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OZET

Bobrekte filtrasyon igleminin surekli ve saglikli sekilde surdurtlmesi,
glomeruler filtrasyon bariyerinin yapisinin korunmasiyla mumkuindir. Bu
bariyerin bozulmasiyla glomeruler hastaliklar olusur. Podosit zedelenmesi ve slit
diafram proteinlerindeki degisiklikler, glomeruler hastaliklarin tanisinda,
hastaligin  aktivitesi ve tedaviye yanitin degerlendiriimesinde faydall
olabilmektedir. Podositlerin ve slit diyaframin, proteinurilerdeki nemi bilinmekle
birlikte, bu etkinin hangi mekanizmalar Uzerinden ydradaga acgikhiga
kavugsmamistir. Ayrica, farkli glomerulopatilerde  slit diafram proteinlerinin
ekspresyonlarinda degisiklik olup olmadigi konusunda farkli sonuglarla
kargilagiimigtir.

Biz c¢alismamizda insan podositopatileri grubunda, slit diafram
proteinlerindeki (nefrin, podosin, CD2AP, aktin, p-kaderin) dedgisiklikleri
belirlemeyi ve podositlerdeki ve filtrasyon bariyeri yapisindaki morfolojik
degisiklikleri elektron mikroskopik duzeyde kaydetmeyi amacladik. Arastirmada
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim ve Uygulama Hastanesi i¢ Hastaliklar
Anabilim Dali Nefroloji klinigine 2005-2011 yillari arasinda bagvuran ve igne
biyopsisi alinarak incelenmek Uzere Histoloji ve Embriyoloji AD Elektron
Mikroskopi laboratuarina gonderilen bloklanmig hasta bdbrek dokularini
kullandik. Membran6z Glomerulonefrit, Minimal Degigiklik Hastaligu,
Membranoproliferatif Glomerulonefrit ve Fokal Segmental Glomeriloskleroz
klinik tanili hastalardan beser hasta igeren dort grup olusturduk. Kontrol grubu
olarak 2005-2011 yillari arasi basvuran, glomeruler hasari bulunmayan
tubulointerstisyel nefrit tanisi almig dort hastanin  bloklanmis dokularini
kullandik.Hastalarin biyopsi materyallerini ultrastriktirel olarak morfolojik
duzeyde inceledik. Ayrica anti-nefrin, CD2AP, podosin, aktin ve p-kaderin
antikorlari ile immunelektron mikroskobik isaretleme yaptik.

Morfolojik inceleme sonucunda, pedisel duzlegsmesinin yogun oldugu
alanlarda her hastalik grubunda farkli bir aktin yogunlasmasi paterni gorduk.
Aktinin primer patolojinin lokalizasyonuna gore farkli sekilde yogunlastigini ve

yer yer patolojik bolgeyi sinirlamayi hedefledigini diugunduk. Podositte filtrasyon
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yarigi ve slit diafram vyapilarinin farkli hastalik gruplarinda degiskenlik
gosterdigini izledik.

immiinelektron mikroskobik isaretlemelerde, nefrin ekspresyonunun
inceledigimiz tum hasta gruplarinda kontrole gore azaldigini gorduk, en iyi
isaretlenmeyi minimal degigiklik hastaligi grubunda gorduk. Aktin ekspresyonun
hasta gruplarinin hepsinde kontrole gore arttigint gordik. CD2AP’nin
membranoproliferatif glomerulonefrit hasta grubunda kontrole en vyakin
ekspresyonu gosterdigini, diger gruplarda ekspresyonun azaldigini goérduk. P-
kaderin ekspresyonunun da tum hasta gruplarinda azaldigini gérdik. Podosin
minimal degisiklik hastaliginda kontrol grubu kadar eksprese olurken diger
hasta gruplarinda ekspresyonun azaldigini gorduk.

Proteinurinin  olugmasinda, slit diafram yapisindaki  molekuler
degigsikliklerin esas belirleyici oldugunu dusunduk. Slit diafram yapisi iyiyse,
proteinlerin ekspresyonlarinin da iyi dizeyde oldugu ve ayni oranda tedaviye
yanitin da iyi oldugu kanisina vardik. Bu proteinlerin takibinin, tedaviye yanitin

degerlendiriimesinde yardimci olabilece@i sonucuna vardik.

Anahtar kelimeler: Podosit, Filtrasyon Yargi, Slit Diafram, Nefrin, CD2AP,
Podosin, Aktin, P-Kaderin



ABSTRACT

A constant and healthy working renal filtration process relies on the
protection of glomerular filtration barrier. Distruption of this barrier can cause to
glomerular diseases. Observation of podosit damage and alternations in slit
diaphragm proteins can be beneficial for evaluating the disease activation and
treatment response in the diagnosis of glomerular diseases. Despite the
knowledge of importance of podocytes and slit diaphragm proteins on the
proteinuria, the underlying mechanisms are still not known. Besides, the related
literature is not agreed on the expression behaviour of slit diaphragm proteins at
glomerulopathies.

In our study, its aimed to study the alternations of slit diaphragm proteins
(nephrin, CD2AP, podocin, actin and p-cadherin) as well as morphological
changes in the podocytes and filtration barrier via electron microscopy. At this
study, we used the renal tissue blocks prepared from the needle biopsy
specimens of the patients who applied to the Nephrology Clinics of the Internal
Diseases Department of Mersin University Education and Research Hospital
during 2005-2011. We formed four different disease groups (n=5 for each
group) of those tissue specimens of the patients who diagnosed with
membranous glomerulonephritis, minimal change disease,
membranoproliferative glomerulonephritis and focal segmental
glomerulosclerosis. As the control group, we used the kidney samples of the
patients registered during 2005-2011 who had no glomerular damage but
diagnosed with tubulointerstisial nephritis.

We examined tissues ultrastructurally for morphological evaluation. Plus,
we carried out immunoelectron microscopic staining by using nephrin, CD2AP,
podocin, actin and p-cadherin antibodies. By using immuno-electrone
microscopic staining, each antibody used in the study showed different
expression profile.



Upon the morpholgical evaluation, its seen that each disease group
exhibited a different actin density at the effacement foot process areas. More
elaborately, actin denisty was observed to be depended on the localization of
the primary pathology of disease. At some areas, this density was postulated to
restrict the pathological territory. Filtration slit and slit diaphragm formations in
the podocytes were seen to be differential depending on the disease groups.

By immunoelectron microscopic staining, nephrin expression was
reduced at all the disease groups as compared to the controls and the minimal
change disease group was stained at the highest quality among all the tissues.
Also, actin expression was higher than the controls of all the groups. CD2AP
was almost equal to the controls at the membranoproliferative
glomerulonephritis group while decreased at the rest of the groups. P-cadherin
expression was reduced at all the disease tissues. Additionally, podocin
expression was not different at minimal change disease while decreased at the
other tissues comparing to controls.

As a result, we postulate that molecular changes in the slit diaphragm
formation are the main determinant of the proteinuria. Moreover, if the slit
diaphragm formation is good, protein expressions and treatment response are
observed to be better. To sum up, we suggest that above mentioned proteins
could be used as markers for evaluating the treatment response.

Keywords: Podocyte, Filtration slit, Slit diaphragm, Nephrin, CD2AP, Podocin,
Actin, P-cadherin



GIRIS VE AMAG

Her bir bobrek, icerdigi yaklasik bir milyon glomerul sayesinde, suda
¢bzunen plazma artik Urdnlerini glomeruler filtrasyon yolu ile elimine eder.
Ancak bobrege kan akimi yoluyla gelen her molekul ultrafiltrat olarak atilmaz.
Makromolekuller ve albuminin atihmi glomeruler filtrasyon bariyeri tarafindan
engellenir. Filtrasyon igleminin surekli ve saglikli sekilde surdurilmesi, filtrasyon
bariyerinin yapisinin korunmasiyla mumkundur. Glomeruler filtrasyon bariyerinin
bozulmasi sonucunda glomeruler hastaliklar olusur. Glomeruler hastaliklar
bobrek hastaliklari icinde 6nemli yer tutmaktadir. Minimal degisiklik hastalig
(MDH), fokal segmental glomeruloskleroz (FSGS), membrandz glomerulonefrit
ve mezangioproliferatif glomerulonefrit podositopatiler grubunda oldukga sik
rastlanan hastaliklardandir.

Glomertler filtrasyon bariyerinin en Onemli elemanlari arasinda
podositler ve onlarin ayaksi uzantilari (pedisel) arasinda yer alan slit
diafram(SD) adi verilen membranlar bulunur. Elektron mikroskopi tekniklerinin
gelismesi ve slit diaframin segici gecirgenlikteki 6neminin anlagiimaya
baglamasiyla bu yapidaki morfolojik degisikliklerin ve slit diaframi olugturan
molekullerin saptanmasi agsamasi baglamigtir. Bu amagla slit diafram ile iliskili
¢ok sayida protein tanimlanmistir. Bunlardan ilk tanimlanani nefrindir. Yapilan
bazi caligmalarda, proteinuri ile seyreden bobrek hastaliklarinda, pedisel
duzlesmesi olan bolgelerde nefrin ekspresyonunun kontrollere gore azaldigi
belirlenmistir’? Bunun yanisira, slit membranda lokalize olan podosin, CD2AP,
P-kaderin, Neph 1 ve 2, FAT 1 ve 2, ZO-1 gibi ¢ok sayida protein

bulunmaktadir.

Podositlerin ve slit diaframin, proteinurilerdeki 6nemi bilinmekle birlikte,
bu etkinin hangi mekanizmalar Gzerinden yuriduigu agikliga kavusmamistir.
Ayrica, farkli glomerulopati durumlarinda slit diafram proteinlerinin
ekspresyonlarinda degisiklik olup olmadigi konusunda farkli sonuglarla
karsgilagilmistir. Biz calismamizda; insan podositopatileri grubunda sik rastlanan
bazi hastaliklarda slit diafram proteinlerindeki (nefrin, podosin, CD2AP, aktin ve
p-kaderin) degisiklikleri belirlemeyi, podositlerdeki ve filtrasyon bariyeri
yapisindaki morfolojik degisiklikleri kaydetmeyi amacladik. Bu degerlendirmeleri



elektron mikroskopik duzeyde gerceklestirmeyi hedefledik. Elde edilecek
bilgilerin;  proteinuri ile seyreden glomerulopatilerin mekanizmalarinin
belirlenebilmesine yardimci olabilecegi, ve glomeruiler hastaliklarin tanisinda,
diger hastaliklar ile aralarinda iligki ve benzerlik kurulmasinda ve tedavi

planinin olusturulmasinda yararl olabilecegi dusunulmektedir.

10



GENEL BILGILER

Nefron, bobregin fonksiyonel birimidir, bir glomertlden ve renal tubul
sisteminden meydana gelir. Glomerul, Bowman kapsulu tarafindan gevrili bir
kapiller halka agidir ve kanin filtrasyonunun ilk adimini yaratar. Glomerdl,
Bowman kapsulu igerisinde lokalize anastomozlagmig kapillerlerin bir demetidir.
Glomeruler kapiller duvar, filtrasyon fonksiyonuna imkan veren kompleks bir
morfolojiye sahiptir. Glomeruler kapiller duvar yapisi ¢ok yonlu bir filtredir;
albumin ve daha buyuk molekdllerin filtre olmasina engel olurken, suyun ve

kuguk plazma ¢ozunenlerinin hizla idrar bogluguna gegisine izin verir.

Filtrasyon bariyerinde molekullerin hareketinin boyuta, sekle ve yuke
gore belirlendigi saniimaktadir.

Glomerul Ug yerlesik hicre tipinden olusur: podositler diye de bilinen

visseral epitel hucreleri, glomeruler endotel hucreleri ve mezangiyal hiicreler.?

Filtrasyon bariyeri, bu hucrelerden ilk ikisinin olusturdugu g tabaka igerir:
fenestrali endotel hucreleri, glomeruler bazal membran (GBM), ve en dista
podosit ayaksi uzantilarini birbirine baglayan slit diaframlar.

Glomeriiler Endotel Hiicreler

Glomertler kapillerlerin igi son derece 0zellesmis endotel hucreleriyle
kaphdir(Resim 1). Podositlerden ve mezangiyumdan gelen vaskuler endotelyal
bayume faktori (VEGF) igeren sinyaller, endotele fenestrali bir fenotip
kazandirir.* Bu fenestralar endotel yiizeyinin %20’sini kaplar, sivi ve kiiglik
solutlerin filtrasyonunu kolaylastirir.

Filtrasyon yolunun ekstrasellller oldugu dusunulmektedir, filtrat endotel
fenestrasi sayesinde once glomeruler bazal membran (GBM) sonra da podosit
ayaksi uzantilari arasinda lokalize filtrasyon sliti sayesinde idrar bosluguna
geger. Filtrasyonda glomeruler endotel hucrelerinin rolu ¢ok iyi anlagilamamistir.
Olgun endotel hucrelerinde fenestralarin diaframlari bulunmadigindan, plazma
makromolekiilleri igin ancak bir bariyer gibi gérev yapabilir.> Endotel hiicreleri,
etkin sekilde glikokaliks ve bazal membran sentezlerler. Glomeruler endotel
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hicrelerinin ylzeyi negatif yukli glikokalikse sahiptir, bu tabaka filtrasyon
bariyerinin, filtre edilen molekillerin tasidigi elektriksel yiuke gbre secici
davranmasina katkida bulunabilir.® Bu glikokaliks 100-300 nm kalinlikta
proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar, glikolipidler ve tutulmus proteinlerle iliskili
bir membran tabakasidir. Albumin filtrasyonunun Onlenmesinde endotel
hicrelerini 6rten glikokaliksin 6nemli roli oldugu fikri, yakin zaman o6nce

hyaluronidaz enzimi ile endotel yuzeyinin bozulmasinin, albuminuriyle

sonuglanmasiyla dogrulanmistir.”

R e BN 258 K AR RN
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Resim 1: Glomeriler endotel fenestralari, altinda GBM, daha altta podosit ayaksi uzantilari ve

aralarinda slit diaframlar

Glomeriiler Bazal Membran

Filtrasyon bariyerinde orta tabaka GBM'den olusur, ona podositler ve
endotel hucreleri tutunur. GBM tipik bir bazal membran gibi incelenebilir: ince
yap! duzeyinde incelendiginde elektron dens bir lamina densaya sahiptir,

endotel hlcresi ve podositle arasinda lamina rara interna ve eksterna bulunur.
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GBM bazi atipik baglanmalara da sahiptir, diger bazal membranlarla
kiyaslandiginda kalin oldugu gorulir; ¢unku glomerilogenez boyunca iki farkl
bazal membranin, endotel ve podosit bazal membranlarinin birlesmesiyle
olusmustur.®. GBM diger bazal membranlarin goguyla kiyaslandiginda 6zel bir

kompozisyona sahiptir, ve bu durum ona essiz fonksiyonel 6zellikler kazandirir.

GBM baslica laminin ve tip IV kollajen polimerlerinden olusur.® Bu bilesim
glomeriiler gelisim boyunca degisir."® Baslangigta hem endotel hiicreleri hem de
podositler laminin a1B1 uretirler, sonra gelisim boyunca laminin replasmani
meydana gelir, ayni hucrelerin a5B2 laminin Uretmesi sonucunda kalici laminin
formu olusur." Kollajen a1a2a1 (1V) ag ilk olarak fetal gelisim boyunca endotel
hiicreleri tarafindan Uretilir.'" Bu agin yerini daha sonra, sadece podosit
tarafindan Uretilen a3a4a5 agi alir. Bu agin yoklugu Alport Sendromu gibi bazi
bébrek hastaliklariyla sonuglanir.™

Glomertler filtrasyon bariyeri, plazma makromolekullerinin boyut, bigim
ve ylkiine gére gegcislerini kisitlayan secici bir filtre gibi davranir.'*'® Negatif
yuklt molekuller nétral molekullerden daha az miktarda filtre edilir, pozitif yukla
molekullerin gegigi ise daha kolaydir. GBM, tip IV kollajen, laminin, nidojen ve
proteoglikanlarla sikica c¢apraz baglanmis molekller bir iskeletten
olusmustur."' Bazal membrana spesifik heparan siilfat, proteoglikanlar
perlekan'® ve agrin'’ GBM'nin bilesenleridir. Tip IV kollajen ve laminin GBM’a
destek saglar, podositlerin ve endotel hiucrelerinin adezyonunda rol oynayabilir.
GBM'nin buylk plazma proteinlerinin karsi yone gegcisini kisitladigi kabul

edilir.'819

Podositler

Glomertuler kapiller duvarin en distaki tabakasini podositler olusturur.
Podositler glomeruler visseral epitel hicresi diye de bilinirler. Essiz bir anatomik
yapiya sahip olan podositler, Bowman araligi i¢ine otururlar ve bdylece primer
filtratla yikanirlar. Podosit hlcre govdesi uriner boslukta yuzer. Podositler;
filtrasyon bariyerinin korunmasi, glomeruler filtrasyonun dizenlenmesi, kapiller
yumagin desteklenmesi, GBM yapimi ve yikimi ile immunolojik fonksiyonlari

kapsayan cesitli glomeruler fonksiyonlarda g('jrevlidir.20 Glomertler kapillerler,
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bitisik podositlerin ayaksi uzantilarinin kenetlenmesiyle digaridan sarilirlar.?!
Podosit hlcre govdesinden c¢ikan ve primer (major) uzantilar olarak
isimlendirilen hlcre uzantilari genigleyerek kapiller halkaya dogru uzanirlar.
GBM yuzeyinde bu uzantilar daha fazla bolinur, olugsan terminal ayaksi
uzantilar kenetlenmeler yaparak GBM'in dis yiiziinii érter (Resim 2)%. Ayaksi

uzantilar integrinler ve distroglikanlar araciligiyla GBM ile baglantilidirliar.?

A

Resim 2: % Podosit hiicre gbvdesinden gikan hicresel uzantilar primer uzantilar, bu uzantilar
daha fazla boélinir GBM’'nin dis ylzini orten terminal ayaksi uzantilan olusturur.

Podositin Farklilagmasi

Glomeruler geligsim dort evreye ayrilir;

-Renal vezikll evresi,

-S-benzeri yapi evresi,

-Kapiller halka evresi,

-Olgun glomeriil evresi.?®

S benzeri yapi evresinden kapiller halka evresine ilerleme podositlerin
farklilasmasinda kritiktir.>?* Bu gecis sirasinda, olgunlasmamis podositler
mitotik aktivitelerini kaybederler, essiz ve kompleks hucre yapilari kurulmaya
baslar, ayaksi uzantilar belirginlegir ve hucre-hucre baglantilarinin kurulumuyla
slit diafram olusur.?® Olgun podositte hem epitelyal 6zellikler (apikal ve bazal
yuzde hucre polaritesi belirlenmigtir), hem de mezansimal 6zellikler (bir ara
filaman proteini olan vimentinin de novo ekspresyonu, desmozomal proteinler

ve E-kaderin gibi epitelyal markerlerin kaybi ve parsiyel motilite) mevcuttur.?®

14



Podosit Fonksiyonu ve Yapisina Genel Bakig

Podositler, bariyer fonksiyonu ve normal kapiller yapiyr devam ettirmede
mekanik duyarl hucreler olarak gorev yaparlar.26 Tamamen farklanmig bir
podosit; Uriner boslukta lokalize ve zengin bir hucre iskeleti agina sahip bir
hlcre govdesinden, major uzantilardan, major uzantilarin dallanmasiyla olugan
ayaksi uzantilardan ve kendisini GBM'na baglayan bazi integrinler ile a ve
distroglikanlardan olusur (Sekil 1).>?7
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é [ )
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TRENDS in Cell Biology

Sekil 1:*®* Major uzantilar(MP) mikrotiibiiller ve ara filamanlar igerirler. Komsu ayaksi
uzantilar(FP) F-aktin, miyosin Il, alfa aktinin-4 (A) ve sinoptopodin(S) iceren kontraktil aygitlarla
baghdir. Adaptér proteinler a (a) ve 8 (b) integrin tarafindan GBM’'na baglanirlar.

Podosit hicre govdesi, nukleus, Golgi aygiti, endoplazmik retikulum ve
mitokondriyon gibi hlcre organelleri igerir. Major uzantilarin esas pargasi,
mikrotubuller ve vimentin ara filamanlarindan olusur (Sekil 1)28. Podosit ayaksi

uzantilari, komsu podositlerin ayaksi uzantilariyla karakteristik ve spesifik bir
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sekilde kenetlenir. Bu kenetlenme bolgeleri, slit diaframin koprulesmesiyle
olusmus modifiye bir baglanti kompleksidir.>2>2°

Podosit ayaksi uzantilarinda organel bulunmaz. Burada bulunan hucre
iskeleti, son derece organize paralel ve kontraktil aktin filaman demetlerinden
meydana gelir (Sekil 1)®. Podosit ayaks! uzantilari iginde yer alan hiicre
iskeletinin dinamik olarak duzenlenmesi, podositin fonksiyonunu tam olarak
gerceklestirebilmesi icin onemlidir. Ayaksi uzantilar fonksiyonel olarak apikal
membran bdlgesi, slit diafram bdlgesi ve bazal membran bodlgesi olmak Uzere
ic farkli membran bélgesi halinde incelenebilir (Sekil 2)®. Bu membran
bolgeleri, podositin hicre ici dinamiklerinden sorumlu 6zellesmis proteinler
icerir.2>%° Bu bdlgeler birbirine ve kontraktil yapiya aktin iskeletle baglidir.® Bu
membran bodlgelerinin ve onlarin 6zellesmis proteinlerinin  fonksiyon ve
ekspresyonlarinda her gesit bozulma, aktinde yeniden duzenlenmeye yol acar.
Ayaksi uzanti yapilarinin kaybi, ayaksi uzanti silinmesi diye bilinir ve

proteiniiriye isaret eder.?>’

Sekil 2: ?® Solda TEM fotografinda ayaksi uzantilarin merkezinde kontraktil aktin demetler siyah
cizgiyle cevrilmis, SD’In sitoplazmik tutunma yerinde elektron dens materyal siyah oklarla
gosterilmigtir. Sagda sematik resimde podosit ayaksi uzantilarinda Ug¢ membran bdlgesi
tanimlanmigtir; apikal (AMD kirmizi), bazal (BMD mavi) ve SD boélgesi(SD siyah). Bu Ug
bélgenin hepsi alttan destekleyen aktin iskelete(gri bolge) baglanirlar, aktin iskelet araciligiyla

diger bolgelere de baglanirlar. Ortada kontraktil aygit(CA).

