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GIRIS

Fokal segmental glomeriiloskleroz (FSGS) ve minimal degisiklik hastaligi(MDH) proteintiri
ve 0dem, hipoalbuminemi gibi nefrotik sendromun diger bulgular ile presante olan, renal
biyopsi ile tani alan histopatolojik antitelerdir (34). Benzer klinik bulgulari olmasi ve
kortikosteroid, alkile ajanlar, kalsindrin antagonistleri ile olan benzer tedavi yaklagimlarinin
her iki hastalikta da etkili olmalar1 nedeniyle tek bir hastaligin iki farkli alt tipi ya da ayni
spektrumun farkli iki ucunda bulunan antiteler olabilecegi yoniinde goriisler mevcuttur (46).
MDH ve FSGS’da genetik, immiinolojik, hemodinamik ya da dolasimda bulundugu
diisiiniilen baz1 permeabilite faktorleri ve lenfokinler gibi benzer ve farkli etiyolojik nedenler
tizerinde durulsa da etiyopatogenez net degildir. Yine FSGS, MDH’a gore daha c¢ok
progresyon gosterme egilimindedir, tedaviye yanit oranlar1 daha diisiiktiir. Dolayisiyla bu iki
grup hastalik farkli antiteler olabilir. FSGS’yi MDH’dan ayiran en 6nemli 6zellik podosit
zedelenmesinin daha ciddi ve siklikla geri doniisiimsiiz olmasidir. Glomeriil epitel
zedelenmesinin temel oldugu bu iki 6nemli hastalik podositopatiler catisi altinda yer alirlar.
Bu nedenle son yillarda podosit biyolojisi, fonksiyonlar1 ve podosit zedelenmesine neden
olabilen gen mutasyonlari, glomeriiler epitelyal hiicre zedelenme mekanizmalar1 {izerinde
sik¢a durulmustur.

Podosit zedelenmesinin belirlenmesi ve yayginligi tani, hastaligin aktivitesi ve tedaviye
yanitin degerlendirilmesi asamalarinda faydali olabilmektedir. Yine podositopatiler grubunda
Fin tipi konjenital nefrotik sendromda saptanan slit diyafram proteinlerinden nefrin gen
mutasyonunun podosit ayaksi cikintilarda silinmeye ve zedelenmeye neden oldugunun
gosterilmesi ile idiyopatik nefrotik sendromlarda da slit diyafram proteinlerine iliskin genetik
mutasyonlarin ve protein ekspresyonlarinin degerlendirilmesi 6nem kazanmustir. Slit diyafram

protein ekspresyonunu immunhistokimyasal olarak degerlendirdigimiz bu calismamizin



amaci da etiyopatogenezden ¢ok histopatolojik, immunhistokimyasal, elektron mikroskopik
bulgularin egliginde morfolojik analiz ve korelasyon yontemi ile ayirici taniya destek
saglamak, diger taraftan morfolojik ve laboratuar bulgularin korelasyonu ile hastaligin
ciddiyetini belirleyen parametreleri saptamaktir. Ayrica MDH ‘dan farkli olarak mezangial
proliferasyon gosteren olgularin FSGS ve MDH arasindaki spektrumdaki yerini ve podosit
zedelenmesinin derecesini belirlemek amaciyla bu olgular da ¢aligmaya alinmistir. Bu
calismada degerlendirilen ii¢ O6nemli slit diyafram proteini olan nefrin, podosin ve
sinaptopodin ekspresyon paterni karsilastirilarak bulgularin genetik mutasyon, fonksiyonel,
yapisal bozukluk ya da yeniden dagilim gibi mekanizmalardan hangilerini yansitabilecegi
tizerinde durulmustur.

Calismanin bir diger yonii progresyon gostergelerinden olan podosit kaybi ve skleroz
gelisiminde TGF beta 1’in roliinii ortaya koymak, yine podosit kaybin1 ve gruplar arasi
farklilig1 belirlemek amaciyla WT 1 ekspresyonunda azalmay: , podosit fenotip degisikliligi

ve gostergelerini degerlendirmektir.



GENEL BILGILER

Bobrek hastaliklar icerisinde glomertiiler hastaliklar 6nemli yer tutmaktadir. Hipertansiyon,
diyabetes mellitus, sistemik lupus eritematozus gibi sistemik hastaliklar yani sira primer
glomertilonefritler de glomeriiler zedelenmeye yol agan Onemli hastaliklardir. Nefrotik
sendrom primer ve sekonder glomeriiler hastaliklar spektrumu ile iligkili olan proteiniiri,
O6dem, hipoalbuminemi, hiperlipidemiyi kapsayan bir antitedir. Nefrotik diizeyde proteiniiri
1,73 metrekare yiizey alani icin giinliik 3.5 gr ve iizeri protein kaybidir. Nefrotik sendromun
farkli nedenleri acisindan ayirim yapmak 6nemlidir.

Proteiniiri hem klinik prognostik faktor olarak hem de progresif renal fonksiyon kaybini
ongorebilme acisindan olduk¢a Onemlidir. Her bir bobrek yaklasik bir milyon glomertil
icermekte olup suda ¢ozilinen plazma artik {irtinleri glomeriiler filtrasyon yolu ile elimine
olurken makromolekiiller ve albiiminin eliminasyonu filtrasyon bariyeri tarafindan
engellenmektedir. Bu nedenle glomertiler filtrasyon bariyerindeki bozukluklarin proteiniiri ile
neticelenmesi kacinilmazdir. Plazma protein kaybina neden olan filtrasyon bariyerindeki
molekiiler degisikliklerin ya da bu degisikliklere neden olan olaylarin belirlenmesi 6nem
kazanmaktadir.

Proteiniiri glomeriiler hastaliklarin en sik goriilen klinik yansimasi oldugundan son yillarda
proteiniirinin altta yatan mekanizmalarini anlayabilmek i¢in Onemli adimlar atilmis ve
glomeriiler kapiller duvarin molekiiler yapisi, genetigi ve biyolojisine yonelik bilgiler

edinilmeye baglanmistir (2).



Glomeriiler filtrasyon bariyeri: Bobregin kortikal tabakasindaki organize kapiller ag
glomeriilleri olusturarak plazmanin ilk filtrasyon gérevini yapmaktadir. Bu sayede giinliik 180
It primer idrar iiretimi gergeklesir. Bu ultrafiltrat daha sonra tiibiiler sistemden gecerek farkli
domain’lere ayrilir. Primer idrar pulsatil kan basinci sayesinde filtrasyon bariyerinden
bowman kapsiiliine gecer. Glomeriiler filtrasyonu etkileyen faktorler molekiillerin boyut, sekil
ve elektriksel yilik Ozellikleri, hemodinamik faktorler ve kapiller duvar o6zellikleridir.
Glomeriiler filtrasyon bariyeri luminal yiizden disa dogru negatif yiiklii glikokaliks mantoya
sahip fenestre kapiller endotel, glomeriiler bazal membran ve visseral epitel hiicreleri olan
podositlerden olusur (34).

Kapiller endotel 70-100nm ¢apinda porlara sahiptir. Podosit kaynakli vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii endotelin gelisiminde ve fenestralarin olusumunda onemlidir. Endotel
hiicreleri negatif yiiklii sialoproteinler ve proteoglikanlar iceren glikokaliks mantoya sahiptir.
Endoteldeki bu anyonik yiik de filtrasyonda 6nem tasimaktadir (34).

Bazal membran lamina rara eksterna, lamina densa ve lamina rara interna olmak iizere 3
tabakadan olusan 300-350nm kalinlikta kapiller duvar1 destekleyen bir yapidir. Glomertiler
bazal membranda mevcut tip 4 kollajen diger komponentlere ¢ati olusturan 3 boyutlu
yapidadir. Kollajen yani sira proteoglikan, nidojen ve laminin de igerir. Glomeriiler bazal
membranin anyonik yiikiinde heparan siilfatlhi proteoglikanlar olduk¢a 6nemlidir. Ancak
bazal membrandaki anyonik yiikiin tek basina filtrasyon icin yeterli miktarda olmadigi
bilinmektedir. Bazal membrandaki heparan siilfat yapisinda bulunan perlekan ve agrin
kaybmin proteiniiriye neden olmadigi deneysel olarak gosterilmistir. Laminin bazal
membranda bulunan hiicresel diferansiasyon ve adezyonda gorevi olan heterotrimerik bir
proteindir. Tip 4 kollajen ve proteoglikanlar makromolekiillerin gegisine engel teskil etmekte

iken laminin filtrasyonda rol almaktadir. Laminin gen mutasyonunun letal form konjenital



nefrotik sendroma neden oldugu ortaya koyulmustur. Laminin kollajen matrikse entaktin
(nidojen) ile baglanir ve alfa 3 beta lintegrin yolu ile epitelyal ve endotelyal hiicrelere tutunur
(78).

Slit diyafram filtrasyonun tgiincii ve molekiillerin boyutu ile iligkili ge¢irgenligin en énemli
basamagini olusturur (6,80). Komsu podosit ayaksi ¢ikintilar1 aras1t mesafe filtrasyon poru
olarak ve bunlar1 birbirine baglayan ince membrandz yapr slit diyafram olarak
isimlendirilmektedir.

Podositler glomeriiler yapmin en biiyiikk ve en kompleks hiicresel organizasyona sahip
hiicreleridirler. Kapiller ag1 disaridan oOrterek {iriner bosluga dogru uzanirlar (57,76).
Podositler hiicre govdesi, major uzantilar ve ayaksi cikintilar olmak {izere yapisal ve
fonksiyonel olarak {li¢ segment ile karakterlidir (54). Hiicre gévdeleri ve major uzantilar bazal
membrana direk olarak bagl degildir , hiicre govdesi ve ayaksi ¢ikintilar arasinda bosluk
birakarak bowman mesafesinde yiizer tarzda bulunurlar ve esas olarak ayaksi ¢ikintilar ile
bazal membrana tutunurlar. Ayaks1 ¢ikintilar podosit fonksiyonu agisindan temel yapilar olup
mikroflamanlardan zengin kontraktil sisteme sahiptir. Bu sistem aktin, myozin, alfa aktinin,
talin ve vinkulin igerir. Aktin demetleri ayn1 podositteki ayaksi cikintilar arasinda kopriiler
olusturarak major uzantilardaki mikrotiibiillere baglanir. Ayaksi ¢ikintilarin apikal alan, slit
diyafram protein alan1 ve bazal membran alani olmak {izere li¢ kismi tanimlanmistir (54).
Biitiin kompartmanlardaki submembrandz alanlar aktin hiicre iskeleti ile baglantilidir. Apikal
kisimda bulunan podokaliksin ezrin ve sodyum —hidrojen degisimi diizenleyici faktor 2
(NHERF 2) aracilig1 ile aktine baglanirken ,glomeriiler bazal membran ile aktin flamanlar
aras1 baglant1 bazalde bulunan alfa 3 beta 1 integrin ve distroglikan kompleksi aracilig ile
saglanir (41). Podosit proteinlerinden podokaliksin, podoplanin ve glomertler epitelyal

protein 1 (GLEEP 1) ayaksi ¢ikintilarin elektrik yiikler araciligi ile birbirleri ile i¢ ige gegmis



tarzda ancak aralikli kalmalarina yardimci olur. Sinaptopodin prolinden zengin bir proteindir
ve alfa aktinin 4 gibi sik1 baglant1 proteini olan MAGI 1 ile etkilesir (34).

Komsu podosit ayaksi ¢ikintilari birbiri ile i¢ ige gegmis tarak benzeri yap1 seklindedir ve 35-
45 nm’lik filtrasyon poru denen dar yariklarla ayrilmiglardir. Slit diyafram adi verilen ince
membrandz yap1 bu yariklar1 koprilestirir. Slit diyafram elektron mikroskopik inceleme ile
Rodewal ve Karnowsky tarafindan hiicre membranlarina paralel olarak uzanim gosteren ince
cubuk benzeri yapilarin bir araya gelmesi ile fermuar benzeri model olarak tanimlanmistir
(33). Daha sonralar elektron tomografik ¢alismalarda Wartiovaara ve Ofvastedt tarafindan bu
yapinin organize sarmal seklinde bir ag oldugu saptanmistir (54). Slit diyafram
intraglomeriiler basing degisikligi durumunda podositlere elastikiyet saglamada ve podositleri
apikal ve bazolateral kisimlara ayirarak fonksiyonel ve organeller acisindan hiicresel polarite
kazandirmada da etkilidir.

Slit diyafram iligkili proteinler nefrin, podosin, CD 2AP, P-kaderin, Neph 1 ve FAT 1°dir
(27). Bu proteinler ayaksi cikintilarin seklinin korunmasinda 6nemli oldugu gibi sinyal
yolaklarinda, endositoz, hiicre diferansiasyonunda, podosit viabilitesi ve bazal membrana
yonelik heparan siilfat iiretiminde de yer almaktadir . Slit diyaframin secici gecirgenlikteki
yerinin Oonem kazanmasiyla bu yapidaki genetik anomalilerin ve slit diyaframi olusturan
molekiillerin saptanma asamasi baglamistir .

Nefrin: 1998’de ve Tryggvason tarafindan nefrini kodlayan NPHS1 gen mutasyonunun Fin
tipi konjenital nefrotik sendroma neden oldugu saptanmistir (79).

Nefrin kisa intraseliiler domain, transmembran domain ve distal 8 adet immunglobulin G
benzeri domain ve proksimalde fibronektin iceren ekstraseliiler domain igeren bir
transmembran proteindir. Ekstraseliiler domain 35nm olup komsu ayaksi ¢ikintilardaki nefrin

molekiilleri karsilikli etkileserek filtrasyon alanini olusturur (28,78). Nefrin oligomerleri



ayakst ¢ikitilarin hiicre membranindaki sinyal mikrodomainleri olan kolesterol ve
sifingolipidlerden zengin lipid raftlarla etkilesir. Nefrin molekiiliiniim intraseliiler kisminda
fosforilasyon agisindan hedef olan tirozin rezidiileri bulunur. Gelisim asamasinda ayaksi
cikintilar olusurken nefrin Nck adaptor proteini yolu ile fosforile olur ve bu sayede aktin
polimerizasyonu gerceklesir. Slit diyafram gelistik¢e nefrin defosforile olarak aktin iskelete
CD2AP ve podosin proteinleri araciligi ile baglanir. Podosit zedelenmesi durumunda yine
hizl1 aktin polimerizasyonu ve sitosikeletal reorganizasyon gerektiginden Nck proteinlerinde
artis, nefrin fosforilasyon ve aktin repolimerizasyonu gergeklesir. Tamir progesinde nefrin

defosforile olarak aktine yine CD2AP ve podosin aracilig ile baglanir (56) .

Sekil I: Nefrin ve ayaksi ¢ikinti proteinleri ile aktin hiicre iskeleti arasindaki iliski
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Podosin: Slit diyaframin baslangic noktasinda podosit ayaksi g¢ikintisinin membraninda
lokalizedir, nefrinin sitoplazmik kismi ve CD2AP’e baglanir. Bu kompleksin

stabilizasyonunda, nefrinin hiicre iskeletine baglanmasinda  ve nefrinin endoplazmik



retikulumdan hiicre membranina taginmasinda gorev alir (54). Ayrica lipid raft igerisinde
oligomer ve dimerler olusturarak sinyal fonksiyonunda da yer alir (31). Podosini kodlayan
gen (NPHS 2) kromozom 1q25-31’de lokalizedir (78).

CD2AP: Ilk olarak T lenfositlerin CD2 reseptorlerinde tespit edilmis B ve T hiicreleri arasi
immiinolojik sinapslar1 diizenleyen bir adaptdr proteindir. Daha sonralar1 podositlerde,
proksimal ve distal tiibiillerde, toplayict duktuslarda da ekpresyonu saptanmistir. Nefrinin
aktine baglanmasinda aracilik eder (56).

Z.0-1 (zonula occludens 1): Podositlerde tiibiil epitel hiicrelerinde ve endotelde eksprese
olan bir membran proteini olup tipki podosin gibi slit diyafram ve ayaksi ¢ikintilarin birlesme
bolgesinde lokalizedir. Neph 1 ve aktin hiicre iskeleti ile iligkilidir (56).

