OZGUN ARASTIRMA

Kronik Puromisin Aminoniikleozid (PAN) Nefrozda
Renal Fonksiyon, Bobrek Cisimcigi Ultrastruktiirii ve
Slit Por Sayis1 Arasindaki Iliskiler

Relationship of Renal Function, Glomerular
Ultrastructure and Slit Pore Count in Chronic
Puromycin Aminonucleoside Nephrosis

ismail Seckin', Miimin Uzunalan’, Sibel Kéktiirk!, Biilent Uruluer!, Giingor Satiroglu?!,
Meltem Pekpak?, Hiiseyin S6nmez3, Zeynep Oztiirk3

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji AD, istanbul
Astanbul Universitesi Cerrahpuasa Tip Fakdiltesi, I¢ Hastahiklar: AD, Nefroloji BD, istanbul
Sstanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Biyokimya AD, istanbul

OZET

Puromisin aminoniikleozid (PAN) masif proteiniiri ile seyreden podosit yaralanmasinin bir modeli olarak yaygin bir sekilde kullanil-
maktadir. PAN nefrozlu sigan glomertillerinde, minimal degisikliklere sahip insan nefrotik sendromundakilere benzeyen histolojik degisik-
likler gosterilmis, fakat PAN'in etkisinin tam mekanizmasi tamami ile anlagilamamistir. Biz de siganlarda deneysel olarak olusturdugumuz

kronik PAN nefrozda renal fonksiyon, bobrek cisimeigi ultrastriiktiirii ve slit por sayisi arasindaki iligkiyi degerlendirmeyi amagladik.
1.67 mg/100 g PAN subkutanoz olarak 12 hafta siire ile uyguland.

Deney gruplarinda proteinuri degeri kontrolde 4.83+3 mg/24 saat iken, kronik nefroz grupta 50 kat artarak 247.5+90 mg/24 saate yiik-
seldi. Bu gruplarda zikredildikleri sira ile serum albiimin ortalamasi 3.230.1 g/dL'den 2.35+0.38 g/dL'ye, kreatinin klirensi ortalamasi ise
0.55+0.8 ml/ dak’'dan 0.29+0.1 ml/dak'ya azalmisti. Hayvanlarin ortalama adirliklar ise kronik grupta fazlaca artarak 100+ 8.94'ten

210+24.49 g'a (kronik grup) yikselmisti.

Kronik grupta podosit ayakeiklar kaynasma/cekilmeleri neticesi glomertiler bazal membran (GBM) (izerinde fazlaca uzamis podosit ¢i-
kintilari, 6zellikle perimezangiyal GBM bélgelerinde podosit ayakgiklarinin tamamiyla kayboldugu soyulmug GBM bélgeleri gozlendi. Isik

mikroskopuyla yapilan semikantitatif calismada da, kronik grupta fazlaca mezangiyal matriks artigi gozledik.

Artmis mezangiyal matriks icinde apoptotik ozellikler gosteren mezangiyal hiicrelere, interstisyel kolajene ve makrofajlara siklikla rast-
landi. Endotel hiicrelerinde de siklikla apoptotik gortntiiler gézlendi. Morfometrik galismada da 10 pm uzunlugundaki GBM sahasinda slit

por sayisi ortalamasi 32.68+0.62'den (kontrol), 4.87+1.45 (kronik grup) azalmisti.

Kronik grubun daha duslik proteintri gosteren sicanlarinda hipertrofik, ultrastriiktirden zengin ve yer yer ift niive ihtiva eden podo-

sitler gézlendi. Bu hayvanlarda GBM'de fokal kalinlagmalar, invaginasyonlar (podosit ayakcigina dogru) synechia’lara rastland.

Yiksek protein(iri gosteren sicanlarda podositlerde psodokistik dejenerasyon, fazlaca incelme, uzamalar ve GBM'de de fazlaca incel-

meler gozlendi.

Bulgularimiz kronik PAN uygulamasinin bozulan renal fonksiyon ile iliskili giderek artan podosit dejenerasyonu, slit por azalmasi,
podosit ayakgiklarinin yok olmasi (GBM ciplaklagmasi), GBM incelmesi, mezangiyumda matriks artisi, interstisyel kolajenin belirmesi,
makrofajlarin gortilmesi ve mezangiyal, endotel hiicre apoptozisi ile birlikte seyreden bir nekrotik sendromu indikledigini diisiindiir-

mektedir.
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ABSTRACT

Background and Design: In order to create massive proteinuria, puromycin-aminonucleoside (PAN) is one of the most used models.
Podocyte injury causes proteinuria. PAN rats’ glomeruli show alterations like minimal change disease in humans, but the mechanism of
PAN is not yet understood in total. We aimed to evaluate and show the relationship of renal function and the changes of the ultrastructu-
re of the glomeruli, including the number of slit pores in puromycin-aminonucleoside induced chronic nephrosis.

Results: 1.67 mg/100 g bodyweight puromycin-aminonucleoside was given subcutaneously to Wistar rats for 12 weeks (the first three
weeks, one injection per week; and then, one injection every other week).

In the control animals proteinuria was 4.83+3 mg/24 hours and increased up to 247.51£90 mg/24 hours, a fifty fold. Serum albumin in cont-
rol animals was 3.2320.1 g/dL and decreased to 2.35+0.38 g/dL, creatinine clearence decreased from 0.55:+0.8 mL/min to 0.29+0.1 mL/min. The
mean bodyweight increased from 100+8.94 g to 210+24.49 g in the chronic nephrosis animals.