Ayaksi uzantilarin podokaliksin iceren apikal yuzeyleri, sialoproteinden
zengin bir ortayle (glikokaliks) kaplidir. Negatif yuklu podokaliksin molekulleri,
bitisik ayaksi uzantilar birbirinden iter ve Bowman aralidi igine plazma filtratinin

gegcisi icin slitin acik tutulmasini saglar.*
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Podositlerin komgu ayaksi uzantilari, slit diafram adi verilen son derece
Ozellesmis hucre-hlcre kavsaklari tarafindan birbirine baglanmigtir. Elektron
mikroskopik duzeyde slit diafram, GBM’'In hemen altinda, ayaksi uzantilar
arasinda, ince tek pargall bir gizgi gibi gorulebilir. Ayaksi uzantilarin Ug¢ plazma
membran bolgesi (bazal, apikal ve SD bdlgeleri), aktinden kurulmus iskelet
araciligiyla birbirine baglanir (Sekil 2)28. Ayaks! uzantilarda aktin, iskeletin
batinlugu igin gereklidir. Glomeruler filtrasyon bariyerinde podosit aktin iligkili

proteinlerde defekt, proteiniriyle sonuglanir.3**

Major uzantilar ve hucre govdesindeki hicre iskelet proteinlerin aksine,
ayaksi uzantilar aktin, miyosin-ll, alfa-aktinin, talin ve vinkulinden olusmus,

temelde kontraktil bir mikrofilaman yapiyla donatilmigtir.>>°

Ayaksi uzantilarin molekuler iskeleti aktin flamanlarindan ve aktin iligkili
proteinlerden, miyosin, alfa aktinin ve sinaptopodin gibi proteinlerden meydana
gelir. Bu proteinler, podositteki aktin iskeletin dlizenlenmesi, onun dinamik
sekilde korunmasi  ve reorganizasyonun saglanmasi igin kritk Oneme

sahiptir.>®*’

Aktin baglayan proteinler, alfa aktinin 4 ve sinaptopodinin, aktin
demetleriyle iligkili oldugu bilinmektedir.’®® Alfa aktinin-4, aktin filamanlarini
capraz baglayan proteinlerden aktinin ailesinin bir Gyesidir. Glomertlde, alfa
aktinin-4 sadece podositlerde eksprese olur, ACTN4 gen kodlayan alfa aktinin-4
de mutasyonda ailesel FSGS’'ye sebep olur, hastaligin baglangicinda farkli
zamanlarda ayaksi uzantilarda silinme vardir.®® Genleri tahrip edilmis
(knockout) veya alfa aktinin-4'Un agiri eksprese oldugu farede ayaksi

uzantilarda silinme ve proteiniiriye yol agar.”’

Podosit fonksiyonunun ana merkezini ayaksi uzantilar temsil eder,
fonksiyonel ¢ membran bolgesinin tumu fiziksel ve fonksiyonel olarak ayaksi
uzantilarin aktin iskeletine baglidir, aktin yapimi podosit fonksiyonunda ve

disfonksiyonunda ortak paydadir.>®#?
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Slit Diafram

Komsu podosit ayaksi uzantilari birbirine ge¢gmis tarak benzeri bir yapi
gibidir, birbirinden 35-45 nm’lik filtrasyon poru denilen yariklarla ayrilmistir. Slit
diafram denilen ince membrandz yapilar bu yariklari koprulestirir. 1974'de
Rodewald ve Karnovsky elektron mikroskopik incelemelere dayanarak, slit
diaframin hicre membranlarina paralel uzanan ince gubuk benzeri yapilarin bir
araya gelmesiyle olusan fermuar benzeri bir yapiya sahip oldugunu rapor

etmislerdir .*3

Onlarin ortaya koydugu modele gore SD, komsu ayaksi uzantilarin hicre
membranindan, merkezde uzunlamasina yerlesen bir filamana kadar uzanan
capraz koprulesmeler igerir. Daha sonra elektron tomografik calismalarla
Wartiovaara ve Ofvastedt bu yapinin sarmal sekilli bir ag oldugunu
belirlemislerdir.** Slit diafram intraglomeriiler basing degisikliginde podositlere
elastikiyet saglar, ayrica podositleri apikal ve bazolateral bolumlere ayirarak
fonksiyonel agidan hucresel polarite kazandirir. Nefrinin 1998'de kesfedilmesi
sonucunda slit diaframin fonksiyonu ve yapisinin incelenmesi igin yeni firsatlar
acilmigtir. Bu protein Fin tipi konjenital nefrotik sendromlu hastalarda pozisyonel
gen mutasyonu sayesinde kesfedilmigtir. Fin tipi konjenital nefrotik sendrom,
masif proteiniiri ve SD’da (nefrin) yokluguyla karekterize bir hastaliktir.*®

Slit diaframlar, “Erken S benzeri yapi doénem”inde olusan, epitel
arasindaki apikal baglanti kompleksinden koken alan yapilardir. Ayaksi
uzantilarin baslattigi kenetienmeyi siki baglantilar sabitlestirir.**"*®  SD’lar
“Kapiller halka evresi” suresince gorulur ve yavag yavas siki baglantilarin yerini
alir. Proteinuri ve ayaksi uzanti kaybi veya silinmesiyle birlikte olan bir gok
hastalikta restorasyon vardir ve siki baglantilar bitigik ayaksi uzantilar arasinda
tekrar goriinir.***® Yakin zamanlarda SD’da molekiiler destek saglayan yeni
yapilar bulunmustur. Nefrin, podosin ve Neph1 gibi diger kavsaklarda
bulunmayan bazi integral membran proteinleri, SD’da tanimlanmigtir. Bu
Ozellesmis SD proteinlerine ek olarak, bir dizi protein, diger konumlardaki
baglantilarla birliktedir, SD’larda da yodundur, P-kaderin, FAT, B-catenin, ve
p120 catenini kapsayan baglayici tip kavgaklar(adherens junction) proteinleri,
Z0-1, CD2AP, MAGI-2 ve CASK gibi yapi proteinleri ve IQGAP ve a-actinin 4
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iceren aktin baglayan proteinler bunlardandir.>*?> SD’lar P-kaderin ve
cateninleri iceren bagdlayici tip kavsaklarla bazi morfolojik 6zellikleri
paylastigindan, SD’larin modifiye olmus baglayici tip kavsaklar temsil ettigi
kabul edilir.>® Ancak, siklikla siki baglanti birimleriyle birlikte bulunan (6r. ZO-
154%% MAGI-2 ve CASK®®) bazi yapi proteinleri de SD’da mevcuttur ve nefrinle
birlikte gosterilmigtir. Tipik siki baglantilardan koken almalarina dayanilarak,
onlarin nefrozda siki bagdlantilarla yer degistirdikleri diistiniilmektedir.**°

SD’larin normalde siki baglantilarla iligkili membran proteinlerini de igerebilecegi
dusunulerek; morfolojik, biyokimyasal, ve bioinformatik teknikler kullanilarak
siki baglanti proteinlerinin ekspresyonlari incelenmigtir. SD’da bazi siki baglanti
proteinlerinin varligi tesbit edilmigtir. Onlarin SD proteinleriyle etkilesimleri, hem
normal, hem de puromisin aminonukleozid (PAN) ile deneysel nefrotik sendrom

olusturulmus siganlarda gésterilmistir.>’

Tablo 1: Baz Slit Diafram Proteinleri

Nefrin

NEPH 1-2

Podosin

CD2AP

FAT 1

Adaptor Protein NCK

ACTN 4

Transient receptor potential cation channel 6 (TRPC6)

Tight junction proteinler (junctional adhesion molecule A,occludin, cingulin)

Slit Diafram ve Aktin

Podosit ayaksi uzantilari, aktin demet ve liflerinden meydana gelen ve
omurga gorevi goren bir iskelete sahiptir. Aktin filamanlari hem podositlere, hem
de ayaksi uzantilara sekil verir ve esneklik kazandirir. Ayni zamanda hareket
etmesini de saglar. Aktin filamanlari bazal membrana ve slit diaframa ¢ok
sayida adaptor protein sayesinde tutunur. Rho GDla, podokaliksin, FAT1, Nck
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Y2, sinaptopodin gibi proteinler, podositlerdeki aktin demetlerinin olusturdugu
iskeleti duzenleyen proteinlerdir ve glomeruler filtrasyon bariyeri igin kritik
oneme sahiptirler.®® Aktinle slit diafram arasinda proteinlerden olusan bir

baglanti zinciri bulunur.

Podositlerde yer alan aktin demetlerinin olusturdugu iskelet, hicrenin
normal yapisinin devamliligi ve glomerulin segici gegirgenligi igin kritik oneme

sahiptir. Bu yapilardaki mutasyonlar degisik klinik tablolara neden olabilirler.*®
Podositte aktin olugsumu nasil duzenlenir?

Rho GTPazlar, butin Okaryotik hucrelerde ¢ok sayida sinyal
transduksiyon yolagini kontrol eden molekuler anahtarlardir, asil rollerinin aktin
dizenlenmesi oldugu bilinmektedir. Podositlerin apikal ylzeyinden eksprese
edilen major sialoglikoprotein olan podokaliksin, Rho A’y sodyum-hidrojen
degistirici duzenleyici faktor (NHERF) ve ezrin Uzerinden aktive ederek, aktin
filamanlarin yeniden dagilimina yol acar. Podokaliksin eksprese etmeyen
farelerde ayaksi uzantilar ve SD olugsmaz. Sinaptopodin pedisel duzlesmesinin
tamirinde onemli rol oynar. Podositlerdeki Rho GTP’azlarin dengesi ayaksi

uzantilarin diizlesmesinde ve proteiniiride kritik bir rol oynar.®®
Slit Diafram Proteinleri

Slit diaframla iligkili proteinler nefrin, podosin, CD2AP, P-kaderin, Neph1
ve FAT1 gibi proteinlerdir (Tablo 1).°" Bu proteinler ayaksi uzantilarin seklinin
korunmasinda onemli oldugu gibi sinyal vyollarinda, endositozda, hucre
farklanmasinda, podosit canliiinda ve bazal membran igin heparan sulfat

uretiminde de rol oynamaktadirlar.

Nefrin
Nefrin immunglobulin ailesine ait bir proteindir ve slit diaframin énemli bir

bilesenidir. Molekil agirhgi 185-200 kDa kadardir.”? Bir adezyon molekiilil

olarak degerlendirilir. Slit diaframin filtrasyon bariyeri niteligini fiziksel olarak
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nefrin molekulleri saglar. Slit diaframin yapisal agidan anahtar bileseni nefrindir.
Nefrin transmembran yoldan uyari gonderir, fosfatidilinositol-3 kinaz yoluyla
protein kinaz B'yi aktive eder.®? ilk kez 2006 yilinda Jones ve arkadaslari,
nefrinin Nck adaptor proteinleri ile etkilesim gosterdigini ve bu etkilesimin hicre
iskeletini olusturan aktin filamanlarinin yeniden yapilanmasini sagladigini

gostermislerdir.®®

1998’de Tryggvason, nefrini kodlayan NPHS1 gen mutasyonunun, Fin
tipi konjenital nefrotik sendroma sebep oldugunu g('jstermigtir.64 Nefrin 8 distal
IgG benzeri motifli kisa bir hicre igi pargasi olan, ve bir proksimal fibronektin tip
[l benzeri motifli bir hicre disi pargasi olan bir transmembran proteindir (Sekil
3). Nefrinin hicre disi parcasinin boyu yaklasik 35 nm dir. Nefrin molekullerinin

SD’da por yapisi olusmasiyla iliskili oldugu diisiinilmektedir.®>°

Yuksek ¢Ozunurlukli elektron tomografi metoduyla slit diaframin
caprazlasmis kivrilan ipliksi yapilardan olustugu, albumin buyukligunde veya
daha kuguk boyutta porlarin bu bolgede lokalize oldugu gdsterilmistir (Sekil
3).%2% immun elektron mikroskobi ve elektron tomografi yéntemlerinin
kombinasyonuyla, nefrinin distal IgG1 ve 1gG2 moatiflerinin slitin orta kisminda
lokalize oldugu gdsterilmistir.®’

Nefrinin hucre disi bolumleri hicre yuzeyindeki proteinlerle iligkili
g('jrijnmektedir.68 Komsu ayaksi uzantilarin nefrin molekdlleri, slit ortasinda
birbirleriyle etkilesir. Nefrin gen mutasyonlari, aktinin olusturdugu hucre
iskeletinde parcalanmalara ve glomeruler hastaliklara neden olur. Nefrin gen
ekspresyonunun duguk yogunlukta olmasi, mutasyon olmasa da podosit hasari
ile sonugclanabilir, klinik olarak minimal degisiklik hastaligi tablosu ortaya
cikabilir.®®
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Sekil 3: 2 a) Nefrin molekili bir hiicre i¢i C-terminal bolge igerir, bir transmembran bdlge ve
sekiz 1gG benzeri motifli ve bir fibronektin tip Il benzeri(FN) motifli hiicre digi bdlge igerir.b)
Podosit hcrelerinden ayrilan komsu ayaksi uzantilarin nefrin  molekdllerinin - homofilik
etkilesimler  sayesinde slitin merkezinde etkilestikleri dustunulmektedir, bdylece merkezi
dansitenin her iki yizU Uzerine porlarla fermuar benzeri bir yapi olusur.c) Nefrin molekillerinin
ayrica kisa Neph molekilleriyle hicre yilzeyinde etkilestigi dusinilmektedir. d) SD'nin
elektron tomografik analizi, aslinda bir por membran oldugunu dogrulamstir. ipliksi(filamentéz)
yapilar muhtemelen nefrinin hicre digl bélimindn proksimal kismini temsil eder. Por yapilari ve

porlarin albumin molekili kadar veya daha kiiglk oldugu gosterilmistir.
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SD'In sitoplazmik eklenme yerinde, ZO-1,">"" podosin,’*”® CD2AP,"*"°
ve densin proteinleri’® mevcuttur. Bu proteinlerin birbirleriyle etkilesime girdigi
biyokimyasal metodlarla kanittanmistir.”” Bazi podosit proteinlerinin kesfi ve
onlarin nefrin,’®”® CD2AP,?° alfa-aktinin 4,*° podosin,2’ TRPC6,%% ve Neph
1, iceren mutasyonlarinin incelenmesi, proteinurinin patogenezine Isik
tutmustur ve glomerduler filtrasyon bariyerinin fonksiyonunun surdurilmesinde

SD ve podositlerin kritik roll vurgulanmistir.
Podosin

Podosin, stomatin protein ailenin bir Uyesidir, yalnizca podositlerde
SD'da eksprese olur. Molekil adiri§i 42 kDa kadardir.??> Glomeriler slit
diaframin temel bilesenlerinden biridir. Slit diaframin diger proteinleri ile birlikte
podosit ayaksi uzantilarinin iskeletini olugturur. Podosini kodlayan gen (NPHS2)
kromozom 1q25-31'de lokalizedir.”” ilk kez 1995 yilinda Fuchshuber ve
arkadaslan 1. kromozom uzerinde steroide direngli nefrotik sendrom igin bir
lokus tesbit etmislerdir, daha sonra ayni arastirmacilar bunun NPHS2 geni
oldugunu ve podosin diye isimlendirilen bir transmembran proteini kodladigini
ortaya koymuslardir.?*®> NPHS2 (podosin) geninde mutasyon konjenital nefrotik
sendrom Tip Il olarak bilinir.

Podosinin NPHS2 geni tarafindan kodlandiginin ortaya ¢ikmasindan
sonra cesitli hastaliklardaki rolii daha cok tartisiimaya baslanmistir.?%” Podosin
membrana bagh bir hicre igi proteindir ve slit diafram kompleksinin
organizasyonuyla iligkilidir. Slit diaframin baslangi¢ noktasinda podosit ayaksi
uzantilarinin membraninda lokalizedir, nefrinin sitoplazmik kismi ve CD2AP’ye
kendi C-terminusu araciligiyla baglanir, filtrasyon bariyeri fonksiyonunu ve
devamliigini saglar.®® Bu kompleksin sabitlestiriimesinde, nefrinin hiicre
iskeletine baglanmasinda ve endoplazmik retikulumdan hucre membranina
tasinmasinda gorev alir.2® Podosin lipid raftlarda kiimelenir. Lipid raft icinde
oligomer ve dimerler olusturarak sinyal fonksiyonunda da  gérev alir.®
Podosin-TRPC6 kompleksinin SD’da bir mekanosensor gibi fonksiyon yaptigi
diistinilmektedir.®’ Podosin genleri tahrip edilmis farede proteinuri ve giddetli
mezangiyal skleroz gelismis ve dojumdan sonra birkac giinde Slmistir.%?
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Podosin genleri tahrip edilmis farede SD’da nefrinin bulunmadigi
g('jsterilmigtir.92 Podosin mutasyonu otozomal resesif olmasina ragmen, erken
baslangicli cocukluk cagr FSGS gorlimistir.”® Podosindeki genetik
mutasyonlarin steroide direngli nefrotik sendroma yol acgtigi bilinmektedir.

CD2 iligkili Protein (CD2AP)

ilk olarak T lenfositlerde CD2 reseptérleriyle etkilesime giren bir adaptér
protein olarak tanimlanan CD2AP, ayni zamanda SD’in hicre igi tutunma
bolgesinde lokalize olmustur. CD2AP, 80-kDa bir proteindir, antijen sunan
hacreler ve T hucreleri arasinda baglantinin stabilizasyonu igin kritik 6neme
sahiptir.** CD2AP nefrinle podosin aracilifiyla etkilesime girer. Direk olarak
aktin liflerine baglanma kapasitesiyle aktin dinamiklerinde ve SD’in
devamlihginda 6nemli rol oynar. Ayrica CD2AP reseptor aracili endositozda da
gorev alir.*® CD2AP nefrine ve podosine baglidir, aktin iskeletinde sinyal
uyumunu saglamayla ilgilidir. CD2AP olmayan hayvanlarda glomeruler hasarin
yani sira podositlerin plazma proteinlerini endositozla almasinda da problem
g('jrijlijr.95 CD2AP genleri tahrip edilmig farede konjenital nefrotik sendrom
olusurken hayvanin bébrek yetmezliginden 6-7 haftada dldigi gorilmistir.*
Ek olarak, CD2AP ve sinaptopodin icin heterozigot bilesim, FSGS benzeri
glomeruler hasarli farede proteinuriyle sonuclanmistir.®® CD2AP mutasyonlari
FSGS'li hastalarda bulunmustur.®” Yakin zamandaki bir ¢alismada CD2AP’nin
sitozolik katepsin L'nin ekspresyonunu diizenledigi ortaya gikarilmigtir.%®

P-Kaderin

P-Kaderin, glomerul gelisiminin erken evrelerinde eksprese olur.*
Glomerulun “S benzeri evre’sinin ge¢ doneminde ise ZO-1 ve nefrinle birlikte
eksprese olur, eriskinlerde SD’da bulunur.'® Spesifik antikorlarla P-kaderinin

blokaji sicanlarda proteiniiriye yol agar.'
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Vaskiler Endotelyal Buyume Faktoru (VEGF)

Vaskduler endotelyal buyume faktora (VEGF), buyume faktorleri ailesinin
bir Gyesidir ve VEGF reseptorleri (VEGFR) yoluyla etkili olurlar. VEGF podosit
kaynakhdir, glomeruler endotel hucrelerin ve fenestralarin gelisiminde ve
fonksiyonlarinin siirdiiriimesinde cok énemli rolleri vardir.'® Ayrica, VEGF
endotel butunltgu ve mezangiyal hicreler icin de gereklidir. VEGF eksikliginde

endotel hiucre hasari, nefrin ekspresyonunda azalma, ve proteinuri gorulur.

VEGF uretimi podositlerde yaygindir ancak Uretimin nasil dizenlendigi
cok aclk degildir. Glomeruler bazal membran matriksi ile podosit etkilesiminin

bu ekspresyonu diizenledigi ileri striilmustiir.'®
Komsu Hiicreler ve Podositler Arasinda Haberlesmenin Onemi

Tam glomerdl fizyolojisine podositin - katkisini  degerlendirmek igin
podositin komsu hiicrelerle iliskileri tanimlanmalidir.® Podosit spesifik genleri
tahrip edilmis farede, endotel hucreleri Uzerinde etkili VEGF’in Uretimiyle saglikli
fenestrall endotelin siirdiiriilmesinde podositlerin rolii saptanmistir.’® Ozellikle
glomeruler hasari degerlendirirken, podositler ve mezangiyal hucreler
arasindaki iligki de dnemlidir. Podositlerden ve mezangiyal hucrelerden Uretilen
kemokinler GBM’a yapigmada ve onlarin lokal gogunde etkilidir. Bu kemokinler

ayni hiicreler lizerinde onlarin reseptorleriyle etkilesirler.'%%”

Podosit-GBM Arayuizu

Podosit ayaksi uzantilari, iki farkli hucre matriks adezyon kompleksi
Uyesi, integrinler ve distroglikanlar tarafindan GBM’na baglanir. integrinler
heterodimerik transmembran reseptorleridir, ~GBM'da onlarin ligandlarina
baglanirlar. Boylece matriks altina hicre sabitlenir. Podosit taban plaginda
major integrin a3p1°dir. Onun podosit morfolojisi ve fonksiyonu igin fizyolojik
uygunlugu ilk kez anti B1 integrin antikor enjeksiyonundan sonra kemiricilerde
proteinuri, GBM'dan podosit ayrilmasi ve ayaksi uzantilarin silinmesinde
gosterilmistir.'®® integrinler paxillin, talin, vinkulin, a-aktinin ve filamini iceren

aktin iligkili proteinler ve integrin takimi sayesinde hicre ici aktin iskelete GBM'i
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baglarlar. integrinler aktin filamanlari icin sadece bir fiziksel tutunma yeri
degildir, ayrica aktin dinamiklerini de duzenlerler, fokal adezyon kinaz
sayesinde hiicre digindan gelen uyariya cevap verilmesinde etkilidirler. integrin
bagli kinaz (ILK) hiacre sekli, motilitesi ve aktin polimerizasyonunun
ayarlanmasinda etkilidir. integrinler hiicresel olaylara cevap olarak, onlarin
adeziv karekterlerini de degistirebilirler.'®

GBM, integrinlere ek olarak, a ve [ distroglikan ve utrophin sayesinde
podosit aktin iskeletiyle baglantiidir.""® Bu adezyon molekiilleri, filtrasyon
bariyerinin fonksiyonu ve ayaksi uzantilarin yapisinin korunmasinda ¢ok
onemlidir. Bunlarda gorulebilecek herhangi bir defekt podosit hasari ve

proteiniiriye yol acar.""°
Glomeruler Filtrasyon Bariyerinde Sivi Akiginin Diizenlenmesi

Slit diafram komsgu ayaksi uzantilara baglanir, idrar icine buyuk
molekullerin  kagmasini engellemek icin esansiyeldir. Ancak, bu fiziksel
bariyerde buyuk molekullerin “tikanikhgindan” nasil kagabildigi bilinmemektedir.
2007 yihinda transmisyon elektron mikroskop incelemeleriyle, podosit ve GBM
arasinda yer yer "subpodositik aralik" adi verilen bir bosluk saptanmistir.”
Subpodositik aralik podosit hiicre govdesi ve onun major uzantilarina baglanan,
tim GBM'In %60°'n1 érten kisitli bir alandan meydana gelir.'"""  Salmon ve
arkadaslan perfuzyon yapilan glomerilde in vivo multiphoton goruntileme
teknigi kullanarak, subpodositik araliktaki proteinlerin yikanarak tikanikhgin
giderildigini gostermislerdir. Bunun da GBM boyunca podositin surekli
hareketiyle ters filtrasyon olusturularak yapildigini 6ne siirmislerdir.'™
Endositoz da podosit filtresinin  ttkanmasini  onleyen baska bir
mekanizmadir."”® Yakin zaman 6nce, albumin endositozu killtiir sartlarinda fare

ve insan podosit hiicrelerinde tanimlanmistir.’™
Proteinuri
idrarla guinliik protein atihmi fizyolojik kosullarda 150 mg'in altindadir ve

idrar volumune bagli olarak 2-10 mg/dl arasinda degisir. Tekrarlanan
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Olcimlerde 150 mg/gun Uzerinde protein atiliminin saptanmasi proteinuri olarak
adlandirilir. idrarla 24 saatte 3.5 gr ve (zeri protein atilimi veya kan proteinlerini

dusuren herhangi bir proteinuri nefrotik sendrom olarak tanimlanir.’®

idrarla atilan protein miktarinin dlglilmesi ve igeriginin belirlenmesi altta
yatan ciddi bir bdbrek hastaliginin ilk bulgusu olabilir. Proteinurinin takibi
tedaviye alinan cevabin degerlendiriimesinde de yardimci olur."®

Plazma proteinlerinin 1/3’G albumin, digerleri ise a, B, y globulinlerdir.
Molekul agirligi 40 kDa'dan kiuguk olan plazma proteinleri glomeruler bazal
membrandan direkt gegerek proksimal tubul hucreleri tarafindan geri emilir.""®
Molekul agirhigi 69 kDa olan albumin ¢ok dugsuk miktarlarda filtre edilir.
Proteinuri; glomeruler filtrasyon bozuklugu, tubdler sivida protein artigi ve
tubller emilimde degisiklik sonucu meydana gelir. Glomerller hastaliklar
genellikle nefrotik sendrom ile ortaya gikmakta ve glomeruler hastaligin
mekanizmasi énem kazanmaktadir.""® Onceden, glomeriiler bazal membran
yapisindaki degisiklikler ve ayaksi uzantilarin bazal membrandan ayrigsmasi,
proteinurinin temel nedeni olarak kabul gormekteydi. Gunumuzde bazal
membrani olusturan molekullerdeki degisiklikler ve elektriksel yuk degisikligine
neden olan antikorlar da proteinlriye neden olarak gosterilmektedir. Ancak tum
bunlarin proteinuriye sekonder gelismis olabilecegi fikri de mevcuttur.”"’
Elektron mikroskopik incelemelerde izlenen ayaksi uzantilarda silinme, epitel
hasarina sekonder olarak ayaksi uzantilarin hicre govdesine dogru
retraksiyonu ile olusmaktadir. Epitelde incelme ve erozyon sonucunda uriner
bogluk ile direk temasa gegen bazal membrandan protein kaybi
kacinilmazdir.""’