Neph 1: Bes adet immunglobulin igeren slit diyaframda lokalize ekstraseliiller domain ve
intraseliiler domain igeren transmembran proteinidir. Ekstraseliller domain nefrin ile
etkilesirken intraseliiler domain podosin ve Z0-1 ile etkilesir (3).

FAT 1: Kaderin, epidermal biiylime faktorii ve laminin domainleri iceren ekstraseliiler
domain ve beta katenin baglayici sitoplazmik domain igeren protokaderin molekiiliidiir. P-
kaderin ile birlikte hiicre adezyonunda etkili oldugu gibi ayn1 zamanda ekstraseliiler boslugun
saglanmasinda da 6nemi vardir (3).

Podositlerin ii¢ boyutlu yapisinin saglanmasinda ve glomeriiler filtrasyonda rolii olan bu
molekiillerin identifikasyonu gerek glomeriiler fizyolojinin aydinlatilmasi gerekse proteiniirik
hastaliklarin mekanizmalarinin belirlenmesi agisindan son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir

(33).



Sekil I1: Podosit iliskili proteinler ve slit diyafram molekiilleri

GEM

Proteiniiri ve ayaksi ¢ikintilarda silinmenin mekanizmalar:

Proteintiri tiibiiler sivida protein artisi, tiibiiler emilimde degiskenlik ve glomeriiler filtrasyon
bozuklugu sonucu meydana gelir. Glomeriiler hastaliklar ilk ortaya ¢ikisinda nefrotik sendrom
ile presante olmakta ve glomeriiler hastaligin mekanizmas1 6nem kazanmaktadir (2). Daha
onceleri glomeriiler bazal membran yapisindaki degisiklikler ve ayaksi ¢ikintilarin bazal
membrandan ayrismasi proteiniirinin temel nedeni olarak kabul gOrmiistiir. Bazal
membrandaki heparan siilfat ya da proteoglikanlardaki defekt sonucu ya da antikorlar aracilig
ile anyonik sahalarin maskelenmesi gibi degisiklikler sonucu ortaya ¢ikan elektriksel yiik
kaybmnin permeabilite artisinda primer oldugu One siiriilse de bu olaylarin proteiniiriye
sekonder geligmis olabilecegi de ekarte edilememektedir. Elektron mikroskopik incelemelerde
izlenen ayaksi ¢ikintilarda silinme epitelyal hasara sekonder bu uzantilarin hiicre gévdesine
dogru retraksiyonu sonucu meydana gelmektedir. Epitelyal incelme ve erozyon sonucunda

tiriner bosluk ile direk temasa gecen bazal membrandan protein kaybi kaginilmazdir (33).
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1998 yilinda Kestila ve arkadaslarinin Fin tipi konjenital nefrotik sendroma iliskin nefrini
kodlayan NPHS1 geninin bulunmasi ile proteiniirinin patogenezine yonelik 6nemli bir adim
atilmistir (44). Konjenital nefrotik sendrom intrauterin donemde proteiniiri ile baslayan ve
dogumdan sonra da ciddi proteiniirinin eslik ettigi nefrotik sendromla seyreden otozomal
resesif bir hastaliktir. Deneysel hayvan modellerinde de nefrin eksikliginin masif proteintiri
ile sonuglandig1 gosterilmistir (15). Glomeriil bazal membranini kodlayan genetik defektlerin
daha sinsi bir proteiniiri seklinde klinik yansimasi oldugundan slit diyaframin segici
gecirgenlikteki rolii diger komponentlere gore listiindiir. Podosit zedelenmesi, fokal segmental
glomeriiloskleroz, minimal degisiklik hastaligi, membrandz glomeriilonefrit, lupus nefriti ve
diyabet gibi glomeriiler hastaliklarda goriilmektedir. Altta yatan hastaliga bagli olmaksizin
erken donemde morfoloji degismezken, slit diyaframin molekiiler yapisinda degisiklikler
olmaktadir. FElektron mikroskopik incelemede ayaksi ¢ikintilarda incelme, epitelyal
vakuolizasyon, siki baglanti formasyonu, epitelyal yariklarda azalma ve yer yer epitelde
bazal membrandan ayrisma saptanabilir. Ayaksi ¢ikintilarda silinme ile proteiniiri arasinda
baglanti oldugu bilinmekle birlikte silinmenin mekanizmasi1 son yillarda anlasilmaya
baslanmistir. Podositlerin molekiiler patolojisine dayanarak ayaksi c¢ikintilarda silinme ve
proteiniirinin dort temel nedeni tanimlanmaistir (47).

1)Slit diyafram kompleksi ve lipid tabakasi ile 1lgili engeller

2)Glomertiler bazal membran ve podosit-bazal membran baglantisi ile ilgili engeller

3)Aktin hiicre iskeleti ve iliskili protein alfa aktinin 4 ile ilgili engeller

4)Podosit apikal membranindaki negatif yiikiin notralizasyonu ile iligkili degisiklikler

Ayaksi ¢cikint1 hiicre iskeleti:Hiicre iskeletindeki majér molekiiler komponentler, aktin, alfa

aktinin ve sinaptopodindir. Alfa aktinin 4 aktine kovalan olarak baglanir ve 19. kromozomda
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lokalize ACTN 4 geninde heterozigot missense mutasyonu otozomal dominant form familyal
FSGS’a neden olur. Alfa aktinin hem bazal membrandaki integrinler hem de slit diyaframdaki
beta- katenin molekiilleri ile baglantili oldugundan ayaksi ¢ikintilarin bu farkli kisimlari
arasinda baglantiy1 saglar. Bu nedenle podosit zedelenmesinin nedeni ya da bolgesi ne olursa
olsun ayaksi cikintilarin silinmesinde aktin hiicre iskeleti ortak yolu olusturur. Nefrotik
sendromda aktin hiicre iskeletinde reorganizasyon ve ayaksi cikintilarin bazal kismina zit
olacak sekilde kondansasyon izlenir. Minimal degisiklik hastaligi gibi hafif formlarda
sinaptopodin ekspresyonunda degisiklik saptanmazken, FSGS gibi daha ciddi hastaliklarda
sinaptopodin ekspresyonunda azalma saptanmistir. CD 80 B lenfositler ve antijen sunucu
hiicrelerde bulunan ancak podositlerde de izlenebilen transmembran molekiiliidiir. Reiser in
vitro olarak bu molekiildeki artmis ekspresyonun da aktin flamanlarinda reorganizasyona ve

slit diyafram kaybina neden oldugunu gostermistir

Slit diyafram komponentlerinde bozukluk ile iliskili proteiniiri: Slit diyafram
proteinlerinden en onemlisi olan nefrinin ayaksi ¢ikintilarda silinme iizerindeki rolii hayvan
modellerinde antinefrin antikoru enjeksiyonu ya da NPHS 1 gen inaktivasyonu neticesinde
proteiniiri ve epitelyal silinmenin goézlenmesi ile ortaya konmustur. Nefrin oligomerleri
plazma membranindaki sinyal mikrodomainleri olan lipid tabakasi ile iliskilidir. In vivo
olarak podosit spesifik gangliozit enjeksiyonunda nefrin apikal kutba dogru yer degistirir ve
tirozin fosforilasyonu gergeklesir. Nefrin molekiiliindeki tirozin rezidiilerinin fosforilasyonu
slit diyafram kaybina neden olan sinyalleri baslatmaktadir. Sonugta slit diyaframda morfolojik
degisiklikler, daralma ve epitelyal silinme kacinilmazdir. Bu bulgular lipid tabakanin slit

diyaframin organizasyonunda 6nemini gostermektedir.
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NPHS2 gen mutasyonu otozomal resesif steroid diren¢li nefrotik sendromda Gnemlidir,
sporadik FSGS’a neden olabilir. NPHS1 gen {iriinii podosin stomatin ailesinden, intraseliiler
N ve C terminali iceren integral membran proteindir. Stomatin eritrosit lipid tabakasinda
bulunur ve iskelet gérevi goriir. Podosin de benzer sekilde CD2AP ve nefrin ile etkileserek
slit diyafram yapisinin stabilizasyonunda rol oynar.

FAT 1 yoklugunda da deneysel olarak slit diyafram kaybi ve ayaksi ¢ikintilarda fiizyona
sekonder perinatal letalite saptanmustir.

Z0-1 aktinle etkilestiginden ve tirozin fosforilasyonu yolu ile sinyal iletiminde yeri

oldugundan redistriibisyonunda spontan proteiniiriye neden olabilmektedir.

Luminal membrandaki negatif yiik kaybi: Luminal yiizdeki negatif yiik biliyiik oranda
podokaliksin tarafindan saglanir (8). Podokaliksin endotel ve podositler tarafindan ayaksi
cikintilar ve slit diyaframin gelisim asamasinda sentezlenir. Podokaliksin podositlerin
hiicresel yapisinin olusumu ve korunmasinda kritik 6neme sahiptir. Ayn1 zamanda paryetal
hiicrelerin podositlere adezyonunu engeller. Podokaliksin eksikligi immatiir, yass1
podositlerle sonuclanmaktadir. Luminal membrandaki bir diger 6nemli protein GLEPP-1
glomeriiler basing/filtrasyon oranim1  diizenlemektedir. MDH’inda bu molekiillerin
ekspresyonunun korundugu, ancak kollapsing glomerulopati ve FSGS’da podokaliksin ve
GLEPP-1 ekpresyonunun azaldig1 saptanmaistir.

Glomeriiler polianyonun deneysel olarak protamin infiizyonu ile noétralizasyonu (Seiler ve
ark) ya da piiromisinaminoniikleozit nefropatisinde(PAN) polianyon kaybi proteiniiri ve

epitelyal silinme ile sonu¢lanmistir.
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Glomeriiler bazal membrana podosit adezyonunda engeller: Alfa 3 beta 1 integrin
glomeriiler bazal membran komponentlerinden tip 4 kollajen, laminin, fibronektin ve
endaktine baglanarak fokal adezyonlar olusturur, ayn1 zamanda bu baglant: intraseliiler hiicre
iskeletini organize ederek podositlerin seklinin korunmasinda yer alir. Bu nedenle
integrinlerin baglant1 bdlgelerinin antikorlarla blokaj1 epitelyal silinme, proteiniiri ve ayaksi
cikintilarin bazal membrandan ayrismasina neden olur. Agir proteiniirinin baslangici siklikla
epitelyal ayrigsma ile birliktedir.

Distroglikan kompleksi ayaksi ¢ikintilarin bazal hiicre membraninda bulunmakta ve adezyonu
bazal membrandaki matriks proteini ve podositteki aktin arasi baglantiy1 saglayarak
gerceklestirmektedir. Distroglikan aktine irotropin araciligi ile baglanir. Distroglikan
ekspresyon kaybi MDH’da saptanmistir. MDH’da proteiniiri  olustukca distroglikan
ekspresyonunda azalma izlenmekte olup distroglikan ekspresyonu ile hastaligin aktivitesi
negatif korelasyon gostermektedir (60). Ayaksi ¢ikintilara normale doniistiikce distroglikan
ekspresyonu da normallesir. Bu fenomen MDH’a 06zgii olup FSGS’de distroglikan
ekspresyonu degismez.

Glomeriil bazal membranindan apopitoz, nekroz, adezyon kaybi gibi nedenlerle podosit
ayrigsmasi Ozellikle de hiperfiltrasyon nedenli FSGS patogenezinde temel rol alir. Podositler
proliferatif kapasiteye sahip olmadigindan bazal membrandaki erozyone alanlar ile paryetal

epitel etkilesimi baglar, sonugta sinesi ve skar formasyonlari gelisir.

Glomeriiloskleroz mekanizmalari:
Renal hasarin tipi ne olursa olsun podosit sayisinda azalmanin glomeriiloskleroz gelisimine
katkida bulundugu Kriz ve Rennke tarafindan 6ne siiriilmistiir. Podosit sayisinda %10-20

oraninda azalma glomeriilosklerozu baslatir. Podosit sayisinda azalmaya karsin mezangial ve
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endotelyal hiicre sayist normaldir. Glomeriil bazal membrani ¢evreleyen sinirli sayida podosit
bulundugundan podositlerde azalma neticesinde bazal membranda ¢iplak, erozyone alanlar
olusur. Podosit hipertrofisi ile bu alanlar kompanze edilmeye calisilsa da zamanla bu
mekanizma da yetersiz kalir. Hidrostatik basinca bagli kapiller yumakta olusan disa dogru
ekspansiyon bazal membran1 bowman kapsiiliine dogru iterek sinesi olusumuna neden olur.

Kapiller yumakta hyalinozis ve progresif skarlagsma siireci baslar.

Podositopeni nedenleri:

1)Apopitozis: Apopitotik podositler biiyiik oranda idrar yoluyla atildigindan 6nceleri teknik
olarak bu hiicreleri gdstermek zor olmustur. Ancak son yillarda V.D’Agati tarafindan
glomertiler hastaliklarda apopitozis gosterilmistir. Bottinger ve arkadaslar1 TGF beta
transgenik rat modellerinde artmis apopitozisi ve glomeriilosklerozu goéstermislerdir. TGF
betanin indiikledigi apopitoziste Smad yolu aracilik etmektedir (38,75).Otokrin TGF beta
2/Smad 3/siklin bagimli kinaz inhibitorii p15 sinyali podositlerde GO/G1 arresti ve podosit
diferansiasyonunda etkili olmakla birlikte TGF beta ve Smad 7 G2/M arresti ve apopitoziste
onemlidir. Proapopitotik P 38 mitojen aktive protein kinaz ve kaspaz 3 de TGF beta aracilig
apopitoziste rol alir. TGF betanin aracilik ettigi apopitozis ve epitelyal hiicreden mezenkimal
hiicreye transdiferansiasyon mekanizmalar1 diferansiye podosit kaybinda ve progresif renal
yetmezlikte oldukca Onemlidir. TGF iliskili apopitozis, glomeriilosklerozda, tiibiiler
dejenerasyon ve atrofide, glomeriiler ve peritiibiiler kapiller kaybinda patogenetik role
sahiptir. Siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitorleri olan p21 ve p27 yoklugunda apopitozis
hizlanmaktadir.

Singhal tarafindan anjiotensin 2’nin de rat podositlerinde apopitozisi indiikledigi

gosterilmistir. Anjiotensinin indiikledigi apopitozis kismen TGF beta bagimlidir.
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Sekil III: TGF beta aracih progresif nefron kaybi
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2)Aynisma: Podositlerin sayica azalmasinda bir diger mekanizma bazal membrandan
ayrismadir. Ayrisan podositler apopitotik midir yoksa viabl hiicreler olabilir mi sorusuna yanit
olarak idrardaki podositler incelemeye almmistir. Membrandz nefropati modeli olan
Heymann nefriti ve diabetik nefropatinin ratlardaki streptozotocin modelinde idrardaki
podositler nefrin, podosin gibi antikorlarla immunhistokimyasal olarak saptanmistir. Bu
hiicrelerin doku kiiltiiriinde ~ ¢ogalmasi nedeniyle bazal membrandan ayrigmis olan
podositlerin bir kisminin viabl oldugunu kanitlanmistir.

3)Proliferatif cevap yoklugu: Glomeriilogenezis boyunca immatiir podositler hiicre
siklusuna girerek prolifere olurlar. Renal gelisimin S-fazinda podositler siklustan cikarak

terminal diferansiye fenotiplerini kazanmaya baslarlar (23). Proliferasyon asamasi igin
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siklinler siklin bagimli kinazlara (CDK) baglanmak ve aktive etmek durumundadirlar
(22,24,49). Ancak CDK’lar CDK inhibitorleri olan p21 , p27 ve p57 tarafindan inaktive
edilirler. Immatiir, prolifere olan podositlerde p27 ve p57 ekpresyonu yoktur. Ancak podosit
diferansiasyonu p27 ve p57 inhibitorlerinde artigsla birliktelik gosterir. Pasif Heyman
nefritinde rat podositlerindeki Fx1A antijenine yonelik antikor verilerek podositlerin
proliferasyon amagcl siklin ve CDK miktarini artirma yetenegi incelenmistir. C5b-9 yolu ile
indiiklenen zedelenme sonrasinda siklin A ve CDK2’de artis oldugu saptanmis olsa da CDK
inhibitorlerinin de arttig1 ve proliferasyonu engelledigi sonucuna varilmastir.