Foot processes were fused or retracted. The glomerular basement membrane (GBM) showed elongeted podocyte spikes, especially
the perimesangial parts of the GBM foot processes were totally lost and denuded basement membrane could be observed. With help of
light microscopy, we observed semiquantitatively significant mesangial matrix expansion in the chronic group animals. Within the expan-
ded mesangial matrix we could see apoptoic mesangial cells, interstitial collagen and frequently macrophages. Endothelial cells also sho-
wed apoptoic charecteristics. Evaluating morphometrically 10 ym of the GBM, slit pore count decreased from 32.68+0.62 in controls to
4.87+1.45 in the chronic rats.

In the rats with lesser proteinuria, hypertrophic, ultrastructurally rich and sometimes two nucleolus containing podocytes were obser-
ved. GBM was focally thickened, invagination into the foot processes and synechias were found. In rats with higher proteinuria, podocy-
tes had pseudocystic degeneration, more thinning elongations and thinning of the basement membranes.

Conclusion: We conclude that in rats with chronic puromycin-aminonucleoside nephrosis podocytes degenerate. Slit pore counts dec-
rease and foot processes were lost. Denudation and thinning of the GBM was observed and expansion of the mesangial matrix could be
seen. Within the matrix interstitial collagen, macrophages, mesangial and endothelial cell apoptosis established with progressing renal fa-

ilure and induced the nephrotic syndrome.

Keywords: ultrastructure, proteinuria, morphomethry, apoptosis, glomerulus

Giris

Normal glomertler striikttir ve fonksiyonun stir-
diirtilmesi glomertler hiicreler olan podositler, me-
zangiyval hiicreler ve endotel hiicrelerinin arasidaki
iliskive bagh olup, bunlarn herhangi birinin yeter-
sizligi glomertilosklerozise vol acmaktadr (1,2). Ya-
ki yillarda podosit varalanmasinin ve kaybinin glo-
meriilosklerozise vol acan merkezi bir faktor olabi-
lecegi desteklenmistiv (1.3-5). i vivo (6) ve in vitro
(7) cahsmalarda podositlering glomeriler kapillerle-
rin selektif permeabilitesini saglamak ile alakalr ol-
dugu ve podosit ayaklarnmin kaynasmasy/cekilmesi
neticesi slit por sayisindaki azalmanin ve onunha-
raplanmast neticesi olusmus soyulmus glomerdler
hazal membran (GBM) bolgelerinin artan proteind-
riden sorumlu oldugu desteklenmistir (8-10).

Puromisin aminontiklcozid (PAN) masif prote-
indiri ile seyreden podosit varalanmasinim bir mode-
i olarak kullanmilmakta-
du (1.3.4.11,12). PAN nelrozlu sican glomertillerin-

vayain  bir  sckilde
de, minimal degisikliklere sahip insan nefrotik send-
romundakilere benzeyen histolojik degisiklikler gos-
terilmis (11, fukat PAN I ctkisinin tam mekanizma-
st tamanu ile anlasilamanmustr.

Biz. onceki calismamizda akut PAN nefrozdaki ult-
rastritkttirel bulgularmizn vayvimlamistik (13). Bu cahis-
mamizda, Marinides ve arkadaslanmim (14) modeline
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uygun olarak olusturdugumuz kronik PAN nefrozda
renal fonksiyon ve korpuskulum renale malpighi ult-
rastriiktiirG ile slit porlardaki sayisal degisiklikler ara-
sindaki iliskiyi degerlendirmeyi amacladik.

Yontem ve Gerecler

Wistar sicanlar iki gruba aynldi. Grup 1 kontrol ola-
rak kullamlch. Grup 2 kronik PAN grubunu olusturdu,
Bu gruptaki sicanlara Marinides ve arkadaslar (14) kro-
nik PAN modeline uygun olarak serum fizyolojikie ¢o-
zindirilmis 1.67 mg/100 g puromisin aminontikle-
ozid (PA) subkiitantz olarak ilk tic hafta haftada 1 en-
jeksiyon, sonraki haftalarda iki haftada bir enjeksivon
olmak tizere 12 hafta uygulandi. Deney gruplarmdaki
hayvanlann PA enjeksiyonu baslamadan 6nce dency
stiresince ve deney sonunda hayvanlar oldiirilmeden
once 24 saatlik idrarlan toplandr ve biraz degistirilmis
triklorasetik asit (TCA) (15) yontemi ile proteindiri dleti-
mii yapildi (Tablo 1. Yine oldirilmeden once hayvan-
lar tartldi ve eter anestezisi alunda kan ormekleri alin-
di. Kan émeklerinde albtimin (BCG yontemi ile), kre-
atinin klirensi (Saffe yontemi ile) belirlendi. Her iki
grupta da kan ve idrar bulgulan Tablo I'de gosterilmis-
tir. Daha sonra sicanlarin sol bobrek korteksleri sik ve
clektron mikroskobi (E.M.) incelemeleri icin hazirlandi.
Isik mikroskopi incelemeleri icin alinan parcalar fosfat
tamponu (Ph 7, 2) ile hazirlannus %10 formol ile fikse

110 Tiirk Nefroloji Diyaliz ve Transplantasyon Dergisi /Official Journal of the Turkish Society of Nephrology



Kronik PAN Nefrozda Renal Fonksiyon, Bobrek Cisimcigi Ultrastriiktiirii ve Slit Por Sayis1 Arasindaki iliskiler @