1998 yilinda Fin tipi konjenital nefrotik sendroma iliskin nefrin kodlayan
NPHS1 geninin bulunmasiyla proteinuri patogeneziyle ilgili énemli adimlar

118

atilmistir. Hayvan modellerinde nefrin eksikliginin masif proteinuriye yol

actigi  gosterilmistir.""®

Podosit zedelenmesi membrantz glomeruilonefrit,
minimal degisiklik hastahgi, fokal segmental glomeruloskleroz, diyabet gibi bir
cok hastalikta gorulmektedir. Erken donemde hastaliga bagli olmaksizin
morfoloji degismezken, slit diaframda molekuler yapida degisiklikler olmaktadir.
Glomeruler patolojilerde elektron mikroskopik incelemede; hucre govdesinde

zayiflama, podosit hipertrofisi, psodokist olusumu, lizozomal elamanlarin
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sitoplazmada birikmesi, ayaksi uzantilarda incelme ve duzlesme, epitel
vakuolizasyonu, siki baglanti formasyonu, filtrasyon yariklarinda azalma ve
epitelde yer yer bazal membrandan ayrilmalar gibi degisiklikler gériilebilir.%
Ayaksi uzantilarda silinme ile proteinuri arasinda bir iligski oldugu digunulmesine

ragmen bunun mekanizmalari halen arastiriimaktadir.®
Silinme ve Proteiniiri Patogenezi

Podositlerin molekuler patolojisine dayanarak ayaksi uzantilarda silinme ve
proteiniirinin dért major nedeni tanimlanmustir.'?%'2!

1) Ayaksi uzantilarin iskelet yapisinda bozulma aktin ve birlikte ¢alisan

proteinlerde reorganizasyona yol agar:
Ayaksi uzantilarin hucre iskeletinde bulunan dnemli molekuller aktin, a-aktinin
ve sinaptopodindir. Aktin, filtrasyon yariklarinin devamliliginda belirleyicidir. a
aktinin-4 aktine baglanir. a aktinin bazal membrandaki integrinler ve slit
diaframdaki beta-katenin molekulleriyle baglantih  oldugundan, ayaksi
uzantilarin degisik kisimlari arasinda baglantiyr saglar. Bu sebeple podosit
hasarinin sebebi veya bolgesi ne olursa olsun ayaksi uzantilarin silinmesinde
aktin iskelet ortak yolu olusturur.'®'? Ayaksi uzantilardaki ¢ fonksiyonel
bolgeden (apikal, bazal ve SD bodlgeler) birinin aktin iskeletinde olusan
degisiklik, koordine stres liflerinin, dens bir aga donusmesine neden olur. Bu da
ayaksi uzantilarin duzlesmesine yol acar. Aktin mikrofilamanlar artarak, bazal
hidcre zarina yapisan genis bir kusak olusturur. Bu genis kusak iginde aktin
bazli mikrofilamanlar her yone dogru seyreder. Bu durum elektron mikroskop
ile gosterilmistir. Shirato ve arkadaslari, a aktinin ve sinaptopodinin her ikisinin
de podositte pedisel silinmesiyle aktin demetleri kugsag! Uzerinde dagildigini
gostermislerdir.’®
Fizyolojik ve patolojik durumlarda podositlerdeki aktin demetlerinin

olusumunu diizenleyen molekiiler mekanizmalar ¢ok iyi bilinmemektedir.®
Yapilan calismalara gore SD’dan gelen sinyaller aktin reorganizasyonuna ve
bunun sonucunda ayaksi uzantilarin dizlesmesine neden olur. Ayaksi uzantilar

son derece dinamiktir, dakikalar iginde reorganize olabilirler.*
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Pedisel duzlesmesi geri donusumla veya geri donusumsuz olabilir.
Preeklampsi ve hayvan modelleri disinda hemen hemen tum proteinurilerde

pedisel diizlesmesi goriliir.®°

2) SD kompleksi ve lipid raftlarinin bodlgesel ve oransal
organizasyonunda bozulma:

Nefrinin podosit ayaksi uzantilarinin silinmesindeki roll, antinefrin enjeksiyonu
yapilarak olugturulan hayvan modellerinde veya NPHS1 gen inaktivasyonu
sonucunda proteinuri ve epitel silinmesinin  gbzlenmesiyle ortaya
konulmustur.'  Nefrin  oligomerleri plazma membranindaki  sinyal
mikrodomainleri olan lipid tabakasi ile iligkilidir. in vivo olarak podosit spesifik
gangliozit enjeksiyonunda nefrin apikal kutba yer degistirir ve tirozin
fosforilasyonu gerceklesir.' Nefrin molekiilindeki tirozin rezidilerinin

fosforilasyonu SD kaybina neden olan sinyalleri baglatmaktadir.

3) Podositlerin  negatif yuklu apikal membran bolgesinin
diizenlenmesi:

Apikal yuzdeki negatif yukun devamliligini saglayan en oOnemli molekul
podokaliksindir.125 Podokaliksin podositler ve endotel hucreleri tarafindan
glomerulogenez sirasinda sentezlenir. Podositlerin  hucre yapisinin
olusumunda podokaliksinin ¢gok 6nemli rolu vardir. Negatif yukli podokaliksin
molekulleri bitisik ayaksi uzantilari birbirinden iter ve Bowman araligi igine
plazma filtratinin gegisi icin slitin acik tutulmasini saglar. Podokaliksin paryetal
hiicrelerin podositlere yapismasini da énler.'®

Podokaliksin eksikligi immatur, yassi podositlerle sonuglanmaktadir. Apikal
membranda yer alan bir protein olan GLEPP-1, glomeruler basing/filtrasyon
oranini  duzenler. Minimal degisiklik hastaliginda bu  molekullerin
ekspresyonunun korundugu, ancak ¢okelme (kollapsing) glomerulopatisi ve
FSGS'de podokaliksin ve GLEPP-1 ekspresyonunun azaldi§i saptanmistir.'®

4) Podosit- GBM etkilesiminde bozukluk olugmasi:

Hem integrinler hem de distroglikanlar, podosit hucre iskeletine adaptor
molekuller araciligiyla baghdirlar. a3p31 integrin glomeruler bazal membranda
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fibronektin, tip 4 kollajen ve laminine baglanarak yapisma odaklari olusturur. Bu
baglanti hucre ici aktin iskeleti organize ederek podositlerin geklinin
korunmasina yardim eder. Bu nedenle ekstraselliler matrikste olusan veya
buraya ulasan her cesit mekanik stres podosit hucre iskeletine de ulasir.%®
integrinlerin baglanti bélgelerinin antikorlarla blokaji epitelin bazal membrandan
ayrilmasina neden olur.'® Bazal membrandaki matriks proteini ile podositteki
aktin arasinda baglantiyi distroglikanlar saglamaktadir.?® Minimal degisiklik
hastaliginda proteinuri gelistikge distroglikan ekspresyonu azalmaktadir,
distroglikan ekspresyonu ile hastaligin aktivitesi negatif korelasyon
gostermektedir.'® Ayaksi uzantilar normale déndiikge distroglikan ekspresyonu
da normallesmektedir. GBM’'dan epitel hucrelerinin ayriimasiyla olugsan
erozyone (soyulmus) alanlar paryetal hicrelerle temas ederek yapisikliga ve

siirecin sonunda da skar olusumuna neden olur. %
ince Yapi(ultrastruktiirel) Degisikligi-Proteiniiri iligkisi

ProteinUri ve ince yapi degisiklikleri arasindaki iliskiyi tanimlayabilmek
icin iki hipotez 6ne surulmasgtur.
Birinci hipoteze gore, GBM’ dan epitel hucrelerinin ayrilmasiyla epitel
ortusunde “fokal acikliklar’ olugur ve proteintri meydana gelir. Bu alanlarda
artan sivi GBM filtresinden karsi tarafa Uriner bosluga plazma proteinlerinin
siriiklenmesine sebep olur.'
GBM’'den podositlerin ayrilmasinda ve bdylece fokal agikliklarin olusmasinda rol
oynayabilecek iki olasi mekanizma one surulmagtur:

o Epitel
hacreleri ve GBM normalde birbirine sikica baglidir, podosit hucre
membraninin GBM baglantilarinin hasar gormesi GBM'den ayriimaya
neden olur.

. Ayaksi
uzantilarda retraksiyon, bitisik podositlerin ayrilmasina yol acar, ayaksi
uzantilarin  ayrilmasiyla podosit baglantilarinda buylk defektler

gorilebilir."?’
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Hayvan modellerinde, proteinurinin baglangici GBM'da erozyone bodlgelerin
gelisimiyle gakisir ve bu gibi alanlar insan nefrotik bobrekleri Uzerinde yapilan
calismalarda tanimlanmistir.'?®
Proteinuri ile ilgili ikinci hipotez ise; nefrozda epitel hucreleri boyunca
endositozla buyuk miktarda proteinin, sitoplazmik vezikuller ve vakuoller yoluyla
idrar boslugu igerisine gectigidir. Bu durum elektron mikroskopik c¢alismalar
tarafindan desteklenmistir. Siganlarda akut aminonukleozid nefrozunda ve
insan proteinurik bobreklerinde epitel hicrelerinde lizozomlar, fagozomlar ve
pinositotik vezikiil miktarlarinin artmasiyla ortaya konulmustur.'®® Pinositotik
invaginasyonlar da aminonukleozid nefrozlu siganlarda bir ¢ok kez
tanimlanmistir.’?*'% Vakuollerin hiicrede bir yiizii idrar bosluguyla, diger yiizi
GBM'In uzerinde hucre disi boslukla olacak sekilde iletisim kurdugu
dusunulmustar. Nefrozda ayaksi uzantilarin dizlesmesi pinositoz ile proteinlerin
transportu ve alimini hizlandirabilir.”®" Kim ve arkadaslari farede podosit
endositozu defektinde (CD2AP defekti) glomeriler hasarda hassasiyet artigini,
podositten protein atiliminin glomeruler hastaliklarda o6nemli modulator
olabilecegini ileri siirmiislerdir.'®

Gunumuzde her iki hipotezi de destekleyen arastirmalar olmasina
ragmen, kesin mekanizma halen tam olarak anlasilamamistir.

Geleneksel olarak, podositteki degisikligin GBM'da kagagin artmasiyla
iliskili olduguna inanilmaktadir.”*® Gecen birkag yil boyunca, genetik hastaliklar
Uzerine c¢alismalar podosit slit diaframinin  protein gegisini engellemede
GBM’dan ¢ok daha onemli oldugunu gostermistir.

Aktin Dinamikleri ve Tamir Siireci

Farkli fare modellerinden elde edilen verilere gore aktin dinamikleri
sadece ayaksi uzantilarin ve aralarindaki baglantilarin gelisiminde degil, hasar
ve tamir sirasinda da rol oynar. Podositler motil hucrelerdir. Podosit hasari ve
onarimi sureci, dinamik aktin polimerizasyonu ve yapim-yikim dongusunu igerir.
Baglangigta ayaksi uzantilarin duzlesmesinin pasif bir sure¢ oldugu
dusundlmekteyken, gunumuizde 6zel bir sinyal molekulunun aracilik ettigi ¢ok

aktif bir aktin reorganizasyonu oldugu bilinmektedir.">*
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Podositler pek cok hastalikta hasar gorebilir. Aktindeki dedgisiklikler,
filtrasyon yariklarinin (porlarinin) dizlegsmesine ve SD’larin apikal tarafa dogru
yer degistirmesine neden olmaktadir.®®

Siganlarda, ayaksi uzantilarin silinmesi, bobrek icine protamin sulfat
enjeksiyonundan sonra dakikalar icinde baslar ve normal podosit morfolojisi
heparan sulfat perfuzyonu eklendikten sonra dakikalar iginde restore
olabilir."®

Masugi nefriti olusturulan siganlarda'®; ayaksi uzantilarin diizlesmesinin
bir gun icinde meydana geldigi, bu alanlarda belirgin hucre iskeletinin
gorulmeye baglamasinin G¢ gunu buldugu gorulmastir. Dens mikrofilamanlarin
her yoOne seyrettigi, ara ara bir araya gelerek dens cisimler olusturdugu
gorulmustar.

Proteinurik bobreklerde slit porlarin sayisinda azalma olabilir, slit porlar
daralma ve kapanma gibi degisiklikler de gosterebilir. Bu durum ultrafiltrasyonu
kisitlar. Bu durum daha énce aminoniikleozid nefrozlu siganlarda™’ ve

nefrotik insan bébreklerinde tanimlanmistir.'?
Glomeruloskleroz Mekanizmalari

Podositten salgilanan bazi maddelerin parakrin etkisi nedeniyle hasar ve
glomeruloskleroz olusabilir."*® Podosit hasarinin baslangicindan skleroza gidis,
baslangictaki podosit hasarinin derecesine baglidir ve cok hizli seyredebilir.'*®
Reinke ve Kriz, glomeruler hasarin tipi ne olursa olsun, podosit sayisinda
azalmanin glomeruloskleroz gelisimine katki sagladigini one surmuglerdir.
Hasarlanan glomeruler hicre tipinden bagimsiz olarak, ilerleyici glomeruler
skarlasmada ortak yol, intraglomeruler basing artisidir. Glomeruler kapiller
icindeki hidrostatik basing bazal membrani Bowman kapsulune dogru iter ve
yapisiklik olusumuna yol acar. Kapiller halkada hyalinozis ve ilerleyici
skarlasma baslar.'® Bu basin¢ glomeriiler hiicrelerde mekanik stres olusturur.
Mezangiyal hucrelerde mekanik stres proliferasyona yol agarken, podositlerde
apoptozis ile sonuglanir. Podositlerdeki mekanik stres siklin bagimli kinaz
inhibitérlerinde artisa neden olurken, proliferasyon bu mekanizma ile

engellenmektedir.'?*
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Tablo-2: Primer glomeriilonefrit tipleri."®

Minimal Degisiklik Hastaligi (MDH)

Membranoproliferatif Glomerulonefrit (MPGN)
e Tip-1 MPGN
e Tip-2 MPGN (Dens depozit hastaligr)
e Tip-3 MPGN (Mikst tip)

Fokal Segmenter Glomeruloskleroz (FSGS)

Membran6z Glomerulonefrit (MN)

IgA Nefropatisi (Berger Hastaligi)

Podositopatilerin Siniflandirilmasi

insanlarda proteiniiri ile seyreden glomeriler hastaliklarin ¢odunda ve
deneysel olarak hayvanlarda olusturulan bazi glomeruler hastaliklarda podosit
hasari gorulmektedir. Proteintrik hastaliklar ¢ok farkli sebeplerden
kaynaklanabilir, hastaliklarin sureci, klinik bulgulari ve prognozu da degisiklik
gOsterebilir. Benzer klinik gorinumde olmalarina ragmen spesifik laboratuar
bulgulari ve histolojik Ozelliklerinin bulunmamasi tani ve tedavi guglugune
sebep olmaktadir.

Podositopatilerden oldukga sik gorulen ve ayirici tanisi da zor olanlardan
ikisi minimal degisiklik hastaligi ve FSGS’dir. Membran6z nefropati ve

membranoproliferatif glomeriilonefrit de sik gériilmektedir (Tablo 2)'.

Minimal Degisiklik Hastaligi (MDH)
MDH ¢ocukluk ¢aginda sik goralur, 6zellikle erkek gocuklarda daha siktir.
Erigkinlerde de sik rastlanmaktadir. MDH’da gorulen proteinari  selektif

proteiniiridir ve idrar yilksek oranda albumin icerir."

Isik  mikroskopik
incelemede patoloji gorulmeyen, selektif proteinurisi olan ve  elektron
mikroskobik incelemede ayaksi uzantilarda silinme gorulen klinik olgular MDH
formudur.™°

Elektron mikroskopik bulgular:

Genellikle elektron mikroskop ile ayaksi uzantilarda silinme gorulir.  Ayaksi
uzantilarin normal haline donmesiyle MDH’da remisyon gorulur. Elektron

mikroskop ile gorulebilen degisiklikler; slit porlarin yapisinda bozulma (daralma,
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kapanma, genisleme), slit diaframda apikale yer degistirme, podositlerde
vakuolizasyon, bazal membrandan fokal ayrigmalardir. GBM genellikle normal
yapida ve kalinliktadir.'?’
immunohistokimyasal  bulgular;  immunohistokimyasal  calismalarda
genellikle nefrin ekspresyonunun kontrol grubuna oranla azaldigi
saptanmistir.’’
Patogenez; kesin olarak ortaya konamamistir. Dolagsimda bulunan ve
podositler icin toksik olan bazi faktorlerin etkili olabilecegi dusunulmektedir.
Anormal immun yanit permeabilite artigsina neden olabilir. MDH'da glomeruler
elektriksel yuk kaybi da onemlidir. MDH’li hastalarin T lenfositlerinde vaskuler
permeabilite faktoru belilenmigtir. Plazma ve idrarda eriyebilir immun yanit
baskilayici (soluble immun response supressor-SIRS) ve hemopeksin gibi
katyonik maddeler izole edilmigtir. Bunlar GBM'da yuk degisikligine neden
olmaktadir.'*?
Prognoz; c¢ocuklarda steroid tedavisiyle sekiz haftada %90-95 oraninda
remisyon izlenir. Erigkinde sekiz haftalik ek tedavi sonrasi remisyon oranlari
%80’lerdedir.'*

insanlarda steroide duyarli minimal degisiklik hastaligi proteiniriyle
iligkilidir ~ ve ayaksi uzantilarin  silinmesi  glukokortikoid tedavisinin

baslamasindan sonra giinler icinde tamamen restore olabilir.*
Membranoproliferatif (Mezangiokapiller) Glomeriilonefrit (MPGN)

Cocuklarda ve erigkinlerdeki nefrotik sendromun % 10-15'inden
sorumludur. Hastaligin ismi 1sik mikroskopide gorulen diffuz mezangiyal
hipersellulerite ile bazal membran kalinlagmasindan turetilmistir.

Nedenleri:
1. idiyopatik:

Tip | (Subendotelyal birikintiler)
Tip Il (Dense depozit hastaligi)
Tip Il (Tip I+Subepitelyal birikim)
2. Sekonder : Enfeksiyonlar, malignite vb.
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Patoloji

Tip I: Isik mikroskopide diffuz global kapiller duvar kalinlagmasi ve endokapiller
proliferasyon en yaygin histolojik belirtidir. Mezangiyal ve endotel hucreler
arasinda bazal membran benzeri yeni bir madde birikimi ve mezangiyal
hacrelerin GBM'a uzanmasi nedeniyle glomeruler kapiller duvarda cift kontur

gorinumu (duplikasyon goruntusiu) mevcuttur.

Immunfloresan mikroskopik incelemede; mezangiyal ve subendotelyal IgA,
IgG, IgM, C3, C4 ve Clq depolanmasi gorullr.

Elektron mikroskopik incelemede; mezangiyum ve subendotelyal bdlgede

immun kompleks birikimleri goralur.

)

Tip Il: Tip-1l MPGN “dens depozit hastaligi” olarak da bilinir ve transplantasyon
sonrasli en sik nukseden glomerulonefrit tipidir.

immunfloresan mikroskopik incelemede; Ig birikimi yoktur, ancak
kompleman birikimi hakimdir. Ayrica, birikim glomeril bazal membranda,
Bowman kapsulinde ve tubuluslerde karakterizedir.

Tip lll: Tip | + Subepitelyal birikimler (membran6z glomerulonefrite benzer).

Genellikle geng yaslarda goralur. (Tip I-25 yas, Tip Il 15 yas). Olgularin
cogu nefrotik sendrom tablosundadir ve hematuri, hipertansiyon, bobrek
fonksiyon bozuklugu gibi bulgular sik gorulur. Laboratuarda; hematuri, proteinuri
goralur, serum kompleman 3 ve 4 genellikle dusuktur.