4)Podosit mitoz anormalligi: Poliploidi DNA igeriginde artis olarak tanimlanir ve histolojik
olarak siklikla dev hiicreler ile karakterlidir ve deneysel membrandz nefropatide podosit
poliploidisi gosterilmistir. Bu durum podositlerin mitoza girebilecegini ancak mitozu
tamamlamada ya da hiicre boliinmesinde engel olabilecegini diislindiirmektedir. Hiicre
kiiltiirtinde C5b-9 podositleri hiicre siklusuna yoneltse de G2/M fazinda mitozu engelleyen
faktorler s6z konusudur. P53 ve P21’de artis mitozu engellemektedir. Ek olarak C5b-9’un in
vivo ve in vitro olarak DNA zedelenmesine yol agtigi ve buna bagli olarak mitozun
engellendigi de ortaya konulmustur (47).

5)Mekanik stres: Glomeriillerdeki zedelenme goren hiicre tipinden bagimsiz olarak progresif
glomertiler skarlasmada ortak yol intraglomeriiler basing artisidir. Bu basing glomertiler
hiicrelerde mekanik stres olusturmaktadir. Mezanjial hiicrelerde mekanik stres proliferasyona
yol agarken podositlerde apopitozis ile sonuglanmaktadir. Podositlerdeki mekanik stres CDK

inhibitorlerinde artisa neden olurken proliferasyon bu mekanizma ile engellenmektedir (47).
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Podosit transkripsiyon faktorleri:Wilms’timor (WT )1  ekspresyonu fetal bobrekte
metanefrik blastem, renal vezikiil ve gelismekte olan podositlerde izlenmekte olup eriskin
donemde ekspresyonu yalnizca podositlerde sinirlhidir (56,59). PAX2 geni erken gelisim
asamasinda transkripsiyon faktorii kodlarken WT1 ekspresyonu matiir glomeriillerde arttik¢a
PAX2 azalmaya baslar. WT1 ve PAX2 metanefrik gelisim asamasinda olduk¢a onemlidir.
WTI ekspresyonu konjenital ve edinilmis hastaliklarda degiskenlik gosterebilir. Kollapsing
glomeriilopatide WT1 ekspresyonu hem kollaps olan hem de normal goriinen glomertillerde
azalmis olup, podosit fenotipindeki regiilasyon bozuklugunu gostermektedir. Nefrotik
sendrom, erkek psddohermafrodizmi ve nefroblastom ile karakterli Denys Drash
Sendromunda da WTI1 ekspresyonunda anormallik mevcuttur. Bulgular podositlerin hiicre
siklusuna yeniden girisi ve podosit proliferasyonu ile iligkilidir. LMXIB podosit
diferansiasyonu ve fonksiyonu agisindan 6nemli olan gen ekspresyonunun regiilasyonunda
rolii olan bir diger transkripsiyon faktoriidiir. Eksikliginde ayaks1 ¢ikintilarda azalma, displazi,

slit diyaframlarda eksiklikle karakterli gelisimsel bozukluk s6z konusudur.

Podositopatilerin klasifikasyonu:

Podosit zedelenmesi minimal degisiklik hastaligi, fokal segmental glomeriiloskleroz,
kollapsing glomeriilopati, membrandz nefropati ve diabetik nefropati gibi insanda ve deneysel
glomertiler hastaliklarda izlenebilmektedir. Podosit zedelenmesi nefrotik sendromlarin
patomekanizmasinda temel rol oynar. Podosit biyolojisi ile ilgili son gelismelerden sonra
podosit hastaliklari icin Mundel ve Barisoni tarafindan yeni bir klasifikasyon onerilmistir (8).
Proteiniirik hastaliklarin oldukc¢a farkli nedenleri oldugu gibi klinik seyirleri de farklilik
gosterebilir. Yine benzer klinik prezantasyonda , spesifik klinik, laboratuar parametrelerinin

olmamasi ve histolojik ayirt edilemeyen lezyonlar tan1 ve tedavi giicliigiine neden olmaktadir.
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Podositopatiler arasinda en sik rastlanan ve ayirici tam1 gii¢liigi olan antiteler FSGS ve
MDH’dir .MDH’da progresif bobrek yetmezligi ya gelismez ya da gelisme riski ¢ok diisiiktiir.
Ancak FSGS agresif tedavi ile kontrol edilemezse siklikla progresyon gosterir. Bu nedenle
tedavi ve prognozlar farkli olan bu antitelerin ayirici tanist 6nem tasimaktadir. Histopatolojik
parametreler ve elektron mikroskopik bulgular her hastada ayirici taniya varmada yeterli
olmayabilir. FSGS tanis1 hastalifin yaygiligina ve biyopsideki glomeriil sayisina baglidir.
MDH’da relapslarla seyreden olgularda takip biyopsileri fokal segmental glomeriiloskleroz ile
uyumlu gelebilir. Bu durum MDH nin FSGS’a progresyonu seklinde yorumlanmamalidir. 11k
biyopsi sklerotik glomeriil icermiyor olabilir. Bu hastaliklarin genetik ve patogenezine
yonelik bilgiler arttik¢a bu iki farkli antiteyi ayirmak da daha kolay olacaktir. Podosit iligkili
protein ve gen ekspresyon analizi kalitsal olan ve edinilmis proteiniirilerdeki ortak ya da farkli
regiilasyon yollarinin aydinlatilmast , tanisal ve prognostik yararli bilgiler edinilmesi

acisindan deger tasimaktadir.

Tablo I: Podositopatilerin siniflandirmasi

Histoloji Patolojik varyant Patojenik faktorler
Normal Minimal degisiklik hastalig1r | Distroglikan
Konjenital nefrotik sendrom | Nefrin
Diffiiz mezangial skleroz Denys-Drash sendromu WT 1
Frasier sendromu WT1
Fokal segmental Idiyopatik Bilinmemekte
glomeriiloskleroz Genetik Podosin, alfa aktinind, betalintegrin,
CD2AP,LMXIB
Hiperfiltrasyon Mekanik stres
Kollapsing glomerulopati Idiyopatik Bilinmemekte
Viral HIV1, Parvoviriis B19,SV40
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MINIMAL DEGISIiKLiK HASTALIGI

Ik olarak Miiler tarafindan nefrozis terimi kullanildiktan sonra Munk idrarda yag
cisimciklerinin ve otopsi calismalarinda tiibiillerde izlenen yagli degisikliklerin saptanmasi
iizerine  lipoid nefrozis terminolojisini tanimlamustir.  igne  biyopsisi  yaygin
kullanilmadigindan lipoid nefrozis terimi nefrotik sendrom ile seyreden farkli antiteleri de
kapsamakta idi. Cocuklardaki lipoid nefrozis tanisi, klinik, histopatoloji ve tedaviye yanitin
kombinasyonuna dayanilarak verilmeye baslandiginda bu terminolojinin tek bir antiteye
spesifik olmamasi iizerine minimal lezyon, minimal degisiklik nefropatisi gibi terimler
kullanilsa da giinlimiizde ¢ocuklarda daha sik goriilen bu hastaligin farkli bir antite olmasi

nedeni ile minimal degisiklik hastalig1 terminolojisi tercih edilmektedir.

Klinik ve laboratuar bulgular:

MDH erkek ¢ocuklarda kizlara oranla yaklasik iki kat daha sik goriilmekte olup ortalama
goriilme yas1 3’tiir. 16 yasindan kiigiik ¢ocuklarda insidanst 2-16/100.000°d1ir. Erigkinlerde
ozellikle Kafkas, Ispanyol ve Asya irklarinda daha siktir (10,71).

Klinik olarak 6dem en sik semptomdur (25). Mikroskopik hematiiri %13-36 oraninda olup
makroskopik hematiiri ¢ok nadirdir. Hiperkolesterolemi siklikla mevcuttur, %20 oraninda
hipertansiyon goriilebilir. Serum kompleman diizeylerinde azalma genel olarak yoktur.
Proteintiri selektif olup albumin permeabilitesi immiinglobulin G gibi diger makromolekiillere
oranla daha fazladir. Baz1 olgularda 6dem olmaksizin yalmizca asemptomatik proteintiri
olabilir, steroide iyi yanit veren bu olgularda prognoz iyi olup relaps beklenmez. Izole

proteintirisi olup 151k mikroskopik patoloji icermeyen , elektron mikroskopik incelemede
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ayaks1 cikintilarda silinme gozlenen olgular MDH’nin formudur ancak ayaksi g¢ikintilarda
silinmenin eslik etmedigi izole proteiniiri MDH ile bagdasmaz.

Eriskinlerde klinik bulgular ¢ocuklardakine benzer olsa da hipertansiyon, nonselektif
proteiniiri ve akut renal yetmezlik tablosu daha siktir (30,50). Yine ila¢ reaksiyonu veya
lenfoproliferatif hastalik gibi sekonder MDH nedenleri erigkinlerde ¢ocuklara oranla daha
siktir. Fokal tiibiiler kayip ve atrofi, arteriol ve arter duvarlarinda kalinlagsma da eriskin forma
eslik edebilir.

Selektif proteiniiri indeksi igG’ye rolatif albumin gegirgenligi olup 0.2 nin iizerinde olmasi
nonselektif proteiniiriyi isaret eder (17). Selektif proteiniiri, filtrasyon bariyerinde yiik
defektini temsil ederken nonselektif proteiniiri  porlarin genislemesi neticesinde cogu
makromolekiiliin permeabilite kazanmasini ifade eder . MDH ‘da HLA DR7, IL 2, IL 4, ILS,

IL13, IL18 seviyesinde artis da belirlenmistir.

Minimal degisiklik hastaliginda akut renal yetmezlik:

MDH olan eriskinlerde akut renal yetmezlik ileri yas ve vaskiiler hastaliklarla iligkilidir.
Ancak ¢ocuklarda vaskiiler hastaliklarla iliskilendirmek giictlir. Artmis permeabilite tiibiil
epitelini pek cok maddeye maruz biraksa da MDH’da izlenen secici permeabilite tiibiil epiteli
icin toksik maddelerin ge¢isine izin vermemektedir. Diisiik plazma onkotik basinci ve
hipovoleminin rolii olabilir. Ayrica endotelin 1 ekpresyonunun akut renal yetmezlikli
hastalarda artmis oldugu saptanmis olup endotelin 1’in mezangial kontraksiyona neden olarak

filtrasyon alanini ve filtrasyon oranini azalttig1 one siiriilmektedir (13).
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Isik mikroskopik bulgular:

Isik mikroskopik olarak glomeriiler patoloji saptanmaz ya da minimaldir. Glomeriiler
kapillerler patent olup, kalinlasma ya da diizensizlik izlenmez. Bazen mezangial matriks ve
seliilaritede hafif artis olabilse de fokal segmental glomeriiler kollaps, skar, endokapiller
proliferasyon ya da adezyon MDH tanis1 ile bagdasmaz. Podosit epitel hiicre degisiklikleri
151k mikroskopik olarak saptanmaz. Eslik eden yaygin interstisyel fibrozis ve tiibiiler atrofi
olmaksizin fokal hyalinize glomeriil (fokal global glomeriiloskleroz) goriilebilir. Yasla
birlikte global sklerotik glomeriil sayis1 artis gosterir. Eriskinlerde izlenebilecek global
skleroz gdsteren glomeriil sayisinin iist sinir1 hastanin yasi1/2-10 degerini asmamalidir (72).
Tibiiler sistemde agir proteiniiriye bagli olarak rezorbe edilen proteinler hyalin dropletler
seklinde izlenebilir. Glomeriiler iskemiye ya da yaslanmaya sekonder fokal tiibiiler atrofi ve
fibrozis siklikla erigkinlerde izlenebilir. Tekrar biyopsilerinde 6zellikle siklosporin tedavisine
sekonder interstisyel fibrozis saptanabilir.

Immunfloresan bulgular:Genellikle negatiftir. Ancak Immunglobulin M ve kompleman
(C3) mezangiumda elektron dense depozitlerle baglantili olmaksizin hafif yogunlukta
gortlebilir ancak patolojik 6nemi yoktur.

Elektron mikroskopik bulgular:Elektron mikroskopik olarak goriilen tek anomali ayaksi
cikintilarda silinmedir. Elektron dense depozit goriilmez. Ayaksi cikintilarda silinmenin
derecesi ile proteiniirinin siddeti arasinda baglanti olup olmadigi konusunda arastiricilar
arasinda farkli sonucglar mevcuttur. MDH’da remisyon ayaks1 ¢ikintilarin normale donmesi ile
karakterlidir. Ayrica slit diyaframda azalmaya bagl slit porlarda bozulma, slit diyaframda
apikale yer degistirme, epitelyal hiicrelerde vakuolizasyon, mikrovillus formasyonu, bazal
membrandan fokal ayrismalar da izlenebilir. Glomeriiler bazal membran siklikla normal

yapida ve kalinliktadir. Ancak %10 olguda incelmis gériintimde olabilir.
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Immiinhistokimyasal bulgular: immiinhistokimyasal ¢alismalarda genellikle podosit iliskili
alfa aktinin, podosin, podoplanin, podokaliksin ekspresyonunun kontrol grubuna oranla
degisiklik gostermedigi, sinaptopodin ekspresyonunun kantitatif goriintii analizi yontemi ile
degerlendirildiginde MDH’da kontrol gruba oranla hafif derecede azaldig1 saptanmistir. Kim
ve arkadaslar1 immunogold yontemi ile nefrin diizeyini degerlendirmisler ve her filtrasyon
poru icin nefrin partikiil sayisinin degismedigini buna karsin slit por sayisinda azalma
oldugunu gostermislerdir.Lahdenkari ise nefrin genindeki niikleotid degisiklikleri sayis1 ile
hastaligin ciddiyeti arasinda korelasyon oldugunu gostermisti (43). Bazal hiicre membraninda
bulunan distroglikanin hem alfa hem de beta alt {linitelerinin de azaldig1 gosterilmistir.

Patogenez: Kesin olarak ortaya konmus bir faktér ve patogenetik mekanizma yoktur. Ancak
dolasimda olasilikla lenfosit kaynakli ve glomeriiliin visseral epitel hiicresi i¢in toksik olan bir
faktor iretilmektedir. Diger taraftan atopi, besin alerjisi, hipersensitivite reaksiyonlar: ile
birlikte giden nefropatiler anormal immiin yanitin etkili olabilecegi hipotezini
desteklemektedir. Bu iki teori kombine edilirse normal immiinitedeki bazi bozukluklar
sonucunda dolagimdaki faktoriin liretimine neden olarak permeabilite artisina yol agabilir.
MDH’da glomertiler yiik kaybi oldukc¢a onemlidir. MDH olan hastalarin T lenfositlerinde
vaskiiler permeabilite faktorii saptanmistir. Yine plazma ve idrarda soluble immune response
supressor (SIRS) ve hemopeksin gibi katyonik maddeler izole edilmistir. Bu maddeler
GBM’da yiik degisikligine neden olmaktadir. Holt tarafindan MDH olan ¢ocuklarda plazma
heparanaz diizeyinde azalma saptanmis olup, bazal membranda heparan siilfat kaybina bagl
negatif yiik kayb1 oldugu belirtilmistir (26). MDH’da hiimoral immuniteden ¢ok hiicresel
immunite tizerinde durulmustur. T lenfositlerin bilinmeyen bir antijene karst epizodik olarak

aktive olmakta ve lenfokin lretimi ile permeabilite etkilenmektedir. Ayrica T lenfositler
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tarafindan iiretilen interlokinler de bazal membran ve epitelde zedelenmeye yol acarak
proteiniiriye neden olmaktadir.

