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AKUT PUROMYCINE AMINONUCLEOSIDE NEFROZDA PROTEINURI, KREATININ
KLIRENSI, SERUM ALBUMIN DEGERLERI iLE BOBREK CISIMCIGINDEKI
ULTRASTRUKTUREL DEGISIKLIKLER VE SLIT-PORE SAYISI ARASINDAKI ILISKILER*

ismail SECKIN, Miimin UZUNALAN, Meltem PEKPAK, Sibel KOKTURKV, Bllent URULUER,
Hiseyin SONMEZ, Zeynep OZTURK, Giingér SATIROGLU

Background and Design.- We tried to investigate in puromycine aminonucleoside (PAN) Wistar rats, (whom we
injected subcutaneously 1.67 mg/100g PAN), the relationship of clinical proteinuria and morphological changes. In
our groups ‘before clinically established proteinuria’ and after developed ‘acute nephrosis’, ultrastructural changes
of the corpusculum renale Malpighi, morphologically alterations of the number of the slit-pores during developing
proteinuria and the hydraulic permeability changes were correlated with the clinical parameters.

Result.- In the group with not yet established proteinuria podocytes were hypertrophied. The glomerular
basement membrane was invaginated into the foot processes and thickened. Slit pore count was decreased in
comparison to control rats (control: 32.68+ 0.6, ‘before proteinuria’: 16.3+1.11). In the fused foot processes, which
formed foot processes with an enlarged cytoplasma, we could see highly condensated microfilaments near the
glomerular basement membrane.

In the ‘acute nephrosis’ group the slit-pores count were even more decreased (6.05+1.54). In the rats which
showed lesser proteinuria than others, in the acute group, protein absorption granules (PAG) and the different
stages of PAG formation and secretion from podocyte were observed. In the rats with lower proteinuria we
observed hypertrophy, increased endocytic activity, fused foot processes condensate electron dense
microfilaments and PAG in the podocytes. Mesangial cells were increased. In the rats with high proteinuria,
podocytic PAG and microfilaments were decreased and pseudocysts appeared. In the Cavum Bowmani, free
apoptotic podocytes were to be seen. Foot processes slimmed, lengthened, fusion increased and high
condensation of microfilaments disappeared. PAG were highly decreased. GBM was generally thinned and often
nude GBM was noticed, with totally lost foot processes. In areas of degenerated podocytes, mesangial matriks
expansion was attracting our attention. Close proximity to perimesangial area, within the increased mesangial
matriks, electron dense deposits were observed.

Control group and the group ‘before established proteinuria’ were not significantly different from each other
concerning the level of proteinuria, serum albumin and creatinine clearance. In the ‘acute nephrosis’ group
proteinuria increased significantly from 5.04+2 to 91.34+91 mg/24 hours, serum albumin and creatinine clearance
decreased from 3.23+0.1 to 2.5+0.63 g/dl, from 0.55+0.8 to 0.38+0.28 ml/min respectively.

Conclusion.- Our results showed us that in PAN nephrosis: 1-The firstly affected cells are the podocytes 2-There
is a relationship between proteinuria, serum albumin and creatinine clearance loss and slit pore decrease 3-The
podocytes first endocytose proteins and later with help of intracellular lysosomal activity, break them into pieces,
to secrete them by exocytosis and use for all this the intracytoplasmic way 4-Loss of the foot processes or totally
nude GBM areas are the real culprit of high levels of proteinuria and apoptosis in podocytes is induced.
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lomerular kapiller duvar (GKD)
glomerulusun hidroulik ve makro-
molekiiler permeabilite 6zelliklerine
onemli olgiide katkida bulunur.'?
Yapilan deneysel ultrastiiriiktiirel ve fonksiyo-

filtrasyonuna kars1 hem biiyiikliik hem de sarj
bariyeri olusturdugunu gostermistir.”® Boyle-
likle plazma proteinleri GKD’nin yiiksek se-
lektif fonksiyonu ve sarjin neticesi olarak ka-
piller liimende tutulurlar.
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GKD’nin ultrastiiriiktiiric ve onun permse-
lektif 6zellikleri arasindaki iligkinin anlagilma-
s1 zordur. Insan glomeruler hastaliginda protei-
niirinin patogenezisi lizerinde tam bir fikir bir-
ligine varilmamustir. Insan glomeruler hastalig
ve proteiniiri ile karakterize edilen deneysel
hayvan modelleri olusturularak yapilan ¢alis-
malarda, podosit ayakgiklar1 kaynagsmasi/gekil-
mesi ve dolayisiyla slit-pore sayisi azalmasi ile
proteiniiri arasinda iliskinin oldugu, podositler
tarafindan endositozisle alinan proteinlerin int-
rasitoplazmik vakuoler sistem yoluyla tiriner
sahaya transfer edildigi ve podosit ayakgiklari
harabiyeti neticesi glomeruler bazal membran
(GBM) iizerinde olusmus soyulmus bolgelerin
artmig permeabiliteden esas sorumlu olabilece-
gi ileri stiriilmistir.'***"'® Ancak slit-pore sa-
yist (Podosit ayakeiklar1 sayisi) azalmasi ile
makromolekiiler permeabilite artis1 ve hidrou-
lik iletimdeki azalma arasindaki iligki iizerine
az sayida quantitatif calisma vardir.'™" Yakin
yillarda podositlerin glomeruler hastaligin iler-
lemesinde major suclu hiicreler oldugu fikri
deger kazanmaya baslamugtir.'”