Olgularin 1/3'G spontan remisyon, 1/3’0 kismi remisyon gosterir, 1/3’'U

progressif seyreder.
Fokal Segmental Glomeruloskleroz(FSGS)

Kotu gidisli ve tedaviye direngli bir glomerulopatidir. Seksenli yillarda
eriskinlerde en sik nefrotik sendrom sebebi membrandz nefropati iken son
yillarda FSGS insidansi artis gdstermistir.'* Bazi kaynaklarda cocuklarda %20,
eriskinde %40 nefrotik sendromun nedeni oldugu ileri siriilmektedir."*® FSGS

genel olarak nefrotik dizeyde proteinuri, glomerullerin bazilarinda(fokal) ve
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glomeruler halkanin bir bélumunde (segmental) skleroz ve ayaksi gikintilarda
silinme ile karekterize bir tablodur. Glomeruler skleroz kapiller
cokelme(kollapsla) karekterizedir, glomeruler mimari segilebilirken, skar
formasyonunda bazal membran tip 4 kollajenin yerini skar kollajeni tip 3 ve 4 alir
ve glomeruler yapi bozulur. FSGS, MDH’dan daha ileri yaglarda gorultr. Bobrek
yetmezligi daha sik gorulur. Steroide yanit vermeyen nonselektif proteinuri
vardir.'?®

FSGS, primer (idiyopatik) ve sekonder FSGS morfolojik olarak heterojen
bir gruptur. FSGS icin morfolojik bir siniflandirma yapilmis ve FSGS (NOS),

perihiler, tip, selliiler, ¢cdkelme (kollapsing) diye 5 varyanta ayrilmistir.'*

Histopatoloji; skleroz ve hyalin birikimlerle karekterize segmental lezyonlar
glomerulun periferinde yer alir, Bowman kapsulu ile glomeruler yumak arasinda
adezyonlar gorulebilir. Segmental lezyonda hipersellularite glomeruler hucre
proliferasyonu seklindedir. Podosit hicre proliferasyonu selltler gokelme tipinde
gozlenen bir bulgudur. Fakat matur podosit 6zellikleri yoktur. GLEPP-1, WT1,
C3b, sinaptopodin, podokaliksin gibi podosit belirleyicilerini eksprese etmezler.
Bunlarin  kaybi podosit hasarini gosterebilir. Prolifere hucreler matur
podositlerde izlenmeyen sitokeratin ve makrofaj belirleyicisi olan CD68
ekspresyonu gosterebilirler, bu durum paryetal epitel hicreleri ve makrofajlarin
da proliferasyonda roli oldugunu gostermektedir. Prolifere olan hicreler
sklerotik segment Uzerinde tek sira halinde dizilidirler. Hucreler hipertrofik,
genis nukleuslu, belirgin nukleoluslu ve vakuolludur. Bazal membrandan fokal
ayrilmalar sonucu biiyiik psédokistler goriilebilir. ™’

Elektron mikroskopik bulgular; en 6nemli bulgu podosit ayaksi uzantilarinda
silinmedir. Filtrasyon porlarinda yapi1 bozuklugu, daralma veya genisleme, epitel
vakuolizasyonu, mikrovillus olusumu, ayaksi uzantilarda bazal membrandan
ayrilma, bazal membranin bazi alanlarda incelmesi, bazal membranda duzensiz
goriniim izlenebilir. ™’

Patogenez

immunglobulinler ve sitokinler, tekrarlayan FSGS olgularinda énemi olan
dolasimsal faktorlerdir. ~ Sitokinlerin  glomeruler hasara direkt etkisi
bilinmemektedir. Hayvan modellerinde rekurren FSGS’li hastalarin serumlarinin
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enjeksiyonu sonrasinda proteinuri saptanmistir. Cokelme glomerulopatili
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hastalarin serumlarinin enjeksiyonu, glomeruler ¢cokelme, podositlerde sisme ve
hipertrofiyle sonuclanmistir.’*® Nefrotik sendromlu hastalarin plazmalarinin
insan podosit hucre kuilturinde slit diafram proteinlerinde diffuz sitoplazmik
yeniden dagilima neden oldugu gésterilmistir."*

Membranoz Nefropati (MN)

MN erigskinde nefrotik sendromun en yaygin sebebidir (%30-40), bazi

lilkelerde biyopsi tanilarinin Gcte birini olusturur.'’

Cocuklarda ise seyrektir (%
5). Olgularin % 80’i nefrotik sendrom, % 20’si 2 gr/gunun altinda proteinuri

duzeyine sahiptir.

MN esas olarak iki gruba ayrilir: primer (idiyopatik) ¢ogunu olusturur
(%70) ve sekonder formlar. Sekonder MN hepatit B enfeksiyonuyla, Sistemik
Lupus Eritematozus, tiroidit, malignensiler, ve penisilamin ve nonsteroid anti
enflamatuar ilag kullanimiyla birliktelik gésterir."® MN podosit hasarina yol
acan subepitelyal aralikta immun komplekslerin gelisimiyle (baglica
immunglobulinler ve kompleman Uyeleri C3 ve C5b-9 gibi) karekterizedir.
GBM'da kalinlagsmaya ve hucre digi matriks proteinlerinin Uretiminde artiga
sebep olur.’® Hiicresel proliferasyon veya infiltrasyon yoktur. Erkek/kadin orani
2/1°dir, 4. ve 5. dekadlarda pik yapar.

immiinfloresan mikroskopide; kapiller duvarda 6zellikle 1gG ile boyanma sik

goraldr.

Elektron mikroskobide; “subepitelyal immun kompleks  birikimi” gorular.
Mezangiyal boyanma zayiftir. Primer membran6z glomerulopatinin patogenezi

bilinmemektedir. Hastalarin %30’unda agir proteinuri (>10 gr/gun) yapabilir.

Patoloji

Evre I: Isik mikroskopik inceleme : Normaldir.

immunfloresan mikroskopik inceleme: IgG ve C3’lin graniiler birikimi vardir.
Elektron mikroskopik inceleme: Subepitelyal birikimler ve “ayaksi uzantilarda
fuzyon” gorular.

Evre II: Subepitelyal birikimler bazal membranin epitelyal yuzunu duzensiz

hale getirmistir. Kapiller duvar kalinlagmistir.
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Evre lll: Kapiller duvarda duzensiz kalinlagma vardir.

Evre IV: Bazal membranda kalinlagsma artar ve kapiller ¢okelme yerlesir.

Evre V: Glomerullerin % 10°’dan fazlasinda global skleroz geligmistir.
Hastalarin % 80’i nefrotik sendrom bulgularina sahiptir. Mikroskopik hematuri
nadirdir. Proteiniiri masif diizeyde olabilir, % 80’den fazlasi 3 gr/giin 7.
Olgularin % 25-40'1 spontan, % 20-25'inde ise kismi remisyon bildirilmigtir.

% 10-15 olguda MDH benzeri steroide duyarli remisyon ve relapslar gorulebilir.
10 yillhik takipte olgularin % 10-20’inde, 15 yillik takipte olgularin % 30-50’sinde
bobrek yetmezligi geligebilir.

Beck ve arkadaslari M-tip fosfolipaz A2 reseptor (PLA2R) antikor
ajanlarin idiyopatik membrandz nefropatili (MN) hastalarin  %80'inde
bulundugunu bildirmislerdir.'* Podositin hiicre yiizeyi {izerinde eksprese olan
PLA2R’nin belirlenmesi yeni bir gelismedir, MN’e sebebiyet veren yaygin bir
antijendir. Sican model MN (Heyman nefriti) insan MN patolojisine yakindan
benzer ve podosit hasarinin mekanizmasi g¢aligmalarinda yaygin olarak
kullaniimigtir. Bu modelde, 6limcul duzeyin altinda kompleman aktivasyonunun
cok sayida hiicre ici sinyal yollarini aktive ettigi gdsteriimistir.”® Podosit
kalturinde RhoA sublytic C5b-9'u aktive eder, hlcresel uzantilarin kaybina
sebep olur."® Ek olarak, nefrin yeniden dagilimi ve onun aktinden ayrilmasi

Heyman nefritinde proteiniiri baglangicindan énce gésterilmistir.’’
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GEREG VE YONTEMLER

Arastirmada Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Egitim ve Uygulama
Hastanesi i¢ Hastaliklari Anabilim Dali Nefroloji klinigine 2005-2011 vyillari
arasinda basvuran ve igne biyopsisi alinarak incelenmek Uzere Histoloji ve
Embriyoloji AD Elektron Mikroskopi laboratuarina gonderilen bloklanmis hasta
bdbrek dokulari  kullanildi. Mersin  Universitesi  Klinik Aragtirmalar Etik
Kurulu'ndan 20.09.2012 tarih ve 2012/322 sayili Kurul Karari ile onay alindi.

Membranoz Glomerulonefrit, Minimal Degisiklik Hastalg,
Membranoproliferatif Glomerulonefrit ve Fokal Segmental Glomeruloskleroz
klinik tanilh hastalardan beser hasta igeren dort grup olusturuldu. Gruplar
olusturulurken Nefroloji Klinigi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ahmet Kiykim'in
calisilmaya uygun olarak belirledigi hastalar alindi. Kontrol grubu olarak 2005-
2011 yillari arasi basvuran, glomeruler hasari bulunmayan tubulointerstisyel
nefrit tanisi almisg dort hastanin bloklanmig dokulari kullanildi (Tablo 3).

Dokular bloklanmadan once, %2,5'luk gluteraldehit ile fikse edilip, 4-6
saat sonra fosfat tamponlu tuz solusyonu ile yikanip, osmiyum tetroksitle
postfikse edilerek rutin elektron mikroskopik doku takibi surecine tabi
tutulmustu. Takip sureci biten dokular resine (EMS EMBed-812 DDSA Kat
No:13710, ARALDITE 502 Kat No:10900, DMP 30 Kat No:13600) gémulu
bloklar halindeydi.

Daha 6nce doku takibi cihazi (Leica EM TP Leica Microsystems GmbH,
Viyana, AVUSTURYA) takibi yapilan, kesit alinan ve degerlendirilen bu plastik
bloklardan, ince yapi dizeyinde morfolojik degerlendirme ve immun elektron
mikroskopik inceleme i¢in yeniden ultramikrotom (Leica Ultracut UCT 125
ultramikrotom Leica Microsystems GmbH, Viyana, AVUSTURYA) ) ile 6nce
2000 nm kalinhginda semithin kesitler alinip 1g1k mikroskop (Olympus BX50
Olympus GmbH, Almanya) ile uygun glomeruller bulundu ve 70 nm kalinhginda
kesitler, bakir (EMS Kat No:G300-Cu) ve nikel (EMS Kat No:G300 Ni) gridler
uzerine alindi. Bakir gridler Uzerine alinan kesitler uranil asetat ve kursun
sitratla kontrastlandiktan sonra ve nikel gridler Uzerine alinan kesitler

immunelektron protokolline gore boyanip kontrastlandiktan sonra transmisyon
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elektron mikroskop (Jeol Jem-1011, Jeol Ltd, Tokyo, Japonya) ile
degerlendirildi. Mikroskoba eklenmig dijital kamera (Megaview IIl, Olympus
GmbH, Almanya) ile fotograflar cekildi. Fotograflarin degerlendiriimesinde ve
analizinde iTEM 5.0 (Olympus GmbH, Almanya) goéruntu analiz programi
kullanildr.

Kullanilan Primer Antikorlar:

Anti-Nephrin antibody ABCAM (ab 85379) (1/250 dilisyon)

e Anti-NPHS2 antibody (podosin) ABCAM (ab 82108) (1/50 diltisyon)
e Anti-CD2AP antibody ABCAM (ab84829) (1/250 diliisyon)

e Anti-Actin antibody ABCAM (ab95437) (1/250 dillisyon)

e Anti-P-cadherin antibody ABCAM (ab75718) (1/10 dilisyon)

Kullanilan Sekonder Antikor: Sekonder 5 nm Anti Rabbit IgG (tim molekul)-
Gold, antibody produced in goat) Sigma Aldrich G7277 Lot: SLBC5796V.
Sekonder gold konjuge antikor Anti-Nephrin Ab igin 1/100 dilusyon, diger primer
antikorlar i¢in 1/200 dilusyonda kullanildi.

immunelektron Mikroskopi Protokolii

immiinelektron  mikroskopik(IEM) isaretlemede, gémme sonrasi
isaretleme yontemi (postembedding) kullanildi.

Kullanilan Tampon Soliusyonlarin Hazirlanisi:

500 ml trisli tuzlu tampon (TBS) pH:7.4

3.305 g Tris HCI
0.485 g Tris Base

4.5 g NaCl (%0.9 igin)
500 ml dH.0

0N~

Tritonlu trisli tuzlu tampon (TBST)

1. 100 ml TBS (pH:7.4)
2. 1 ml Triton X (%10 stok soltsyon)
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Prosediir

1. Hidrasyon: Nikel gridler tUzerindeki kesitler tritonlu ftrisli tuzlu tampon
(TBST) ile 1x5 dk damlada kesitler asag1 bakacak sekilde yluzdurme ile
yikandi.

2. Antijen Geri Kazanimi: Gridler TBS iginde %0.1’lik olarak hazirlanmis
tripsin iginde bekletildi.(37°C de 30 dk)

3. Primer inkiibasyon: Primer antikor (Ab), TBS(pH:7.4) ile hazirlandi, her
grid igin 50pul solusyon (primer Ab + TBS) kullanildi. Primer inkubasyon,
damlada kesitler agagi bakacak sekilde yuzdurme yontemi kullanilarak
yapildi. Buzdolabinda +4°C de gece boyunca bekletildi. Kapali bir kap
icerisinde 1slatiimis gazh bezler kullanilarak nemli kalmasi saglandi.
Primer inkubasyondan sonra TBS (pH:7.4) ile 2x5 dk kesitler agagi
bakacak sekilde damlada yuzdurulerek yikandi.

4. Sekonder inkUibasyon: Sekonder Ab hazirlanirken vorteks ile karistirildi,
1 saat dinlendirildi, en Ustteki pembe tabakadan alindi ve TBS (pH:7.4)
ile hazirlandi. Her grid igin 30ul solusyon (sekonder Ab+TBS) kullanildi.
Oda 1sisinda 1 saat damlada yuzdurme seklinde inkube edildi. Yine
kapal kap icinde islatiimig gazli bezlerle nemli kalmalar saglandi.
Sekonder inkubasyondan sonra TBS ile 2x5 dk, distile su ile 2x5 dk
damlada yuzdurme seklinde yikandi. Distile su iginde hazirlanmig %2’lik
gluteraldehitte 10 dk damlada yuzdurme geklinde fikse edildi. Distile su
ile 2x5 dk damlada yuzdirme seklinde yikandi. Solusyonlar
degistirilirken kurutma kagidi ile kesit olmayan yuzlerinden gridler
kurulandi.

5. Kontrastlama: Kesitler metil alkol iginde hazirlanmis %5’lik uranil asetat
ile 5 dk kontrastlandi. Distle su ile durulanan kesitler, %Z2’lik kursun sitrat
ile 5 dk kontrastlandi. Distile su ile durulanan gridler incelemeye hazir
hale geldi.
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Tablo 3: Hasta Klinik ve Laboratuar Bilgileri

MDH

FSGS Membran6z GN MPGN Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
Hasta Sayisi 5 5 5 5 4
Yag (Ortalama) 37.4 46.4 51.6 41.4 52.3
Cinsiyet E/K 32 41 1/4 41 31
Proteiniiri (gr/lt) 2903 1594 1474 798 114
Serum Kreatinin 2.37 0.85 0.88 2.87 3.5
N (< 0.9 mg/dl)
Kanda Albumin 2.79 2.63 2.16 3.36 3.8
N (3.4-4.8gr/dl)
1gG, IgA, IgM,
C3+
IgG, IgM, C3
. - IgG + - 9519 -
immunfloresan +
Birikim IgG, IgA, IgM, C3 + . . IgM + .
IgA, IgM + IgG, IgA, IgM, C3 + - - -
- IgG, IgA, IgM, C3 + - - -
Tam Tam
Kismi Remisyon Tam Remisyon -
Remisyon Remisyon
Tam Kismi
Yanitsiz Kismi Remisyon -
Tedavi Yaniti Remisyon Remisyon
Tam Remisyon Tam
) . Yanitsiz Kismi Remisyon Yanitsiz -
Kismi Remisyon Remisyon
Yanitsiz Tam Tam
Yanitsiz Kismi Remisyon -
Remisyon Remisyon
Tam Kismi
Yanitsiz Tam Remisyon -
Remisyon Remisyon
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BULGULAR
TEM ile tesbit edilen morfolojik bulgular
Kontrol Grubu

Kontrol grubunda yer alan hastalarin morfolojik degerlendirmesinde;
glomerultn genel yapisi ve kapiller halkalar dogal gérinimdeydi. Podosit hiucre
govdelerinin normal goérunimde oldugu, primer uzantilarin yapilarinin dizgun
gérundugu tesbit edildi. Podosit ayaksi uzantilarinin glomeruler kapillerleri
sardigi, GBM’'da podosit ayrilma alanlarinin ve dejenere alanlarin bulunmadigi
goruldi (Resim 3A). Filtrasyon yariklari genel olarak dizgin yapidaydi (Resim
3B). Filtrasyon yariklarinin ¢ogunda slit diaframlar izlenebiliyordu (Resim 3B).
Bazal membran kalinlagmasi izlenmedi, kivriima, duplikasyon gibi bulgulara
rastlanmadi (Resim 3A). Mezangiyal alanda hiicre ve matriks artigi goériimedi.
Podositler igerisinde vakuol, psddokist gibi olusumlar izlenmedi. Yer yer bazal
ve apikal invaginasyonlar goruldu. Endositotik vezikullere de rastlandi. Endotel
hdcresi dogal goruniumdeydi. Ayaksi uzantilar arasinda desmozom benzeri siki

baglanti yapilari gérulmedi.

Resim 3: Kontrol Grubu TEM. (Uranil asetat-kursun sitrat, A: X40.000, B: X100.000)
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Minimal Degisiklik Hastaligi (MDH) Grubu

Glomerulun genel yapisi dogala yakin gorunmekle birlikte, genis alanlar
boyunca podosit ayaksi uzantilarinda (pedisel) duzlesme izlendi (Resim 4A,C).
Acik kalmig filtrasyon yarigi sayisi olduk¢a azdi. Duzlesme alanlarinda bant
seklinde aktin yogunlasmasi oldugu gozlendi (Resim 4E,F). Bu alanlarda
filtrasyon yariklarinin birgogunun daralmig, hatta kapanmis oldugu goruldi
(Resim 4B,C,F). Bu sekilde olan filtrasyon yariklarinin bir kisminda desmozom
benzeri siki baglantilar olustugu gozlendi. Bu yapilar diger hasta gruplarinda da
gorulse de, en fazla minimal degisiklik hastaligi tanisi alan hastalarda belirlendi.
Bu baglantilarin bazilari plak seklini almisti. Cok sayida bazal invaginasyon
goruldu. Endositotik vezikuller izlendi. Duzlesmenin olmadigi bolgelerde normal
yapida filtrasyon yariklari goruldu, az sayida filtrasyon yariginda slit diaframlar
belirlendi.

GBM genel olarak duzgun ve duzenliydi, kalinlagsma yoktu (Resim 4B,D).
iki hastada intramembranéz graniiler birikim izlendi. Bir hastada mezangiyal
hdcre proliferasyonu ve matriks artigi vardi, duplikasyon alanlari olusmustu. Bir
hastada GBM izerinde podosit kaybinin oldugu bir alan bulunuyordu. ki
hastada podositlerin aktif oldugu, vakuol olusturacak sekilde GER genislemesi

bulundugu gorulda.
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Resim 4: MDH Grubu TEM. (Uranil asetat-kursun sitrat A: X50.000, B: X30.000, C: X30.000,
D:X30.000, E: X40.000, F: X50.000).

Membran6z Glomeriilonefrit (MN) Grubu

Bu hasta grubunda podosit ayaksi uzantilarinin incelemesinde, filtrasyon
yarigi sayisinin azaldigi gorildi. Gérulebilen SD sayisi da azdi (Resim 5C,F).
Bazi hastalarda yaygin pedisel duzlesmesi izlendi. Belirgin subepitelyal granuler
birikimler goruldi (Resim 5A,B). Podosit sitoplazmasinin bu birikim alanlarinin

yakin komsulugundaki bolgelerinde belirgin aktin yogunlasmasi saptandi. Aktin
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yogunlasmasinin birikim alanlarini adeta bir sapka gibi sardigi belirlendi (Resim
5E,F). Birikimlerle aktin yogunlasmasi iliskisinin ¢ok belirgin oldugu goruldu
(Resim 5E,F). Birikimin olmadigi bolgelere komsu podosit sitoplazmasinda aktin
yogunlasmasi da izlenmedi. Bu bdlgelerde, podositin iyi durumda oldugu ve
SD’in normal olarak izlendigi saptandi.

Membranoz nefropatide hastaligin dort patolojik evresi bulunmaktadir. Bu
calismada, supepitelyal birikim ve aktin yogunlagmasinin evre |l de belirgin
oldugu, evre lll ve IV de birikimin rezorbe oldugu, aktin yogunlagmasinin da
azaldigr goruldi (Resim 5C,D). Bazi hastalarda mezangiyal hicre
proliferasyonu goruldu. Bazal membranda kalinlagsma ve duplikasyon belirlendi
(Resim 5B). Bazi hastalarda podosit iginde vakuoller izlendi (Resim 5A). Bir
hastada endotel hicresinin ¢ok sistigi, neredeyse lUmeni kapladigi, diger bir
hastada glomerul igcinde bag dokusu (kollajen lifler) artisi oldugu goruldu. Bazi
hastalarda filtrasyon yarigi sayisi ve yapisinin daha iyi oldugu izlendi, bunlarda
SD da daha yogun olarak gozlendi. Aktin yogunlagsmasinin minimal degigiklik
hastaligina gore belirgin sekilde fazla oldugu goruldu. Filtrasyon yarigi sayisi
minimal degigiklik hastaligi grubuna gore daha fazlaydi. Ancak filtrasyon
yariklarinin genel yapisi bozuktu, ¢ogunlukla daralmigti ve bir cogunda SD
gorulmuyordu. Bazi daralmig filtrasyon yariklarinin kenarlarinda filamentoz
materyal benzeri yapilar dikkati gekti. Cok nadir bazi alanlarda GBM’dan
ayrilma gozlendi. Birka¢ alanda bazal invaginasyon ve endositotik vezikul de
goOzlendi.