Prognoz ve klinikopatolojik korelasyon:

Cocuklarda steroid tedavisinde yaklasik sekiz hafta sonra %90-95 oraninda remisyon
izlenirken eriskinlerde sekiz haftalik ek tedavi sonrasi remisyon oranlari %80’lerdedir.
Cocuklarda 4 yillik izlem relaps orani %5,5 oraninda iken eriskinlerde %21 oraninda
saptanmistir. Cocuk hastalarda tekrarlayan relapslarda ilk prezantasyonun 6 yas alti olmasi
risk faktoriidiir. Nikleer faktor kapa B subiinitleri p65/p60 olup steroid direncli olgularda
p50/p50 homodimeri bulunur. P65 yoklugu glikokortikoitlerin immunsupresor etkisini
bozdugu i¢cin bu vakalarda siklofoskamid ve siklosporin gibi immunsupresifler
kullanilmaktadir. MDH’da kronik renal yetmezlige progresyon %]1’den azdir. Baslangi¢
steroid tedavisine yanit vermeyen olgularin biyopsilerine bakildiginda tiibiiler degisiklikler
%14 oraninda, diffiiz mezangial hiperseliilarite %45 oraninda ,fokal glomeriiler skleroz %7,8
oraninda, hafif mezangial matriks artis1 56.3 oraninda saptanmis olup %4.7 oraninda 151k
mikroskopik patolojinin eslik etmedigi goriilmiistiir. Bernstein ve Edeelmann diffiiz
mezangial hiperseliilaritenin ciddi zedelenmeyi yansittigint ve ek tedaviye gereksinim
oldugunu 6ne siirmiistiir(9). Ayrica mezangial hiperseliilaritenin sik relapslarla iligkili oldugu
da gosterilmistir (70). Onceleri mezangial hiperseliilaritenin uzun dénem prognoza etkisinin
olmadig1 savunulurken son donemde mezangial hiperseliilarite ve immatiir glomertil
varliginin remisyonu kisalttigina iliskin ¢alismalar mevcuttur (53). Fokal global
glomertloskleroz glomertllerin %]15’inden fazlasinda mevcut olan ve tiibiiler atrofi ile
interstisyel fibrozisin eslik ettigi global skleroz olarak tanimlanmistir ancak tedaviye yanit ya

da uzun dénem prognoza etkisi tam olarak bilinmemektedir.
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FOKAL SEGMENTAL GLOMERULOSKLEROZ

1957 yilinda Arnold Rich nefrotik sendrom nedeni ile 6len ¢ocuklarin otopsilerinde
jukstamediiller glomertillerde segmental skleroz alanlar1 saptanmis ve glomerulosklerozun
idiyopatik nefrotik sendromda progresif renal yetmezligin gdstergesi oldugunu savunmustur.
Ancak 1970’lerde ¢’International Study of Kidney Diseases in Children’’ tarafindan FSGS’un
farkl1 bir klinikopatolojik antite oldugu, steroide diren¢ ve progresif renal yetmezlik agisindan
MDH’dan ayrilmasi gerektigi vurgulanmistir. 1970-80’1i yillarda eriskinlerde en sik nefrotik
sendrom nedeni membrandz nefropati iken son iki dekadda FSGS insidansi belirgin artis
gostermistir (18,34). Nefrotik sendromu olan Afrika kdkenli Amerikali’larda FSGS %56-78
siklikla goriilmekte olup diinyadaki en yiiksek orana sahiptir. Prevelanstaki artis gevresel
nedenlere ve FSGS’ un morfolojik taniminin genislemesine bagidir.

FSGS genel olarak nefrotik diizeyde proteiniiri, glomeriillerin bazilarinda (fokal) ve
glomertiiler yumagin bir kisminda (segmental) skleroz ve ayaksi cikintilarda silinme ile
karakterli klinikopatolojik bir sendromdur . FSGS tanis1 morfolojik bulgularin nonspesifik
olmast ve diger glomeriiler progeslerin {iistiine de eklenebilmesi nedeniyle zordur. Primer
(idiyopatik) FSGS podosit iligkili proteinleri ilgilendiren genetik mutasyon, viral neden ya da
ilag toksisitesi gibi etiyolojik nedenlerin belirlenebildigi sekonder FSGS formlarindan ayirt
edilmelidir. Primer ve sekonder FSGS formlar1 da inflamatuar, trombotik, proliferatif,
herediter (kronik glomeriilonefrit, Alport, mitokondriel sitopati vb.) nedenli nonspesifik fokal
segmental glomeriiler skardan ayirt edilmelidir. Glomertler skleroz kapiller kollapsla
karakterli olup glomeriiler arkitektiir secilebilirken, skar formasyonunda bazal membran tip 4
kollajenin yerini skar kollajeni tip 3 ve 4 almakta ve glomeriiler yap1 bozulmaktadir. Ancak

morfolojik ayirim neredeyse imkansizdir. Glomeriiler kapiller ya da sklerotik alanlarda
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eosinofilik aseliiler materyal olan hiyalin, spesifik olmamakla birlikte FSGS’a eslik edebilir.
Hastalik progresyon gosterdikce daha diffliz ve global patern izlenebilir.

Tablo 1I: Fokal segmental glomeriiloskleroz siniflandirmasi

Podosit zedelenmesi, bilinmeyen nedenle
Primer FSGS
Podosit zedelenmesi, nedeni bilinen
Viral
HIVAN
Parvoviriis B19
ilaglar
Interferon-a
Pamidronate
Lityum
Yapisal ve/veya fonksiyonel adaptasyona sekonder
Fonksiyonel nefronlarda azalma ile
Unilateral renal agenezi
Oligomeganefroni ve segmental hipoplazi
Renal displazi
Erigkin tipi polikistik bobrek
Reflii nefropati
Kronik intersitisyel nefrit ve pyelonefrit
Parsiyel kortikal nekroz
Papiller nekroz(analjezik nefropati)
Orak hiicreli anemi
Primer glomeriilopatiler
Nefrektomi ya da genis cerrahi
Kolesterol ateroembolizasyon
Hipertansiyon
Baglangicta normal sayida nefronlar ile
Morbid obezite
Siyanotik konjenital kalp hastalig1
Diabetik nefropati
Glikojen depo hastaligi
Familyal disotonomi
Akromegali
Genetik hastaliklara sekonder
Fokal proliferatif glomerulonefritlere sekonder
Diger nedenler
C1q nefropati
Renal tiibiiler asidoz
Sarkoidoz
Kaposi sarkomu
Artmus kas kitlesi
Behget hastaligt
Prader-Willi sendromu
Guillain-Barre sendromu
Turner Sendromu
Non-Hodgkin lenfoma
Sistemik lupus eritematozus
Loa loa filaryazis
Sistozomiazis mansoni
Preeklamsi
Renal transplantasyon
Glikojen depo hastalig tip 1
Familyal disotonomi
Eroin
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Klinik ve laboratuar bulgular: FSGS MDH’a oranla daha ileri yasta goriilmektedir,
hematiiri , hipertansiyon, renal yetmezlik insidansi daha yiiksektir ve siklikla steroide yanit
vermeyen nonselektif proteiniiri mevcuttur (34). Renal yetmezlik bulgular1 hastaligin
baslangicinda mevcut olabilir ve serum iire nitrojen seviyesinde artig, glomeriiler filtrasyon
oraninda azalma ile birliktedir.serum kompleman diizeyleri siklikla normaldir.

Histopatoloji:Skleroz, seliilarite, hyalin depozitlerle karakterli segmental lezyonlar siklikla
glomertliin periferinde olup Bowman kapsiilii ve glomeriiler yumak arasinda adezyonlar da
gortlebilir. Tek bir kesitte lezyonun fokal natiiriinlin saptanmasi i¢in glomertillerin %10-30
oraninda etkilenmis olmasi1 gerekir. Etkilenmemis glomeriil sayis1 hastaligin evresi ile
iligkilidir . Jukstaglomeriiler glomeriillerdeki artmis kapiller basinca bagli olarak sklerotik
lezyonlar siklikla bu bolgede zonal dagilim gosterir .Biyopsinin bu bodlgeden alinmasi 6nem
tasimakta olup ilk biyopsisi normal olup steroide yanit vermeyen olgularin tekrar
biyopsilerinde segmental skleroz saptanabilir. Segmental lezyonlarin intragomeriiler orijini
hiler ya da tiibiiler (proksimal tiibiilin bowman kapsiiliinii terk ettigi yer) olabildigi gibi
kuskulu da olabilir. Karisik lokalizasyon olduk¢a sik olup saf form %]15°den azdir.
Segmental lezyonda hiperseliilarite intrensek glomertiler hiicre proliferasyonu ya da 16kositik
hiicre infiltrasyonu seklindedir. Visseral epitel proliferasyonu 6zellikle seliiler-kollapsing tipte
gozlenen bir bulgudur. Ancak matiir podosit fenotipi mevcut olmayip GLEPP-1, WT1, C3b,
sinaptopodin, podokaliksin gibi podosit belirleyicilerini eksprese etmezler. Bu belirleyicilerin
ekspresyon kaybi podosit zedelenmesini yansitabilir. Prolifere hiicreler matiir podositlerde
izlenmeyen sitokeratin ve makrofaj belirleyicisi olan CD68 ekspresyonu gosterebilirler. Bu
durum paryetal epitel hiicreleri ve makrofajlarin da proliferasyonda payr oldugunu
gostermektedir. Prolifere hiicreler sklerotik segment {izerinde tek sira kaldirim tasi seklinde

ya da koheziv dizilirler. Hiicreler hipertrofik, genis vezikiile niikleuslu, belirgin niikleolli,
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bazofilik sitoplazmali, vakuolliidiir. Mitoz ve dev hiicreler goriilebilir. Bazal membrandan
fokal ayrismalar neticesinde biiyiik psodokistler izlenebilir.

Lokositler ,kopiiksii hiicreler, hiicresel debriler sklerotik segmentte toplanabilir. Kopiiksii
hiicreler FSGS’de %45-78 oraninda goriiliir ve lizozim ile pozitif boyanan monosit profili
gosterir. Schonholzer kopliksii hiicreler igeren glomeriil ylizdesinin FSGS’de MDH ve
membrandz nefropatiye oranla daha fazla oldugunu saptamistir (65).

Mezangial hiperseliilarite mezangial alanda 3’ten fazla hiicreyi ifade eder ve FSGS’da mevcut
ise diffiizdiir. Cocuklarda erigskinlere oranla daha sik rastlanir, prognostik Onemi
bilinmemektedir. FSGS progresyonu ile birlikte glomeriiler yumakta solidifikasyon ve global
skleroz baglar. Ancak global skleroz 6zellikle de fokal ise FSGS icin diagnostik degildir.
Interstisyel fibrozis ile birlikte olan kronik tiibiiler atrofi normal glomeriil yapis1 mevcut olsa
da siiphe uyandirmalidir. Arterioler hyalinozis yine sik¢a godzlenen bir bulgudur ve agir
epitelyal zedelenme, yiiksek kreatin seviyesi ve yiikksek miktarda albiimin atilimi ile

birliktedir.

Immunfloresan bulgular:Graniiler ya da lineer bir patern olmaksizin segmental skleroz
odaklarinda immunglobulin M ile birlikte kompleman (C3) depolanmas1 goriilebilir. Clq, C4,
IgG ve IgA depolanmasi da daha nadir olarak izlenebilir. Etkilenmemis olan glomeriillerde
mezangiumda lineer, paramezangial ya da graniiler zayif igM ve beraberinde C3 depolanmasi

goriilebilir.

Elektron mikroskopik bulgular: Podosit ayaksi c¢ikintilarda silinme major ultrastriiktiirel
bulgu olup, primer FSGS’de yaygin olup, sekonder formlarda daha ¢ok yama tarzindadir. Ek

olarak epitelyal vakuolizasyon, mikrovillus formasyonu, slit porlarda genisleme , ayaksi
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cikintilarda bazal membrandan ayrigma, bazal membranda yer yer incelme, lamina densada
irregililer goriiniim izlenebilir. Mezangial hiicrelerde golgi ve plazmik proceslerde nekroz

sklerotik alanlarda hiposeliiler goriinlime neden olur.

Immunhistokimya ve molekiiler patoloji:FSGS ve MDH nin ayirici tanisina yonelik tanisal
ekspresyon profilini ortaya koyabilmek amaciyla renal biyopsilerde immunhistokimyasal ve
molekiiler tekniklere 6nem verilmeye baglanmistir. Koop ve ark. tarafindan nefrin, podosin,
CD2AP, podokaliksin, Schmid ve ark. tarafindan alfa aktinin 4, sinaptopodin, distroglikan,
nefrin ve podoplanin protein ekspresyonu ve mRNA seviyeleri ¢alisilmis her iki ¢aligmada da
podosit zedelenmesi ve podosit iliskili gen ekpresyonu arasinda baglant1 saptanmistir (64).
Genel olarak protein ekpresyonunda azalma saptanmakla birlikte mRNA seviyesinde c¢ok
onemli bir artis olmadigindan gen ekspresyon analizinin tanisal agidan ¢ok da yararli olmadigi
sonucuna varilmaktadir. Schmid glomeriillerdeki degisken oranlardaki ’housekeeper’’
cDNA’nin bu yapimnin subpopiilasyonu olan hiicrelerdeki ekspresyon oraninda karigikliga
neden oldugunu belirtmistir. Podosit spesifik cDNA’y1 referans gen alarak edinilen podosin
ve sinaptopodin ekspresyon oranlarini karsilastirdiginda FSGS ve MDH vakalar1 arasinda
olduk¢a anlamli fark saptamstir.

Molekiiler yontemler patolojik podosit fenotipini aydinlatmak ve glomertiler
mikrodiseksiyon, lazer mikrodiseksiyon, RT-PCR gibi teknikleri acisindan oldukca ilgi
¢ekicidir.

Bu calismalar FSGS ve MDH ayiriminda terapétik yaklagim ve biyopsi kombinasyonuna ¢ok

da iistlinliik saglamamaktadir.
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Patogenez:

Genetik:NPHS1 (nefrin), NPHS2 (podosin) ve ACTN4(alfa aktinin 4) mutasyonlari
onemlidir. Slit diyaframda lokalize diger proteinlerdeki mutasyonlar ise deneysel hayvan
modellerinde gozlenmis ancak insanlarda heniiz saptanmamusgtir.
Humoral faktérler:Immunglobulinler, immunglobulin olmayan lenfosit {iriinii sitokinler ve
tekrarlayan FSGS olgularinda 6nemi olan dolasimsal faktordiir. Glomeriiler skarlarda
nonspesifik IgM ve kompleman birikimi hipertansiyon, diyabet ve sekonder FSGS ‘de de
gorllebildiginden ve hayvan modellerinde anti podosit antikorlara yanit segmental skar
olabilse de insanlarda antijenik hedefler identifiye edilemediginden immunglobulinlerin
primer FSGS’ye etkisi net degildir.

Fibrojenik TGF-beta/Smad sinyal yolunun aktivasyonu, fibrojenik PDGFR —beta artmis
regiilasyonu ve hiicresel immunite fibréz skar olusumunda etkili olsa da sitokinlerin
glomeriiler zedelenmeye direk etkisi bilinmemektedir.

Deneysel hayvan modellerinde rekiirren FSGS’li hastalarin serumlarinin enjeksiyonu sonrasi
proteiniiri saptanmistir (84). Yine kollapsing glomeriilopatili hastalarin  serumlarinin
enjeksiyonu, glomeriiler kollaps, podositlerde sisme ve hipertrofi ile sonuglanmistir (4).
Nefrotik sendromlu hastalarin plazmalarinin insan podosit hiicre kiiltiiriinde slit diyafram
proteinlerinde diffiiz sitoplazmik yeniden dagilima neden oldugu gosterilmistir (14).
Plazmada bulunan permeabilite faktorii lenfokinlerden biiyiik, anyonik hidrofobik bir madde
olup protein A’ya baglanir, ancak immunglobulin olup olmadigi net degildir (48,62).
Hastalarin plazmaferezden degisen oranlarda fayda gérmesi permeabilite faktoriiniin podosit
zedelenmesi ile proteiniiri olusturdugunu ancak segmental patoloji ve skar formasyonunda

diger patojenik faktorlerin de varligini gostermektedir (1).
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Hemodinamik zedelenme ve glomeriiler hipertrofi: Renal kiitlede azalma kompansatuar
hiperfiltrasyona ve trankapiller basing artisina neden olur. Bu glomeriiler hipertansiyon FSGS
patogenezinde onem tasir. Fogo, MDH olan ancak glomertilleri hipertrofik olan hastalarin
tekrar biyopsilerinde FSGS’a rastlanma oraninin yliksek oldugunu belirtmistir. Hipertansiyon
ya da vaskiiler dilatasyon kompansatuar hipertrofide ve glomeriiler sklerozda etkilidir.