Bizde olusturdugumuz akut PAN nefrozda;
A) Proteiniiri  baslangicindan 6nce BC’de ilk
etkilenen hiicre/hiicreler hangileridir? B) Geli-
sen nefroz ile birlikte proteiniiri, serum protein
ve kreatinin klirensi degerleriyle BC’deki ult-
rastiiriiktiirel ve slit-porelerdeki sayisal degi-
siklikler arasinda muhtemel iliskiler nelerdir?
Sorularina cevap aradik.

YONTEM VE GEREGLER

Bu calismada erkek Wistar albino si¢anlar
kullanildi. Bunlar her biri 6 sigandan olusan 3
gruba ayrildi. Grup 1 kontrol olarak kullanildi.
Grup II ve III’e her giin serum fizyolojikte ¢6-
ziindiiriilmiis 1,67 mg/100 gr Puromycine ami-
nonucleoside (PAN) subkutandz olarak enjekte
edildi. Sigan gruplarinda proteiniiri degerinin
5. enjeksiyondan sonra tiim si¢anlarda 10 mg/
24 saatin lizerine ¢iktig1 6. glinii proteiniirinin
baslangi¢ giinii olarak degerlendirdik (Tablo
1). Bu giinii esas alarak; proteiniirinin baglan-
gic degerlerine gore pek fazla gelismedigi 4.
giin oldiiriilen siganlar proteiniiri dncesi grubu
olan grup II’ yi, proteiniirinin fazlaca gelistigi
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10. giin 6ldiiriilen sigcanlarda akut nefroz grubu
olan grup I’ olusturdu (Tablo 1). Siganlarin
24 saatlik idrarlarinda proteiniiri 6l¢limii biraz
degistirilmis Triklorasetikasit (TCA) yontemi
ile’ yapildi. Biitiin hayvanlar 6ldiiriilmeden
once tartildi, eter anestezisi altinda alinan kan
orneklerinde kreatinin ve albumin degerleri
tespit edildi (Tablo 2). Daha sonra sol bobrek
korteksi elektron mikroskopi E.M. incelemeleri
icin hazirlandi. Bunun i¢in 1mm®lik yapilan
bobrek korteks kesitleri dnce (ph: 7,2) fosfat
tamponu ile hazirlanmis %4’lik gluteraldehit
ile 6n ve sonrasinda ayni tamponla hazirlanmig
%1’lik O, Oy ile ikinci olarak fikse edildi. De-
hidratasyonu takiben pargalar Araldit gdmme
ortamina alindi. Morfometrik incelemeler igin
Powell H.R (10)’nin metodu biraz degistirile-
rek uygulandi. Her bir si¢an i¢in 3 glomerulun
her birinde 3 ayr1 uygun periferik bolgeden
6000 biiylitmede cekilen elektron mikrograflar-
da 6 cm’lik bazal membran bolgeleri degerlen-
dirilerek (misina ipligi ile) 10um’lik bazal
membran sahasinda podosit ayakg¢iklar1 arasin-
daki slit-pore sahalarmin sayimmi yapildi (Tablo
3). Perimezangial sahalar degerlendirmeye ka-
tilmadi. Kan 6rneklerinde albumin (BCG) yon-
temi ve kreatinin klirensi (KKr) (saffe yonte-
mi) belirlendi (Tablo 2).

BULGULAR

idrar ve Kan Bulgulari: Kontrol grupta
proteiniiri degerleri 4,87£3 mg/24 saat bulun-
du. Diger gruplarda da PAN enjeksiyonu dnce-
si proteiniiri buna yakin degerlerdeydi (Tablo
2). Grup II’de proteiniiri degeri pek fazla yiik-
selmemisti (4,59+37°den 5,557+2’ye). Serum
albumin kontrol gruba gore anlamsiz olarak
3,23+0,1°den 3,0240,15’¢ kreatinin klirenside
kontrol grubuna gore anlamsiz olarak 0,554+
0,24’den 0,49610,16 ml/min azalmigti (Tablo
2).

Akut nephrosis grubunda ise proteiniiri de-
geri ortalamasi anlamli olarak baslangi¢c dege-
rine gore 18 kat bir artig gostererek 5,04+2°den
91, 34491 mg/24 saate yiikselmisti. Bu guru-

bumuzdaki 2 si¢canda bu artis daha da yiiksele-
rek 26 ila 36 kata ¢ikmist1 (131.9 ile 182,6 mg/
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24 saat) (Tablo 1). Serum albumin degeri kont-
rol gurubuna gore anlamli olarak azalarak
3.2340.1°den 2,540,63 g/dI’ye diigmiistii. Kre-
atinin klirensi ise kontrole gore anlamli olarak
0,554+0,247’den 0,348+0,28 ml/min’ne azal-
mustir (Tablo 2).

