde birlikteligi
dikkat cekicidir (p=0.017) Bu sonucun ortaya g¢ikmasinda orta-siddetli derecelerde C4d
boyanan hastalarda hi¢ segmental skleroz bulunmamasinmin da katkist oldugu distnulmustor.
Ote yandan, C4d’ nin negatif ve hafif derecede boyandig1 hastalar global skleroz agisindan da
C4d orta-siddetli boyanan gruba global skleroz yiizde ortalamasi Uzerinden gostermektedir;
ancak bu veri istatistiksel degere ulasmamaktadir. Sklerotik glomertl varlig: birincil MN igin
bobrek sagkalimina yonelik bagimsiz bir kot bobrek sagkalimi belirtecidir. Calismamizda
segmental ve global sklerozun C4d ile korelasyon gostermemesi glomerilosklerozun klasik
ve lektin kompleman yollar1 haricinde daha farkli patogenetik mekanizmalarla meydana
geldigini digtindirmektedir.

Istatistiki diizeyde olmasa da bazal membran kalinlasmasinin ileri evreleri yoniinden, orta
ve siddetli derecede C4d boyanan olan olgularin ¢ogunlukta oldugu gorilmektedir. Boyanma
paterni ele alindiginda segmental ve global gruplar, bazal membranda kalinlik artis1 agisindan
birbirine istatistiksel 6lclide anlamlt bir Gstinlik géstermemistir. Ancak burada da GBM’in
orta diizeyde ve belirgin olarak kalinlastigi hastalarda global paternde C4d boyanmasinin
segmental paternde C4d boyananlara gore sayica tsttnligi dikkati cekmektedir. C4d nin hem
global paternde hem de orta-siddetli derecede boyanmasi, bazal membranda 6zellikle orta
derecede kalinlasma ile birlikte bulunmustur.GBM’in ileri derecede kalinlasmasi ile immuin
komplekslerin kaba depozitler haline gelmesi ve sonrasinda ¢oziinmeye baslamasi bunda
etken olabilir.

Arter duvar: kalinlasmasi ile de istatistiksel olarak anlamli birliktelik kaydedilememistir;
ancak arter duvarinda kalinlasma gorilen hastalarin C4d orta-siddetli derecede boyananlarda
C4d negatif-hafif derecede boyananlara gore sayica Ustin oldugu fark edilmektedir.
Hastalarimizdan orta-siddetli derecede C4d birikimi olanlarda interstisyel enflamasyonun da
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istatistiksel anlamlilik diizeyine ulasmamakla birlikte; negatif ve hafif derecede C4d boyanan
gruba gore daha fazla sayida hastada kaydedildigi dikkati cekmektedir. C4d bu bulgulara gore
komplemana bagli patolojik hasarin birikimsel bir gostergesi olarak distntlebilir. C4d nin
histopatolojik risk faktorleri ile iliskisini degerlendirmede daha fazla sayida hastaya ihtiyag
oldugu gorilmektedir.

Tipk1 bazal membranda kalinlasma gibi interstisyel fibrozis ve tubller atrofi de, patolojik
yaklagimda kroniklesme belirteci olarak degerlendirilmektedir. Tim hastalara bakildiginda
biyopsilerde interstisyel fibroziste ve tubuler atrofide hafif derecede degisiklikler 6n planda
gorulmektedir. Hastalarin membrandz nefropatinin klinik diizeyde ilk defa ortaya ¢ikisinda
basvurmas: bu durumu agiklayabilir. Interstisyel fibrozis-tubtler atrofisi orta derecede olan
iki hasta ve agir derecede olan bir hasta da bulunmaktadir. Fibrozis ve atrofi degisiklikleri
orta-agir derecede olan bu hastalarda en az 5 yillik izlem sirelerinin sonunda GFR’ de %50
azalma veya kreatininde iki katina ¢ikma gézlenmemistir. Burada tedavi basarisinin da etkili
oldugu dustnilmektedir. Birincil MN’de hastalik yogun proteintri ile kendini gosterdiginde
tubller atrofinin ve interstisyel fibrozisin de hizla ileri derecelere ulasmayabilecegi
bilinmektedir. Ancak diger glomertlonefritlerde oldugu gibi birincil MN’de de, tubiler atrofi
ve interstisyel fibrozis bobrek sagkalimi (zerine olumsuz rol oynamaktadir 01314
Calismamizda interstisyel fibrozis ve tubuler atrofinin C4d birikimi ile birliktelik
gosermemesinde, bu iki antitenin birincil membrandz nefropatinin haricinde ¢ok ¢esitli
etkenlerin de (hipertansiyon, yas, bobrek kanlanmasinda bozulma olusan iskemi gibi
durumlar, ilaglar ve gecirilmis Ust Uriner sistem enfeksiyonlari gibi) bir sonucu olmasindan
kaynaklanabilecegi dustnulebilir.