Podosit zedelenmesi: Kollapsing glomertilopati, rekiirren FSGS, HIV iliskili nefropati gibi
durumlarda podosit fenotip kaybi mevcut olup bu durum podosit transdifensiasyonu,
regiilasyon bozuklugu ya da mezenkimal epitelyal diferansiasyon olarak nitelendirilmektedir.
Matiirasyon sonrasi proliferasyona direngli olan podositler kollapsing, HIV iliskili FSGS gibi
durumlarda hiicre siklusuna yeniden girmekte olup proliferasyon siklin grubu proteinlerin
fosforilasyonu yolu ile baslamaktadir. CDK inhibitorleri de kollapsing-seliiller formda

azaldigindan proliferasyon kolaylagmaktadir.

Fokal segmental glomerulosklerozun patolojik klasifikasyonu: Primer ve sekonder FSGS
morfolojik olarak heterojen olup patolojik spektrumu olduk¢a komplekstir. Bu nedenle 2000
yilinda uluslararasi renal patologlar grubunca FSGS i¢in morfolojik klasifikasyon yapilmistir
(16). FSGS (NOS), perihiler, tip, seliiler ve kollapsing olmak iizere 5 varyant tanimlanmistir.
Glinlimiizde bu morfolojik varyantlarin patogenetik farkliliklart m1 yoksa podosit
zedelenmesinin farkli evrelerini ve farkli derecelerini mi yansittigi bilinmemektedir. Bu
klasifikasyonun amaci da klinikopatolojik calismalar esliginde ileride bu sorularin yanitini

bulmaktir.
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Tablo III: FSGS'un morfolojik siniflamasi

Varyant

Tani kriterleri

Dislama kriteri

FSGS (NOS)

En az bir glomertiilde kapiller
liimeninde daralmaya yol agan
segmental matriks artigi

Podosit hiperplazisi olmaksizin
glomertiler kapiller kollapsi olabilir

Perihiler, selliiler, tip ve
kollapsing varyantlar
dislanmalidir.

Perihiler varyant

En az bir glomeriilde sklerozla
birlikte veya sklerozsuz perihiler
hyalinozis

Segmental lezyonu olan
glomertillerin %50sinden fazlasinda
perihiler skleroz ve/veya hyalinozis
olmalidir

Selliiler, tip ve kollapsing
varyantlar dislanmalidir.

Seliiler varyant

En az bir glomertilde liimeni tikayan
segmental endokapiller
hiperselliilarite, kopiiksii hiicreler ve
karyoreksis bulunabilir.

Tip varyant ve kollapsing
varyant diglanmalidir.

Tip varyant

Tip bolgesini tutan en az bir
segmental lezyon (glomertiler
yumagin proksimal tiibiil orijini
tarafindaki dis %25°1)

Tiibiiler kutup tanimlanan lezyonda
secilebilmelidir

Lezyon adezyon veya tiibiil
liimeninde podositler ile paryetal ve
tiibiiler hiicre kiimeleri igermeli

Tip lezyonu selliiler veya sklerozan
olabilir

Kollapsing varyant
dislanmalidir

Herhangi bir perihiler skleroz
dislanmalidir

Kollapsing varyant

En az bir glomeriilde segmental veya
global kollaps ve tlizerinde podosit
hipertrofi ve hiperplazisi

Yok
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PROGNOZ

Nefrotik diizeyde proteiniiri  ve nefrotik sendrom, yiiksek serum kreatinin diizeyleri,
interstisyel fibrozis ve tiibiiler atrofi, kollapsing lezyon, streoide yanit vermeyen proteiniiri
varligi FSGS’da kotii prognostik faktorlerdir. Nefrotik sendrom ve FSGS 10 yillik yasam
stiresi %30’larda iken FSGS ve asemptomatik proteiniiri varliginda bu oran %90’lardadir. Son
donem bobrek hastaliginda serum kreatinin seviyesinin 1.3’iin {izerinde olmasinin oldukga
onemli bir belirleyici oldugu gosterilmistir. Siyak irkta beyazlara oranla daha kotii prognoza
sahiptir. Cocuklarda steroid tedavisi ile %60 oraninda remisyon saptanirken eriskinlerde bu
oran %50°dir. Steroid tedavisine baslangicta verilen yanit da O6nemli bir prognostik
belirleyicidir. Histopatolojik olarak glomeriildeki segmental lezyonun yeri, glomeriiler
kopiiksi hiicrelerin varligi, hiyalinozis, mezangial hiperseliilarite, segmental ve global skleroz
orani gibi bulgularin prognozu etkiledigi Schwartz ve Korbet tarafindan ortaya koyulmustur
(67). Ancak baslangicta var olan kreatinin yiiksekligi ve interstisyel fibrozisin son dénem
bobrek hastaligini belirlemede o6nemli oldugu gosterilmistir. Yine FSGS morfolojik
varyantlarindan kollapsing form biiylik oranda progresyon gostermekte ya da 15 ay-5 yil
icinde Oliimle sonu¢lanmaktadir. Seliiler form da kollapsing forma oranla daha az olmakla

birlikte FSGS (NOS)’dan daha yiiksek oranda progresyon gostermektedir.
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GEREC VE YONTEMLER

2002-2007 yillar1 arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji anabilim dalinda fokal
segmental glomeriiloskleroz tanis1 almig 37 olgunun , mezangial proliferasyon ile karakterli
bobrek biyopsisi olan 25 olgu ve minimal degisiklik hastaligi tanisi alan 12 olgunun
materyalleri incelendi. Tanilari, yasi, cinsiyeti ve klinik verileri olan toplam 37 hastanin
bulgular kaydedildi. Sonuglar1 karsilastirmak amaci ile renal hiicreli karsinom nedeni ile
nefrektomi olan 10 hastanin normal goriiniimdeki bobrek dokulari kontrol grubu olarak

calismaya alindi.

Iimmunhistokimyasal yontem:

Hastalara ait parafin bloklardan podosit iligkili proteinler olan nefrin, podosin, sinaptopodin,
transkripsiyon faktorii olan WT 1 ve proinflamatuar belirleyicilerden TGF beta 1 ile CD 68
ekspresyonunu belirlemek amaciyla immunhistokimyasal boyama i¢in kesitler hazirland.
Immiinhistokimyasal boyama streptavidin-biyotin {i¢lii indirekt immunperoksidaz ydntemi
kullanilarak yapildi. Incelemede Nefrin (insan NPHSI1 proteini karboksi terminal kismina
yakin 14 aminoasitlik peptid epitoplu poliklonal tavsan antikoru, Lifescan Bioscience),
podosin (insan NPHS 2 proteini 367-383 aminoasitlerine karsilik gelen sentetik peptide
yonelik tavsan poliklonal antikoru, ABCAM), sinaptopodin (insan sinaptopodin 2’deki 566-
585 aras1 aminoasitlere uyan sentetik peptide yonelik tavsan poliklonal antikoru, ABCAM),
WT 1 (insan WT 1 proteini C terminaline uyan sentetik peptide yonelik poliklonal tavsan
antikoru, ABCAM) , TGF beta 1 (insanda plateletlerdeki TGF beta 1’e karsi iiretilen
monoklonal fare antikoru, ABCAM) ve CD 68 (insan alveoler makrofajlarindaki fraksiyona
yonelik IgG 1tiirinde fare monoklonal antikoru, Santa Cruz) kullanildi. Antikorlar

kullanilmadan 6nce PBS ile asagida belirtilen oranlarda diliie edildi.
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NPHS1(nefrin)ve NPHS 2(podosin): 1/500

Sinaptopodin:1/250

WT 1:1/100

TGF beta 1:1/500

CD 68:1/100

Kullanilan biyotinlenmis baglayici (sekonder) antikor, streptavidin-biyotin kompleksi ve

DAB ticari olarak kullanima hazir kitler seklindeydi.

1-

2-

8-

0.

10-

11-

12-

3-4 mikron kalinliginda kesitler 56 C’lik etiivde 12 saat tutularak deparafinize edildi.

Yarim saat ksilolde bekletildi.

Beser dakikalik stirelerle sirasiyla %100, %95 ve %90’lik alkolden gecirilerek
hidrasyonlar1 yapildu.

Cesme suyu ile yikandi.

Endojen peroksidazi bloke etmek i¢in %3’liikk hidrojen peroksitte 10 dakika siire ile oda
sicakliginda bekletildi.

PBS buffer (pH 7,6) ile 5 dakika stiresince yikandi.

0.01M sodyum sitrat tamponu (pH 6) i¢cinde toplam 20 dakika siire ile mikrodalga firinda

islemden gegirildi.
Distile su ile 3 kez yikandh.
Kesitler 20 dakika siire ile non-immun protein bloklama serumunda bekletildi.

Birincil (primer) antikorlar NPHS 1, NPHS 2, sinaptopodin, WT 1, TGF beta 1 ve CD 68
kesitleri kapatacak sekilde uygulandi. Antikorlar oda sicakliginda 2 saat siire ile bekletildi.
Iki kez beser dakika PBS ile yikand: ve kurulandu.

Baglayic1 (sekonder) antikor (Multi-species ultra streptavidin detection system-HRP,

Zymed, Massachusetts, USA) ile oda sicakliginda 20 dakika siire ile inkiibasyon yapildi.
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13- Iki kez beser dakika PBS ile yikand.

14- Streptavidin-biyotin kompleksi uygulanarak 30 dakika bekletildi. (Zymed)

15-Iki kez beser dakika PBS ile yikand.

16-3 dakika siire 1ile renk vererek goriintiilemeyi saglamak amaciyla DAB
(diaminobenzidintetraklorid; Zymed, USA) ile inkiibasyon yapildi.

17- Bes dakika distile su ile yikandi.

18- Zemin ¢abuk boyama yontemi ile Mayers hematoksilen ile boyandi.

19- Dehidrasyon i¢in kesitler sirasiyla %90, %95 ve %100’lik alkolde beser dakika tutuldu,
ksilolde seffaflastirildi ve entellan ile kapatildi.

Pozitif doku kontrolleri olarak nefrin, podosin, sinaptopodin ve WT-1 i¢in normal bdbrek

dokusu, CD 68 ve TGF beta 1 i¢in tonsil dokusu kullanildi.

BOYANMANIN DEGERLENDIRILMESI

Nefrin, sinaptopodin ve podosin antikorlar1 igin boyanma paterni, boyanma siddeti ve
ekspresyon kaybi degerlendirildi. Boyanma paterni, glomeriiler bazal membranlar boyunca
lineer, ince graniiler ya da kaba graniiler olmak iizere ii¢ grupta incelendi. Biyopside iki
patern mevcudiyetinde baskin olan boyanma paterni ele alindi. Boyanma siddeti kontrol
grubu ile karsilastirilmak kaydi ile subjektif olarak zayiftan siddetliye dogru ii¢ kategoride
incelendi. Zayif boyanma=(+), orta siddette boyanma =(++), yogun boyanma =(+++) olarak
degerlendirildi.

Glomeriillerde ekspresyon kaybi degerlendirilirken biyopsi Orneklerinde hem ekspresyon
kayb1 olan glomeriillerin yiizdesi, hem de en fazla ekspresyon kaybiin gozlendigi

glomeriildeki alan yiizdesi hesaplanarak veriler kaydedildi.
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TGF beta 1 ve CD 68 ekspresyonu ise biyopsi orneklerinde bu antikorlar1 eksprese eden
glomertl yiizdeleri ve glomeriillerdeki sitoplazmik olarak pozitif boyanan ortalama hiicre
yiizdeleri hesaplanarak degerlendirildi.

WT 1 ekspresyonu agisindan glomertillerde niikleer olarak pozitif boyanan podositlerin

yiizdeleri hesaplanarak kaydedildi.

ISTATISTISTIKSEL ANALIZ

Toplam 84 olgunun ekspresyon paternleri, ekspresyon oranlart ve boyanma siddetleri ile
klinikopatolojik veriler degerlendirildi. Elde edilen veriler SPSS 13.0 programinda bilgisayara
kaydedildi. Capraz tablolarda y” testi, non-parametrik verilerde dortlii karsilastirmalarda
Kruskal-Wallis testi kullanildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Ikili
karsilastirmalarda ise Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi ve
p<0,05/4=0,0125 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi. Antikorlarin ekspresyon oranlar1 ve
laboratuar verilerinden olusan sayisal degiskenlerin korelasyonunda Pearson bagint1 katsayisi,
boyanma paterni ve laboratuar verilerini kapsayan ordinal ve sayisal degiskenlerin

korelasyonunda ise Spearman bagintist kullanildi.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 84 olgunun %54,8’1 (N=46) erkek, %45,2’si (N=38) kadindi.
Ortalama yas 29(+/-18,168) idi (dagilim aralig11-66 ). 15 yas alti ¢ocuk hastalar olgularin
%29,8’1 (N=25) olup 15 yas iistii olgular %70,2 ‘si (N=59) idi. Tan1 gruplar1 arasinda 15 yas
altt ve istii olgular agisindan anlamli fark mevcut degildi (p=0,354). Genel olarak klinik,
histolojik ve immunfloresan bulgular esliginde tani konulan hastalarin 28’inin elektron
mikroskopik incelemesi mevcut olup ayaksi ¢ikintilarda silinme ile karakterli idi. FSGS

olgularinin 24’1 NOS, 11’1 perihiler, 1’1 tip ve 1’1 seliiler varyantla karakterli idi.

Tablo IV: Vakalarin tamlara gore dagilim

Tam Say1 Yiizde

Fokal segmental 37 44,0
glomertiloskleroz

Diffiiz mezangial 25 29,8
proliferasyon

Minimal degisiklik hastaligi 12 14,3
Kontrol 10 11,9
Toplam 84 100
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Nefrin boyanma paterni degerlendirildiginde normal goriinlimdeki kontrol olgularinin
tamaminda glomeriiler bazal membran boyunca lineer boyanma paterni izlenirken , fokal
segmental glomeriiloskleroz olgularinda %72,4 oraninda kaba graniiler, bazal membranlar
boyunca parcalanmis ya da dagilmis izlenimi veren boyanma paterni dikkati ¢ekti. FSGS
olgularinda %?24,1 oraninda ince graniiler, %3,4 oraninda lineer, ancak kesintili boyanma
paterni saptandi.. Minimal degisiklik hastaliginda %75 oraninda ince graniiler, %25 oraninda
lineer boyanma paterni izlendi. Mezangial proliferasyonla karakterli biyopsilerde ise %52,9
oraninda ince graniiler, %33,3 oraninda lineer , %4,8 oraninda ise kaba graniiler boyanma
paterni goriildii. FSGS ve kontrol olgularinda siklikla visseral glomeriiler epitel hiicre(VGEH)
sitoplazmalarinda boyanma izlenmezken , MDH’da VGEH sitoplazmalarinda da ince graniiler

boyanma mevcuttu. Segmental ve global skleroz odaklarinda boyanma izlenmedi.

Sekil I'V: Nefrin boyanma paternlerinin tanilara gore karsilastirilmasi

% 100 - m Kaba graniiler

B ince graniiler

O Lineer

75 4

50 <

25 4

FSGS Mezangial MDH Kontrol
proliferasyon
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Resim 1: Normal glomeriilde nefrin ile lineer boyanma paterni (Nefrin, X400)

Resim 2: FSGS olgusunda nefrin ile kaba graniiler (++) boyanma paterni (Nefrin, X400)
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Resim 3: FSGS olgusunda nefrin ile graniiler boyanma paterni ve segmental skleroz alaninda ekspresyon
kaybi (Nefrin, x200)

Resim 4: Mezangial proliferasyon (Hematoksilen-eozin, X400)
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Resim 5: Mezangial proliferasyon olgusunda nefrin ile ince ve yer yer kaba graniiler boyanma paterni
(Nefrin, X400)
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Resim 7:Nefrin ile MDH'da ince graniiler boyanma paterni (nefrin.X400 )

Nefrin boyanma paterni, proteiniiri diizeyi, kreatinin klerensi, BUN , kan albumin ve kreatinin
diizeyi gibi laboratuar bulgular ile korele edildiginde graniilarite artis1 ile proteiniiri
diizeyinde ve kan kreatininde artis ve kreatinin klerensinde azalma arasinda istatistiksel olarak

anlaml iligki saptanda.