E.M. Bulgulari: E.M. incelemelerinde
kontrol grubuna ait Bobrek cisimcigi (BC) re-
simleri Resim 1 ve 2’de gosterilmistir. Protein
oncesi grupta genellikle Bowman araligi (KB)
sahalar1 daralmisti (Resim 3). Podositlerde hi-
pertrofi, gerilme ve uzama (Resim 3, 4), Golgi
kompleksi ve GER’de fazlaca gelisme, pek ¢ok
vesikiiller (Resim 4), GBM’ye yakin bolgeler-
de mikroflament artis1 ve podosit ayakeiklar
kaynasma/gekilmeleri gozlendi (Resim 5).
GBM’de podosit ayakgiklari i¢ine dogru sik
olarak fazlaca subepitelyal invaginasyonlara
rastland1 (Resim 4).
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Akut nephrosis grubu siganlarimizda gozle-
nen en belirgin 6zellik hipertrofik podosit si-
toplazmasi icinde fazla sayida ve degisik bii-
yiikliikkteki protein absorbsiyon graniilleri
(PAG) idi (Resim 6,7). Podositlerin GBM’ye
bakan hiicre membranlarinda sik olarak kii¢iik
invaginasyonlara ve giderek endositotik vesi-
kiil olusumlarina rastlandi (Resim 8). Podosit
sitoplazmasi i¢inde bu endositotik vesikiillerin
toplandig1 fagosomlar, lizozomlar ve residual
body’lerin iri vesikiilleri gdzlendi. Residual
body vesikiilleri elektrondens goriiniimli yay-
gin bir mikrofilament demetleriyle sikica saril-
miglardi (Resim 7, 9, 17). Bu residual body’le-
rin, i¢lerindeki elektrondens gdriiniimlii mater-
yali iiriner sahaya sekret ettigi goriintiilere sik-
likla rastladik (Resim 9). Baz1 podositlerde bir
endositotik vesikiilden fagozomdan ve sonunda
resudual body olusumuna ait ¢esitli sathalari
iceren goriintiiler gézlendi (Resim 7, 9, 17).

Tablo I. Akut Nefroz Grubu Giinlik Proteiniri Degerleri (9. Enjeksiyon sonrasinda yliksek proteiniiri gosteren

siganlar)
Proteiniri - Enj. — p . 2.Enj.  3.Enj. 4.Enj.  5.Enj. 6. Enj. 7.Enj.  8.Enj.  9.Enj.
mg/24 saat  Oncesi
1. Denek 53 5,8 5,5 6,55 11,37 17,42 15,24 19,82 27,74 47,52
2. Denek 3,39 4,62 6,43 8,22 11,32 14,35 18,52 17,68 24,22 41,55
3. Denek 7,18 6,31 6,72 9,96 16,32 15,68 12,69 17,36 30,20 131,9%
4. Denek 4,64 425 38 4,87 8,03 12,59 14,28 18,04 25,67 76,53
5. Denek 4,58 4,2 4,67 6,46 6,41 12,56 19,67 26,95 33,16 67,91
6. Denek 5,19 4,29 44 4,39 12,81 15,03 12,28 23,42 76,45 182,6*
Ortalama  5,04+2 4,91+1,4  525t14  6,7432 11,04£52 14,6+2,8 1544442  20,5+64 362440 9134491

Tablo II. Kontrol, Proteiniiri Oncesi ve Akut Nefroz gruplarinda proteiniiri, serum albiimin, kreatinin klirens ve idrar
volimu degerleri

Gruplar Proteiniiri idrar Voliimii Serum Albiimin Kreatinin Klirens
P (mg/24 saat) (cc/24 saat) (g/dl) (ml/min)
Kontrol 4,87+3 14,6+3,6 3,2+02 0,554+0,247
Prf)teinﬁri Baslangic 3enj.S. Baslangig 13()%[%% 3+0,2 0,496+0,16
Oncesi 4.98+3,7 5,572 12,3+5,3 >0,05 p=0,25 p=1
Akut Baglangic 9’}6;‘—"&—2'1 Baglangic 9%'3—5' 2,6+1 0,348+0,27
Nefroz 5,04+2 p<0,05 13,3+4 p<0,05 p<0,002 p=0,07
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Tablo Ill. Kontrol, Proteiniiri Oncesi ve Akut Nefroz
gruplarinda slit-pore sayisi

Gruplar Ortalama Slit-pore Sayisi
32,.68+0,62
Kontrol S008
Proteiniiri 6ncesi 16,3+1,11
p<0,05
6,05+1,54
Akut nefroz 20.05

Resim 1: Kontrol grupta bobrek cisimciginden bir bdlge
P: Parietal yaprak, PO: Podosit, K: Kapiller liimeni, M:
Mesangial hiicre, KB: Bowman araligi, E: Endotel x1450

#

Resim 2: Kontrol grupta glomeruler filtrasyon bariyerin-
den bir bolge PE: Podosit ayakeiklari, Beyaz ok: Slit Pore
Membran, GBM: Glomeruler bazal membran, E: Delikli
endotel, K: Kapiller liimeni, KB: Bowman araligi x9500
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Resim 3: Proteiniiri 6ncesi grupta bobrek cisimciginden
bir bolge. Hipertrofik podositler (PO) dikkat ¢cekmektedir.
P: Parietal yaprak, M: Mesangial hiicre, K: Kapiller li-
men, E: Endotel x 1850

i, i, - o milan ) (W
Resim 4: Proteiniiri Oncesi grupta hipertrofik, striiktiir-
den zengin podositler (PO), fazlaca kalinlasmis ve podo-
sit ayakgiklarina dogru invaginasyon yapan glomeruler
bazal membran (ok). K: Kapiller liimen, KB: Kavum
Bovmani x1500

Podosit birincil ¢ikintilart daha fazla mesa-
felere uzanacak sekilde GBM {izerinde yayil-
mist1 ve sitoplazmalari iginde artmig mikrofila-
ment paketleri ihtiva ediyordu (Resim 10). Yan
yana olan iki podosit ayakciklar: arasindaki slit
pore mesafe genellikle ¢cok daralmisti ve bazi