Tablo I. Kronik nefroz grubu proteintiri degerleri

Proteiniiri 1. Enj 3. Enj 5. Enj 6. Enj 7. Enj
mm/24 saat oncesi 3. hafta 7. hafta 9. hafta 12. hafta
1. Denek 4.19 21.68 10.37 83.56 140.61
2. Denek 2.69 225 20.92 84.60 245,92
3. Denek 6.44 46.12 44.84 105.76 161.11
4. Denek 7.78 30.49 50.29 316.08 314.31
5. Denek 6.26 45.06 59.60 2562.45 246.05
6. Denek 4.75 40.99 59.78 262.96 377.00
Ortalama 5.18 34.39 40.96 184.23 247.50

Tablo Il. Deney gruplarinin proteiniiri, serum albiimin, kreatinin klirensi, agirhk ve idrar degerleri

Proteiniiri Serum Albiimin Kreatinin KI. Agirhk Idrar Voliimii
(24 saat, mg) {g/dL) (mL/dak) (g) (cc/24 saat )
Bas.: 3.12+2.4 Bas.: 105+13.78 Fi2£2:1
Kontrol Son: 4.87+3 3.23+0.1 0.55+0.8 Son: 140+15.49 11.5+£2.3
Bas.: 5.18+ 2.2 Bas.: 100+ 8.94 7+3.2
Kronik Son: 247.50+90% 2.35+0.38%* 0.29+0.1%* Son.: 210+24.49** Q4.8 **

*p<0.0025, **p<0.05

edildi ve alkol ile dehidrataisyonu takiben toluolden ge-
cirilerek  parafine gomuldi, Parafin bloklardan  elde
edilen 5 mikronluk kesitler PAS + Hemalon boyasi ile
boyanarak mezangiyal matriks oranlan ile ilgili semik-
antitatil incelemeler icin hazrland.

semikantitatl degerlendirme icin, Raij ve arka-
daslannin (16) yontemine gore, her bir sicandaki
20 bobrek cisimeiginin mezangiyal matriks sahalan
“0ile +47 degerleri arasinda derecelendirildi. Daha
sonra “(skor (0 - +1) X Aym skordaki glomeriil sa-
VISU20 = sormmsmiisrames G ) X 100 =1
sicandaki MM oram” formiili ile (Tablo IV) deney
gruplarmdaki mezangiyval matriks oranlart hasap-
land.

EM incelemeleri icin aliman parcalar ise fosfat
tamponu (Ph 7,2y ile hazirlanns %410k glutaralde-
hit ile daha sonra da ayn tamponla hazirlannus
Yal'lik OSO | ile fikse edildi. Bu parcalar dehidratas-
yonu takiben araldit gomme ortamina alindi. Elde
edilen bloklardan Reichert UM3 ultramikrotomu ile
kesitler ahmarak, sirasiyla uranil asetat ve kursun sit-
rat ile boyandi. Zeiss EM 9 52 elektron mikrosko-
punda incelenen parcalann 6000 biyitmede morfo-
metrik degerlendirmeleri vapildi. Morfometrik ince-

lemeler icin Powell H. R'nin (9) yontemi biraz degis-
tirilerek periferik bolgelerden 6000 biytitmede ¢eki-
len elektron mikrograflarda 6 em'lik perikapiller glo-
mertiler bazal membran sahasinda slit por saymi ya-
pildi (Tablo 1) (Resim 19).

Bulgular

Idrar, Kan ve Agirlik Bulgular:

Kontrol grubu Wistar sicanlarda ortalama prote-
intiri degeri 4.87+3 mg/24 saat bulundu. Kronik gru-
bumuzda, PAN enjeksiyonu oncesinde, ortalama pro-
teintiri bu degere yakin olarak 5.18+2.2 idi. Proteinii-
ri degerleri ortalamasi 12. haftada 7. PAN enjeksiyo-
nu sonrasinda, anlaml olarak, yaklasik 50 kat artarak
247.5£90 mg/24 saate yikselmisti (Tablo 1, 11).

Serum albtimin degerleri ortalamast  3.23+0.1
g/dl’den 2.35+0.38 g/dL'ye, kreatinin klirensi ortala-
masi ise 0.55+0.8 mL/dak’dan 0.29+0.1 mlL/dak’a
azalmistt (Tablo 1.

Kontrol grubumuzdaki
agrrliklan, baslangicta 105£13.78 g iken dencey siire-
sinin sonunda 140+15.49’a yukselmis; kronik gru-
bun ortalamasi, baslangicta 10048.94 iken fazlaca -
tarak 210£24.49 g’a yikselmisti (Tablo 11).

hayvanlarin - ortalama
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Tablo lll. Deney gruplarinin 10 pm glomeriiler
bazal membran (GBM) sahasinda slit
por sayilar

Slit Por Sayisi
{10 pm GBM sahasinda)

Tablo IV. Deney gruplarinin mezangiyal
matriks oranlari (PAS+HI)

Mezangiyal matriks orani

Kontrol 32.68+0.62
Kronik 4.87+1.45%
*p<0.001

Kontrol 13.33+4.08
Kronik 154.66+44.21%*
**p<0.05

Resim 1. Kontrol grubunda bdbrek cisimciginden bir
bolge. P: Pariyetal yaprak, PO: Podosit, K: Kapiller lu-
meni, M: Mezangiyal hiicre, BA: Bowman araligi, ok:
Pedisel x 1600.