Tablo V: Boyanma paternlerinin klinik parametrelerle iliskisi

Klinik parametreler | Kaba graniiler Lineer ekspresyon p degeri
ekspresyon gosteren | gosteren grup
grup
24 saatlik idrarda 2659,95 290,00 0,03
protein
Kreatinin klerensi 50,80 16,66 0,009
Kan Kkreatinini 2,12 0,56 0,03
Kan albumin diizeyi | 3,24 3,86 0,174
BUN 41,33 18,00 0,311
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Podosin boyanma paterni degerlendirildiginde kontrol olgularinda bazal membranlar boyunca
lineer boyanma paterni izlenirken, FSGS olgularinin %75’inde kaba graniiler, %21,4 ‘linde
ince graniiler, %3,6’sinda lineer boyanma paterni izlendi.. Minimal degisiklik hastaliginda
%350 oraninda ince graniiler, %50 oraninda lineer boyanma paterni saptandi. Mezangial
proliferasyonda ise %71,4 oraninda ince graniiler, %19 oraninda lineer, %9,5 oraninda ise

kaba graniiler boyanma paterni goriildii.

Sekil V: Podosin boyanma paternlerinin tanilara gore karsilagtirilmasi

% 100 1 m Kaba graniler

B ince graniiler

OLineer

FSGS Mezangial MDH Kontrol
proliferasyon
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Resim 8: MP olgusunda podosin ile kaba graniiler boyanma paterni (Podosin, X400)

Resim 9: MDH’da podosin ile ince graniiler (+) boyanma paterni (Podosin, X400)

g
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Sinaptopodin boyanma paterni degerlendirildiginde nefrin ve podosine benzer sekilde, kontrol
grubunda lineer boyanma izlenirken FSGS’da %74,1 oraninda kaba graniiler, %18,5 oraninda
ince graniiler ve %7,4 oraninda lineer boyanma paterni izlendi. Minimal degisiklik
hastaliginda %354,5 oraninda ince graniiler, % 44,5 oraninda lineer boyanma mevcuttu.
Mezangial proliferasyon olgularinda ise nefrin ve podosinde oldugu gibi FSGS ve MDH
arasinda yer alan %55 oraninda ince graniiler, %25 lineer, %20 kaba graniiler boyanma

paterni goriildii.

Sekil VI: Sinaptopodin boyanma paternlerinin tamlara gore karsilastirilmas:

% 100 1 B Kaba graniiler

Bince graniiler
75 -

OLineer

50 1

25 -

FSGS Mesangial MDH Kontrol
proliferasyon
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Resim 10: Sinaptopodin ile kaba graniiler boyanma paterni (sinaptopodin, X400)
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Nefrin, podosin ve sinaptopodin boyanma paterni agisindan FSGS-MP, FSGS-MDH, FSGS-
Kontrol, MP-Kontrol ve MDH-Kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
mevcut iken (p=0,000), MP-MDH gruplar1 arasinda anlamli fark saptanmamastir. (p=0,167)

Nefrin, podosin ve sinaptopodin boyanma paternleri agisindan 15 yas alt1 ¢cocuk hastalarda ve
15 yas tstli olgularda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamis olup boyanma paterni

cocuk ve erigkinlerde benzerlik gostermektedir.

Neftrin, podosin ve sinaptopodin boyanma siddetleri karsilastirildiginda nefrin boyanma
siddetinde hafif azalma mevcut olsa da boyanma siddeti agisindan hastalik gruplar1 ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir.(p=0,117).

Podosin(p=0,028) ve sinaptopodin(p=0,014) boyanma siddetleri agisindan gruplar arasinda
anlaml fark goriilmistiir. Podosin siddeti, 27°si FSGS, 20’si MP ve 12’si MDH olmak iizere
59 vakada degerlendirilmis olup FSGS grubu ile kontrol grubu arasinda boyanma siddeti
acisindan istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir. (p=0,007). Ancak MP ve MDH ‘da da
boyanma siddetinde hafif azalma mevcut olmakla birlikte bu hastaliklar arasinda ve kontrol
grubu arasinda boyanma siddeti bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamustir (sirasi ile p=0,049 ve p=0,05).

Sinaptopodin boyanma siddeti 28’1 FSGS, 20’si MP, 12°si MDH olmak {izere toplam 60
olguda degerlendirilmis olup FSGS ,MP ve MDH’da kontrol gruplarina oranla boyanma
siddetinde anlaml1 azalma saptanmuistir (sirasi1 ile p=0,008 , p=0,004 ve p=0,003). Hastalik

gruplar1 arasinda boyanma siddeti a¢isindan anlaml farklilik saptanmamastir.
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Tablo VI: Olgularin tanilara gore nefrin, podosin ve sinaptopodin boyanma siddetlerinin dagilim

Immiinhistokimyasal Tam Boyanma siddeti (%)

boya ) (++) (++4)

Nefrin FSGS 6 (20,7) 10 (34,5) 13 (44,8)
Mezangial proliferasyon 1(4,8) 12 (57,1) 8 (38,1)
MDH 2 (16,7) 6 (50,0) 4 (33.,3)
Kontrol 0 (0) 2(20,0) 8 (80,0)

Podosin FSGS 4 (14,8) 15 (55,6) 8(29,6)
Mezangial proliferasyon 2 (10,0) 11 (55,0) 7 (35,0)
MDH 1 9,0 8(72,7) 2 (18,2)
Kontrol 0(0) 2 (20,0) 8 (80,0)

Sinaptopodin FSGS 6 (21,4) 13 (46,4) 9(32,1)
Mezangial proliferasyon 5(25,0) 10 (50,0) 5(25,0)
MDH 3 (25,0) 7(58.3) 2 (16,7)
Kontrol 0(0) 3(30,0) 7 (70,0)

Nefrin, podosin ve sinaptopodin siddeti albuminiiri diizeyi, kan kreatinini, BUN, kreatin
klerensi gibi klinik parametrelerle korele edildiginde yalnizca podosin boyanma siddeti ile
kan kreatinin diizeyi arasinda orta diizeyde anlamli negatif korelasyon varligi dikkati
cekmistir. (r =-0,481, p=0,02)

Nefrin, podosin ve sinaptopodin ekspresyon kaybi gosteren glomeriil yiizdeleri ve ekspresyon
kayb1 gosteren ortalama glomertil i¢i alan yiizdeleri agisindan gruplar arasinda karsilagtirma
yapilmis, yalnizca nefrin ekspresyon kaybi acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik
saptanmistir (p=0,009).Podosin ve sinaptopodin ekspresyonunda kontrol grubuna gore hafif
kayip olsa da istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadigi saptanmistir.Nefrin ekspresyon
kaybindaki farklilik FSGS olgularinda MDH, MP ve kontrol gruplarina oranla anlamli
derecede azalma ile iliskili bulunmustur (p degerleri sira ile 0,012, 0,014, 0,009).

Nefrin, podosin ve sinaptopodin ekspresyon kaybi albuminiiri diizeyi, kan kreatinini, kreatin

klerensi, kan albumin diizeyi ve BUN ile korele edildiginde nefrin ekspresyon kayb1 ile kan
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kreatinin diizeyi arasinda ileri diizeyde anlamli pozitif korelasyon varligi saptanmistir.
(r=0,780, p=0,000) . Ayrica nefrin ekspresyon kaybi diizeyi ile BUN diizeyi arasinda orta
derecede anlamli pozitif korelasyon (r=0,419, p=0,026) ve kreatinin klerensi arasinda orta
derecede anlamli negatif korelasyon (r=-0,416, p=0,026) dikkati ¢ekmistir.

Podosin ekspresyon kaybi ile de kan kreatinin seviyesi arasinda ileri diizeyde anlamli pozitif

korelasyon (r=0,694, p=0,000) saptanmuistir.

Resim 12:FSGS olgusunda nefrin ekspresyon kaybi (nefrin, X400)




50

Sekil VII: Nefrin eksprese eden glomeriil yiizdesinin tamlara gore dagilim
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Mezangial Minimal degisiklik Kontrol
proliferasyon hastaligi

TGF beta 1 ekspresyonu normal bobrek dokularinda ve MDH’da cok seyrek olarak
interstisyel inflamatuar hiicrelerde, tiibiil epitel hiicrelerinde ve glomeriillerde yalnizca birkag
adet epitelyal hiicrede izlenmekte idi. Ancak FSGS olgularinda global sklerotik alanlarda
ekspresyon izlenmez iken, segmental skleroz alanlari ¢evresi GEH’de ve nonsklerotik
glomertllerde siklikla 3-4 adet podositte , yer yer daha fazla oranda ekspresyon izlendi.
Mezangial proliferasyonla karakterli biyopsilerde ise FSGS ve MDH arasinda ekspresyon
paterni izlendi.

Glomeriillerdeki ortalama TGF beta eksprese eden hiicre yiizdesi hastalik gruplart ve kontrol
gruplar1 arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda farklilik anlamli idi (p=0,004).
Glomeriilerdeki TGF beta 1 eksprese eden ortalama hiicre yiizdesinde FSGS olgularinda
MDH olgular1 ve kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli miktarda artis saptandi ( p
degeri sirast ile 0,002 ve 0,001). Ancak FSGS olgular1 ile mezangial proliferasyon olgulari

arasinda glomeriiler TGF beta 1 pozitif ortalama hiicre yilizdesi agisindan istatistiksel olarak
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anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0,045). MP, MDH ve kontrol grubu arasinda TGF beta
eksprese eden glomertiler hiicre ylizdesi acisindan anlamli fark saptanmadi.

TGF beta 1 eksprese eden glomertil ylizdeleri karsilastirildiginda gruplar arsinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,615).

Glomeriiler TGF beta eksprese eden hiicre ylizdeleri ile histolojik bulgular korele edildiginde
interstisyel inflamasyon, fibrozis ve tiibiiler atrofi ve TGF betal ekspresyonu arasinda orta
diizeyde anlaml1 korelasyon mevcuttu. (p degerleri sira ile 0,05, 0,048 ve 0,005). Yine TGF
beta 1 ekpresyonu ile segmental skleroz (r=0,394, p=0,007), ve global skleroz arasinda
(r=0,395, p=0,007) orta diizeyde istatistiksel olarak anlaml1 korelasyon saptandi.

FSGS ve MDH arasinda ekspresyon paterni sergileyen MP ile karakterli olgularda TGF
ekspresyon yiizdesi ile kan kreatinin diizeyi arasinda ¢ok ileri diizeyde istatistiksel olarak
anlamli korelasyon gozlendi (r=0,806, p=0,049). MP olgularinda goze c¢arpan bir diger
onemli bulgu ekstraseliiler mezanjial matriks artisi ile interstisyel inflamasyon (r=0,435,
p=0,30) fibrozis (r=0,439, p=0,28) arasinda orta diizeyde anlamli korelasyon varligi idi. Hem
nefrin, podosin, sinaptopodin boyanma paterni, siddeti hem TGF beta ekspresyonu agisindan
FSGS ve MDH arasinda kalan MP olgularinda mezangial proliferasyon derecesini klinik
parametrelerle karsilastirdigimizda 24 saatlik idrarda protein diizeyi acisindan mezangial

hiicre sayis1 3-4 olan grup ile 4-5 olan grup arasinda anlamli farklilik izlenmistir (p=0,001)
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Resim 13: MDH'da TGF beta 1 ekspresyonu (TGF-B1, X200)
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Resim 15: FSGS olgusunda TGF beta 1 ekspresyonu (TGF-B1, X400)

Tablo VII:Mezangial proliferasyon derecesi ile klinik bulgularin karsilastirmasi

Klinik parametreler | MP=3-4 MP=5-9 p degeri
24 saatlik idrarda | 2173,85+/-3693,52 5424,44+/-2731,88 0,001
protein

Kan kreatinini 1,51+/-1,22 1,57+/-0,7 0,429
Kreatinin klerensi 77,19+/-43,25 66,94+/-26,84 0,544
BUN 29,37+/-22,18 40,33+/-30,44 0,441
Kan albumin diizeyi | 3,79+/-1,25 3,12+/-0,42 0,096
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CD 68 ekspresyonu gosteren hiicreler igeren glomertil yilizdesi ve ortalama glomeriiler CD 68
pozitif hiicre yiizdesi degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (siras1 ile p=0,293 ve p=0,097). CD 68 ekpresyonu FSGS alt tipleri arasinda
karsilastirildiginda CD 68 pozitif hiicre igeren glomeriil ylizdesi ve glomeriiler ortalama CD

68 pozitif hiicre yiizdesi agisindan alt tipler arasinda anlamli fark saptanmadi (sira ile p=0,089

ve p=0,083).
Resim 16: MDH'da CD68 ekspresyonu (CD68, X400)
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Resim 17: FSGS olgusunda CD68 ekspresyonu (CD68, X400)
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Podositlerdeki niikleer WT 1 ekspresyonu karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,931). FSGS olgularinda diger gruplara oranla azalmis
ekspresyon olsa da istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi. Bazi FSGS olgularinda
segmental skleroz ¢evresi mezar tasi izlenimi veren, ya da bazal membrandan ayrigma
asamasinda olan iri, yuvarlak podositlerde azalmis WT-1 ekspresyonu ve bazi podositlerde

makrofaj belirleyicisi olan CD 68 ekspresyonu izlendi.
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i

WT1, CD68 ve TGF beta 1 eksprese eden ortalama glomeriiler hiicre yiizdes

Sekil VIII

BWT1 boyanma yiizdesi
B TGF-Beta boyanma ylizdesi
O CD 68 boyanma ylizdesi
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Resim 18: MP olgusunda niikleer WT1 ekspresyonu (WT1, X400)
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Resim 19: FSGS olgusunda azalmis WT-1 ekspresyonu

Resim 20: GBM'dan ayrisan birkac adet podositte CD 68 ekspresyonu
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Resim 21:Segmental skleroz iizerinde mezar tasi izlenimi veren podositler (hematoksilen eozin, X400)
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TARTISMA VE SONUC

Fin tipi Konjenital nefrotik sendroma neden olan, nefrini kodlayan NPHS1 gen mutasyonu
ayaksi c¢ikintilarda silinmeye ve proteiniiriye neden olmaktadir. Ayaksi ¢ikintilarda silinme ve
degisen derecelerde proteiniiri pek ¢ok edinilmis glomeriiler hastalikta ve glomerulonefritlerin
hayvan modellerinde de gozlendiginden edinilmis bobrek hastaliklarinda nefrin ekspresyonu
pek cok arastirma igin ilgi odagi olmustur. Slit diyaframda lokalize olan bu molekiildeki
yapisal ya da fonksiyonel defektler proteiniiride kritik role sahip olabilir. Minimal degisiklik
hastalig1 ve fokal segmental glomeruoskleroz edinilmis nefrotik sendromun en sik nedenleri
oldugundan ve kimi zaman bu iki antitenin ayirici tanisinda gii¢liiklerle karsilagilabildiginden
nefrin ekspresyonlar karsilagtirilmis ve oldukca farkli sonuglar ortaya konmustur.

Furness ve ark. 1999°da dort nefrotik sendrom olgusu (Imembrandz nefropati, 3 MDH) ve 6
kontrol olgusunun her birinden elde edilen birer glomeriilde PCR amplifikasyon yontemini
uygulayarak nefrin mRNA miktarinda azalma oldugunu saptamislardir (20). Ancak olgu
sayis1 az oldugundan ve glomeriiler esit olarak etkilenmediginden incelemeye alinan tek
glomertil ile karar vermek yaniltici olabilmektedir.