106 CERRAHPASA TIP DERGISI

sahalarda membranlar arasinda elektron yogun
kopriiler mevcuttu (Resim 11, 12). Bu sahalar-
da slit-pore membranlar da daha apikal bir yer-
lesimdeydi (Resim 11, 12). Podosit ayakg¢ikla-
rinin birbirleriyle kaynagarak gosterdigi goriin-
tillere siklikla rastlandi (Resim 13, 14). Genel-
likle podosit ayakg¢iklart bu sekilde de GBM
lizerinde incelmis olarak uzun mesafeler bo-
yunca uzantyorlardi (Resim 7, 9, 10, 14). Me-
zangial hiicre artis1 ve makrofajlar gozlendi
(Resim 18). Ogzellikle proteiniiri degerlerinin
diger sicanlardan ¢ok daha yiiksek oldugu iki
sicanda podosit ayakeiklar1 fazlaca incelerek
GBM fizerinde fazlaca uzun mesafeler boyun-
ca seyrettigi bazi bolgelerde parcalanip GBM’-
den ayrilarak GBM’nin dis ylizeyinin ¢iplak-
lastig1 goriintiiler gozlendi (Resim 14, 15). Bu
sahalarda GBM’de incelmis bir goriintiideydi
(Resim 14, 15). Bu siganlarda podositlerde ¢ok
fazla incelmis sitoplazmik uzantilar, iri vesi-
kiiller ve pseudokistik yapilar, fazlaca azalmig
PAG’leri gozlenirken yogun mikroflament de-
metleri kaybolmustu (Resim 14). Bu sahalarda
mezengial matriks’de fazlaca artmisti (Resim
14, 16). Bowman aralig1 i¢inde yer yer serbest
apopitotik 6zellikler gdsteren podositler goz-
lendi (Resim 14). Bazi BC’lerde podositlerin
yer yer parietal yaprak hiicreleriyle temasta ol-
dugu bolgelere rastlandi (Resim 6, 10, 14, 18).
Artmis mezangial matriks i¢inde ve peri me-
zangial alanlarda subepitelyal ¢ikintilar igine
yerlesmis yaygin depozitler gozlendi (Resim
16). Yine perimezangial sahalarda ekternal yii-
zii ciplaklasmis GBM bdélgelerine ve bu saha-
larda podosit hiicre gévdesi dogru olusmus ge-
nis, acik kenar {iriner sahayla temasta olan cep
seklinde ¢ikintilara rastlandi (Resim 17).

Morphometrik  Bulgular: Yaptigimiz
morphometrik ¢alismada 10 mikronluk GBM
sahasindaki slit-pore (Podosit ayakciklar ara-
sindaki saha) sayisi ortalamasi kontrol grubu-
muzda 32,68+0,62 idi. Bu say1 proteiniiri gru-
bumuzda anlaml olarak azalarak 16.3£1.11°e
ve akut nephrosis grubumuzda ise anlaml ola-
rak 6,05+1.54’¢ azalmisti (Tablo 3). Her iig¢
gruba ait isaretlenmis 10 mikronluk sahanin
E.M. fotografi Resim 18’de gosterilmistir.

Cilt (Say1) 35 (3)

Resim 5: Podosit ayakeiklarina dogru invaginasyon ya-
pan GBM bdlgesi invaginasyon boélgesinde GBM icinde
elektrondens depozit (*) dikkat gekmektedir. Ok: Podosit
ayakeiklar sitoplazmasi i¢inde yogun mikroflament de-
metleri x27000.

PR, e, | e 3
Resim 6: Akut grupta BC’den bir bdlge. Hipertrofik
podositler (PO) i¢inde ¢ok sayida fazlaca elektron dens
protein absorbsiyon graniilleri PAG (ok), K: Kapiller

limeni x2000

TARTISMA

Insan glomerular hastaligida proteiniirinin
patogenezi lizerinde tam bir fikir birligine vari-
lamamis ve glomerular hasarin ilk hangi hiicre-
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de basladig1 sorusu yeteri kadar aydinlatilama-
mistir. Bizde olusturdugumuz proteiniiri 6ncesi
grupta bu soruya cevap aradik. Protein oncesi
grupta yalnizca podositlerde belirgin hipertrofi
saptadik. Protein Oncesi podosit hipertrofisi
Messinave ark.” tarafindan gosterilmistir. Shi-
mojo*> 5/6 nefrektomize siganlarda glomeru-
losclerozun baglangi¢ déneminde podosit sayi-
sinda artig olmaksizin glomerul hipertrofisi ge-
listigini gostermis ve glomerulosclerozisin bas-
langic ve gelisiminden podositlerin sorumlu
olabilecegini ileri slirmiistiir. Yapilan ¢aligma-
larda podositlerin belirli sartlar altinda niikleer
boliinme gegirdigi fakat sitokinezise muktedir
olmadig1 boylelikle onlarin glomeruler kiime-
nin substantial genislemesine uymasimin tek
yolunun hiicre hipertrofisi oldugu ifade edil-
mistir.'""®*?* Yaki yillarda yapilan galisma-
lar podositlerin endotelin, PDGF, bFGF gibi
mesengial hiicre growth faktorlerini iirettikleri-
ni'"*?® ve podosit hasarinin mesengial hiicre
proliferasyonunu ve matriks genislemesinin
onemli bir faktorii oldugunu'™®"*" gostermek-
tedir. Boylelikle podositlerden tiiremis sitokin-
lerin glomeruler hastaligin ilerlemesinde ilk
adim olabilecegi desteklenmistir. Bu grupta
proteiniiri gelismemesine ragmen gozledigimiz
podosit ayakgiklart kaynasmasi ve slit-pore
azalmasi bu tip lezyonlar proteiniiri sonucu
olusmadigini gostermektedir. Kaynasmis podo-
sit ayakeiklart normal podosit ayakgiklarinda
bulunandan daha yogun goriilen mikroflament
paketlerinin topluluklarini ihtiva ettigi gosteril-
mistir.'"""* Shirato ve arkadaslar1 da “Masugi
nefriti yaratarak” mikroflament artisin1 gdster-
misler ve podosit ayakeiklar: bu sekilde kont-
raktil bolgeleri gelistirerek adeta membrandan
ayrilmamak ig¢in bir sekil degisikligine ugra-
diklar1 ve glomeruler kapillerlerin desteklen-
mesi i¢in kontraktil sistemin bu degisimi gegir-
digini ileri siirmiislerdir.”® Bizde podosit ayak-
ciklarinda artmis mikroflament sahalarinin ve
genislemis GBM bolgelerinin bu grupta heniiz
gelismemis proteiniiriya bagl olarak o6zellikle
proteinlerin gegisine ve mezangial matriks arti-
sina kars1 ve fazlaca gelismis direng bolgeleri
olarak degerlendirdik.
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Resim 7: Akut grupla hiertroﬁk podositler icinde PAG
ve residual body’ler (R). Residual body membranlari
etrafinda yogun mikroflamentler(*). GBM iizerinde Po-