Yirmi dort saatlik ortalama idrar volimleri ise
kontrol grubumuzda haslangicta 7.2+2.1 cc iken de-
ney siiresi sonunda 11.5+2.3 cc’e ylikselmis; deney
grubun ortalamasi baslangicta 7+£3.2 cc iken deney
stiresi sonunda 9+4.8 cc'e yitkselmisti (Tablo 1D,

E.M. Bulgulari

Kontrol grubuna ait bobrek cisimeigi Resim 1'de
sisterilmistir, Kronik grubumuzun daha distk pro-
tenitiri gosteren sicanlarinda, endotel hiicrelerinde
ve pariyetal vaprak hiicrelerinde ozellikle podositle-
rin parivetal yaprak hicreleri ile temasta oldugu
(Synechia)  sahalarda  hiperplaziye rastlandi (Re-
sim 2). Yine bu sicanlarda hipertrofik podosit ihtiva
cden bobrek cisimeikleri siklikla goriildii (Resim 3).

Resim 2. Kronik grupta boébrek cisimciginde pariyetal
yaprak hiicresi (P) ve endotel (E) proliferasyonu (ok)
gosteren bir bolge. K: Kapiller [limeni, M: Mezangiyal
hiicre, PO: Podosit, BA: Bowman arahg, x 2500.

Bu podositler, fazlaca gelismis Golgi kompleksi ve
bundan olusan vezikiiller, grantillii endoplazmik re-
tikulum (GER) sisternalart ve multivezikiiler cisim-
lerden (MVC) olusan ¢ok zengin striitktiire sahiptiler
(Resim 4). Bu podositlerin bazilaninda ¢ift niive go-
riildii (Resim. 5). Glomertler bazal membranda fo-
kal kalinlasmalar ve kaynasmis podosit ayak¢igr ici-
ne dogru ¢ikinti yapan sahalar gozlendi (Resim 6).
Yiiksek proteiniiri gosteren sicanlarda podosit-
lerde psodokistik dejenerasyon (Resim 7), podosit
ayakciklarinda fazlaca incelme ve uzamalar gozlen-
di (Resim 8). Incelmis kaynasnus podosit ayak¢igl
fazlaca incelmis GBM izerinde uzun mesafeler bo-
yunca seyredivordu (Resim 8,9). Bu podosit ayakei-
&1 membranlarinda pinositotik vezikiil ¢okintiileri-
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Resim 3. Kronik grupta hipertrofik ve striktiirden
zengin podositler (PO) dikkat cekicidir. K: Kapiller, E:
Endotel, N: Notrofil, ok: Podositler iginde psddokistik
yapilar x 2300.

Resim 5. Kronik grupta cift niiveli (N1, N2) podosit
(PO). P: Pariyetal yaprak, K: Kapiller Iimeni, PT: Prok-
simal tubul, x 5400.

ne ve icinde de pek cok pinositotik vezikiillere rast-
landi (Resim 9). Bazi sahalarda podosit primer ¢ikin-
tlarmin fazlaca incelmis ve uzams oldugu gortldii
(Resim 10). Incelmis GBBM tizerinde fokal sahalarda
podosit ayak¢iginm ince kiiclik sitoplazmik parca-

Resim 4. Kronik grupta hipertrofik podositten bir bol-
ge. Fazlaca gelismis Golgi kompleksi {(G), Graniilli
Endoplazmik Retikulum (GER). M: Mitokondri, MVC:
Multivezikiiler cisim, N: Nive, x 15400.

Resim 6. Kronik grupta glomeriilden bir bdlge. Kay-
nagsmis podosit ayakgiklarina dogru cikinti olusturan
fazlaca kalinlasmis Glomeriler Bazal Membran (*)
dikkat gekicidir (ok). K: Kapiller [imeni, BA: Bowman
araligi, x 4500.
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Resim 7. Kronik grupta bobrek cisimciginde podositler-
de (PO) psodokistik dejenerasyon (ok) ve mezangiyal
matriks artisi (¥) gosteren bir bolge. Ma: Makrofaj, Me:
Mezangiyal hiicre, K: Kapiller limeni, x 2700.

. o .'_'*';

Resim 9. Kronik grupta incelmis ve slit por olmaksizin
tek parca halinde uzamis podosit ayakciginda olusan
pinositotik vezikiller (ok) ve incelmig glomertler
bazal membran (*) dikkat gekicidir. K: Kapiller
lumeni, x 27000.

ciklar halinde  aralikh olarak  yerlestigi, slit por
membranlarn kayboldugu soyulmus GBM bolgeleri
aozlendi (Resim 11D, Podosit ayakeiklarmin tama-
miyle kayboldugu soyulmus GBM bolgelerine ge-

Resim 8. Kronik grupta bébrek cisimciginden bir bol-
ge. Fazlaca uzamig ve incelmis glomeriiler bazal
membran (¥} iizerine oturmus podosit (PO). Bu podo-
sitin GBM iizerinde incelmis ve uzun mesafe boyun-
ca slit por membran olugturmaksizin tek parca halin-
de uzanan ayakgig) dikkat cekicidir (ok). K: Kapiller 10-
meni, M: Mezangiyal hiicre x 3450.