Membranoproliferatif Glomerilonefrit (MPGN) Grubu

Hastalarin gogunda mezangiyal alanin genigledigi, mezangiyal hucre
proliferasyonu ve matriks artisi oldugu, bazal membranda ¢ok belirgin sekilde
duzensizlik ve kivrilma alanlarinin bulundugu gorulda, belirgin duplikasyon
goruntuleri izlendi (Resim 6A,C,E). Bazal membranda dejenere hucre
parcaciklari bulunan alanlar vardi (Resim 6D). Pedisellerde duzlesme
alanlarinin oldugu ve bu alanlarda aktin yogunlasmasinin olustugu belirlendi.
Aktin yogunlasmasinin ara ara bazi bolgelerde bant seklinde oldugu saptandi
(Resim 6B). Bazi hastalarda g¢ok miktarda intramembrandz birikim vardi. Bu

grupta desmozom benzeri yapi nadiren goruldu.
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Genel olarak MPGN hastalarinda mezangiyal alanin ¢ok genisledigi ve
esas patolojik bulgularin bu bdlgede goézlendigi belirlendi (Resim 6C). Ancak
batin bu karigik ve kalabalik gorintiye ragmen, filtrasyon yariklari ve podosit
genel yapisi oldukga iyi gérintyordu (Resim 6D,E). Calisilan hasta gruplari
arasinda normal yapida filtrasyon yarigi ve SD’a en fazla MPGN grubunda
rastlandi. Normal gérunen ¢ok sayida filtrasyon yarigdi ve SD’lar bulunuyordu.
Az sayida rezorbe olmaya basglamis birikim alani goraldu. Bir, iki kiguk alanda
podositte incelme ve kayip saptandi. Bazal invaginasyonlar goruldu.

( W
2000 M Bl : : b 101000 il

500 g R o
Resim 5: Membran6éz GN Grubu TEM. (Uranil asetat-kursun sitrat A: X15.000, B: X25.000, C:
X60.000, D: X25.000, E: X40.000, F: X60.000).
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Resim 6: MPGN Grubu TEM. (Uranil asetat-kursun sitrat A: X25.000, B: X20.000, C: X15.000,
D: X25.000, E: X6.000, F: X20.000)
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Fokal Segmental Glomeruloskleroz (FSGS) Grubu

Tum hastalarda pedisel duzlesme alanlari gorulda, bunlarin Gzerinde
aktin yogunlagma alanlari vardi ve bazi bolgelerde diugum ya da plak goruntusu
olusturmus sekilde izlendi (Resim 7A,D,F). FSGS’li hastalarda duzlesmis
pedisellerde aktin yogunlagsmasi membranoproliferatif — glomerulonefritli
hastalardan daha fazlaydi. Bir hastada aktin yogunlagsmasinin bant seklinde
oldugu belirlendi (Resim 7B). Mezangiyal alanda mezangiyal hucre ve matriks
artisit vardi (Resim 7C). Bazal membranda belirgin duzensizlik vardi,
duplikasyon olusmustu (Resim 7A,F). Bazal membranda bazi yerlerde hem ig,
hem dig kontur duzensizligi goruldu. GBM'da kivrilma alanlari da gorulda, bu
alanlarin Uzerinde aktin yogunlagsmasi vardi (Resim 7A,F). Bazi hastalarda
subepitelyal granuler birikim alanlar goruldl, Uzerindeki ayaksi uzantilarda
dugum seklinde aktin yogunlagsmasi vardi (Resim 7F). Bazi podositler i¢inde
fagositik materyal iceren vakuoller goruldu (Resim 7A). Bazi podositlerde
psodokist olusumu belirlendi, ayrica hipertrofik podositler de izlendi (Resim 7C).
Bazi glomerdllerin tmunin ya da bir kisminin dejenere oldugu, hucrelerin
izlenmedigi; bazi alanlarda ise podosit yapisinin gayet normal oldugu, normal
yapida filtrasyon yariklar ve SD’lar oldugu goruldu. Bazi podositlerde tumuyle
normal gorulen ara filamanlar ve aktin filamanlar izlendi. Birka¢ yerde GBM'dan
ayrilma alani ve podosit kaybi goruldu.
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Resim 7: FSGS Grubu TEM. (Uranil asetat-kursun sitrat A: X20.000, B: X30.000, C: X20.000,
D: X40.000, E: X20.000, F: X25.000 ).

IMMUN ELEKTRON MIKROSKOPIK (IEM) EKSPRESYON BULGULARI
Nefrin IEM Ekspresyon Bulgulari

Kontrol Grubu: Kontrol grubu hastalarinda podosit ayaksi uzantilarinin ve

filtrasyon yariklarinin normal yapida oldugu, ¢ok sayida slit diaframin gorildugu
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belirlendi. Podosit ayaksi uzantilarinda intrasitoplazmik bdlgede, SD uzerinde

ve c¢evresinde ¢ok miktarda nefrin ekspresyonu gozlendi (Resim 8A,B,C,D,E,F).

Resim 8: Kontrol Grubu Nefrin Ekspresyonu (A: X200.000, B: X200.000, C: X150.000, D:
X250.000, E: X200.000, F: X200.000).

Minimal Degisiklik Hastaligi (MDH) Grubu: Genis duzlesme alanlarinda
filtrasyon yariklarinin ¢odu kapanmisti, bu bdlgelerde nefrin isaretlenmesi

genellikle azalmisti. Ancak kapanmaya ve desmozom benzeri siki baglantilar
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olusmasina ragmen, bu bdlgelerin bir kisminda nefrin isaretlenmesi gorulda.
Filtrasyon yariklarinin bir kisminda nefrin isaretlenmesi apikale yer degistirmisti.
Acik filtrasyon yariklarinda gorinen SD’lar Gzerinde ve ayaksi uzantilarda
intrasitoplazmik nefrin isaretlenmesi izlendi. Bazi ayaksi uzantilarin bazal

kisminda da isaretlenme go6rildi. Ancak nefrin ekspresyonunun kontrol

grubuna goére azaldigi belirlendi (Resim 9A,B,C,D).

Resim 9: MDH Grubu Nefrin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X120.000, C: X150.000, D:
X120.000).

Membran6z Glomeriilonefrit (MN) Grubu: Nefrin isaretlenmesi kontrole gore
azalmisti. Acglk ve saglam olan filtrasyon yariklarinda SD c¢evresinde nefrin
isaretlenmesi goruldi. Ayaksi uzantilarda intrasitoplazmik nefrin isaretlenmesi
de izlendi. Normal yapisi bozulmus baz filtrasyon yariklarinda, apikalde veya
bazal membrana yakin alanlarda nefrin isaretlenmesinin azalmis da olsa

bulundugu goéruldua. Bazi subepitelyal birikim alanlarina komsu ayaksi
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uzantilarin bazal bdlgesinde nefrin isaretlenmesi goéruldd. Minimal degisiklik

hastaligi grubuna goére nefrin ekspresyonu oldukga azalmig olarak
degerlendirildi (Resim 10A,B,C,D).

Resim 10: Membrandz GN Grubu Nefrin Ekspresyonu (A: X150.000, B: X150.000, C: X120.000,
D: X120.000).

Membranoproliferatif Glomerilonefrit (MPGN) Grubu: Filtrasyon yangdi
sayisi ve gorulen normal slit diafram sayisi minimal degisiklik hastahdi ve
membrandz nefropati grubuna goére daha fazla olarak degerlendirildi. Cok
sayida acik filtrasyon yarigi gorildi bunlardan bir kisminda nefrin ekspresyonu
saptandi. Ayaksi uzantilarda intrasitoplazmik nefrin isaretlenmesi gorulda.
Birka¢ yerde siki baglanti benzeri olusum ve yakininda nefrin isaretlenmesi
g6zlendi. Genel olarak kontrol grubuna goére nefrin isaretlenmesinin belirgin
olarak azaldigi belirlendi (Resim 11A,B,C,D).
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Fokal Segmental Glomeriloskleroz (FSGS) Grubu: Genel olarak filtrasyon
yariklarinin yapisi minimal degisiklik hastaligi ve membrandz glomerulonefrit
grubuna goére daha diizgundu, bu filtrasyon yariklarinda ayaksi uzantilar iginde
ve SD’lar Uzerinde nefrin isaretlenmesi goérildi. Bazi alanlarda pedisel
dizlesmesi oldugu, bu alanlarda filtrasyon yariklarinin yapisinin bozuldugu,
daraldigi veya kapandigi izlendi. Buralarda nefrin isaretlenmesinin oldukc¢a
azaldigi goruldu. Bazi bolgelerde baglanti komplekslerinin olustugu, bunlarin
hemen yakininda nefrin isaretlenmesi oldugu saptandi. Glomerilin patolojik
bdlgesinde yer alan filtrasyon yariklarinin yapisinin dejenere oldugu ve bu

alanlarda isaretlenmenin olmadigi belirlendi. FSGS’li hasta grubunda nefrin

isaretlenmesinin kontrol grubuna goére azaldigi, membrandz nefropati grubuna
gore ise arttigi izlendi (Resim 12A,B,C,D,E,F).

Resim 11: MPGN Grubu Nefrin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X150.000, C: X120.000, D:
X200.000).
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Resim 12: FSGS Grubu Nefrin Ekspresyonu (A: X150.000, B: X200.000, C: X150.000, D:
X200.000, E: X200.000, F: X150.000).
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Aktin IEM Ekspresyon Bulgulari

Kontrol Grubu: Podosit hiicre gdvdesi ve ayaksi uzantilari iginde aktin

isaretlenmesi goruldia (Resim 13A,B,C,D).

Resim 13: Kontrol Grubu Aktin Ekspresyonu (A: X150.000, B: X150.000, C: X150.000, D.
X150.000).

Minimal Degisiklik Hastaligi (MDH) Grubu: Aktin isaretlenmesinin kontrol
grubu ile benzer, hatta bir miktar artmis oldugu izlendi. Genis dizlesme
alanlarinda, daralmig veya kapanmis filtrasyon yariklarina yakin bdlgelerde
daha yogun olmak Uzere aktin isaretlenmesi izlendi. Ayaksi uzantilarin bazal
membrana yakin bolgelerinde de aktin isaretlenmesi goruldu. Desmozomal
yapilar izlendi, bunlarin bazilarinin yakinlarinda aktin igaretlenmesi saptandi.
Filtrasyon  yariklarinin  kenarlarinda filamentéz materyal ve bazal

invaginasyonlar gézlendi (Resim 14A,B).
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Membranéz Glomerilonefrit (MN) Grubu: Minimal degisiklik hastalig
grubuna goére daha fazla aktin ekspresyonu goruldd, isaretienme kontrole goére
de artmisti. Podositte, ayaksi uzantilar icinde SD’a yakin bdlgelerde aktin
isaretlenmesi gozlendi. Birka¢ bolgede desmozomal siki baglanti gozlendi,

bunlarin bazilarinda aktin isaretlenmesi de belirlendi (Resim 15A,B,C,D).

Resim 14: MDH Grubu Aktin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X150.000).
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Resim 15: Membrandz GN Grubu Aktin Ekspresyonu (A: X150.000, B: X150.000, C: X150.000,
D: X200.000).

Membranoproliferatif Glomeriilonefrit (MPGN) Grubu: Genel yapi diger iki
hasta grubuna gére (MDH ve MN) daha iyiydi, dizlesme daha az, agik filtrasyon
yarigl sayisi daha ¢oktu ve bunlarda aktin isaretlenmesi daha fazla gorulda.
Yine birka¢ desmozomal plak goéruldu, yakininda aktin isaretlenmesi vardi.
MPGN hastalarinda aktin isaretlenmesinin kontrol grubuna gore arttigi ve
incelenen hasta gruplari arasinda en fazla isaretlenmenin bu grupta oldugu
saptandi (Resim 16A,B,C,D).
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Resim 16: MPGN Grubu Aktin Ekspresyonu (A: X150.000, B: X150.000,C: X150.000, D:
X150.000).

Fokal Segmental Glomeriiloskleroz (FSGS) Grubu: Ayaksi uzantilarda aktin
isaretlenmesi  goruldu. Aktin  yogunlagsmasinin oldugu alanlarda aktin
isaretlenmesi de vardi. Bazi alanlarda bazal membrana yakin bolgelerde aktin
isaretlenmesi goruldu. Hasta gruplari arasinda aktin isaretlenmesinin en az
oldugu grup FSGS grubu olarak belirlendi (Resim 17A,B).

59



Resim 17: FSGS Grubu Aktin Ekspresyonu (A: X100.000, B: X100.000).

CD2AP IEM Ekspresyon Bulgulari

Kontrol Grubu: Ayaksi uzantilarda intrasitoplazmik CD2AP isaretlenmesi

gériildi. isaretlienme nefrin ekspresyonuna gore daha az olarak degerlendirildi
(Resim 18A,B,C,D).
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Resim 18: Kontrol Grubu CD2AP Ekspresyonu (A: X150.000, B: X150.000, C: X150.000, D:
X150.000).

Minimal Degisiklik Hastaligi (MDH) Grubu: Genel olarak CD2AP
isaretlenmesi kontrole goére azalmisti. Genis duzlesme alanlarinda filtrasyon
yariklarinin kapandigi bu alanlarda isaretlenmenin de azaldidi belirlendi. Bu
kapanmisg filtrasyon yarigi alanlarinda ayaksi uzantilar iginde bir miktar CD2AP
isaretlenmesi goéruldi. CD2AP ekspresyonunun acik filtrasyon yariklarinda da
azaldigi goruldu. Bazi desmozomal siki baglanti bolgelerinde isaretlenme
izlendi. Bazi filtrasyon yariklari kapanmis veya daralmis olsa da, SD apikale yer
degistirmis gorinse de, CD2AP isaretlenmesinin bulundugu dikkati ¢ekti (Resim
19A,B,C,D).
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Resim 19: MDH Grubu CD2AP Ekspresyonu (A: X120.000, B: X120.000, C: X150.000, D:
X150.000).

Membran6z Glomerilonefrit (MN) Grubu: Cok sayida daralmig, kapanmis
filtrasyon yarigi goéruldd, yapilari bozuktu, bu alanlarda az miktarda isaretlenme
goruldi. Acik filtrasyon yarigi alanlarinda ayaksi uzantilarda daha fazla
isaretlenme saptandi fakat isaretlenme genel olarak azalmisti. Membrandz
glomerilonefrit grubunda isaretlenme olmayan alan daha fazla goéruldid. Bu
grupta CD2AP isaretlenmesi, kontrol ve MDH grubundan daha az olarak izlendi
(Resim 20A,B,C,D).
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Resim 20: Membranéz GN Grubu CD2AP Ekspresyonu (A: X150.000, B: X100.000, C:
X120.000, D: X120.000).

Membranoproliferatif Glomerulonefrit (MPGN) Grubu: Daralmis, kapanmis
ve yapisi bozuk filtrasyon yariklarinin oldugu alanlardaki ayaksi uzantilarda
CD2AP isaretlenmesi bir miktar azalmis olarak goéruldu. Acik ve SD gorilen
filtrasyon yariklarinda, ayaksi uzantilarda daha fazla CD2AP isaretlenmesi
belirlendi. Siki baglanti olugsmus olan birka¢ alanda da isaretlenme gorildu.
Genel olarak MPGN grubunda CD2AP ekspresyonunun, MDH ve MN hastalik
gruplarina goére oldukga iyi isaretlenmis oldugu saptandi. Kontrole en yakin
CD2AP isaretlenmesi bu grupta géruldi (Resim 21A,B,C,D).

Fokal Segmental Glomeriloskleroz (FSGS) Grubu: Genel olarak
isaretlenmenin ¢ok az oldugu izlendi. Filtrasyon yaridi acgik olsa da
isaretlenmeyen alanlar daha fazlaydi. Kapanmig ve daralmig filtrasyon yarigi
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alanlarinda isaretlenme ¢ok daha azdi, agik alanlarda nadiren ekspresyon

gOruldi. Batun hastalik gruplar iginde CD2AP ekspresyonunun en az oldugu
grup FSGS grubu idi (Resim 22A,B).

Resim 21: MPGN Grubu CD2AP Ekspresyonu (A: X120.000, B: X100.000, C: X120.000, D:
X120.000).

Resim 22: FSGS Grubu CD2AP Ekspresyonu (A: X120.000, B: X120.000).
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P-kaderin IEM Ekspresyon Bulgulari

Kontrol Grubu: Acik filtrasyon yariklarinda SD’a yakin bdlgede ayaksi

uzantilarda p-kaderin isaretlenmesi gorildi. P-kaderin ekspresyonu, nefrine
gobre belirgin sekilde azdi (Resim 23A,B,C,D,E,F).

Resim 23: Kontrol Grubu P-Kaderin Ekspresyonu (A: X150.000, B: X150.000, C: X200.000, D:
X150.000, E: X150.000, F: X200.000).
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Minimal Degisiklik Hastaligi (MDH) Grubu: Sagdlam ve acik kalan filtrasyon
yariklarina yakin ayaksi uzantilar iginde p-kaderin isaretlenmesi goruldi. Cok
saylda desmozomal siki baglanti olusumu belirlendi ve bunlarin bazilarinin
yakinlarinda p-kaderin isaretlenmesi izlendi. MDH tanisi alanlarda, kapanmig
filtrasyon yariklarina yakin ayaksi uzantilarda diger hasta gruplarina gére daha

cok isaretlenme goruldi. Genel olarak p-kaderin isaretlenmesi azalmis olarak
degerlendirildi (Resim 24A,B,C,D).

Resim 24: MDH Grubu P-Kaderin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X150.000, C: X120.000, D:
X150.000).

Membran6z Glomeriilonefrit (MN) Grubu: Acgik kalmis olan filtrasyon
yariklarina yakin ayaksi uzantillarda yer yer p-kaderin isaretlenmesi goruldu.
Kapanmis ve daralmig olanlarda ekspresyon daha azdi. Genelde p-kaderin
isaretlenmesi ¢ok azalmis olarak degerlendirildi (Resim 25A,B).
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Membranoproliferatif Glomerulonefrit (MPGN) Grubu: Acgik olan filtrasyon
yariklarinda bile ¢ok az isaretlenme goéruldi. Kapanmis ve daralmig filtrasyon
yariklarindaki ekspresyon ise ¢ok daha azdi. Genel olarak MPGN hasta
grubunda p-kaderin isaretlenmesi azalmis olarak degerlendirildi  (Resim
26A,B,C,D).

W

Resim 25: Membrandz GN Grubu P-Kaderin Ekspresyonu (A: X100.000, B: X100.000).
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Resim 26: MPGN Grubu P-Kaderin Ekspresyonu(A: X120.000, B: X120.000, C: X120.000, D:
X120.000).

Fokal Segmental Glomeriiloskleroz (FSGS) Grubu: Genel olarak isaretlenme
¢ok belirgin degildi, ama filtrasyon yariklarinda SD'lara yakin ayaksi uzantilarda
isaretlenme goruldl, biraz apikale yer degistiren isaretlenmeler de goéruldu. P-
kaderin isaretlenmesi MPGN hasta grubuna benzer veya biraz daha artmis
olarak degerlendirildi (Resim 27A,B,C,D).
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Resim 27: FSGS Grubu P-Kaderin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X120.000, C: X120.000, D:X
120.000)

Podosin (NPHS2) IEM Ekspresyon Bulgulari

Kontrol Grubu: Filtrasyon vyariklarinda SD’lara yakin bdlgede ayaksi
uzantilarda podosin isaretlenmesi goruldu. P-kaderine gore daha iyi isaretlenme
g6zlendi (Resim 28A,B,C,D).

Minimal Degisiklik Hastaligi (MDH) Grubu: Acik olan filtrasyon yariklarina
yakin ayaksi uzantilarda podosin isaretlenmesi goruldu. Daralmis olan ve hatta
kapanmis filtrasyon yariklarinda bile isaretlenme goéruldi. MDH grubunda
podosin ekspresyonu nefrin kadar, belki nefrinden de daha iyi olarak
degerlendirildi. Bu gruptaki hastalarda filtrasyon yariklarinin cogunun kapandigi
goéruldi ve bu alanlarda ¢ok sayida desmozomal siki baglantilar olustugu

gérulda, bu yapilarin hemen yakininda podosin ekspresyonu oldugu izlendi.
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Sadece podosin igin degil, calisilan diger antikorlarda da, minimal degisiklik
hastalarinda bu yapilara yakin yerlerde isaretlenme oldugu gorildd (Resim
29A,B,C,D,EF).

Membran6éz Glomeriilonefrit (MN) Grubu: Filtrasyon yaridi yapisinin bozuk
oldugu alanlarda podosin isaretlenmesi azdi, filtrasyon vyariklarinin acik,
yapilarinin dizgun oldugu alanlarda ayaksi uzantilarda bir miktar isaretlenme

vardi, ama genel olarak podosin isaretlenmesi azalmis olarak degerlendirildi
(Resim 30A,B).

Resim 28: Kontrol Grubu Podosin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X120.000, C: X120.000, D:
X120.000).

Membranoproliferatif Glomeriilonefrit (MPGN) Grubu: Acik ve yapisi saglam
goOrunen filtrasyon yariklarina yakin ayaksi uzantilarda podosin isaretlenmesi
goérulda. Yapisi bozuk olanlarda isaretlenme daha az olmustu, yapi saglam
gO0zukmesine ragmen isaretlenme olmayan bolgeler de vardi. Desmozom
benzeri yapilar goruldu, bunlardan isaretlenme olanlara rastlandi. Podosin
isaretlenmesi membran6z glomerulonefrit grubundaki hastalardan daha iyi
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olarak degerlendirildi, ancak bu grupta CD2AP kadar isaretlenme yoktu, daha

az isaretlenme goruldu (Resim 31A,B,C,D).

Resim 29: MDH Grubu Podosin Ekspresyonu (A: X100.000, B: X120.000, C: X120.000, D:
X100.000, E: X120.000, F: X120.000).
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Resim 31: MPGN Grubu Podosin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X100.000, C: X120.000, D:
X100.000).

Fokal Segmental Glomeriloskleroz (FSGS) Grubu: Acik, yapisi saglam
filtrasyon yariklarina yakin ayaksi uzantilarda isaretlenme vardi, agik olup da,
isaretlenmeyen bolgeler de goruldu. Filtrasyon yariklarinin bazilarinda apikal ve
bazal bolgelerde de isaretlenme izlendi. Genel olarak isaretlenmenin azaldigi
belirlendi. FSGS hasta grubunda podosin isaretlenmesi MPGN hasta
grubundan daha fazla olarak degerlendirildi (Resim 32A,B,C,D).Hastalik
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gruplarina gore

verilmigtir.