Patrakka ve ark. 2001 yilinda MDH, FSGS, membran6z nefropati, Henoch-Schonlein nefriti,
IgA nefriti ve membranoproliferatif glomeriilonefrit tanili 56 olguluk c¢alismasinda
immunhistokimyasal olarak ve bu olgularin 17’sine uygulanan in situ hibridizasyon yontemi
ille  nefrin ekspresyon paterninde kontrol grubuna gore farklilik olmadigini ortaya
koymuslardir (55). Glomertillerde kontrol grubuna benzer lineer boyanma paterni izlemis,
yalnizca epitelyal kresentler ve sklerotik alanlarda boyanma olmadigini saptamislardir.
Epitelyal kresent ve skleroz alanlarimin proteiniiri ile iligkili olmayip, normal yapilarda

bozulmaya sekonder bu alanlarda nefrin ekspresyon kaybinin gozlendigini one stirmiislerdir.
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Nefrin hiicre adezyon molekiilii olup diger molekiillerle ekstra ve intraseliiler baglantilari
mevcuttur. Bu baglamda sinyal iletiminde 6nemli role sahip oldugundan nefrin ve slit
diyafram komponentlerinin fonksiyonunu engelleyen patolojik progesler de slit diyaframda
proteinlerin varligina ragmen proteiniiriye neden olabilir (77). NPHS 1°de nefrin molekiiliinde
tek bir aminoasit degisikligi gibi mindr defektler dahi c¢ok agir proteiniiriye neden
olabilmektedir (55).

Patrakka’nin ¢alismasina benzer olarak Sangeeta ve ark. da FSGS ve MDH’m1 kapsayan 29
olguluk cocuk hasta grubunda ve kontrol grubunda immunhistokimyasal olarak ince
graniiler/lineer nefrin ekspresyon paterni izlemislerdir (26). Bu bulgularla nefrin ekspresyon
degisikliklerinin ¢ocukluk cagi idiyopatik nefrotik sendromunun belirtisi olmadig1 sonucuna
varmiglardir .

Huh W ve Tryggvason K. MDH, membrandz GN, IGA nefropati ve lupus nefriti tamli 8
olguda poliklonal nefrin antikoru ile immun elektron mikroskopik ¢alisma yapmislardir (32).
Normal bobreklerde anti nefrin antikoruna bagli altin partikiilleri podosit sitoplazmasi, hiicre
membranina yakin alanlar ve ayaksi c¢ikintilar arast bosluklarda izlenmistir .Ayaksi
cikintilarda silinme olan alanlarda partikiil sayisinin oldukca azalmis olmasina karsin, intakt
bolgelerde normal bobrektekine benzer sayr ve dagilimda partikiill varligini ortaya
koymuslardir . Normal bdbrektekine oranla ayaksi c¢ikinti genisliginin hasta gruplarinda
yaklasik iki kat artmis oldugunu gostermislerdir.Ayakst c¢ikintilarin araliklarinda bulunan
ortalama partikiil sayis1 glomeriilonefrit olgular1 ve normal kontrol olgularinda 6nemli
degiskenlik gostermemesine ragmen, podosit uzantilar1 altindaki bazal membranda 1000nm
gibi belirlenen her uzunluk basina diisen partikiil sayisinin glomeriilonefrit olgularinda
normale oranla olduk¢a azalmis oldugunu gozlemislerdir . Bu sonuglar esli§inde nefrinin

yalnizca konjenital nefrotik sendromda degil edinilmis glomertiler hastaliklarin patogenezinde
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de rolii oldugu goriisiinii belirtmislerdir. Immunhistokimya, in situ hibridizasyon, PCR gibi
yontemlerle farkli sonuglar elde edilmesinin nedenini ise glomeriilonefritlerde ayaks1
cikintilarda silinmenin homojen olmamasina , bu yapilarda ciddi silinmenin gerceklesecegi
siirece kadar nefrin ekspresyonundaki degisimin fark edilememesine baglamislardir. Ancak
ayaksi1 cikintilarda silinmenin gézlendigi podositlerdeki sitosikeletal degisiklikler de nefrin
ekspresyonunu baskilayabilir. Familyal idiyopatik nefrotik sendromda saptanan podosin ve
alfa aktinin-4 mutasyonu ve hayvan deneylerinde gosterilmis olan, konjenital nefrotik
sendroma neden olan CD2AP mutasyonu bu olasiliklara 6rnek teskil etmektedir (68).
Wernerson ve Soderberg 13 MDH olgusunda immunhistokimyasal ve semi kantitatif
immunelektronmikroskopik olarak nefrin dagilimini incelemisler ve sonuglarin ayaksi
cikintilarda silinme ile korele oldugunu savunmuslardir (81). indirekt immunfloresan ydntemi
ile nefrinin intra ve ekstraseliiler kisimlarina yonelik antikorlarla agir proteiniirisi olan
olgularda belirgin graniiler patern, tedavi alan ve hafif proteiniirisi olan olgularda mikst lineer
ve graniiler patern saptamiglardir. Kontrol bobrek dokusunda slitler aras1 mesafeler oldukca az
oldugundan lineer boyanma izlenirken, MDH’da ayaks1 c¢ikintilar inceldik¢ce bu mesafeler
artacagindan graniiler goriiniim izlenmektedir yorumunu yapmiglardir.

Immun elektron mikroskopik olarak ise ayaksi ¢ikintilarda silinme ne kadar fazla ise graniiler
paternin de o derecede yogun oldugunu saptamislardir. Sonu¢ olarak ayaksi c¢ikintilarda
silinmenin yayginlig1 ile nefrin graniilaritesi arasinda direk korelasyon, serum albumin
konsantrasyonu ile ayaksi ¢ikintilarda silinme arasinda ters yonde korelasyon varligina dikkat
¢ekmislerdir.

Bizim c¢alismamizda da graniilarite artisinin proteiniiri diizeyi ile anlamli diizeyde korele

oldugu ve yine kaba graniiler boyanan olgularin lineer boyanan olgulara gére serum kreatinin
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diizeylerinde anlamli olarak yiikselme ve kreatinin klerenslerinde ise anlamli oranda azalma
oldugu saptanmistir.

Elektron mikroskopik olarak Tryggvason’un calismasina benzer sekilde ayaks: ¢ikintilarda
silinme olan alanlarda slit sayisinin  ve ayaksi ¢ikintilarda incelme olan ve olmayan alanlarda
mikrometrekare total podosit alan1 basina diisen nefrin miktarinin azaldigin1 goéstermislerdir.
Total podosit alan1 basina nefrin ekspresyon miktarinda azalma olmasi bu durumun yalnizca
ayaksi ¢ikintilarda silinmeye bagli olmadigin1 gostermektedir.

Wernerson ek olarak cevrede halen varligini koruyan slitlerde nefrin  miktarinin
degismedigini, slit membran yapisi icin belirli bir miktarda nefrin konsantrasyonu
gerekliligini belirtmistir. Ayrica ayaksi c¢ikintilarda incelme olan alanlar g¢evresi slitlerde
nefrin miktarinda azalmaya eslik eden sitoplazmik yeniden dagilim iizerinde de durulmustur.
Yeniden dagilim siirecinde nefrin molekiilii hiicre membranina integre olur ya da intraseliiler
resirkiilasyona katilir ya da idrar yolu ile kaybedilir. Yeniden sentezlenen nefrinle birlikte slit
membranlar hizlica tekrar yapilir. Ayaksi c¢ikintilarda silinmeye neden olan etken ortadan
kaldirinca MDH’da oldugu gibi geri doniisiimlii olarak podositler eski halini alabilir (69).
Podositlerde nefrin yeniden dagilimi da primer edinilmis nefrotik sendromda proteiniiriye
neden olan bir diger mekanizma olabilir. Nefrin ekspresyon ve lokalizasyonu glomerulonefrit
tiplerinde altta yatan farkli patogenetik mekanizmalara bagli degiskenlik gosterebilir.
Doublier ve ark. primer edinilmis nefrotik sendromlarda podositlerde meydana gelen nefrin
yeniden dagilim mekanizmasinin proteiniiriye neden oldugunu 6ne slirmiislerdir (19). 13
membrandz GN, 10 adet MDH, 7 adet FSGS ve 16 adet kontrol olgusundan olusan ¢alismada
indirek immunfloresan yontemi ile primer hastaliga bagli olmaksizin hastalik gruplarinda
kontrol grubuna oranla yaygin ekspresyon kaybi oldugunu ve lineer paternin oldukc¢a graniiler

bir paterne donistiigiinli gostermislerdir. Glomeriilonefritlerin patogenezinde yeri olan ve
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hiicre iskeleti yapisini etkileyebilen faktorlerin nefrin yeniden dagilimina neden olabilecegini
in vitro olarak glomeriil epitel hiicre kiiltiirlinde gostermislerdir.  Hiicre iskeletindeki
aktivasyon nefrinin ekspresyonunu etkileyerek plazma membranindan ekstraseliiler alana
dogru yer degistirmesine neden olabilmektedir.

Deneysel olarak agregat olusturan IgG4 antikorunun, TNF alfa, membran atak kompleksi ve
pliromisinin bu yolla nefrinin hiicre yiizey ekspresyonunda azalmaya ve dokiilmeye neden
oldugu gosterilmistir. Agregat olusturan IgG4 F-aktinin normal seliiler organizasyonunda
bozukluga , stres iplikciklerinde kayba ve periferal aktin lokalizasyonuna neden olmaktadir.
Immunfloresan ¢alismada saptanan graniiler boyanma paterninin de nefrin molekiiliiniin
normal lokalizasyonu olan slit diyaframdan plazma membranina dogru yer degistirmesi ile
iliskili olabilecegini dne siirmiislerdir. Immunfloresan boyanma siddeti dijital goriintii analizi
yontemi ile semi kantitatif olarak degerlendirilmis ve MN, MDH ve FSGS olgularinda
kontrollere oranla onemli 6l¢iide azalma oldugu ve PCR ile nefrin mRNA ekspresyonunun
azaldig1 gosterilmistir. Ayrica hastalik gruplari arasinda anlamli fark olmamasi nedeni ile
boyanma siddetinde azalmanin primer hastalik degil proteiniiri diizeyi ile iliskili oldugunu da
saptamislardir.

Spesifik antikorlar ile nefrin etkilesimi nefrin molekiiliiniin hiicre yiizeyinde yama tarzinda
distribiisyonuna , nefrin iceren immun komplekslerin dokiilmesine neden olmaktadir. Ornegin
agrege IgG antikoru ile nefrin arasi etkilesim heterotopik asosiasyondan ¢ok neonatal Fc
reseptorii ile gerceklesmekte , bu etkilesim hiicre iskeletinde yeniden diizenlenmeye ve buna
bagli nefrin molekiiliinde dagilim degisikligine yol agmaktadir (19).

Edinilmis proteiniirik hastaliklarda podosit protein ekspresyon kaybi, antikor, immun
kompleks, sitokin, kompleman komponenti gibi stimuluslara sekonder podosit

zedelenmesinin sonucu olarak da ortaya ¢ikiyor olabilir.
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Byoug Kwon ve ark. immunhistokimyasal olarak monoklonal ekstraseliiler nefrin antikoru
ile MDH ‘da ince graniiler boyanma paterni, FSGS’da daha daginik ve kaba graniiler
boyanma paternine dikkat ¢ekmislerdir (37). MDH olgularinda visseral glomeriiler epitel
hiicrelerinde noktasal boyanma izlemis olup, normal bobrekte ve FSGS olgularinda bu
epitelyal hiicrelerde boyanma saptamamislardir.

Bizim calismamizda da benzer sekilde FSGS olgularinda kaba graniiler, MDH olgularinda
ince graniiler ve lineer boyanma paterni izledik . Ek olarak mezangial proliferasyonla
karakterli olgularda ise FSGS ve MDH arasinda kaba graniiler ve ince graniiler boyanma
paterni izledik. Yani boyanma paterninin tanisal acidan yardimci olabilecegini hem de podosit
zedelenmesini yansitabilecegini saptadik.

Byoung ayrica immunelektronmikroskopik olarak da MDH’da altin partikiillerin silinmis olan
ayaksi ¢ikintilarda izlenmeyip visseral epitel hiicrelerinde daginik halde bulundugunu , intakt
slit diyaframdaki partikiil sayisinin kontrol grubu ile farklilik gostermedigini ortaya
koymuslardir. Ancak FSGS olgularinda ayaksi ¢ikintilarda silinme olan alanlarda, visseral
epitel hiicrelerinde ve hatta intakt olan ayaksi ¢ikintilarda da kontrol grubuna oranla partikiil
sayisinda belirgin azalma oldugu One siiriilmiistir. Bu bulgular esliginde proteiniirik
hastaliklarda bir spektrum seklinde anormal glomertiler nefrin ekspresyonu oldugu, MDH’da
nefrin yeniden dagilim mekanizmasinin, FSGS’da nefrin proteininde belirgin azalmanin
etkili oldugu fikri 6nem kazanmistir. Ayaksi ¢ikintilarda silinme siirecinde slit diyaframda
lokalize proteinlerin apikale dogru yer degistirmesi ya da kaybi neticesinde graniiler
boyanma paterninin izlendigi fikrini savunmuslardir. Ek olarak MDH’da visseral glomeriiler
epitel hiicrelerinde izlenen ince graniiler boyanma paterninin nefrinin hedef boélgesi olan
filtrasyon slitlerinin sikliginda azalma sonucunda visseral glomeriiler epitel hiicrelerinde yeni

nefrin sentezine bagli oldugunu belirtmislerdir. FSGS olgularinda izlenen irregiiler graniiler
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paternin de nefrin molekiiliinde yer degistirmeye sekonder olabilecegini, ayaksi ¢ikintilarda
retraksiyon ve mikrovillus formasyonu ile nefrinin filtrasyon yariklarindan mikrovilluslara
dogru yer degistirdigi One siiriilmiistiir. FSGS olgularinda ayrica izlemis olduklari GBM
boyunca yama tarzinda ya da segmental kayiplarin ve VGEH’de nefrin kayiplarinin bu
hastalik grubunda nefrin sentezinde azalmay1 isaret ettigini belirtmislerdir. Nefrin mRNA
seviyesinin proteiniiri ile degil glomeriilosklerozun yayginligi ile orantili oldugunu ve azalmis
nefrin ekspresyonunun agir proteiniiriden ¢ok glomeriiler yapisal bozulmay: yansittigini
savunmuglardir . Ancak Wernerson proteiniiri diizeyi ile ayaksi cikintilarda silinme
yayginliginin korele oldugunu gostermistir (81). Furness’in ¢alismasindan farkli olarak FSGS
olgularinda nefrin mRNA diizeyinde azalma saptansa da MDH’da mRNA seviyesinde
kontrol grubuna oranla azalma saptamamislardir. Ancak bu farklilik her iki caligmada da olgu
sayisinin oldukca az olmasi ve olgularin glomeriillerde heterojen dagilim gosterebilen podosit
zedelenmesini yansitmamasindan kaynaklaniyor olabilir.

Srivastava ve ark. MCD, FSGS , CNF ve erken yasta nefrotik sendrom ve santral sinir sistemi
anomalileri ile seyreden Galloway —Mowat sendromu vakalarinda immunhistokimyasal
olarak nefrin, sinaptopodin ve GLEPP1 ekspresyonunu degerlendirmis, CNF’da nefrinde
tamamen kayip, sinaptopodin ve GLEPP1’de azalma saptarken, FSGS ,MDH ve GMS’da bu
proteinlerin tigiinde de ekspresyonda azalma saptamistir (74). Yine podosit zedelenmesinin
sinaptopodin, nefrin ve GLEPP1 ekspresyonunda azalma ile iliskili oldugu goriistindedir. Her
tic hastalik grubunda ve her ii¢ proteinde de benzer sekilde azalma olmasmin tek bir
mutasyona bagli olma olasiligina ihtimal vermemektedirler.

Protein ekspresyonunda azalmanin FSGS ve GMS’da MDH’a oranla daha belirgin olma
nedenini ise ilk iki gruptaki podosit zedelenmesinin daha yaygin olmasina baglamislardir.