dosit ayakeiklarinda kaynagma/gekilme bdolgeleri dikkat
¢ekmektedir (ok). K: Kapiller liimeni x6300

i > A ey . 1 »
Resim 8: Akut grupta podosit ayak¢iklart GBM’ye bakan
hiicre membraninda endositotik vesikiil olusum sathalari,
Ok: Baglangic membran invaginasyonlari, (*): olusmus
endositotik vesikiil, K: Kapiller Liimeni x60000

Akut nefroz grubunda podosit ayakciklar
kaynasmalar1 daha da artmig dolayisiyla slit
pore sayis1 azalmistt (6,05+1,54 p<0.005). Po-
dosit ayakeiklart kaynagmasindan dolay1 glo-
meruler slit pore membranlarin total uzunlu-
gundaki azalmanin glomeruler hidroulik per-
meabilitede''® ve serum albuminde' azalma
hasil ettigi ileri siiriilmiistiir. Bizde bu grupta
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bu arastiricilar1 destekler sekilde azalan idrar
volimii, kreatinin klirensi ve serum albumin
gozledik. Slit pore araliklar fazlaca daralmis ve
karsilikli podosit ayakgiklari membranlari ara-
sinda elektron yogun kopriiler mevcuttu. Pato-
lojik sartlarda slit porelerin dar oldugunu ve si-
k1 baglantilar yaptig1 gosterilmistir.'>" Ayrica
biz podosit ayakg¢iklar1 azalmasinin podosit
ayakeiklart kaynagmasi neticesi oldugunu des-
tekleyen goriintiilere siklikla rastladik (Resim
11, 12). Bu galismamizda saptadigimiz prote-
iniiri ile slit-pore azalmasi arasinda iligki insan
102930 ye deneysel galismalarda’™'*'>'>" ggs-
terilmistir. Ancak bu kaynasma/cekilmenin al-
tinda yatan mekanizmalar henliz tam olarak
aciklanamamustir.'**' Glomeruler filtrede farkli
negatif yiiklerin hem podosit ayakeiklar1 sekli
icin hem de proteinlerin glomeruler permeabi-
litesi i¢in 6neme sahip oldugu gosterilmistir.*
Insan ve deneysel proteiniirik durumlarda epi-
tel hiicrelerindeki yiizey aniyonlarinin kaybol-
mas1 veya bloklanmasi podosit ayakeiklar sii-
ratli kaynagmasinin sebebi olarak gosterilmis-
tir.>**3* Yakin bir calismada heparanasenin
proteiniirida ki glomeruler sarjin kaybuyla ilgili
olabilecegi ileri siiriilmiistiir.”> Bunun yaninda
oksijen radikalleriyle depolimerizasyonunda
GBM’nin sarj degisikliginden sorumlu olabile-
cegi ileri siiriilmiistiir.”*" Slitpore’lar zonula
occludens proteini (ZO-1). FAT (Drosophila
timor siippresor FAT’ nin insandaki karsiligi)
ve p-cadherin igerirler ve aktin skeletone bag-
lanirlar. Slit diafragmlarda nefrin, podosin ve
CD2AP (podosin ile birlikte filtrasyonda yer
almakta) gibi proteinler saptanmustir.'®® Nef-
rin’in Fin tipi konjenital nefrotik sendromun
sorumlusu oldugu bildirilmistir.”> Nefrin azal-
mas1 ¢ogu patolojilerde proteiniiri ve podosit
kaybi ile birlikte goriiliir. PAN nefroz modelin-
de podosin ve nefrin seviyelerinin %10 ile %
25 normalden diisiik bulunmustur.*’