Resim 10. Kronik grupta bobrek cisimciginden bir
bélge. Fazlaca incelip kivrintih bir sekilde uzamig po-
dosit primer ¢ikintilari (ok) ve mezangiyal matriks ar-
tist (*) dikkat cekmektedir. M: Mezangiyal hicre, PO:
Podosit, E: Endotel, P: Pariyetal yaprak, x 3100.
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Resim 11. Kronik grupta incelmis glomeriiler bazal
membran (*) (zerinde podosit ayakgiklarinin ¢cok ara-
likl kiiciik sitoplazmik parcaciklar halinde yerlestigi
(ok) bir bolge. Slit por membranlarin kaybolmasi dik-
kat cekicidir. K: Kapiller limeni, x 15400.

nellikle perimezangival GBM bolgelerinde rastlandi
(Resim 120, Bu sahalara vakin mezangiyal matriks
fazlaca artnus ve clekurondens bir goriniim kazan-
nusti (Resim 7,12). Artnus mezangiyal matriks icinde
apoptotik gortintiler gosteren mezangiyal hiicrelere
(Resim 13,11 ve interstisyel kolajene (Resim 15) sik-
likla rastlandr. Endote]l  hiierelerinde  de siklikla
apoptotik gortntiler gozlendi (Resim 16). Makrofaj-
larn bobrek cisimeigi dhsindaki interstisyel sahadan
cisimeigin pariyetal yaprak hiereleri arasindan bob-
rek cisimeigine  girdigi gortintiler saptandr (Re-
sim 17). Mezangival matriks icinde de makrofajlar
siklikla gozlendi (Resim 7. 18),

Morfometrik Bulgular

Yapugimiz morfometrik cahismada 10 pm uzun-
lugundaki GBM sahasinda slit por sayist ortalamast
kontrol grubunda 32.08£0.02 idi. Kronik grubumuz-
dacise anlamb olarak +.87+1.45 azalmisu (Tablo 111D,
Kontrol ve kronik grubun 10 pm uzunlugundaki
GBM sahast Resim 19°da gOsterilmistir,

Deney gruplarmdaki sicanlann bobrek  cisimci-
ginde Raij ve arkadaslarmin (16) yontemine gore se-
mikantitatil” olarak hesaplanan ortalama mezangiyal
matriks orant, kontrol grubunda  13.3324.08 iken,

Resim 12. Kronik grupta fazlaca mezangiyal matriks
artigi (*) gdsteren bir bolge. Mezangiyal matriks
elektrondens bir goriintiide olup, perimezangiyal
glomeriler bazal membranda podosit ¢ikintilarinin
harabiyeti neticesi soyulmus sahalar (ok) dikkat ceki-
cidir. BA: Bowman araligi, PO: Dejeneratif podosit,
M: Mezangiyal hiicre, x 4500.

kronik grupta fazlaca artarak 154.66x44.21'¢ yiikscl-
misti (Tablo V). PAS+Hemalon boyast ile boyanan
kesitlerde, 15tk mikroskopu ile sican bobrek cisimeik-
lerindeki semikantitatif mezangiyal matriks skorlama
ornekleri (0 - +4) Resim 20°de gosterilmistir.

Tartisma

Kronik grubu olusturan sicanlarda proteindiri de-
gerleri ortalamasiun anlamh olarak S0 kat artmasi,
serum albiimin ve kreatinin klirensi azalmast ve si-
can agrhklannda iki kattan tazla arus bozalmus bir
renal fonksiyon (ilerlemis bir nefrotik sendrom) bul-
gular olarak degerlendirildi. Bu sicanlarin dort tane-
sinde proteintiri degerleri 250 mg/24 saatin alunda
kalirken, (140-246 mg/24 saat) iki sicanda ise bu-
nun ustiindeydi (314-377 mg/24 saat). Biz sican
gruplarinin EM degerlendirmelerinde degisik deje-
nerasyon sathasinda olan bobrek cisimcikleri govzle-
dik. Duastk proteiniiri gosteren sicanlarin bircok
bobrek cisimeiginde, yiksek proteindri gosterenle-
rin ise bir kisnunda fazlaca hipertrofik podositler
meveuttu. Bu - hipertrofik podositlerin uzantilarimimn
yer yer slit por kesintisine ugramaksizin GBM'yi sar-
chgini gozledi. GBMlerde lokal kalinlasma bolgele-
rine de rastlandi. Bu hipertrofik podositler fazlaca
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Resim 13. Kronik grupta bobrek cisimciginde fazlaca
mezangiyal matriks artisi (*) ve bu sahaya yerlesmis
apoptotik mezangiyal hicreler (ok) gosteren bir bol-
ge. K: Kapiller limeni, PO: Dejeneratif podosit, E: En-
dotel, x 14500.