IgA’nin birincil MN’de eser miktarda birikimi veya hi¢ saptanmamast beklenen bir
bulgudur. Bundan 6tird IgA’'nin C4d negatif ve hafif derecede boyanan hastalarda eser
miktarda pozitif saptanmis olmasi, aktif izlemde kalan bu hastalarda tam sirasinda gecirilmis
viral enfeksiyon gibi durumlar sonrasinda biyops uygulanmasina bagli olabilir. Yani
patogenezde birincil bir etken olarak dustntlmemistir. Aym sekilde immunglobulinler igcinde
0zgun olmayan proteinler olarak kappa ve lambdanin negatif ve hafif derecede C4d boyanan
hastalarda istatistiksel anlamli diizeye ulasmasi birincil MN’de bobrek hasarlanmast ve
prognoz agisindan dnem tasimamaktadir. Kappa ve lambda proteinleri icin birincil MN’'de
beklenen, birikim derecelerinin  yuksekliginden c¢ok, yaklasik ve esit derecelerde
saptanmalaridir.

43



Beklendigi gibi Clg ve IgM birikimleri ile C4d birikimi arasinda pozitif bir iliski
gorilmemektedir. Hatta negatif C1q boyanmasi orta ve siddetli derecede C4d boyanan
gruplarda daha fazladir, bu da patogenezde C1q saptanmayan lektin yolunun stirece katkisini
disundurmektedir. Bu sonuclar dnceki calismalarda da gosterilmistir.

Beklenildigi Uzere hastalarimizdan highirinde C4d boyanmasi interstisyumda, endotelde ve
GBM haricinde bir alanda yogun nicelikte saptanmamiustir. Sadece bazi segmental patern
gbsteren hastalarda hafif diizeyde mezangial C4d boyanmas: dikkatleri cekmistir. Bu negatif
bulgularla uyumlu olarak mezangial sellllarite artis1 ile C4d boyanma derecesi/paterni aras
iliski de gorulmemistir.

Literatirde, yetiskin birincil  MN’sinde ‘segmental birincil MN’ nadir olarak
bildirilmektedir. Normalde bazal membran dis ylzeyinin diffliz, ince graniler tarzda ve global
paternde tutulmast membran®z nefropatide ‘global birincil MN’ olarak adlandirilirken; direkt
IF incelemede 1gG' nin global degil de farkl: olarak segmental paternde tutulmasina (bir
glomerdltin %50den azinin 1gG birikimi gostermesi) da ‘segmental birincil MN’ denilmistir.
Japonya’ da cocuk hastalarda Bati Ulkelerine gore daha yuksek oranda birincil segmental MN
saptanabilmektedir. Bu noktadan hareketle Segawa ve arkadaslar1 2010’ da prospektif olarak
16 MN hastasi ve 20 kontrol grubundan olusan bir calisma yayimladilar *°. Segmental MN’ i
6 hastanin ve global MN’li 10 hastanin belirlendigi calismada, bizim calismamizdaki direkt IF
parametrelerine ek olarak 1gG alt gruplar: (1gG1, 19G2, 1gG3, 1gG4), MBL, C4bp, C5b-9,
Cd59 ve faktor-B de eklenmistir. Calismada 1gG1, 1gG2 ve 1gG4’ Gin global grupta segmental
gruba gore daha yuksek oranda boyandigi; yine global grupta MBL ve faktor-B'nin daha
yogun boyandigi saptanmustir. Segmental MN’li ¢cocuklarda ise C1q'nun global MN grubuna
gore daha yogun boyandigi gorUlmustir. Calisma 1gG1 ve 1gG3 ile segmental MN’lerde
klasik yolun; ayrica 1gG2, 1gG4, MBL ve faktor-B ile de global MN’lerde lektin ve alterne
yolun daha aktif oldugunu gosteren ilk calismadir. Ayni calismada EM ile elektron dense
depozitlerin mezangial birikiminin de segmental MN’li hastalarda daha fazla oldugu

gbzlemlenmistir.