IEM protein ekspresyon degisiklikleri Tablo

4’te topluca

Resim 32: FSGS Grubu Podosin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X120.000, C: X120.000, D:

X150.000)

Tablo 4: Hastalik gruplarina gore IEM protein ekspresyon degisiklikleri

Protein MDH MN MPGN FSGS Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
Nefrin Azalmig Azalmig Azalmis Azalmis +++++
++++ + +++ ++
Aktin Artmis Artmis Artmis Artmis +
+++ ++++ +++++ ++
CD2AP Azalmis Azalmis Iyi Azalmis ot
+++ ++ +++++ +
P-Kaderin | Azalmis Azalmis Azalmig Azalmis +++++
++++ + ++ +++
Podosin Iyi Azalmis Azalmis Azalmis ot
+++++ + ++ +++
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TARTISMA

Proteinuri ile seyreden bobrek hastaliklarinda sik gorulen morfolojik
degisiklik, ayaksi uzantilarda silinmedir. Silinme direkt hasara veya
glomeruldeki degisikliklere yanit olarak olugabilir, her iki durumda da epitelde
olugsan anormal bir cevap olarak kabul edilmektedir. Bu silinme sureci podosit
ayaksi uzantilarinda yer alan aktin iskeletteki degisikliklerle birliktedir, ancak

molekiiler temeli heniiz tam olarak agikliga kavusmamistir.'31%8

A.T. Lahdenkari ve arkadaslarinin MDH ve Fin tipi konjenital nefrotik
sendromlu 18 hastayla yaptigi calismada, transmisyon elektron mikroskopik
incelemede elde edilen morfolojik bulgularda; kontrollerin aksine proteinurik
hastalarda ayaks! uzantilarda silinme cok belirgin olarak goriimiistiir.'” Ayaksi
uzantilarda organizasyon kaybi (silinme veya fuzyon gibi) nefrotik insan ve
hayvan calismalarinda daha énce de bildirilmistir.’**%°'®"  Agir proteiniirik Fin
tipi nefrotik sendromlu hastalarda MDH’li hastalardan daha fazla lezyon
bulundugu gérilmiistiir."?” Podosit por sikiginin (her 1 mm GBM uzunlugu
boyunca izlenen slit diafram sayisi) kontrollere gére azaldigi gdsterilmistir.'?
incelenen tiim érneklerde podositlerin GBM'1 6rttiigii gorilmiis, masif proteindrili
hastalarda bile GBM’'den ayrilma gorulmemigtir. Sadece 2 MDH’li hastada GBM
lizerinde cok kiiglik soyulmus (erozyone) bir alan gériilmistiir.'*’ Daha énce
Ozellikle aminonukleozid nefropatili siganlarda bildirilen podositin GBM’dan
ayriimasi ve GBM’'da erozyone alan bulgulari Lahdenkari ve arkadaslarinin

yaptigi bu calismada goriilmemigtir,'%%13%192

Yoshikawa ve arkadaslari nefrozlu ve MDH’li 33 hastanin 16’sinda kuguk
odaklarda epitel ayrilmasi bulmuglardir. Epitel ayriimasi bulgusunun insanlarla
yapillan c¢aligsmalarda siganlarla yapilanlardan daha az belirgin oldugu

belirtilmistir.'®>

Lahdenkari ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada proteinurik ve
nonproteinurik  bobreklerde  podositlerde  endositik  aktivitede  farklilik
bulunmamistir.'® Bu endositik invaginasyonlar érneklerin tiimiinde apikal ve
bazal yuzeyde, podositlerin normal yapi gosterdigi ve silinmeyle birlikte olan

127

alanlarda gorulmastur. ©* Calismada ortalama slit por genigligi 27-28 nm olarak

Olculmustur. Cok az sayida slit por genigligi 50-80 nm kadar genis bulunurken,
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daha siklikla slit porlarin daraldigi gérilmistir.'?” Bazi adir proteiniirik Fin tipi
konjenital nefrotik sendromlu hastalarda slit porlarin yariya yakini daralmis
olarak bulunmustur.”” Bazi kisimlarda komsu ayaksi uzantilar arasinda
goriilebilir bosluk izlenmemistir.'*” Kontrol bébreklerde de %20 daralma oldugu

belirtilmistir. Bu nedenle istatistiksel olarak anlaml bulunmamustir.'?’

GBM'dan epitel hucrelerin ayrilmasinin  mekanizmasinin; epitel
hdcrelerini GBM’a sabitleyen yapilarda (integrinler ve distroglikanlar) bozulma
sonucunda veya ayaksi uzantilarda retraksiyon sonucunda olabilecedi one

sUriilmustir.'?’

Podosit ayaksi uzantilarindaki kenetlenme kompleksinin kaybiyla
meydana gelen duzlesmenin nefrotik bobrekte protein kagagini agiklamaya
yetmeyecegi  belirtimistir."”®  Diizliesme sonucu olusan  sitoplazma
geniglemesinin siklikla kapiller duvarda GBM’I sikica orttugu, yalnizca arada
sirada kesintiye ugradig bildirilmistir.'*’

Glomeruler hastaliklardaki proteinlrinin olusma mekanizmasina da iki
farkh agiklama getirilmigtir.127 Bunlardan birine go6re proteinuri; podositlerin
GBM’'dan ayrilmasiyla olusan fokal bogluklardan (gap) artan sivi akiginin Uriner
bosluga dogru plazma proteinlerini siriiklemesiyle olusur.' Hayvan modeli
calismalarinda proteinlrinin  baglangiciyla GBM'da erozyone (soyulmus)
bélgelerin gelisiminin gakistigi gdsterilmistir.’®®'?® Bu gibi alanlar insan nefrotik

bébrekleriyle yapilan iki galismada da bildirilmistir. "%

ProteinUri olusma mekanizmasi igin ikinci acgiklamada ise; nefrotik
bobreklerde ¢ok miktarda proteinin podositlerden aktif endositoz araciligiyla

ultrafiltrat icine gegebilecegi hipotezidir.'*’

Bu durum, siganlarda akut
aminonukleozid nefrozunda ve proteintrik insan bobreklerinde epitel
hdcrelerinde lizozomlar, fagozomlar ve pinositotik vezikul miktarlarinin arttigini
ortaya koyan elektron mikroskopik calismalarla  desteklenmistir.'?®"%°
Pinositotik invaginasyonlar da aminonukleozid nefrozlu siganlarda birgok
calismada tanimlanmistir.>®'2913%49 podositlerdeki vakuollerin; hiicrenin bir
yuzunde idrar bosluguyla, diger yuzunde ise GBM'in Ustunde kalan hucre disi

boslukla iletisim kurdugu diistntimistiir.™’
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A.T. Lahdenkari ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada Fin tipi konjenital
nefrotik sendrom ve MDH’lI hastalarda, hucre membraninin apikal ve bazal
yuzeyinde pinositotik invaginasyonlarin sayimi yapilmistir, ancak proteinuarik ve
nonproteinurik glomeruller arasinda invaginasyonlarda farklilik olmadigi
sonucuna varmislardir.'”” Bu durum calismacilarda bu iki hastalikta
endositozun kapiller duvar boyunca protein kaybinda onemli rol oynamadigi

fikrini olusturmustur.’®’

Calismanin sonucunda da proteinuriye slit diafram
yapisindaki molekuller dedisikliklerin neden oldugunu, ayaksi uzantilar
kompleksindeki kenetlenme kaybinin sekonder bir lezyon oldugunu, proteinuri

gelisimi igin kritik olmadigi sonucuna varmislardir.'?’

Bizim yaptigimiz c¢alismada filtrasyon yariklarinin oldukga daralmis
oldugu, bazi hastalarda filtrasyon yariklarinin kenarlarinda filament6z materyal
bulundugu goérdiuk. Filament6z materyali hastalik gruplarina gore ¢ok ya da az
olarak degerlendirmedik ancak filtrasyon yariklarinda daralmanin fazla oldugu
hastalarda daha fazla izledik.

Bizim galismamizda pedisel duzlesmesinin oldugu alanlarda izlenen aktin
yogunlasmasi MDH ve MPGN hasta gruplarinda bant tarzindaydi. Membran6z
Nefropati(MN) hasta grubunda birikim olan alanlarin Gzerindeki ayaksi
cikintilarda toplanmigti, diger yerlerde yoktu. MN hasta grubunda birikim ve
uzerinde aktin yogunlasmasi evre |l hastalarda en fazlaydi, evre lll ve |V te ise

birikimin rezorbe oldugu, aktin yogunlagsmasinin azaldigi goruldu.

MPGN hasta grubunda hastalik patolojisinin daha ¢ok mezangiyal alani
etkiledigi, bu nedenle bu bolgenin yapisinin oldukga bozuk oldugu, filtrasyon
yariklari ve podosit yapisinin ise genel olarak daha duzgun oldugu dasunulda.

FSGS hasta grubunda glomerilin dejenere boluminun yapisinin kotu
oldugu, yapilarin iyi secilemedigi goruldu, glomerulin daha iyi olan boluminde
filtrasyon yariklarinin ve podosit yapisinin MPGN hasta grubu kadar olmasa da
iyi gorundugu gozlendi. FSGS hasta grubunda glomerilin dejenere olmayan
boluminde podosit ve filtrasyon yapilari morfolojik olarak iyi gorlinse de
hastalarin klinik bulgulari diger hasta gruplarina gére daha kotuydu ve grubun
tedaviye yaniti bir hastadaki kismi remisyon diginda iyi degildi.
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MDH hasta grubunda proteintri varolmasina ragmen immunfloresan
mikroskopik immunglobulin ve C3 birikimi hastalarin higbirinde tesbit

edilmemigti ve hastalarin hepsinde tam remisyon saglanmigti.

Membran6z hasta grubunda laboratuar bulgulari MDH hasta grubuna
benziyordu ancak immunfloresan mikroskobik birikim olan hastalar vardi,

tedaviye yanit yine iyi gorunuyordu.

MPGN hasta grubu; laboratuar bulgularinda proteinuri ortalamasi en
dusuk olan gruptu, ancak immun kompleks birikimleri vardi, bir hasta tedaviye

yanit vermedi.

MDH hasta grubunda pedisel duzlesmesine sebep olan patolojinin hizli
gelistigi, pedisel duzlesmesinin yaygin olmasina ragmen mezangiyal alan, bazal
membran ve endotel hucrelerinin pek etkilenmedigi dusunulda. Hizli geligsen
patolojiye yanit olarak slit diafram yapilarinin hizla kayboldugu, filtrasyon
yariklarinin da hizla kapandigi ve yine desmozomal siki baglanti olugarak bu
bolgenin  glomerilogenez  asamasinin  erken  donemlerindeki  haline

donustugunu dusundurda.

Proteinuri ile seyreden glomeruler hastaliklarda proteinurinin sebebine
gelince; biz de ¢alismamizda MDH hasta grubu da dahil olmak Uzere hemen
tum gruplarda GBM’da kuglk erozyone alanlar, GBM ile epitel arasinda agiima
olan alanlar ve az sayida podosit kaybi olan alanlar gordik. Ayrica yine tum
gruplarda endositotik vezikuller ve ¢ok sayida bazal invaginasyonlari tesbit ettik.
Ancak bunlarin proteinurinin primer nedeni degil proteinlriye sekonder gelismis
lezyonlar olabilecegini dusunduk. Proteinuri sebebini de, A T Lahdenkari ve

arkadaslarinin'®

Onerisiyle uyumlu olarak, slit diafram bdlgesinin molekuler
yapisinin bozulmasindan ve bu bodlgede meydana gelen degigikliklerden

kaynaklandigini dugunduk.

Slit  diaframlarin  glomerllogenezin  erken  asamalarinda  siki
baglantilardan koken aldigi ve proteinuri ve ayaksi uzanti kaybi veya
silinmesiyle birlikte olan bir cok hastalikta restorasyon olusarak siki baglantilarin
bitisik ayaks! uzantilar arasinda tekrar gériindiigii diisiincesi,***° bize gére de
dogruydu, cunku biz de o6zellikle MDH hasta grubunda olmak Uzere kapanmig
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filtrasyon yariklari arasinda ¢ok sayida desmozom benzeri siki baglanti bolgesi
gordiik. ilging yani da bu yapilarin slit diafram bélgesinde oldugunu dogrular
sekilde ¢ok yakininda cgalistigimiz proteinlerin eksprese oldugunu tesbit ettik.
Bize gore de slit diaframlar proteinuri ile seyreden nefrozlarda siki baglantilara
donusuyorlardi, pedisel duzlesmesine ve filtrasyon yariklarinin kapanmasina
sebep olan patoloji ortadan kalktiginda da tamir mekanizmasi ile eski haline
donugebiliyordu.

Proteinuri ile seyreden glomeruler hastaliklarda bobrek dokusunun
transmisyon elektron mikroskopik incelenmesinde ayni hasta gruplarinda bile
gok farkli bulgular olabilecegini goérdik. Ornegin genellikle sadece pedisel
silinmesi bulgusu wvurgulanan minimal degigiklik hastaliginda GBM'dan
ayrilmaya, endositotik vezikullere, bazal invaginasyonlara, desmozom benzeri
siki baglantilara ve podosit icinde vakuollere kadar ¢ok degisik bulgular
gorebildik. Bu diger hasta gruplari igin de gegerliydi. Membran6z glomerulonefrit
hasta grubunda subepitelyal birikimlerin ve hemen c¢evresinde olusan aktin
yogunlasmasinin hastaligin tanisi ve evrelemesinde o©nemli olabilecegini

dusunduk.

Proteinurik glomerller hastaliklarda morfolojik degisikliklerin elektron
mikroskopik olarak degerlendiriimesinin klinik takip ve laboratuar bulgularina
gore birbirine ¢ok benzeyen tablolarda ayirici taniya gidilmesinde onemli
olabilecegini dusunduk.

Nefrin; slit diafram bdlgesinde hucre i¢i ve hucre digi bolumleri oldugu
bilinen, aktin iskeletin korunmasi ve surdurtlmesinde ayaksi uzantilardaki hicre
ici proteinlerle iligki kuran ayrica hicre digi bolumu ile slit diafram bdlgesi
proteinlerle birlikte filtrasyonun korunmasi ve surdurulmesinde etkili olan gok
onemli bir molekuldir. Proteinuri ile seyreden bircok edinilmis glomeruler
hastalikta nefrin ekspresyonu, hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasi igin
arastirma konusu olmustur. Proteindri ile seyreden glomeruler hastaliklarda
nefrin ekspresyonunun degistigi birgok arastirmada gosterilmigtir. Fin tipi
konjenital nefrotik sendrom gibi patolojilerde nefrin ekspresyonu tamamen
ortadan kalkmaktadir.'®®
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Furness 1999'da mimimal degisiklik hastaligi ve membrandz nefropatili
dort olguda PCR yontemi ile mRNA miktarlarini degerlendirmis ve kontrol

grubuna gére azalma oldugunu tesbit etmistir."®’

Patrakka 2001’de FSGS, Henoch-Shonlein nefriti, IgA nefriti, MDH,
membranoz nefropati ve membranoproliferatif glomerulonefritli 56 olguluk bir
calisma yapmig, immunhistokimya ve vakalarin bir kismina insitu hibridizasyon
uygulamigtir. Bu sekilde nefrin ekspresyonunu degerlendirmistir. Nefrin

ekspresyonunun kontrol grubuna gére farkli olmadigini gdstermistir.®®

Srivastava ve arkadaslari FSGS, MDH ve konjenital nefrotik sendrom
olgularinda immunohistokimyasal olarak nefrin ekspresyonunu
degerlendirmiglerdir. Nefrinin  konjenital nefrotik sendromda tamamen
kayboldugunu, FSGS ve MDH'da ise nefrin ekspresyonunun azaldigini
gostermiglerdir. Podosit hasarinin nefrin ekspresyonundaki azalmayla ilgili
oldugunu belirtmislerdir."® FSGS’de nefrin ekspresyonunda azalmanin
MDH’dan daha fazla olmasini, FSGS’de podosit hasarinin daha yaygin
olmasiyla agiklamislardir.®®

Tryggvason K. ve Huh W. IgA nefrit, MDH, membran6z GN ve lupus
nefriti tanisi alan 8 hasta grubuyla yaptiklan immunelektron mikroskopik
calismada nefrin ekspresyonunu deg"]erlendirmiglerdir.169 Kontrol grubunda
podosit ayaksi uzantilarinda intrasitoplazmik alanda ve hicre membranina
yakin alanlarda, ayrica slit diafram bolgesinde nefrin isaretlenmesini
gostermislerdir.”®® Podosit ayaksi uzantilarinda diiziesme olan alanlarda
isaretlenen altin partikil sayisinin olduk¢a azaldigini, saglam yapida filtrasyon
yariklarinin oldugu bodlgede nefrin isaretlenmesinin kontrol grubuyla benzer
oldugunu gdstermislerdir.’® Podosit ayaksi uzantilari altindaki 1000 nm
uzunlugundaki bolumde nefrin igin isaretlenen altin partikil sayisinin kontrole
gore azalmis oldugunu gostermiglerdir. Nefrinin sadece konjenital nefrotik
sendromda degil edinilmis glomeruler hastaliklarda da etkili oldugunu

bildirmislerdir.'®
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immunohistokimya, PCR gibi yéntemlerle nefrin ekspresyonu igin farkli
sonuglar elde edilmesini, glomerulopatilerde pedisel duzlesmesinin homojen
olarak gerceklesmemesine ve ciddi silinme olugsuncaya kadar gegen surede

nefrindeki degisimin fark edilmemesiyle aciklamislardir.®®

Gercgekten podosit ayaksi uzantilarinda silinme ve filtrasyon yariklarinda
kapanma homojen olarak gerceklesmez, hastalik surecinde ve hasarin
siddetiyle baglantili olarak ilerler, biz de inceledigimiz hasta gruplarinda 6zellikle
MPGN ve FSGS hasta gruplarinda daha fazla olmak Uzere intakt kalmis
filtrasyon yariklari ve slit diaframlar gérduk. Bu nedenle immunohistokimya ve
PCR gibi yontemlerle nefrin ekspresyonu normal ya da normale yakin olarak
degerlendirilebilir. immunelektron mikroskobik yéntemle ise ¢ok daha kesin bir
lokalizasyon bilgisi verece@i icgin nefrin isaretlemesinin daha spesifik
olabilecegini dusunduk.

13 olguluk MDH hasta grubuyla immunohistokimyasal ve semikantitatif
immunelektron mikroskopik calismada nefrin ekspresyonu Wernerson ve
arkadaslan tarafindan degerlendirilmigtir. Ayaksi uzantilardaki silinmenin nefrin
ekspresyonundaki azalmayla korele oldugunu belirlemislerdir."  Agir
proteinurili vakalarda immunfloresan yontemi ile 1g1k mikroskobik duzeyde,
nefrin igretlenmesinin granuler boyanma paterni gosterdigini, hafif proteinurisi
olan ya da tedavi alan vakalarda mikst lineer ve granuler boyanma gosterdigini

ileri stirmislerdir."”

immunelektron mikroskopik olarak ayaksi uzantilarda silinmenin
artmasiyla nefrinin granuler isaretlenmesinin arttigini belirtmislerdir. Podosit
ayaksi uzantilarinda silinmenin yayginligi ile serum albumin konsantrasyonu

arasinda ters korelasyon varli§i gdstermislerdir.'”

Ayni arastirmacilar elektron mikroskop ile GBM'da bir mikrometrekarelik
alandaki filtrasyon slitlerini saymiglar, incelme olan ve olmayan ayaksi
uzantilarda podosit mikrometresi basina dusen nefrin igaretlenmesini

degerlendirmislerdir.'”

Nefrin miktarinin azaldigini gostermislerdir. Total
podosit alanina dusen nefrin ekspresyonunda azalma saptamiglar ve bu
azalmanin sadece ayaksi uzantilardaki silinmeye bagl olmadigini

gostermislerdir. "
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Wernerson saglam olan ve varhigini koruyan filtrasyon yariklarinda nefrin
ekspresyon miktarinin degismedigini, slit diaframin yapisal batunltgu igin belli

bir miktar nefrin konsantrasyonu gerektigini savunmustur.’’®"""

Ayaksi
uzantilarda incelmenin oldugu bodlgelerdeki filtrasyon yarigi gevresinde hem
nefrin azalmasina, hem de nefrinin sitoplazmada yeniden dagilimina dikkat

170,171

cekilmigtir. Nefrinin yeniden dagilim doneminde hucre membranina

katillabilecegini, ya da hucre iginde kalabilecegini veya idrar yolu ile

O Sentezlenen nefrinle slit diaframlarin da

atilabilecegini  sdylemislerdir."”
yeniden yapildigi, podosit ayaksi uzantilarinda duzlesmeye neden olan etken
ortadan kalkinca MDH’daki gibi podositler ve eklerinin eski halini alabilecegdi

belirtilmistir."”"

Doublier ve arkadaslar nefrotik sendromda podositlerde olusan nefrin
yeniden dagilim mekanizmasinin proteinuriye neden oldugunu iddia
etmislerdir.'> FSGS, MDH, MN ve kontrol grubundan olusan 46 olguluk
calismasinda indirek immunfloresan yontem ile primer hastaliga bakilmaksizin,
hastalik gruplarinda yaygin nefrin ekspresyon kaybi oldugunu ve lineer

72 Glomertiler

boyanmanin granuler tarza donustugunu  bildirmislerdir.
hastaliklarda etkili olan faktorlerin hicre iskeletini degistirerek nefrin yeniden
dagihmina neden olabilecegini glomeruler epitel hucre kudlturinde
gostermislerdir.””> Hiicre iskeletindeki aktivasyon nefrin ekspresyonunu
etkileyerek plazma membranindan hicre disi alana yer degistirmesine neden

olabilecegini ileri sirmislerdir.'

B.K Kim immunohistokimya ile MDH'da nefrin icin ince granuler
boyanma, FSGS’de kaba graniiler boyanma gdstermistir.'”

B.K Kim MDH’da immunelektron mikroskopik olarak duzlesmis ayaksi
uzantilarda nefrin igaretlenmesi gorilmedigini, nefrinin podositlerde daginik
halde bulundugunu, intakt olan slit diaframlarda ise isaretlenen nefrin partikil

sayisinin kontrol grubu ile farklilik gdstermedigini ileri sirmistir.'”

FSGS hastalarinda ise duzlesmis ayaksi uzantillarda, podositlerde ve
intakt kalan ayaksi uzantilarda isaretlenen partikil sayisinda kontrol grubuna
gore belirgin azalma oldugunu ileri strmistar.' Bu bulgulara gore de proteinuri

ile seyreden glomeruler hastaliklarda nefrin ekspresyonunda degisiklikler
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oldugu, MDH’da nefrin yeniden dagiliminin, FSGS’'de ise nefrinde belirgin
azalmanin etkili oldugunu belirtmistir."”> Ayaksi uzantilarda silinme siirecinde
slit diaframdaki proteinlerin apikale yer degistirmesi veya kaybi sonucunda
graniiler tarzda boyanmanin olustugunu ileri stirmistir.' FSGS olgularinda
gorulen duzensiz boyanmanin nefrinin yer degistirmesine sekonder olabilecegi,
ayaksi uzantilarda retraksiyon ve mikrovillus olusumu ile nefrinin filtrasyon
yariklarindan mikrovilluslara dogru yer degistirdigini éne sirmistir.' Ayrica
nefrin mMRNA duzeyinin proteinuri ile degil, glomerulosklerozun yayginhigi ile
orantili oldugunu ve azalmis nefrin ekspresyonunun agir proteinuriden ¢ok

yapisal glomeriil bozuklugundan kaynaklandigini savunmustur.'”

Ohashi ve arkadaslari insan membran6z nefropatisinde nefrin
fosforilasyonunda degisiklik olup olmadigini ve fosforilasyonla proteindri
korelasyonunu arastirmiglardir.  Yirmidort primer membran6z nefropati
hastasiyla yapilan caligmada immunfloresan mikroskopik ve immunelektron
mikroskopik yontemlerle fosforile nefrin (p-nefrin), total nefrin ve podosin
ekspresyonlarina bakilmis, dort adet de kontrol bobrek  kullanilmistir.’™
Doérdincu evre membrandz nefropatide ayaksi uzantilar rejenere olunca, p-
nefrin de eksprese olmaya baslamistir, ancak ilk U¢ evre de fark gériimemis ve

proteiniiri ile korelasyon bulunmamustir.'”