striiktiirden zengin goriintimdeydi. Ozellikle, ¢ok iyi
gclismis Golgi kompleksi ve GER ile multivezikiiler
cisimlere sahiptiler. Daha Oneeki yayimmizda (13)
akut PAN grubunda podositler icinde siklikla rastla-
cigmuz protein absorbsiyon araniilalarina (PAG) ge-
nellikle rastlanmadi. Bu hipertrofik podositlerin ba-
alarnda iki niive gozledik. Podositler bolinmek
icin starl kapasiteye sahip, fazlaca farklilagsmis hiic-
relerdir. Belirli sartlar alunda hiicre bolinmesiyle so-
nuclanmayan, sadece nive boliinmesinden ibaret
olan mitozis gecirmektedirler (5,17,18). Boylelikle,
bu cift niiveli striiktiirden zengin podositler bize bu
hiicrelerin PAN indiiksiyonu neticesi niive boliinme-
sinden ibaret bir mitozis gecirdigini, diger hipertro-
fik podositlerin de ya boyle bir bolinme icin hazir-
hk asamasinda oldugu ya da diger niiveden gegme-
mis kesitleri oldugunu bize distindiirdi, Yaralan-
mayt takiben podositlering cogalmak ve kaybolan
hiicreleri yerine koymalk  yetersizliklerini ilerleyen
glomeriilosklerozise yol acan bir faktor olabilecegi
desteklenmistir (19). Biz de onceki calismamizda
apoptotik podositlerin varhgin akut PAN nefrozda
gistermistik (13). Bu up hipertrofik podositlere sa-

Resim 14. Kronik grupta artmig mezangiyal matriks
(*) iginde apoptotik 6zellik gosteren mezangiyal huc-
reler (ok). K: Kapiller limeni, x 9500.

hip glomeriillerde artmus bir mezangiyal matriks go-
riinttisiine rastlanmadi. Podositlerin pariyetal yaprak
hiicreleriyle temasta oldugu bolgelerde pariyetal
yaprak hiicrelerinde hiperplazi gozlendi. Yapilan ca-
lismalarda pariyetal yaprak hticre proliferasyonlart-
nin genellikle podositlerin bu hiicrelere adhezyon
verlerinde gozlendigi bildirilmistir (20,21). Podosit-
lerin pariyetal yaprak hiicrelerinin proliferasyonunu
etkileyen bitytime faktorleri salgiladigr ve ozellikle
FGF 2'nin in vitro calismalarda epitel hiicrelerinde
proliferatif etkiye sahip oldugu rapor edilmistir
(22.23). Gercekten de bu hiicrelerin stritktiirden faz-
laca zengin goriintiileri esitli sitokinlerin sentez ve
sekretine uygun bir ultrastriiktiirel yapilanmayt des-
teklemektedir. Yakin yillardaki calismalarda podo-
sitlerin tirettikleri cesitli sitokinlerde glomertiler has-
tahigin ilerlemesinde ilk adim olabilecegini destekle-
mektedir (17,24-27).

GBM {zerindeki slit por sahalar fazlaca azalms
ve podosit ayakciklant GBM lizerinde uzun mesafe-
lere kadar kesintisiz bir sekilde uzamyordu. Yapugi-
miz morfometrik calismada 10 pm'luk GBM sahasin-
daki slit por sayisinda kontrol gruba gore anlamh
olarak, belirgin dizeyde azaldigin (32.68+0.62'den
4.87+1.45'e) tespit ettik. Bundan onceki ¢alismamiz-
da olusturdugumuz akut PAN grubumuzda da pro-
teintiri artist ile birlikte slit porlarda buna benzer be-
lirgin bir azalma tespit etmistik (13). Bir¢ok arastiri-
¢ da bizim calismamiza benzer sekilde patolojik
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Resim 15. Kronik grupta mezangiyal matriks (*) icin-
de interstisyel kolajen (ok) iceren bir bélge. Resmin
sag ust kenarinda apoptotik 6zellik gosteren bir
mezangiyal hicre (M) gorilmektedir. E: Endotel, K:
Kapiller limeni x 9500.

sartlarda slit por membran sayisinin azalmasing ve

proteintri artising tespit etmisler ve bunun azalan bir

glomertler hidrolik permeabilite ile birlikte oldugu-
nu desteklemislerdir (4,9,28,29). Biz de bu calisma-
alan destekler sekilde kronik grupta azalan kreati-
nin klirensi ve proteintiri artst gozledik,

Soyulmus GBM  bolgelerine siklhikla rastland.
Bu soyulmus bolgeler Ozcllikle  perimezangiyal
GBM bolgelerinde fazlaca gorildii. Yapilan calis-
malarda albimin, transferin ve leG'nin GBM'den
geemesine ragmen molekiler agirh@ daha fazla
olan IgM'nin kapillerlerin daha ince bazal memb-
rana sahip jukstamezangiyal bolgesinden mezan-
giyal matrikse gectigi gosterilmistir (30). Boylelik-
le, soyulmus perimezangiyal GBM  bélgelerinin
mezangival matrikse  birikmis molekiler agirhg
fazla olan igM'lerin tirine dirckt gecis bolgeleri ola-
rak degerlendirdik ve yiikselen proteiniiriden so-
rumlu olabilecegini diistindiik. Bu mezangiyal mat-
riks sahalarinda fazlaca artims elektrondens gorii-
niim de bizim bu disiincemizi desteklemektedir,
Cesitli arasuncilar da GBM nin soyulmast ile prote-
inlirinin - gelismesi arasinda iliski kurmuslar (8,
31,32) ve GBM soyulmasinmn sklerozise yol acan
son yakin mekanizma oldugunu ifade etmislerdir

Resim 16. Kronik grupta glomertiler kapillerde apop-
totik 6zellik gésteren endotel hiicresi (ok) iceren bir
bolge. K: Kapiller limeni, BA: Bowman arali§i, x
6600.