Bizim calismamizda IgG boyanmast GBM boyunca global ve graniler tarzda dagilim
gostermistir; Segawa nin birincil segmental MN grubundaki gibi segmental 1gG boyanmasi
kayit edilmemistir. 1gG alt tiplerine rutinde bakilmadigindan calismamizda 1gG alt tipleri de
incelenmemistir. Ancak 6 hastada segmental paternde C4d boyanmasi saptanmasi dikkat
cekicidir. Bu nedenle hastalar1 demografik, klinik, ve patolojik verilerle birliktelik agisindan
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segmental ve global patern olarak iki gruba ayirdik. C4d nin global paternde boyandigi 12
hastada segmental paternde boyandigi 6 hastaya gore daha yogun CA4d birikimi (orta ve
siddetli dereceler) oldugu belirlenmistir (p= 0,001). C4d'nin global patern grubunda siddetli
derecelerde boyanmasi; zamanla dogru orantili olarak ortamdan uzaklasmaksizin biriktiginin,
kendiliginden sbnme gorilen hastalik alevienmeleri sonucunda bir iz olarak kaldiginin
gostergesi olarak da degerlendirilebilir. Segawa min caligmasinda tim kompleman ara
urinlerinin taze biyopsi dokularindan direkt iF ile gosterilmis olmasi, pediatrik yas grubunun
ele ainmig olmast ve segmental MN gibi farkli bir histopatolojik antitenin varligi;
yetiskinlerdeki birincil global MN’de de ayni bulgularin elde edilebilirligi konusunda net fikir
saglayamamaktadir. Ote yandan gunumiize kadar yapilmis calismalarda yetiskin MN’de
IgG4’Un diger alt tiplere gore 6n planda boyandigi, birincil MN’lerin %70-75'i olan m-
PLAZ2R antikoru pozitif vakalarda da baskin antikor alt tipinin 1gG4 oldugu ve C1g nun
calismamizdakine benzer sekilde nadiren pozitif saptandigi gosterilmistir. Tum bu bilgilere
ragmen birincil MN’de hastalik siresince bir tek kompleman yolunun aktif oldugunu
s0ylemek mumkin olamamaktadir. Farkli bir mekanizma olarak alternatif yolun da hastalik
siirecinde sitotoksik membran hasarinda rol almasi stz konusu olabilir.

Arastirmamizda 1gG dagilimi, C4d boyanma derecesi ile aymi yonde birliktelik
gostermemistir. C4d negatif ve hafif derecede boyanan hastalarda istatistiksel anlamliliga
ulasmamak kaydiyla, C4d ortasiddetli derecede boyananlara gdre 1gG nin birikim
derecelerinin daha yiksek ortalama degeri dikkat ¢ekicidir. Daha 6nce yapilan calismalarda
IgG birikimi ile C4d birikimi korelasyon gostermistir *°. Calismamizda C4d ile 1gG
birikimleri arasinda korelasyon olmamasinda histokimyasal yontem fark: bir etken olabilir.
Yani hastalarimizdan C4d'nin orta-siddetli derecede boyandigi grupta daha distk 1gG
ortalama derecesi, aslinda iF yonteminde kullamlan anti serumun veya antikorun belki de
baskin olan 1gG4'U zayif baglamasindan kaynaklanyor olabilir. Nitekim tamda mutlaka
gerekmediginden ve maliyet etkinlik agisindan rutin klinik pratikte 1gG alt tipleri
bakilmamaktadir. Yakin bir zamanda birincil MN’deki baskin kompleman yoluna yonelik
1gG alt grup analizlerini ele alan, 25 aylik ve 157 hastay1 kapsayan bir patoloji ¢alismasi
yayimlanmistir. Bu calismada birincil MN hastalarinin IM, iF ve EM bulgularina gore
hastaligin birinci evresinde olanlarda 1gG1’in baskin oranda boyandigi (%64), orta ve agir
evrelerde olanlarda |gG4’ tin baskin boyandig: ve C1q’ nun azaldig: ortaya konulmustur °. Bu
calismadan yola cikarak, birincil MN’de baslangigta klasik kompleman yolunun aktif
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oldugunu ve sonrasinda belki de lektin bagimli yolun devreye girebilecegini sdylemek

miumkin olabilir.