Bizde membran6z nefropatide subepitelyal birikim ve aktin
yogunlagmasinin en fazla evre II'de oldugunu, hastaligin daha ileri evrelerinde
birikimin rezorbe oldugunu, aktin yogunlasmasinin da azaldigini gorduk.
Calismamizda aktin yogunlagmasinin GBM'in birikim olan bdlgelerini bir sapka
gibi sarmasi, aktin yogunlagsmasi sayesinde podositin patolojik alanlari timuyle
kaplamak veya sinirlamak gibi fonksiyonlarinin olabilecegini dusundurdu.
Birikimin rezorbe oldugu bolgelerde aktin yogunlagsmasinin azalmasi veya
kaybolmasi da bu dusinceyi dogrular nitelikteydi.

Elena Gagliardini ve arkadaslari, kazanilmig glomeruler hastaligi olan
hastalarda, proteiniri patogenezinde slit diafram batunligunde nefrin ve
CD2AP’nin roliinii arastirmislardir.’®  Primer glomeruler hastaligi olan 28
hastada immunohistokimyal inceleme ve TEM ile morfolojik analiz yapmiglardir.

IgA nefropatisi olanlarda nefrinin hicre disi ekspresyonunun azaldigi, minimal
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degisiklik hastali§i ve FSGS'de degisiklik olmadigi gdsterilmistir.' Hiicre ici
nefrin ve CD2AP ekspresyonunun da degismedigi bildiriimistir. TEM ile yapilan
morfolojik analizde slit porlarin sikligi sayillmis, ve geniglikleri incelenmisgtir,
ayrica slit icinde filamentdz yapinin varhdi veya yoklugu arastiriimistir.'”
Minimal degisiklik hastaliginda slit por sikliginin kontrole gore belirgin azaldigi,
IgA nefropatisinde degismedigi gdsterilmistir.'” Slit diaframda filamentéz yapi
minimal degisiklik hastaliginda kontrol ile ayni bulunmusg, IgA nefropatisinde
belirgin azaldig! tesbit etmiglerdir. Slit diafram genigliginin ise her iki hastalikta

da azaldigini bildirmislerdir."”

FSGS ve MDH hastalarin bulundugu immunohistokimyasal galismada
Koop K. ve arkadaslari CD2AP, nefrin ve podosin ekspresyonunu
degerlendirmislerdir.'®  Nefrin ve podosin  ekspresyonunda azalma
g('jstermiglerdir.176 Elektron mikroskop ile Olgilen podosit genisliginin nefrin ve
podosin ekspresyon duzeyi ile negatif korelasyon gosterdigini, proteinuri duzeyi

ile de pozitif korelasyon gdsterdigini belirtmislerdir.""®

Schmid ve arkadaslari proteinurik hastalarda nefrin ve podosin mRNA
ekspresyonunu degerlendirmigler ve kontrol grubuna gore mRNA seviyesinde
anlamli bir artig saptamamiglardir. Ekspresyon duzeyleri ile serum kreatinin

diizeyi ve proteiniiri seviyesi arasinda bir korelasyon tesbit etmemislerdir."””

MDH'da  nefrin  ekspresyonunun azaldigi bazi  c¢aligmalarda
bildirilmistir.'*”""81"® " Puromisin aminoniikleozid (PAN) nefropatisi genellikle
MDH’nin modeli olarak kabul edilir, PAN tarafindan induklenen proteinurik
durumlarda nefrin ekspresyon degisiklikleri incelenmistir.®® Nefrin mRNA
seviyesinin azaldigi gosterilmistir. MDH'da nefrin boyanmasinin granuler bir
tarzdan glomeruler kapiller duvar boyunca uzanan lineer benzeri gérinume
kadar degistigi gosteriimistir.’”®" PAN enjeksiyonundan hemen sonra nefrin
MRNA ekspresyonu azalmis ve nefrinin immunohistokimyasal boyanmasinda

proteiniiri pikinden hemen énce belirlenmistir."®’

Young Ki Lee ve arkadaglari PAN nefropatisi olusturulmus 20 sigan ile ,
TEM ve |IEM ile nefrin ekspresyonunu incelemislerdir.'® Ayaksi uzanti genisligi
1. haftada kontrole gore daha fazlayken, sonra azalmigtir. Her 10.000 nm GBM

uzunlugu igin total altin partikillerinin sayisina bakilmig, 1. haftada azaldig,
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sonra arttigini bildiriimislerdir.'®® Altin partikiilleri 1. haftada sitoplazmada daha

cok goralduguna belirlemislerdir. Nefrin ekspresyonunun PAN nefrozda degistigi
ve pedisel diizlesmesinin buna parelel seyrettigini belirtmislerdir.'®?

PAN nefropatisinde podosin ekspresyonu da incelenmistir.’® Podosinin
normal glomerulde nefrin ile birbirine yakin oldugu oysa PAN nefropatisinde
nefrinden acgikga ayristigi g('jsterilmigtir.178 Bu bulgular MDH’da slit diaframda
molekuler dizenlenmenin degistigini ve bununda proteinuri geligimiyle iliskili

oldugunu diistindiirmistir.'®’

Pasif Heyman nefriti, deneysel membran6z nefropati modelidir, Yuan ve
arkadaglari, pasif Heyman nefritinde nefrin ekspresyonunun degistigini,
boyanmanin genisledigini bildirmislerdir.'®® Doublier ve arkadaslari membranéz
nefropatili hastalarda nefrin boyanmasinin graniler paterne kadar degistigini

gostermislerdir.’ "

Nakatsue hem podosin hem de CD2AP’nin pasif Heyman nefritinde
proteiniirinin hemen &ncesinde nefrinden ayristigini gdstermistir.’ Membrandz
nefropatide proteintri gelisimine slit diafram disfonksiyonunun katkida

bulundugunu ileri stirmistiir."®’

Nefrin, podosin ve CD2AP ile baglantilidir ve bir kompleks olustururlar.
Bu kompleks slit diaframi aktin iskelete baglayan fonksiyonel (nitedir."®’
Podosinin bazi ailesel FSGS vakalarinda tanimlanmasi, slit diafram bolgesinde
CD2AP varliginin gosterilmesiyle proteinurinin olusumunun sadece nefrindeki
degigsikliklerle degil bu proteinlerin olusturdugu hucre iskeletiyle de iliskili

olabilecegi diistiniilmiistir.'®*

Horinouchi ve arkadaglarr FSGS ve MDH’lI hastalarla yaptiklari
calismada immunohistokimyasal olarak podosin ekspresyonu
deg"]erlendirmiglerdir.185 MDH'da aktif donem, remisyon dénemi olup olmamasi
veya tedavi alip almamasi dikkate alinmaksizin podosin ekspresyonunda
azalma olmadigini belirtmislerdir.'®® Fakat FSGS vakalarinin %74’linde podosin
ekspresyonunda azalma  gdstermislerdir.’®  Podosin  ekspresyonunu
degerlendirmenin MDH ve FSGS ayirici tanisinda faydali olabilecegini 6ne

stirmuslerdir.'®
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P-Kaderin ile yapilmis calisma sayisi olduk¢ca azdir. P-Kaderin null
farenin canh oldugu goéruldugunden, bazi arastirmacilar tarafindan filtrasyon
bariyerinin bitinligi icin énemli olmadigi diistiniimistir."® Farkli kaderin
isoformlarinin eksprese edilmesinin de, podositlerde p-kaderin eksikligini

6

giderebilecegi diisiiniimistir.'® Kiiltire podositlerin E-kaderin eksprese

ettiginin gdsterilmesi bu fikri desteklemektedir.®®

Bizim calismamizda tUm hasta gruplarinda, nefrin isaretlenmesinde
kontrol grubuna gore azalma tesbit edildi. Kontrol grubu diginda en iyi
isarettenme MDH hasta grubundaydi, FSGS hasta grubunda MN hasta
grubuna gore daha iyi isaretlenme vardi.

Anti-aktin  antikoru ile yaptigimiz  immunelektron  mikroskopik
isaretlemede; tum hasta gruplarinda aktin isaretlenmesinin kontrol grubuna gore
arttigi gozlendi. Aktin yogunlasmasi gorulen alanlarda, birikimlerin oldugu
bolgelerin ¢evresinde ve desmozom benzeri vyapilarin etrafinda aktin
ekspresyonunun arttigi goruldu. Aktin ekspresyonunun en fazla oldugu grup
MPGN hasta grubu olarak gozlendi, daha sonra gelen MN hasta grubu MDH
hasta grubuna gore daha fazla isaretlenme gostermisti. Gruplar arasinda en az
isaretlenme FSGS hasta grubundaydi, ancak tum gruplardaki isaretlenme
kontrol grubuna gore daha fazla olarak degerlendirildi.

Yukarida belirtilen proteinurik bobreklerle yapilan bazi c¢aligmalarda;
nefrin ve podosin  ekspresyonunun azalmasina ragmen CD2AP
ekspresyonunun degismedigi, ayni kaldigi belirtimektedir. Hatta nefrin, podosin
ve CD2AP’nin olusturdugu komplekste nefrin ve podosin boliminde bozulmaya
ragmen CD2AP’nin  aktin iskeletle baglantisinin  aynen korundugu
belirtimektedir."® CD2AP’nin silinmis ayaksi uzantilarda mikrofilamanlarin

yapisinda yogunlastigi bildirimektedir.'®*'®’

Bizim calismamizda CD2AP’nin immunelektron mikroskopik
isaretlenmesinde, bu ¢alismalarin aksine kontrol grubuna gore azalma gorduk.

Kontrole en yakin CD2AP isaretlenmesi olan grup MPGN hasta grubuydu.

MPGN hasta grubunda podosit ayaksi uzantilari da, diger hasta
gruplarina gore daha normale yakin durumdaydi. Nefrin ekspresyonundaki
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azalmaya ragmen CD2AP'nin bu gruptaki ekspresyonu bize, nefrinden
bagimsiz olarak CDZ2AP'nin ayaksi uzantilarin morfolojik yapilarinin
korunmasinda etkili oldugunu dusundurda. CD2AP’nin en az eksprese oldugu
grup ise FSGS hasta grubu olarak gozlendi. Bu durum FSGS'de gorulen
proteinuride CD2AP'nin katkisi olabilecegi kanisina varmamiza yol acti.

Calismamizda ekspresyonunu degerlendirdigimiz p-kaderin ile yapilan
immunelektron mikroskopik isaretlemede; MN ve FSGS hasta gruplarinda
ekspresyonun azaldigi, MPGN ve MDH hasta gruplarinda ise, azalmakla
birlikte yine de kontrol grubuna yakin bir isarettlenme oldugu goruldu.
Desmozomal siki baglantilarin daha fazla goruldugu MDH hasta grubunda bir
siki baglanti bolgesi proteini olan p-kaderin ekspresyonunun bu bdlgelerde
devam ettigi dusunuldu

Podosinin  immunelektron mikroskopik isaretlenmesinde; MDH hasta
grubunda nefrin kadar, hatta nefrinden daha iyi isaretlenme goruldi. MN hasta
grubunda podosin isaretlenmesi azalmis olarak goruldu. MPGN hasta grubunda
isaretlenme azalmigti, ancak MN hasta grubuna gore daha iyi isaretlenme
goraldu. FSGS hasta grubunda da podosin isaretlenmesi azalmisti, isaretlenme
MPGN hasta grubundan daha iyi olarak belirlendi.  Minimal degisiklik
hastaliginda ayaksi uzantilarda silinmenin yaygin ve hizli olmasina ragmen
ayaksi uzantilarda ve slit diafram bdlgesinde bulunan proteinlerin yapisinin
bozulmadan belli bir sure daha varligini surdurebildigi bu nedenle MDH hasta
grubunda calistigimiz proteinlerin ekspresyonlarinin diger hasta gruplarina goére
daha iyi oldugu dasunuldu.

Calismamizda, morfolojik olarak yaygin pedisel duzlesmesi, filtrasyon
yariklarinin sayisinda azalma, daralma ve kapanmalara ragmen, calistigimiz
proteinlerin MDH hasta grubunda en iyi duzeyde eksprese oldugu goruldi.
MDH hasta grubunda immunfloresan birikimi gosterilmemisti, ve hastalarin
tamaminda tam remisyon saglanmisti. immun kompleks birikimin olmamasinin
prognoza olumlu etkisi oldugu dusunuldi. Ayrica, pedisel duzlesmesi olsa da,
SD'nin normal fonksiyon gormesi igin gorev yapan proteinlerin kontrol grubuna
yakin duzeyde eksprese olmasi sayesinde, bir sire sonra yeniden ayaksi

uzantilarin ve SD'larin olusmasinin, bu gruptaki hastalarin tedaviye yanitlarinin
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iyi olmasini ve tam remisyon durumunun olugmasini saglayabilecegi kanisina
varildi. Bu nedenle bu proteinlerin ekspresyonunun, duzlesmenin reverzibl olup

olmadigini degerlendirmede ¢ok dnemli kriterler olabilecegi dusunuldu.

FSGS hasta grubu, glomerulin dejenere olmayan bolumlerinde saglam
gorunumde filtrasyon yariklarinin  bulunmasiyla dikkat ¢ekmisti. Ancak
immunelektron isaretlemede protein ekspresyonlarinin en az seviyede izlendigi
gruplardan biri oldu, hastalarin bazilarinda immun kompleks madde birikimleri
de gosterilmigti. Ayrica tedaviye yanit agisindan da en kotu grup buydu.
FGSG'nin olusma mekanizmalari tam olarak bilinmemekle birlikte, pek gok farkl
durumun bu hastaliga yol actigi sanilmaktadir. Bizim ¢alismamizda da; SD'da
gorev alan proteinlerin ekspresyonlarinin herhangi bir sebeple azalmasinin,
bazi bdlgelerde morfolojik yaplyr gok bozmadan SD'in normal fonksiyonlarini
gerceklestirmesini engelleyerek, normale donus mekanizmalarini bozdugunu
dusundurdu. Bu nedenle, normal bobrek fonksiyonlarinin gergeklestiriimesinde
morfolojik goérinimden ziyade, SD yapisinda goérev alan proteinlerin dogru

lokalizasyonda ekspresyonunun daha énemli oldugu sonucuna varildi.

MN hasta grubu morfolojik gorinumin en kotu oldugu gruptu,
immunelektron isaretlemede de en kotu ekspresyonun goruldugu grup oldu,
hastalarda granuler birikimler de gosterilmisti, ancak hastalarda tam ve kismi
remisyonlar bildirilmigti. Bu hastalik grubunda belirgin patoloji, ¢ok sayidaki
subepitelyal granuler birikimlerdir. Podositlerde gorulen duzlesme ve aktin
yogunlagsmasinin tamamen bu duruma sekonder olarak gelistigi dusunuldu.
Birikimlerin rezorbe olmasi ile podositte gorulen degisikliklerin sona ermesi, bu
durumun kaniti olarak yorumlandi. Dolayisiyla birikimlerin  ortadan
kaldirilmasinin, podositlerdeki degisiklikleri reverzibl olmasina, ve bdylece

hastalarin tedaviye daha iyi yanit vermesine neden olacagi sonucuna varildi.

MPGN hasta grubunda morfolojik degerlendirmede O6zellikle podosit,
ayaksi uzantilar ve filtrasyon yarigi bolgesi daha iyi olarak degerlendirilmigti,
immunelektron isaretlenmede protein ekspresyonu agisindan MDH hasta
grubundan sonra geliyordu. Cogunlukla mezangiyal lokalizasyonda granuler
birikimler gosterilmigti, bir hasta diginda tum hastalarda tedavi ile tam ve kismi

remisyonlar gorulmusti. Bu hastalik grubunda esas patolojinin mezangiyal
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hicrelerde olmasi nedeniyle, podositlerde goérulen degisikliklerin bu duruma
sekonder olarak gelistigi dugsunuldu. Ekspresyonlarini arasgtirdigimiz proteinler,
genel olarak FSGS ve MN hasta grubuna gore bu grupta daha iyi duzeydeydi.
Dolayisiyla MDH hasta grubunda oldugu gibi, protein seviyelerinin daha iyi
duzeyde olmasinin, hastaligin tedavisinde iyi ve oldukga belirleyici bir etken

oldugu sonucuna varildi.

immunelektron mikroskopik yéntemle yapilan inceleme sonucunda,
glomerduler filtrasyon bolgesi ve slit diaframlarin degerlendiriimesinde 6zellikle
nefrin, podosin ve CD2AP’nin etkilerinin daha belirgin oldugu dugunulda. Aktin
ekspresyonu, ayaksi uzantilarin iskeletinde bozulma ve bu bozulmaya verilen
cevap acisindan degerliydi. Slit diafram bolgesinin siki baglanti formasyonuna
degisimi agisindan p-kaderin ekspresyonun da 6nemli oldugu dusunuldu.

Proteinuri ile giden bobrek hastaliklarinin patogenezinde ve tedaviye
yanit surecinde; podositlerin, ayaksi uzantilarin ve 6zellikle SD yapisinin gok
onemli oldugu; bu bdlgedeki protein ekspresyonlarinin yapinin normale
donmesinde c¢ok etkili olabilecegi ve bu proteinlerin takibinin, tedaviye yanitin

degerlendiriimesinde yardimci olabilece@i sonucuna varildi.
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SONUG VE ONERILER

Calismamizda proteinuri ile seyreden ve farkh klinik tanilar almis 20
glomeruler bobrek hastasinin bobrek biyopsilerini transmisyon elektron
mikroskopik olarak yeniden incelenerek daha detayli morfolojik bulgular tesbit
edildi ve bunlar kontrol grubu olarak segtigimiz nonproteinurik tubulointerstisyel
nefritli hastalarin bulgulariyla kargilastirildi. Ayni hastalar icin slit diafram
bolgesinde bulunan bes proteininin immunelektron mikroskopik ekspresyonlari
incelendi. Elde edilen sonugclara gore:

1. Sadece pedisel silinmesi, filtrasyon yarigi kapanmasi gibi bulgularin 6n plana
ctktigi minimal degisiklik hastalarinda, detayli incelemede morfolojik agidan ¢ok
degerli bulgularin  oldugu goruldid. Klinik olarak en hafif glomeruler
hastaliklardan biri kabul edilen minimal grubundaki bu degigikliklerin tesbitinin

tamir surecinin ve mekanizmasinin anlagilmasina isik tutabilecegi dusunuldu.

2. Membrandz glomerulonefrit hastalarinda subepitelyal birikimlerin hastaligin
tablosuna ve aktin iskeletteki olumsuz degisikliklere, SD protein ekspresyonuna
etki ettigi dusunuldu.

3. MPGN grubu hastalarda patolojinin daha ¢ok mezangiyal alan, bazal
membran bolgesini etkiledigi, ayaksi uzantilar, filtrasyon yarigi ve SD’larin daha
az etkilendigi goruldu. Bu nedenle tablonun FSGS ve membran6z nefropati
hastalarina gore goreceli olarak daha iyi oldugu dusunuldu.

4. Daha oOnce yapilan bazi c¢alismalarda belirtilen slit diaframlarin siki
baglantilardan koken aldigi, aslinda modifiye olmus siki baglantilar oldugu ve
nefropati sirasinda eski yapisini kazanarak siki badglantilara donustugu
iddialarina destek verecek bulgular elde edildi.

5. Bazi hastalarin o6rneklerinin incelenmesi sirasinda gordugumuz bazal
invaginasyonlar ve bunlarda filtrasyon yarigi yapisina donustugu izlenimi veren
goruntuler, tamir surecinde bazal invaginasyonlarin da rolu olabilecegini

dusundurda.

6. Halen netlik kazanmayan proteinuri mekanizmasinin, GBM'dan ayriima

alanlarindan veya endositotik vezikullerle oldugu fikirleri degerlendirildiginde;
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bunlarin da mutlaka proteinlriye etki ettigi, ancak asil etkenin slit diafram
bolgesindeki molekuler degisiklikler oldugu dusincesinin daha dogru olabilecegi

sonucuna varildi.

7. Slit diafram bolgesindeki proteinler icin yapilan immunelektron mikroskopik
isaretleme cgalismalarinin ¢ok degerli oldugu, klinik tani olarak ayni grupta yer
alan hastalar icgin bile farkli bulgular elde edilebilecegi, bu nedenle bu
calismalarin ayni hastanin elektron mikroskopik morfolojik degerlendirmeleriyle
birlikte ele alinmasi gerektigi dustnuldu.

8. Slit diaframlarin siki baglantilardan koken aldigi ve nefroz durumunda
bunlara geri donustugu fikrini irdelemek igin p-kaderin yaninda kavsak adezyon
molekult A (JAM-A), klaudin, ZO-1, occludin gibi diger siki baglanti
proteinleriyle de ¢alismanin faydali olabilecegi sonucuna varildi.