Akut nefroz grubunda en dikkat ¢ekici yap1
olarak hipertrofi gosteren podositler i¢inde de-
gisik say1 ve biiytikliikteki elektron yogun pro-
tein absorpsiyon graniillerini (PAG) gozledik.
Aragtiricilar  bu  absorpsiyon dropletlerinin
mevcudiyetinin proteiniirinin bir morfolojik in-
dikatorii oldugunu ifade etmislerdir.”'*"* Nef-
rotik sicanlarda izleyici teknikler kullanilarak
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yapilan c¢aligmalrda podositler vasitasiyla pro-
tein alimmminin podosit ayake¢iklar1 bazalindeki
plazma membrani vasitasiyla endositotik bir
yollu oldugunu ve hiicre igindeki vakuollerde
(fagozom) biriken bu vesikiillerin ihtivalariin
giderek artan konsantrasyonlar1 ile elektron
dens bir goriintii kazanarak protein absorpsi-
yon graniillerinin olustugunu géstermistir. >*"
* PAG bu konsantrasyon islemleri esnasinda
primer ve sekonder lizozomlarla kaynasarak li-
zozomal enzimleri kazanir ve igindeki ihtivala-
rinin erimesi neticesinde de daha az yogun ve
heterogenoz olan residual bodyler olusur. Bu
residual bodyler etraflarini ¢evreleyen yogun
mikrofilament paketleriyle taninmakta ve ekso-
sitoz yoluyla iceriklerini iiriner sahaya bosalt-
maktadirlar.”**'** Bizde ¢aliymamizda bu elek-
tron dens PAG’i yaninda bunun tim olusum
safhasina ve sonrasinda olusan etrafi mikrofila-
mentlerle sarili residual bodyleri ve bunlarin
tam sekresyon esnasindaki gorilintiilerine sik-
likla rastladik. Siganlara PAN uygulamasi ile
yapilan bir deneysel calismada PAN uygula-
masinin 7. giiniinde sik olarak goriilen bu gra-
niillerin 12. giinde belirgin olarak daha az go-
rilldiigii belirtilmistir.” PAN’1m epitel hiicre en-
dositotik aktivitesini hasara ugrattig1 ve hiicre-
lerin igindeki birlesmelerin daha sonraki ilerle-
melerini etkiledigi gosterilmistir."* Bizde bu
grubun yliksek proteiniiri gosteren 2 sicaninda,
podositler icinde PAG graniillerinin ve elekt-
ron yogun mikroflament demetlerinin fazlaca
azaldigini ve biiylik pseudokistik yapilar olus-
tugunu gozledik (Resim 13). Whiteside ve ar-
kadaglar1 PAN proteiniirik si¢anlarda baglan-
gicta podosit sitoskeletonunda agregasyon go-
rildiigiinii, proteiniirinin artisi ile birlikte sitos-
keletonun tamamen disaggregasyona ugradik-
tan sonra bazal membrandan ayrilma gergek-
lestigini bildirilmislerdir.*® Boylelikle yukari-
daki arastiricilart destekler sekilde podositlerin
azalan mikroflament yogunluguna bagh olarak
azalan endostotik aktiviteleri neticesi yeni
PAG graniilleri olusturamadigini, daha once
olusmus residual body’lerinde mikroflament
azalmasina bagli olarak daha fazla hiicre i¢inde
ilerleyemedigini ve igindeki partikiilleri eritip
daha fazla bir biiyiikliige ulasarak boyle pseu-
dokistik yapilar olusturdugunu, bu yapilarin
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duvarlarmin koparak igeriklerini {iriner sahaya
bosalttiklarin1 diigiindiik. Bu grubumuzda po-
dositler i¢inde gozledigimiz fazlaca pseudo-
kistler, primer ¢ikintilarda asgiri uzama ve in-
celmeler diger arastiricilar tarafindan da ifade
edilmistir.'"">'* Yine bu siganlarda siklikla
rastladigimiz podosit ayakciklari kaybi neticesi
olusmus soyulmus GBM bdélgelerinin de bu si-
canlardaki yiiksek proteiniiri’dan esas sorumlu
sahalar oldugunu diisiindiik.

v

Resim 9: Akut grupta podositte eksositozla igerigini disa-
11 sekret etmis olan residual body (R), S: Bowman aralig
(KB) igine atilmig sekresyon iirlinii, K: Kapiller liimeni,
E: Endotel, (ok): PAG x10600

N &« ﬁ

Resim 10: Akut grupta GBM iizerinde fazlaca kaynas-
mig/cekilmis podosit ayakgiklart (PE) ve i¢inde yogun
mikroflament demetleri (*). GBM’de podosit ayakgiklar
igine invaginasyon seklinde kalinlagmig bolgeler (ok), po-
dosit ile parietal yapragin (P) yer yer temas bolgeleri go6-
riilmektedir. K: Kapiller liimeni, PAG: protein absorbsi-
yon graniilleri, E: Endotel x6000
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Resim 11: Akut grupta podosit ayakgiklar arasinda faz-
laca daralmis (Beyaz ok) ve kaynagmis (Siyah oklar ara-
s1) slit pore bolgeleri. iki podosit ayakciklari arasinda faz-
laca yukar1 ¢ekilmis slit-pore membran (Siyah ok). Ya-
nindaki slit-pore bolgesinde yakin podosit ayakgiklari
arasinda tekrarlanmis elektron yogun kopriiler (daire igi-
ne alinmis) ve kaynasma (Siyah ve Beyaz oklar arast) go-
rilmektedir x31500.

: Akut grupta GBM iizerinde kaynasma (Beyaz
oklar arasi) gosteren iki podosit ayakeiklart. KB: Bow-
man aralig1, K: Kapiller liimeni, Siyah ok: Yukar1 pozis-
yonda yerlesmis slit-pore membrani x31500.