(5). Biz de calismamzda ozellikle soyulmus peri-
mezangiyal GBM bdlgelerine yakin fazlaca artmus
mezangiyal matrikse rastladik. Daha onceki calis-
mamiz da bu bulgulan destekleyen neticeler elde
etmistir (13). Bu ¢alhismadaki bulgularimiz da bun-
larla paralellik gostermektedir.

Calismamizda yiksek proteiniiri gosteren sican-
lartmizda podositlerde dejenerasyon pstdokist olus-
masi, hiicre govdesi incelmesi, primer cikintilarin
uzamast ve incelmesi, GBM incelmesi, mezangiyal
matrik artisi, mezangiyal hiicrelerde (MC) azalmayla
birlikte, MC'lerde ve endotel hiicrelerde apoptotik
gortintiilere ve mezangiyal matrikste makrofajlara
rastladik. Yapugimiz semikantitatif calismada (16)
mezangiyal matriks oranimin kronik grubunda an-
lamli bir sekilde fazlaca arti@in tespit ettik. Yapilan
¢esitli deneysel ve insan glomertiler hastaliklariyla il-
gili calismalarda, hastalik ilerlemesiyle birlikte artan
MC apoptozisi gozlenmistir (33-36). Boylece MC
apoptozisinin, glomertler hiicre proliferasyonunun
biiyiikligtni kontrol eden fazlaca cogalmus isten-
meyen MC'leri temizleyen ve hiicre miktarinin he-
mostazisinin strdirilmesini saglayan bir mekaniz-
ma oldugu gdsterilmistir (37). Normal Ekstra Seliiler
Matriksin (ECM) de MC icin yasamsal faktor olarak
hizmet ettigi, MC’de apoptozisi 6nledigi belirtilmistir
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Resim 17. Kronik grupta pariyetal yaprak hicreleri
arasinda, interstisyel sahadan bobrek cisimcidi igine
gecmekte olan bir makrofaj (ok) dikkat gekicidir. Ma:
Bobrek cisimcigi icinde makrofajlar, P: Pariyetal yap-
rak, E: Endotel, M: Mezangiyal hiicre, PO: Podosit, K:
Kapiller liimeni, PT: Proksimal tibiil, IS: Interstisyel
saha, x 2700.

(37). MC apoptozisinin varalanmadan sonra glome-
riiler ECM - degisiklikleri, yeniden modellenmesi ve
B, integrin degisiklikler ile ortaya ¢ikugy, hoylelikle
MC yasam ve olimiiniin integrin molekilleriyle sa-
plan ECM vasitasivla diizenlendigi - desteklenmistir
(35-39). Biz de cahismamizda siklikla rastladigmiz
podosit ayakciklarmin - kayboldugu ciplaklasmis
GBM  bolgelerinin bozulmus  integrin mezangiyal
matriks iliskisinden sorumlu bolgeler olabilecegini
distmdiik. Hastalik durumlannda sadece artan ECM
komponentlerinin degil, 6zellikle normal glomertl-
de bulunmayan interstisyel kolajenin de (Tip I, 11D
apoptotik - indiiksiyonda ctkili olabilecegi distnil-
mistir (10-43). Biz de cahsmamizda interstisyel ko-
lajen olarak degerlendirdigimiz kolajen lif kesitlerini
EMde gozledik (Resim 15). Glomertler hasardan
sonra MCler kendi fenotipik degisiklikleri ile bu ce-
sith tip interstisyel  kolajeni  tiretebilmektedirler
(35.10-13). MC apoptozisinin molekiiler mekaniz-
masindaki proapoptotik yasamsal faktorler olarak
bir kisim arastiricr MC proliferasyonunun ve mezan-
giyal matriks  genislemesinin medyatorleri olarak
PDGE ve TGE-Pya da bir rol yiiklemislerdir (44). Si-

Resim 18. Kronik grupta artmis mezangiyal matriks
(*) iginde makrofajlar (ok). PO: Podosit, x 4500.

tokin stimiilasyonundan sonra MC tarafindan hasil
edilen stiperoksid (0,7, NO gibi inflamatuar medy-
atodrlerin ayn ayrt olarak MC'de apoptozisi indiikle-
digi gosterilmistir (45). MC apoptozisinin mezangiy-
oproliferatif’ glomeriilonefritisin ¢oziiminde (33,34
ve glomeriilosklerozis ilerlemesinde (35.40) onemli
oldugu rapor edilmistir,

Yapilan calismalarda makrofajlarin proteintiri ve
mezangiyal hiicre proliferasyonu ile belirlenen rerial
yaralanmay indtkleyebilecegi (47) ve glomertler
makrofaj yigihmindaki azalmanin proteintirinin: inhi-
bisyonu ile birlikte oldugu ifade edilmistir (48-50).
Biz de calismamzda, istatistiksel degerlendirme yap-
mamakla birlikte, az ve ¢ok proteintiri gosteren sican-
larmmizda  makrofajlara rastlacik.  Bu  makrofajlarn
bobrek cisimcigi disindaki interstisyel sahadan pari-
yetal yaprak hiicreleri arasindan gegerek bobrek ci-
simeigi icine girdigini gosteren goriintilere rastladik
(Resim 17). Ancak istatistiksel bir analiz yapmachigi-
miz icin, proteintri ile makrofajlar arasindaki iliski
iizerine bir yorum yapamadik. Ayrica bilindigi gibi
makrofajlar tarafindan 1L-1, IL 6, PDGF, TNF-o, TGF-
B, PDECGF gibi ¢esitli medyatorlerin Gretildigi belir-
tilmistir  (51-50). Boylece makrofajlardan tiremis
drtinler mezangiyal hiicre proliferasyonunun, ECM
sentezinin ve ozellikle kolajen sentezini stimile ede-
rek glomeriilosklerozis islemine dirckt katkica bulu-
nabilecegi (57,58) ve boylelikle makrofajlann glome-
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Resim 19. Kontrol (A) ve Kronik nefroz (B} gruplarin-
da 10 ym GBM sahasinda (siyah cigi) slit por sayimi.
x 6000.