9. Proteintrik bobrek hastaliklarinin patogenezinin anlasilmasi ve ayirici
tanisinin yapilabilmesi icin immunelektron mikroskopik isaretleme yonteminin
onemli oldugu, ancak teknigin zorluguna ragmen daha genig hasta gruplariyla
¢alismanin gerekli oldugu dusunuldu.
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FSGS
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CD2AP
GBM

VEGF

PAN
NHERF
kDa
TRPC6
VEGFR

ILK

MPGN
MN
SIRS
PLA2R
TEM

IEM

SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi

Minimal degisiklik hastaligi

Fokal segmental glomerlloskleroz

Slit diafram

CD2 iligkili protein
Glomeruler bazal membran

Vaskuler Endotelyal Buyume Faktoru

Alfa

Beta

Gama

Puromisin aminonukleozid nefriti
Sodyum-hidrojen degistirici duzenleyici faktor
Kilo Dalton

Transient receptor potential cation channel 6
Vaskuler Endotelyal Buyume Faktoru Reseptoru

integrin bagh kinaz

Membranoproliferatif (Mezangiokapiller) glomerulonefrit
Membran6z glomerulonefrit

Soluble immun response supressor

Fosfolipaz A2 reseptor

Transmisyon elektron mikroskop

immunelektron mikroskopik
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Tablo
Tablo 1
Tablo 2
Tablo 3
Tablo 4

TABLOLAR DiziNi

Sayfa No
(Bazi slit diafram proteinleri) 19
(Primer glomerulonefrit tipleri) 32
(Hasta Klinik ve Laboratuar Bilgileri) 42

(Hastalik gruplarinda SD protein ekspresyon degisiklikleri)
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SEKILLER DiziNi

Sekil Sayfa No

Sekil 1 ( Primer uzantilar ve terminal ayaksi uzantilar aktin iskeletinin
gOsterilmesi) 15

Sekil 2  (Podosit ayaksi uzantilarindaki kontraktil aparatus ve apikal, bazal,
ve slit diafram fonksiyonel bolgelerinin TEM ve sematik olarak gosterilmesi) 16

Sekil 3  (Nefrin molekull ve slit diafram yapisinin sematik olarak
gOsterilmesi 17
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RESIMLER DiziNi

Resim

Sayfa No

Resim 1 (Glomeruler endotel fenestralari, GBM, podosit ayaksi uzantilari ve

slit diaframlari gosteren TEM resim)

Resim 2 (Podosit hucre govdesi, primer uzantilar, GBM'ni 6rten terminal

ayaksi uzantilari gosteren TEM resim)

Resim 3A-B (TEM Morfolojik Bulgular Kontrol Grubu)

Resim 4A-F (TEM Morfolojik Bulgular MDH Grubu)

Resim 5A-F (TEM Morfolojik Bulgular MN Grubu)

Resim 6A-F (TEM Morfolojik Bulgular MPGN Grubu)

Resim 7A-F (TEM Morfolojik Bulgular FSGS Gurub)

Resim 8A-F (Nefrin IEM Ekspresyon Bulgulari Kontrol Grubu)
Resim 9A-D (Nefrin IEM Ekspresyon Bulgulari MDH Grubu)
Resim 10A-D (Nefrin IEM Ekspresyon Bulgulari MN Grubu)
Resim 11A-D (Nefrin IEM Ekspresyon Bulgulari MPGN Grubu)
Resim 12A-F (Nefrin IEM Ekspresyon Bulgulari FSGS Grubu)
Resim 13A-D (Aktin IEM Ekspresyon Bulgulari Kontrol Grubu)
Resim 14A-B (Aktin IEM Ekspresyon Bulgulari MDH Grubu)
Resim 15A-D (Aktin IEM Ekspresyon Bulgulari MN Grubu)
Resim 16A-D (Aktin IEM Ekspresyon Bulgulari MPGN Grubu)
Resim 17A-B (Aktin IEM Ekspresyon Bulgulari FSGS Grubu)
Resim 18A-D (CD2AP IEM Ekspresyon Bulgulari Kontrol Grubu)

Resim 19A-D (CD2AP IEM Ekspresyon Bulgulart MDH Grubu)

12

14

43
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Resim 20A-D (CD2AP IEM Ekspresyon Bulgulari MN Grubu)
Resim 21A-D (CD2AP IEM Ekspresyon Bulgulart MPGN Grubu)
Resim 22A-B (CD2AP IEM Ekspresyon Bulgulari FSGS Grubu)
Resim 23A-F (P-Kaderin IEM Ekspresyon Bulgulari Kontrol Grubu)
Resim 24A-D (P-Kaderin IEM Ekspresyon Bulgulari MDH Grubu)
Resim 25A-B (P-Kaderin IEM Ekspresyon Bulgulari MN Grubu)
Resim 26A-D (P-Kaderin IEM Ekspresyon Bulgulart MPGN Grubu)
Resim 27A-D (P-Kaderin IEM Ekspresyon Bulgulari FSGS Grubu)
Resim 28A-D (Podosin IEM Ekspresyon Bulgulari Kontrol Grubu)
Resim 29A-F (Podosin IEM Ekspresyon Bulgulari MDH Grubu)
Resim 30A-B (Podosin IEM Ekspresyon Bulgulari MN Grubu)
Resim 31A-D (Podosin IEM Ekspresyon Bulgulart MPGN Grubu)

Resim 32A-D (Podosin IEM Ekspresyon Bulgulari FSGS Grubu)
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	Hasta Sayısı
	5
	5
	5
	5
	4
	Yaş (Ortalama)
	37.4
	46.4
	51.6
	41.4
	52.3
	Cinsiyet E/K
	3/2
	4/1
	1/4
	4/1
	3/1
	Proteinüri (gr/lt)
	2903
	1594
	1474
	798
	114
	Serum Kreatinin
	N (˂ 0.9 mg/dl)
	2.37
	0.85
	0.88
	2.87
	3.5
	Kanda Albumin
	N (3.4-4.8gr/dl)
	2.79
	2.63
	2.16
	3.36
	3.8
	İmmunfloresan Birikim
	-
	-
	-
	IgG, IgA, IgM, C3 +
	-
	-
	IgG +
	-
	IgG, IgM, C3 +
	-
	IgG, IgA, IgM, C3 +
	-
	-
	IgM +
	-
	IgA, IgM +
	IgG, IgA, IgM, C3 +
	-
	-
	-
	-
	IgG, IgA, IgM, C3 +
	-
	-
	-
	Tedavi Yanıtı
	Tam Remisyon
	Kısmi Remisyon
	Yanıtsız
	Kısmi Remisyon
	Tam Remisyon
	Tam Remisyon
	Tam Remisyon
	-
	Yanıtsız
	Kısmi Remisyon
	Tam Remisyon
	Kısmi Remisyon
	-
	Yanıtsız
	Kısmi Remisyon
	Tam Remisyon
	Yanıtsız
	-
	Yanıtsız
	Kısmi Remisyon
	Tam Remisyon
	Tam Remisyon
	-
	Yanıtsız
	Tam Remisyon
	Tam Remisyon
	Kısmi Remisyon
	-
	BULGULAR
	TEM ile tesbit edilen morfolojik bulgular
	Kontrol Grubu
	Kontrol grubunda yer alan hastaların morfolojik değerlendirmesinde; glomerülün genel yapısı ve kapiller halkalar doğal görünümdeydi. Podosit hücre gövdelerinin normal görünümde olduğu, primer uzantıların yapılarının düzgün göründüğü tesbit edildi. Podosit ayaksı uzantılarının glomerüler kapillerleri sardığı, GBM’da podosit ayrılma alanlarının ve dejenere alanların bulunmadığı görüldü (Resim 3A). Filtrasyon yarıkları genel olarak düzgün yapıdaydı (Resim 3B). Filtrasyon yarıklarının çoğunda slit diaframlar izlenebiliyordu (Resim 3B). Bazal membran kalınlaşması izlenmedi, kıvrılma, duplikasyon gibi bulgulara rastlanmadı (Resim 3A). Mezangiyal alanda hücre ve matriks artışı görülmedi. Podositler içerisinde vakuol, psödokist gibi oluşumlar izlenmedi. Yer yer bazal ve apikal invaginasyonlar görüldü. Endositotik veziküllere de rastlandı. Endotel hücresi doğal görünümdeydi. Ayaksı uzantılar arasında desmozom benzeri sıkı bağlantı yapıları görülmedi.
	�
	Resim 3: Kontrol Grubu TEM. (Uranil asetat-kurşun sitrat, A: X40.000, B: X100.000)
	Membranöz Glomerülonefrit (MN) Grubu
	Membranoproliferatif Glomerülonefrit (MPGN) Grubu
	�
	Resim 6: MPGN Grubu TEM. (Uranil asetat-kurşun sitrat A: X25.000, B: X20.000, C: X15.000, D: X25.000, E: X6.000, F: X20.000)
	Fokal Segmental Glomerüloskleroz (FSGS) Grubu
	İMMUN ELEKTRON MİKROSKOPİK (IEM) EKSPRESYON BULGULARI
	Minimal Değişiklik Hastalığı (MDH) Grubu: Geniş düzleşme alanlarında filtrasyon yarıklarının çoğu kapanmıştı, bu bölgelerde nefrin işaretlenmesi genellikle azalmıştı. Ancak kapanmaya ve desmozom benzeri sıkı bağlantılar oluşmasına rağmen, bu bölgelerin bir kısmında nefrin işaretlenmesi görüldü. Filtrasyon yarıklarının bir kısmında nefrin işaretlenmesi apikale yer değiştirmişti. Açık filtrasyon yarıklarında görünen SD’lar üzerinde ve ayaksı uzantılarda intrasitoplazmik nefrin işaretlenmesi izlendi. Bazı ayaksı uzantıların bazal kısmında da işaretlenme görüldü. Ancak nefrin ekspresyonunun kontrol grubuna göre azaldığı belirlendi (Resim 9A,B,C,D).
	�
	Resim 9: MDH Grubu Nefrin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X120.000, C: X150.000, D: X120.000).
	Membranöz Glomerülonefrit (MN) Grubu: Nefrin işaretlenmesi kontrole göre azalmıştı. Açık ve sağlam olan filtrasyon yarıklarında SD çevresinde nefrin işaretlenmesi görüldü. Ayaksı uzantılarda intrasitoplazmik nefrin işaretlenmesi de izlendi. Normal yapısı bozulmuş bazı filtrasyon yarıklarında, apikalde veya bazal membrana yakın alanlarda nefrin işaretlenmesinin azalmış da olsa bulunduğu görüldü. Bazı subepitelyal birikim alanlarına komşu ayaksı uzantıların bazal bölgesinde nefrin işaretlenmesi görüldü. Minimal değişiklik hastalığı grubuna göre nefrin ekspresyonu oldukça azalmış olarak değerlendirildi (Resim 10A,B,C,D).
	�
	Resim 10: Membranöz GN Grubu Nefrin Ekspresyonu (A: X150.000, B: X150.000, C: X120.000, D: X120.000).
	Membranoproliferatif Glomerülonefrit (MPGN) Grubu: Filtrasyon yarığı sayısı ve görülen normal slit diafram sayısı minimal değişiklik hastalığı ve membranöz nefropati grubuna göre daha fazla olarak değerlendirildi. Çok sayıda açık filtrasyon yarığı görüldü bunlardan bir kısmında nefrin ekspresyonu saptandı. Ayaksı uzantılarda intrasitoplazmik nefrin işaretlenmesi görüldü. Birkaç yerde sıkı bağlantı benzeri oluşum ve yakınında nefrin işaretlenmesi gözlendi. Genel olarak kontrol grubuna göre nefrin işaretlenmesinin belirgin olarak azaldığı belirlendi (Resim 11A,B,C,D).
	Fokal Segmental Glomerüloskleroz (FSGS) Grubu: Genel olarak filtrasyon yarıklarının yapısı minimal değişiklik hastalığı ve membranöz glomerülonefrit grubuna göre daha düzgündü, bu filtrasyon yarıklarında ayaksı uzantılar içinde ve SD’lar üzerinde nefrin işaretlenmesi görüldü. Bazı alanlarda pedisel düzleşmesi olduğu, bu alanlarda filtrasyon yarıklarının yapısının bozulduğu, daraldığı veya kapandığı izlendi. Buralarda nefrin işaretlenmesinin oldukça azaldığı görüldü. Bazı bölgelerde bağlantı komplekslerinin oluştuğu, bunların hemen yakınında nefrin işaretlenmesi olduğu saptandı. Glomerülün patolojik bölgesinde yer alan filtrasyon yarıklarının yapısının dejenere olduğu ve bu alanlarda işaretlenmenin olmadığı belirlendi. FSGS’li hasta grubunda nefrin işaretlenmesinin kontrol grubuna göre azaldığı, membranöz nefropati grubuna göre ise arttığı izlendi (Resim 12A,B,C,D,E,F).
	�
	Resim 11: MPGN Grubu Nefrin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X150.000, C: X120.000, D: X200.000).
	�
	Resim 12: FSGS Grubu Nefrin Ekspresyonu (A: X150.000, B: X200.000, C: X150.000, D: X200.000, E: X200.000, F: X150.000).
	Minimal Değişiklik Hastalığı (MDH) Grubu: Aktin işaretlenmesinin kontrol grubu ile benzer, hatta bir miktar artmış olduğu izlendi. Geniş düzleşme alanlarında, daralmış veya kapanmış filtrasyon yarıklarına yakın bölgelerde daha yoğun olmak üzere aktin işaretlenmesi izlendi. Ayaksı uzantıların bazal membrana yakın bölgelerinde de aktin işaretlenmesi görüldü. Desmozomal yapılar izlendi, bunların bazılarının yakınlarında aktin işaretlenmesi saptandı. Filtrasyon yarıklarının kenarlarında filamentöz materyal ve bazal invaginasyonlar gözlendi (Resim 14A,B).
	Membranöz Glomerülonefrit (MN) Grubu: Minimal değişiklik hastalığı grubuna göre daha fazla aktin ekspresyonu görüldü, işaretlenme kontrole göre de artmıştı. Podositte, ayaksı uzantılar içinde SD’a yakın bölgelerde aktin işaretlenmesi gözlendi. Birkaç bölgede desmozomal sıkı bağlantı gözlendi, bunların bazılarında aktin işaretlenmesi de belirlendi (Resim 15A,B,C,D).
	�
	Resim 14: MDH Grubu Aktin Ekspresyonu  (A: X120.000, B: X150.000).
	� Resim 15: Membranöz GN Grubu Aktin Ekspresyonu (A: X150.000, B: X150.000, C: X150.000,    D: X200.000).
	Membranoproliferatif Glomerülonefrit (MPGN) Grubu: Genel yapı diğer iki hasta grubuna göre (MDH ve MN) daha iyiydi, düzleşme daha az, açık filtrasyon yarığı sayısı daha çoktu ve bunlarda aktin işaretlenmesi daha fazla görüldü. Yine birkaç desmozomal plak görüldü, yakınında aktin işaretlenmesi vardı. MPGN hastalarında aktin işaretlenmesinin kontrol grubuna göre arttığı ve incelenen hasta grupları arasında en fazla işaretlenmenin bu grupta olduğu saptandı (Resim 16A,B,C,D).
	�
	Resim 16: MPGN Grubu Aktin Ekspresyonu (A: X150.000, B: X150.000,C: X150.000, D: X150.000).
	Fokal Segmental Glomerüloskleroz (FSGS) Grubu: Ayaksı uzantılarda aktin işaretlenmesi görüldü. Aktin yoğunlaşmasının olduğu alanlarda aktin işaretlenmesi de vardı. Bazı alanlarda bazal membrana yakın bölgelerde aktin işaretlenmesi görüldü. Hasta grupları arasında aktin işaretlenmesinin en az olduğu grup FSGS grubu olarak belirlendi (Resim 17A,B).
	Minimal Değişiklik Hastalığı (MDH) Grubu: Genel olarak CD2AP işaretlenmesi kontrole göre azalmıştı. Geniş düzleşme alanlarında filtrasyon yarıklarının kapandığı bu alanlarda işaretlenmenin de azaldığı belirlendi. Bu kapanmış filtrasyon yarığı alanlarında ayaksı uzantılar içinde bir miktar CD2AP işaretlenmesi görüldü. CD2AP ekspresyonunun açık filtrasyon yarıklarında da azaldığı görüldü. Bazı desmozomal sıkı bağlantı bölgelerinde işaretlenme izlendi. Bazı filtrasyon yarıkları kapanmış veya daralmış olsa da, SD apikale yer değiştirmiş görünse de, CD2AP işaretlenmesinin bulunduğu dikkati çekti (Resim 19A,B,C,D).
	�
	Resim 19: MDH Grubu CD2AP Ekspresyonu (A: X120.000, B: X120.000, C: X150.000, D: X150.000).
	Membranöz Glomerülonefrit (MN) Grubu: Çok sayıda daralmış, kapanmış filtrasyon yarığı görüldü, yapıları bozuktu, bu alanlarda az miktarda işaretlenme görüldü. Açık filtrasyon yarığı alanlarında ayaksı uzantılarda daha fazla işaretlenme saptandı fakat işaretlenme genel olarak azalmıştı. Membranöz glomerülonefrit grubunda işaretlenme olmayan alan daha fazla görüldü. Bu grupta CD2AP işaretlenmesi, kontrol ve MDH grubundan daha az olarak izlendi (Resim 20A,B,C,D).
	�
	Resim 20: Membranöz GN Grubu CD2AP Ekspresyonu (A: X150.000, B: X100.000, C: X120.000, D: X120.000).
	Membranoproliferatif Glomerülonefrit (MPGN) Grubu: Daralmış, kapanmış ve yapısı bozuk filtrasyon yarıklarının olduğu alanlardaki ayaksı uzantılarda CD2AP işaretlenmesi bir miktar azalmış olarak görüldü. Açık ve SD görülen filtrasyon yarıklarında, ayaksı uzantılarda daha fazla CD2AP işaretlenmesi belirlendi. Sıkı bağlantı oluşmuş olan birkaç alanda da işaretlenme görüldü. Genel olarak MPGN grubunda CD2AP ekspresyonunun, MDH ve MN hastalık gruplarına göre oldukça iyi işaretlenmiş olduğu saptandı. Kontrole en yakın CD2AP işaretlenmesi bu grupta görüldü (Resim 21A,B,C,D).
	Fokal Segmental Glomerüloskleroz (FSGS) Grubu: Genel olarak işaretlenmenin çok az olduğu izlendi. Filtrasyon yarığı açık olsa da işaretlenmeyen alanlar daha fazlaydı. Kapanmış ve daralmış filtrasyon yarığı alanlarında işaretlenme çok daha azdı, açık alanlarda nadiren ekspresyon görüldü. Bütün hastalık grupları içinde CD2AP ekspresyonunun en az olduğu grup FSGS grubu idi (Resim 22A,B).
	�
	Resim 21: MPGN Grubu CD2AP Ekspresyonu (A: X120.000, B: X100.000, C: X120.000, D: X120.000).
	�
	Resim 22: FSGS Grubu CD2AP Ekspresyonu (A: X120.000, B: X120.000).
	Minimal Değişiklik Hastalığı (MDH) Grubu: Sağlam ve açık kalan filtrasyon yarıklarına yakın ayaksı uzantılar içinde p-kaderin işaretlenmesi görüldü. Çok sayıda desmozomal sıkı bağlantı oluşumu belirlendi ve bunların bazılarının yakınlarında p-kaderin işaretlenmesi izlendi. MDH tanısı alanlarda, kapanmış filtrasyon yarıklarına yakın ayaksı uzantılarda diğer hasta gruplarına göre daha çok işaretlenme görüldü. Genel olarak p-kaderin işaretlenmesi azalmış olarak değerlendirildi (Resim 24A,B,C,D).
	�
	Resim 24: MDH Grubu P-Kaderin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X150.000, C: X120.000, D: X150.000).
	Membranöz Glomerülonefrit (MN) Grubu: Açık kalmış olan filtrasyon yarıklarına yakın ayaksı uzantılarda yer yer p-kaderin işaretlenmesi görüldü. Kapanmış ve daralmış olanlarda ekspresyon daha azdı. Genelde p-kaderin işaretlenmesi çok azalmış olarak değerlendirildi (Resim 25A,B).
	Membranoproliferatif Glomerülonefrit (MPGN) Grubu: Açık olan filtrasyon yarıklarında bile çok az işaretlenme görüldü. Kapanmış ve daralmış filtrasyon yarıklarındaki ekspresyon ise çok daha azdı. Genel olarak MPGN hasta grubunda p-kaderin işaretlenmesi azalmış olarak değerlendirildi  (Resim 26A,B,C,D).
	�
	Resim 25: Membranöz GN Grubu P-Kaderin Ekspresyonu (A: X100.000, B: X100.000).
	�
	Resim 26: MPGN Grubu P-Kaderin Ekspresyonu(A: X120.000, B: X120.000, C: X120.000, D: X120.000).
	Fokal Segmental Glomerüloskleroz (FSGS) Grubu: Genel olarak işaretlenme çok belirgin değildi, ama filtrasyon yarıklarında SD'lara yakın ayaksı uzantılarda işaretlenme görüldü, biraz apikale yer değiştiren işaretlenmeler de görüldü. P-kaderin işaretlenmesi MPGN hasta grubuna benzer veya biraz daha artmış olarak değerlendirildi (Resim 27A,B,C,D).
	Minimal Değişiklik Hastalığı (MDH) Grubu: Açık olan filtrasyon yarıklarına yakın ayaksı uzantılarda podosin işaretlenmesi görüldü. Daralmış olan ve hatta kapanmış filtrasyon yarıklarında bile işaretlenme görüldü. MDH grubunda podosin ekspresyonu nefrin kadar, belki nefrinden de daha iyi olarak değerlendirildi. Bu gruptaki hastalarda filtrasyon yarıklarının çoğunun kapandığı görüldü ve bu alanlarda çok sayıda desmozomal sıkı bağlantılar oluştuğu görüldü, bu yapıların hemen yakınında podosin ekspresyonu olduğu izlendi. Sadece podosin için değil, çalışılan diğer antikorlarda da, minimal değişiklik hastalarında bu yapılara yakın yerlerde işaretlenme olduğu görüldü (Resim 29A,B,C,D,E,F).
	Membranöz Glomerülonefrit (MN) Grubu: Filtrasyon yarığı yapısının bozuk olduğu alanlarda podosin işaretlenmesi azdı, filtrasyon yarıklarının açık, yapılarının düzgün olduğu alanlarda ayaksı uzantılarda bir miktar işaretlenme vardı, ama genel olarak podosin işaretlenmesi azalmış olarak değerlendirildi (Resim 30A,B).
	�
	Resim 28: Kontrol Grubu Podosin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X120.000, C: X120.000, D: X120.000).
	Membranoproliferatif Glomerülonefrit (MPGN) Grubu: Açık ve yapısı sağlam görünen filtrasyon yarıklarına yakın ayaksı uzantılarda podosin işaretlenmesi görüldü. Yapısı bozuk olanlarda işaretlenme daha az olmuştu, yapı sağlam gözükmesine rağmen işaretlenme olmayan bölgeler de vardı. Desmozom benzeri yapılar görüldü, bunlardan işaretlenme olanlara rastlandı. Podosin işaretlenmesi membranöz glomerülonefrit grubundaki hastalardan daha iyi olarak değerlendirildi, ancak bu grupta CD2AP kadar işaretlenme yoktu, daha az işaretlenme görüldü (Resim 31A,B,C,D).
	�
	Resim 29: MDH Grubu Podosin Ekspresyonu (A: X100.000, B: X120.000, C: X120.000, D: X100.000, E: X120.000, F: X120.000).
	�
	Resim 30: Membranöz GN Grubu Podosin Ekspresyonu (A: X100.000, B: X100.000).
	�
	Resim 31: MPGN Grubu Podosin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X100.000, C: X120.000, D: X100.000).
	Fokal Segmental Glomerüloskleroz (FSGS) Grubu: Açık, yapısı sağlam filtrasyon yarıklarına yakın ayaksı uzantılarda işaretlenme vardı, açık olup da, işaretlenmeyen bölgeler de görüldü. Filtrasyon yarıklarının bazılarında apikal ve bazal bölgelerde de işaretlenme izlendi. Genel olarak işaretlenmenin azaldığı belirlendi. FSGS hasta grubunda podosin işaretlenmesi MPGN hasta grubundan daha fazla olarak değerlendirildi (Resim 32A,B,C,D).Hastalık gruplarına göre İEM protein ekspresyon değişiklikleri Tablo 4’te topluca verilmiştir.
	�
	Resim 32: FSGS Grubu Podosin Ekspresyonu (A: X120.000, B: X120.000, C: X120.000, D: X150.000)
	Tablo 4:  Hastalık gruplarına göre İEM protein ekspresyon değişiklikleri
	TARTIŞMA
	SONUÇ VE ÖNERİLER
	KAYNAKLAR