GBM’nin soyulmasima glomeruler hastali-
gin deneysel modelleri kadar insan biyopsi/
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otopsi materyalinde de siklikla rastlanir.”*-°

Boylelikle bu bolgelerin proteiniiri patogenezi-
sinde bir énemli rol oynamasi ¢ok muhtemel-
dir. Cesitli arastiricilarda proteiniiri gelisimi ile
podosit ayakciklari GBM’den ayrilmasiyla
olugmus bu soyulmus GBM bolgeleri arasinda
iliski kurmuglardi.>”'""*#*° Glomerular filt-
rasyonun podositlerin hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks arasindaki temasa bagli oldugu yapilan
molekiiler ¢calismalarla desteklenmistir. Podo-
sitlerdeki aktin skeletonunun apikal, lateral ve
bazal olmak iizere 3 farkli podosit bolgesi ile
temas kurdugu lateralde caterin ve adaptor pro-
tein ZO-1 lerle lateral slit diyafragma, bazalda
ise integrinler ve distroglycanlarla podosit
ayakeiklar1 altindaki GBM’ye baglandig1 ve bu
bolgelerde olusan hasarin podosit ayakgiklar
silinmesi, GBM soyulmasi, proteiniiri/nefritik

R o 1t e w1 e e 1838,
sendrom ile sonuglandigs ileri siiriilmiistiir.'®*®
44.45

Resim 13: Akut grupta pseudokistik dejenerasyonlar
(PD) gosteren podositler, KB de apopitotik podositler
(AP) ve artmus depozitli mezangial matriks (MM) goriil-
mektedir. GBM de bir sahada ¢iplaklasma mevcuttur
(ok). PAG’ da azalma dikkat ¢ekicidir. K: Kapiller lime-
ni, E: Endotel x2900 (Biiyiitiilmiis Resim: Ciplaklagmis
GBM bolgeleri, podosit ayakeiklart kalintilarinin olustur-
dugu villoz goriintiiler ve GBM’de incelme dikkat ¢ekici-
dir x27000)

Yiiksek proteiniiri gosteren iki sicanda da
daha fazlaca mesengial matriks artigina rastla-
dik. Yakin yillarda yapilan ¢alismalarda podo-
sit yaralanmasinin mesengial hiicre proliferas-

Cilt (Say1) 35 (3)

yonu ve matriks geniglemesinin bir 6nemli fak-
torii oldugu'®"*?’ ve farkli mesengial hiicre

growth faktérleri'’*>*® ile mesengial hiicre pro-

liferasyonu inhibitorleri® iirettikleri ve boyle-
likle podositlerin mesengial hiicre davranislari-
n1 etkilediklerini desteklemislerdir. Bizin ¢alig-
mamizda da mesengial hiicre proliferasyonu ve
mesengial matriks artisinin podosit hasarindan
daha sonra ortaya ¢ikmasi bu bulgular ile para-
lellik gostermektedir.

(4
- e
Resim 14: Akut grupta ¢iplaklasmis GBM bolgeleri (o
K: Kapiller Liimen, KB: Bowman aralig1 x12200.

Resim‘ls: Akut grupta artmis esanglal matriks (M)
i¢inde yogun depozitler (ok) goriilmektedir. M: Mezangi-
al hiicre, K: kapiller limeni x7800
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Resim 16: Akut grupta hipertrofik podosit icine dogru
olusmus cep seklinde bowman araligi (C). Bu sahada
GBM’de ciplaklagmis bir goriintiidedir (Siyah ok). Hiper-
trofik podosit (PO), PAG (*) ve residual bodyler (R) icer-
mektedir. Cep seklinde bosluk ve residual body hiicre
membranlari etrafinda yogun mikroflamentler (Beyaz ok)
dikkat cekmektedir x6600

Resim 17: Akut grupta artmis mesangial matriks (MM)
icinde mezangial hiicre (M) proliferasyonu goriilmekte-
dir. Ma: Makrofajlar, (ok): PAG, K: Kapiller liimen, PD:
Podositte pseudokistik dejenerasyon, P: Parietal yaprak
x2470.

Yakin yillardaki deneysel**® ve insan®®”'

glomeruler hastaliklarinda podositlerin apopi-
tozise ugrayabilecegi ve boylelikle proliferas-
yon eksikligi olan podositlerin sayilaridaki
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azalmayla glomerulosclerozis gelisimi arasinda
iligki oldugu gosterilmistir. Biz ¢alismamizda
podosit sayisi iizerine bir morfometrik ¢alisma
yapmadik. Ancak akut nefroz grubunun yiiksek
proteiniiri gosteren siganlarinda mezengial
matriks artis1 gézledigimiz sahalarda podositle-
rin daha az oldugunu ve Bowman aralig1 i¢inde
de serbest apopitotik podositler bulundugunu
gozledik (Resim 13). Bulgularimiz arastiricila-
rin diisiincelerini desteklemektedir.

Reim 18: : Kontrol,B: protei;n'iri oncesi, C: akut nef-
roz gruplarinda isaretlenmis 10um GBM sahasinda (Si-
yah Cizgi) slit-pore sayimi1 x6000.

Bu siganlarda mesengial sahada ve genel-
likle perimesengial GBM’ye yakin bolgelerde
depozitlere rastladik. Bu depozitler genellikle
podosit ayakeiklari i¢ine dogru subepitelyal di-
kensi ¢ikintilarin i¢inde yerlesmislerdi. Yapi-
lan calismalarda albumin, transferin ve igG
GBM’den gecmesine ragmen molekiiler agirli-
g1 daha fazla olan IgM’nin kapillerlerin daha
ince bazal membrana sahip juxstamesengial
bolgesinden mesengial matrikse gectigi gotse-
rilmistir.’' Boylelikle biz mesengial bolgede ve
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perimesengial GBM bolgesindeki subepitelyal
depozitlerin mesengial matrikste biriken bu tip
{immunglobulinler (IigM) olabilecegini ve po-
dosit ayakgiklari vasitasiyla sarilarak intrastop-
lazmik yolla iriner sahaya taginabileceklerini
diisiindiik. Podositlerde gozledigimiz iiriner sa-
haya agilan ceplerinde (Resim 16) bu sekilde
olustugu bdylelikle bu yapilarin agir immun-
globiilinler icin baslangicta intrasitoplazmik
daha sonra podosit ayakg¢iklar: kaybiyla olugan
ciplaklasmis GBM (Resim 16) vasitasiyla bir
direkt gecis yolu olusturdugu ve fazlaca yiikse-
len proteiniiridan sorumlu olabilecegini destek-
ledik. Bu ceplerin patolojik durumlarda artmis
permeabilite  bolgeleri olarak podositlerin
GBM’ye adhesyonunun azaldig: fokal sahalar-
da ortaya ciktig1 ve artmis protein iiriadan so-
rumlu olabilecekleri ileri siiriilmiistiir.*'**