ritlde yerlesmesi ve aktivasyonunun nefropatinin iler-
lemesinde rol oynayabilecesgi desteklenmistir (59).
Podosit ayakciklar o aktin, o aktinin ve miyo-
zin ihtiva eden kontraktil bir sisteme sahiptir ve
boylece perikapiler GBMin genislemesine Karsi
kovabilmektedir (60.61). Hipertrofik - podositlerin
gozlendigi sicanlarmmzda genislemis ve fazlaca in-
vaginasyon  gostermeyen  glomeriler kapiller  lii-
menleri bulgularmuz da bu neticeleri desteklemek-
tedir. Yiksek proteintivn gosteren sicanlarmmizdalki
podositlerde psodokist olusmast, hiicre govdesi in-
celmesi, primer akintilarin incelmesi ve uzamas
bulgularinyz, ise artns mekanik karst koyma ile or-
taya ctkan podosit yerersizliginin erken bir safhasi
olarak ifade edilmisti (33). Yapilan calismalarda
PAN uygulamasindan sonra podositlerdeki hasarin
muhtemelen reaktil oksijen tiirevlerinin (ROS) akti-
ve olmasiyla (62,03) en fazla podosit sklerotonun-
da meydana geldigi ve direkt hitere hasarmin da
podositlerin negatif vkl glikokaliksini notralize
eden katyonik bilesiklerin infiizyonuna cevap ola-
rak olustugu belirtilmistir (64). GEC vasitasiyla al-
biimin ve diger plasma proteinlerinin artmis alimi
proteintirik durumda ortava cikar ve H,0, Gretimi-
ne neden olur, THO S de filirasyon bariyerinin selii-
ler komponentleri tizerinde yaralayier bir etkiye sa-
hiptir (62,03). Biz de kronik grubun yiiksek prote-

ek cisimci-
ginde, semikantitatif mezangiyal matriks skorlama
(0- +4) 6rnekleri.

intiri gosteren swcanlannda siklikla incelmis GBM
ve onun lzerindeki GBM'ye bakan yiiziinde pek
cok pinositotik vezikiller iceren fazlaca incelmis
podosit ayakcik kaynasmalari/cekilmeleri gozledik
ve bu sahalarin soyulmus GBM bélgeleri ile hirlik-
te yiiksek proteiniiriden sorumlu bolgeler olabile-
cegini distindiik.

Bulgularmuz bize; 1-Gelisen nefroz baslangicin-
da, bobrek cisimcigini olusturan tim hiicrelerde
(pariyetal vaprak hicreleri, podosit, mezangiyal
hiicreler, endotel hiicreleri) artan mitotik bir aktivi-
te gorlldtgiini, 2-Ancak podositlerin diger hiicre-
lerden farkli olarak gelisen kronik nefroza karsi
hiicre béltinmesiyle tamamlanmayan, sadece niive
boltinmesinden  olusan  bir mitoza  girmek  icin
stritktiirden zengin hipertrofik gortntiiler kazandi-
gini, 3-Podosit ayakciklariin kaynasma/cekilmesi
neticesi slit por sayisinin fazlaca azaldigin ve bu
azalan slit por savisiyla proteiniiri artisi, serum al-
biimin, kreatinin klirensi azalmasi arasinda iliski ol-
dugunu, 4-Kronik nefrozis ilerlemesiyle podositler-
de asirt dejenerasyon neticesi psodokistik yapilarin
gortldigi ve boylelikle sitoplazmik kayba ugrayan
podositlerin incelip uzadi@ini, 5-Kaynasnus/cekil-
mis podosit ayakciklarnimn fazlaca inceldiai, bunla-
rin yer yer ortadan kalkarak ¢iplaklasnus GBM bil-
gelerinin ortaya cikmasina neden olduklart ve bu
bolgelerin yiiksek proteintiriden sorumlu bolgeler
oldugunu, 6-flerleyen nefrozla birlikte, GBM incel-
mesinin, mezangiyal htcreler ve endotel hiicrele-
rinde apoptozisin, mezangiyal hiicre azalmasinin,
mezangiyal matriks artisinin ve icinde interstisyel
kolajenin olusumunun ve bu artmis mezangiyal
matriks icine makrofajlarin goctintin indiiklendigini
distindirmektedir,
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Neticelerimiz, kronik PAN uygulanmasinin bob-

rek cisimeiginde bozulan renal fonksiyon ile iliskili

olarak, podosit dejencrasyonu, slit por azalmast ve
podosit ayakciklarimin yok olmasi (GBM ciplaklas-
mast), GBM incelmesi, mezangiyumda; mezangiyal
matriks (MM) artis, interstisyel kolajen belirginles-
mesi. MC ve endotel hiicre apoptozisi ve makrofaj-

larin gocti bulgulanyla birlikte seyreden bir nefrotik

sendromu indiikledigini diistindtiirmektedir.
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