Calismamizda Kklinik ve laboratuar bulgularin C4d boyanma derecesi ile istatistiksel
anlamli diizeyde birlikteligi saptanamamistir. Burada kisa izlem siresinin 6nemli bir etken
oldugu dusunilmektedir, ayrica izlemde klinik ve laboratuar olcitlerin degerlendirilmesinde
daha fazla sayida hastaya da ihtiya¢ oldugu anlasiimaktadir. Hastalar boyanma paternine gére
segmental ve global olarak ikiye ayrildiginda izlemin 3. ayinda proteinlrinin derecesi global
paternde boyanma olan C4d grubunda istatistiksel olarak anlamli dizeyde yuksek
bulunmustur (p=0,027). Glomeriilde global boyanmanin daha yaygin gorilmesi agisindan bu
sonug, C4d' nin tedavi yanitinin daha geg elde edildigi immunopatolojik aktiviteler ile iliskili
olmasina atfedilebilir. Ancak 3 ay, birincil MN’lerde tam remisyon igin yeterli bir sire
olmayabilmektedir ve tedavide radikal degisiklikler 6. ayda hatta ilk yilin sonunda
yapilabilmektedir. izlemde diger aylarda proteinuri derecesindeki farkliligin saptanmamasi
nedeniyle bu bulgunun rastlantisal olabilecegi akla gelmektedir.

Calismamizda baslangigta bobrek sagkalimi analizi yapmay: planladik. Ancak izlem
sireleri 6 ay ile 130 ay arasinda degisen ve ortalama olarak 3,5 yil izlem siresi elde edilen
hastalarin hicbirinde izlemde serum kreatinin diizeyinin iki katina yikselmedigini ve GFR’de
%50'den fazla azalma gorilmedigini saptadik. Aksine hastalar arasinda, serum kreatinin
dizeyleri baslangic degerlerine gore hic azalmayan 13 hasta bulunmaktadir. Bu durum
dizenli takip ve kesintiye ugramayan tedaviye bagli olarak degerlendirilmistir. Yine de
bobrek sagkalimi analizi yapmak acisindan daha uzun sireli izlemler ile klinik ve laboratuar
parametrelerinin kaydedildigi calismalar olusturulabilecegi disinilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda C4d boyanma derecesi ile demografik, klinik ve laboratuar bulgular
arasinda istatistiksel olarak anlamli birliktelik saptanmamistir. Birincil MN humoral immuin
sistemin organa 0zgu olarak GBM’in dis ylzeyine saldirdigi, siddetli immin aktivitenin
sonucunda da bazal membranda podosit mimarisinde kalici bozulmalarin goruldigu ve aktif
hastalik stireleri eklendikce tubilo-interstisyel hasarin olustugu bir hastaliktir. Klasik yol ile
de baslasa, orta ve ileri evrelerinde 1gG4 ile iliskili bulgularla lektin yolu da 6n planda olsa;
klasik ve lektin yollarinda kullamlan C4 komplemam patogenetik siirece katilmaktadir.
Kompleman C4'Un ayak izi olan C4d ise imminhistokimyasal yontemlerle cogu vakada
saptanabilmektedir. Biz de IM ve direkt IF bulgular ile membrandz glomertlonefrit tamsi
konulmus, klinigimizde ikincil nedenler gerekli tetkiklerle irdelenerek birincil MN tanisi elde
edilmis olgularda C4d'yi immunhistokimyasal yontemle retrospektif olarak gostermis olduk.
Humoral immunitenin ayak izi olmakla birlikte C4d, calismamiza gore membrandz
nefropatinin zaman kestirilemeyen alevlenmeleri ve sonmeleri icin de, prognozu éngérme
acisindan da yeterli bulunmamustir. Ancak istatistiksel anlamlilik diizeyine ulasmamakia
birlikte C4d nin boyanma derecesinin bazal membranda ve arter duvarinda kalinlasma ile

interstisyel enflamasyon gibi bazi histopatolojik verilerle birlikteligi dikkati gekmistir.

Bu konuda yapilacak ¢alismalarda birincil MN nadir goruldiginden, tek patoloji birimine
bagli cok merkezli calisma planlanarak daha ¢ok sayida hasta katilimi ve izlem saglanabilir.
Komplemanda farkl1 yollara bagli hasar1 arastirmada tam biyopsisinde faktor-B gibi alternatif
yol belirteclerinin dahil edildigi prospektif analizler planlanabilir. Ayrica dokularda
membran-PLA2R antikorunun da retrospektif olarak bakilabildigi bazi calismalarda
gosterilmistir ®”. Birincil MN ile C4d birlikteligini inceleyen calismalara, membran-PLA2R
antikorunun da geriye donik incelenmesi eklenebilir. Ancak birincil MN’de komplemanin ve
lektin yolunun etkilerine yonelik yapilacak calismalarda, prospektif olarak serum anti-
PLA2R' nin tamda ve izlemde bakilmasinin degerlendirmede daha kesin bir yol cizecegi
distuntlmektedir. Yine de hastaligin patogenezinin aydinlatiimasi hususunda daha kapsamli
ve daha ¢ok sayida olgunun dahil edildigi calismalaraihtiyag vardir.
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