Bulgularimiz bize; 1- Ik etkilenen hiicrele-
rin podositler oldugu. 2- Podositlerin erken d6-
nemlerde fazlaca mikroflament ve GBM esas
maddeleri sentezledigi ve boylelikle intrasitop-
lazmik yogun mikroflament paketleri ve GBM
kalinlagmasi olusturarak glomeruler permeabi-
liteye ve mesengial matriks artigina kars1 kont-
raktil direng bolgeleri olusturdugu 3- Proteinii-
ri artis1, serum albumin, kreatinin-klirensi azal-
masit ile slit pore azalmasi arasindaki iligki ol-
dugu 4- Baslangictaki protein gecisinden podo-
sitler tarafindan endositozla alinana proteinle-
rin hiicre i¢i lizozomal aktivite ile par¢alanarak
eksositoz ile sekret edildigi intrasitoplazmik
yolun kullanildig1 5- Nefroz ilerlemesiyle; po-
dositlerde asir1 dejenerasyon neticesi genis
pseudokistik vesikiiller olustugu, PAG graniil-
lerinin fazlaca azaldigi, podosit ayakgiklarin-
daki elektron yogun mikroflamentlerinin gide-
rek kayboldugu, podosit ayakeiklar1 fazlaca in-
celdigi yada parcalanarak tamam ile kaybol-
dugu, boylelikle olusan ¢iplaklasmis GBM bol-
gelerinin yiliksek proteiniiriden esas sorumlu
bolgeler oldugu ve podositlerde apopitoz go-
rildigii, 6- Podositlerin ugradiklar1 hasar ile
mesangial matriks artig1 arasinda bir iligki ol-
dugunu diisiindiirmektedir.

Cilt (Say1) 35 (3)

OzZET

Biz Puromycine Aminonucleosiden (PAN)-
‘nin Wistar si¢anlara subkutan6z enjeksiyonu
ile (1,67 mg/100 gr), proteiniiri gelismeden On-
ceki “proteiniiri Oncesi” ve belirgin proteiniiri
gelismis “akut nefroz” sigan gruplarinda Bob-
rek cisimcigi deki ultrastriiktiirel degisiklikler
ve slit-porelerdeki sayisal farkliliklar ile geli-
sen proteiniiri ve hidrolik permeabilite arasin-
daki iligkiyi arastirdik.

Proteiniiri 6ncesi grupta podositlerde hiper-
trofi, mikroflament artigi, podosit ayakgiklari
kaynasmasi, glomeruler bazal membran kalin-
lagmasi1 ve invaginasyon gozlendi. Slit-pore sa-
yis1 kontrol gruptakinden belirgin olarak azal-
mistt (Kontrol: 32, 68+0,6 proteiniiri Oncesi:
16,3+1,11).

Akut nefroz grubunda slit-pore sayis1 daha
da azalmistt (6,05+1,54). Bu grubun diisiik
proteiniiri gosteren siganlarinda podositlerde
hipertrofi, mikroflament ve endositotik aktivite
artis1 ve buna bagl ¢ok sayida protein absorp-
siyon graniilleri (PAG), podosit ayakg¢iklarinda
kaynasma goriildii. PAG’larin olusum ve podo-
sitlerden sekret edildigi asamalara ait goriintii-
lere rastlandi. Mezengial hiicre artis1 gorildii.
Bu grubun yiiksek proteiniiri gdsteren siganla-
rinda ise podositlerde mikroflamentlerde ve
PAG’da azalma ve pseudokistik yapilar goz-
lendi. Bowman araliginda apopitotik podositle-
re rastladik. Podosit ayakgiklar1 incelmis uza-
mis ve kaynasmalar artmisti. GBM’lerde incel-
me podosit ayakgiklari, kayboldugu ciplaklas-
mis GBM bolgelerine siklikla rastlandi. Peri-
mezengial sahaya yakin artmis mezengial mat-
riks i¢inde depositler gorildii.

Proteiniiri oncesi grubun laboratuar bulgu-
larinda anlamli bir farklilik saptanmadi. Akut
nefroz grubunda ise proteiniiri 5,04+2°den
91,34491 mg/24 saate yiikseldi. Serum albu-
min anlamli olarak 3,2340,1°den 2,5+0,63 g/
dl’ye, kreatinin klirensi ise anlamli olarak
0,5540,8’den 0,38+0,28 ml/min’e azaldi.

Bulgularimiz bize PAN nefrozizde; 1- ilk
etkilenen hiicrelerin podositler oldugu, 2- Pro-
teiniiri artis1 serumalbumin ve kreatinin kliren-
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si azalmasi ile slit-pore sayisi azalmasi arasin-
da iligki oldugu, 3- Baslangigtaki protein gegi-
sinde podositlerle endositozla alinan proteinle-
rin lizozomal aktivite ile pargalanarak sekret
edildigi intrasitoplazmik yolun kullanildigini,
4- Yiiksek proteiniiridan ise podosit ayakgikla-
r1 kaybi neticesi olusmus ¢iplaklasmis GBM
bolgelerinin sorumlu oldugu ve podositlerde
apopitozisin indiiklendigini diistindiirmektedir.
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