Klaas Koop ve ark. FSGS, MDH, IgA nefropatisi, diabetik nefropati ve lupus nefritinden
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olusan olduk¢a heterojen ve 48 olguluk genis ¢alismalarinda nefrin yani sira podosin, CD2-
AP  ve  podokaliksin  ekspresyonunu  immunhistokimyasal  olarak  kantitatif
degerlendirmislerdir (39). IgA nefropatisi disindaki antitelerde nefrin, podosin ve
podokaliksin ekspresyonunda azalma, PCR yontemi ile de mRNA seviyelerinde artma
saptamislardir.

Elektron mikroskopik olarak 6lgiilen podosit genisliginin nefrin ve podosin protein miktari
ile anlaml diizeyde negatif yonde korelasyon gosterdigini, proteiniiri diizeyi ile de pozitif
yonde korelasyon gosterdigini ortaya koymuslardir. Proteiniiri ve podosit zedelenmesine
kompansatuar yanit olarak mRNA sentezinde artis oldugu belirtilmistir.

Schmid ve ark, idiyopatik proteiniirik hastaliklarda sinaptopodin, podoplanin, GLEPP-1, WT-
1, nefrin ,podosin mRNA ekspresyonunu degerlendirmisler ve kontrol grubuna oranla mRNA
seviyesinde anlamli artis saptamamaislardir. Yine ekspresyon seviyeleri ile proteiniiri ve serum
kreatinin seviyesi arasinda korelasyon izlememislerdir. Podosit iligkili molekiillerdeki hedef
gen/housekeeper gen oranina dayanan ekspresyon profilinin kategoriler arasinda net ayirim
yapamadigii ortaya koymuslardir. Bu prosediire gore glomeriillerdeki farkli miktardaki
housekeeper cDNA ekspresyon oranlarini degistirmektedir. Yine Glomertllerdeki podosit
sayisinda azalma ya da mezangial hiicrelerde artis podosit spesifik mRNA /housekeeper
oranin1 degistirecektir. Bu nedenle podosit spesifik gen ekspresyon oranlarinin anlaml
olabilecegi hipotezi ile podosin mRNA’nin sinaptopodin mRNA’ya oranin1 degerlendirmisler

ve FSGS ile MDH arasinda anlamli farklilik saptamislardir (64).
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Tablo VIII: MDH ve FSGS vakalarinda nefrin ekspresyonuna iliskin literatiir calismalari

Seriler Yas MDH FSGS Nefrin
ekspresyonu

Furness ve ark. | Eriskin 3 0 mRNA ‘da

(1999) azalma

Srivastava ve Cocuk 3 3 Glomertiler

ark. (2001) boyanma
siddetinde
azalma

Patrakka ve ark. | Cocuk 11 2

(2001) Boyanma
farklilig1 yok

Doublier ve ark. | Eriskin 10 7 Graniiler

(2001) boyanma ya da
boyanmada
kayip

Hubh ve ark. Erigkin 1 0 Yalnizca ayaks1

(2002) cikintilarda
kayip olan
alanlarda Au
partikiillerde
kayip

Wang ve ark. Erigkin 4 11 Nefrin

(2002) boyanmasinda
kantitatif kayip

Kim ve ark. Eriskin ve ¢ocuk | 7 14 Graniiler

(2002) boyanma,
mRNA’da
azalma

Wernerson ve Erigkin ve ¢ocuk | 13 0 Graniiler patern,

ark. (2002 nefrinde azalma
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Familyal form FSGS olgularinda podosin, alfa aktinin mutasyonlarinin tanimlanmasi,
glomeriiler filtrasyon bariyerinde CD 2AP varliginin gosterilmesi gibi gelismeler proteintiri
mekanizmasinda yalnizca nefrinin degil bu proteinlerin bagli oldugu podosit hiicre iskeleti ile
ilgili degisimlerin de proteiniiri patogenezinde rolii olabilecegi fikrini akla getirmektedir.
Podosin nefrin ve CD2AP ile baglantilidir ve bu kompleks slit diyaframi aktin hiicre
iskeletine baglayan fonksiyonel initedir (31). Sinaptopodin lineer, prolinden zengin bir
protein olup podosit ayaksi ¢ikintilarda aktin mikro filamanlar1 ile baglantilidir, hiicrenin
seklinin korunmasinda ve motilitede rol alir.

Horinouchi ve ark. MDH, FSGS, IgA nefropatisi tanili 42 olguluk c¢alismalarinda
immunhistokimyasal olarak podosin ve sinaptopodin ekpresyonunu degerlendirmislerdir.
MDH’da remisyon ya da aktif faz gézetmeksizin ya da tedavi alip almamalarina bagl
olmaksizin podosin ekspresyonunda azalma olmadigini saptamislardir. Ancak FSGS
vakalarinin  %74’tinde podosin ekspresyonunda azalma izlenmistir (29). Podosin
ekspresyonunu degerlendirmenin MDH ve FSGS ayiric1 tanisinda yararl olabilecegi fikri 6ne
stiriilmiistiir. Podosin ekspresyonunda degisiklik saptanmayan FSGS olgularinda steroide
yanit ve tam remisyon gibi iyl prognoz bulgularinin goriildiiglinii belirtmislerdir. FSGS ‘un
farkli nedenleri oldugunu, podosin ekspresyonunda azalmanin anlaminin ag¢ik olmadigini
ancak podosin ekspresyon kaybinin primer ya da sekonder filtrasyon bariyer zedelenmesine
bagli oldugunu oOne silirmislerdir. IgA nefritinde ise ekpresyonun degismedigini
gozlemislerdir.Podosin ekspresyonu sinaptopodin ile karsilastirildiginda da benzer bulgular
edinilmistir.

Srivastava ve ark. idiyopatik nefrotik sendromlu hastalarda sinaptopodin ekspresyonunu
immunhistokimyasal yontem kullanarak karsilastirmis, FSGS olgularinda kontrol grubuna

oranla belirgin azalma saptamakla birlikte Horinouchi’den farkli olarak MDH’da da
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sinaptopodin ekspresyonunda anlamli derecede azalma gozlemislerdir (73). MDH’da lineer
yer yer ince graniiler boyanma paterni, minimal segmental kesinti, azalmis boyanma siddeti
izlenirken, FSGS’da segmental patern, yama tarzinda ve kaba graniiler boyanma paterni ve
boyanma siddetinde azalma izlenmistir. Bu calismada 6nemli nokta diffiiz mezangial
hiperplazi (DMH) iceren olgularda FSGS ve MDH arasinda izlenen boyanma paternidir.
Gortintii analizi yontemi ile dijital ortamda degerlendirilen glomeriillerdeki boyanma yiizdesi
ve yogunluguna bagli olarak FSGS ve MDH olgularinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmistir.

Horinouchi, Barisoni ve Kemeny’nin ¢alismalarinda oldugu gibi MDH’da sinaptopodin
ekspresyonunda azalma saptanmamasin1i bu c¢alismalardaki kantitatif analiz eksikligine
baglamiglardir (7,29,36). DMH histolojik ve klinik olarak FSGS ve MDH arasinda bulunan
bir antitedir. Sinaptopodin ekspresyonu acisindan da arada yer aldig1 saptanmistir. Baglangic
biyopsileri MDH ya da DMH olan FSGS’a progresyon gosteren dort hastada ilk biyopsideki
ekspresyon paterni FSGS’ye benzer olmayip MDH yoniinde boyanma paterni gostermistir.
Bu nedenle ilk biyopsideki ekspresyon paterni MDH ya da DMH’nin FSGS’ye progresyon
gosterebilecegi yoniinde fikir yliriitmemizi engellemektedir. Ancak olgu sayisinin azlig
nedeni ile bu metodu uygulama dis1 birakmak da dogru degildir.

MDH, DMH ve FSGS’un aym spektrum igerisinde devamlilik gdsteren antiteler oldugu
yoniinde goriisler mevcuttur (45,73). Hastaligin ciddiyeti de bu spektrumda giderek
artmaktadir. Sinaptopodin ekspresyonu steroide 1yi yanit veren olgularda daha fazla olmasina
ragmen MDH olgularina ait biyopsi kisitlilig1 nedeni ile boyanma siddetine bakarak steroide
yanit1 6ngormek yaniltici olabilir.

Sinaptopodin ekpresyon kaybinin podosit kaybina bagli olup olmadigin1 géstermek amaciyla

Kemeny ve Srivastava sinaptopodinde azalmaya WT 1 ekspresyonunda azalmanin yani
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podosit kaybimin eslik etmedigini gostermislerdir (36,74). Sinaptopodinde azalmanin
immiinolojik zedelenme ya da immunsupresif tedaviye bagli olmadigi hipotezini ortaya
koymuslar ve bu hipotezi nefrin gen mutasyonu ile karakterli CNF olgularinda da
sinaptopodin ekspresyonunun azaldigini gostererek desteklemislerdir. Podosit proteinlerinden
herhangi birindeki de§isimin bagli bulunan diger proteinleri de dereceli olarak etkileyerek
kaybina neden oldugu belirtilmektedir. Sinaptopodin kayb1 primer patofizyolojik mekanizma
olmasa da sekonder fenomen olarak podosit zedelenmesini yansitmaktadir.

Bizim ¢aligmamizda da nefrin, podosin ve sinaptopodin ile benzer boyanma 6zelliklerinin
izlenmesi podosit zedelenmesinin ya da podosit proteinlerinin herhangi birindeki degisimin
birbiri ile baglantili olan bu molekiillerde kademeli olarak yer degistirme ya da kayip seklinde
degisiklige neden olabilecegi goriisii 6n plana c¢ikmistir. Ekspresyon kaybinin, boyanma
siddetine azalmanin ya da graniilarite artisinin klinik parametrelerle korelasyonu ile bu
degisikliklerin podosit zedelenmesinin yayginligini yansitti§i sonucuna varilmistir. Her ne
kadar boyanma paternleri acisindan gruplar arasinda belirgin fark saptansa da ekspresyon
siddeti ya da ekspresyon kayb1 agisindan gruplar arsinda ¢ok da anlamli fark saptanmamasi ve
immunhistokimyasal degerlendirmenin subjektif olmasi nedeni ile bulgular kesin tanidan ¢ok
tanty1 destekleyici niteliktedir. Ancak bulgular podosit zedelenmesini yansittigindan
hastaligin yayginliginin ve derecesinin ortaya konmasinda olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Sonug olarak slit diyafram iliskili proteinlerin ve mRNA ekspresyonunun degerlendirilmesi
etiyopatogeneze yonelik cok acgik sonuclar vermese de hastaligin tanisi, aktivitesi ve tedaviye
yanitin degerlendirilmesi gibi konularda yardimei olabilmektedir. Isik mikroskopik olarak
segmental sklerozun saptanamadigi olgularda, eslik eden tiibiilointerstisyel inflamasyon,
fibrozis varlig1 ve destekleyici olarak nefrin, podosin ya da sinaptopodin ile daginik graniiler

boyanma paterni, ekspresyon kaybi gibi bulgular podosit zedelenmesinin ciddiyeti, yayginligi
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ve altta yatan FSGS gibi progresif hastaligin gostergesi olabilir. Her ne kadar klinikte
tedaviye yanit derecesine gore immunsupresif tedavi modaliteleri diizenlense de hastaligin
yaygmliginin belirlenmesi ve tedaviye yanitin degerlendirilmesinde bu bulgular 6nem
tasimaktadir. Etiolojiye yonelik yapilan genetik c¢alismalar ise tedaviyi yonlendirmek
acisindan oldukc¢a onemlidir. Genetik defektin var oldugu hasta grubunda transplantasyon
sonrast rekiirrens siklikla beklenmediginden steroide yanit vermeyen olgularda daha toksik
tedavilere baslamadan yapilacak genetik analiz tedaviye yaklasimi belirleme agisindan yararl

olacaktir.

FSGS ve MDH ‘nin patogenezine yonelik diger bir arastirma konusu periferal kanda artmis
sitokin diizeyleri nedeni ile T hiicre iligskili glomeriiler zedelenme ve T hiicre iliskili
kemokinler , sitokinler olmustur.

Strehlau ve ark. nefrotik diizeyde proteiniirisi olan 53 cocuk hastanin renal biyopsilerinde
PCR yontemi ile TGF beta 1, interlokin 2(IL 2), IL 4 intra renal gen ekpresyonunu analiz
etmislerdir (75). FSGS olgularinda MDH’dan anlamli olarak yiiksek oranda TGF beta 1 ve
sitotoksik T lenfosit efektorleri olan fas-ligand, granzyme B ve perforin transkripsiyonu
saptanmistir. Ote yandan T hiicre biiyiime faktorii olan IL2 ve T hiicre aktive edici sitokinler
olan IL15 ve IL7 transkripsiyon artis1 izlenmemistir . TGF beta 1 ve fas ligand ekpresyonu
FSGS’de oldugu gibi progresif renal zedelenmeye neden olabilmektedir. Kanai ve ark. FSGS
olgularinda iiriner TGF beta 1 atiliminda artis oldugunu saptamislardir (35).

Yamamoto ve ark, ekstraseliiler matriks akiimiilasyonunun olmadigt MDH ve ince bazal
membran hastaliginda immunhistokimyasal olarak TGF beta’nin ii¢ izoformunun da kontrol
grubuna benzer ¢ok seyrek ve zayif ekpresyon gosterdigini, ekstraseliiller matriks

akiimiilasyonu olan IgA nefropatisi, diabetik nefropati, lupus nefriti ve FSGS’da glomertiler
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ve tiibiilointerstisyel ekspresyonun oldukga arttigin1 gostermislerdir (82). Farkli etiolojilere
ragmen ekstraseliiler matriks artis1 neticesinde glomertiloskleroz, tiibiiler atrofi ve interstisyel
fibrozis gelisimi ve bu fibrotik stiregte artmis TGF beta ekspresyonunun ortak patojenik yol
oldugunu 6ne siirmiislerdir . TGF betanin glomeriiler ve tiiblilointersitisyel fibrozis siirecinde
rolii oldugu goriisii uzun yillar 6n planda olmasina ragmen progresif renal hastalikta daha
farkli rolleri de mevcuttur. Ekstraseliiler matriks artis1 ya da degisikliginin diferansiye renal
hiicre oliimiine yol agtigina iliskin fibrosentrik goriisii destekleyen deneysel model yoktur.
Renal fibrozis nefron kaybina yol agmadigina gore podosit ve tiibiil epitel hiicre kaybina
neden olan TGF betanin indiikledigi apopitozis ve transdiferansiasyon mekanizmalari
giindeme gelmistir.

Podositopati grubu hastaliklarda en erken bulgu olarak izlenen ayaksi ¢ikintilarda silinmeyi
izleyerek vakuolizasyon, psddokist formasyonu, bazal membrandan ayrisma ve podosit kayb1
seklinde ilerleyen podosit zedelenmesi progresyon gostergeleridir. Yine primer ya da
sekonder fokal segmental glomeriiloskleroz ve eslik eden tiibiilointestisyel fibrozis kronik
progresif renal hastaliklarda yaygin olarak goriilmektedir.

Proliferasyon, diferansiasyon, apopitozis, immun yanit gibi pek ¢ok fonksiyonu olan TGF
beta’nin progresif renal hastalikta glomeriiler ve tiibiiler epiteyal hiicre apopitozisi ve
epitelyal-mezenkimal transdiferansiasyon gorevi de son zamanlarda 6nem kazanmistir (11).
TGF beta heteromerik transmembran reseptorleri ve intraseliiler sinyal yolagi olan SMAD
proteinleri araciligr ile hedef gen aktivasyonunda gorev alir. TGF beta ve Smad 7 ‘nin
apopitozisteki sinerjistik etkisi in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir (63). Skleroze
glomeriiler progresif podosit kaybi ile karakterlidir (42). Yine tiibiiler atrofi, dilatasyon ve
perivaskiiler inflamasyon stirecinin 6ncesinde TGF betanin indiikledigi apopitozis mevcuttur.

Neilson ve ark. TGF betanin etkisi ile tiibiil epitel hiicrelerinin (myo)fibroblastlara
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transdiferansiye oldugunu 6ne stirmiistiir (58). Progresif renal hastaligin bir diger gostergesi
glomertiler ve peritiibliler mikrovaskiilarizasyon kaybidir. TGF beta ve trombospondin 1
mikrovaskiiler endotelyal hiicre apopitozisi ve peritiibiiler kapiller kaybinda etkilidir (51).
Goumenos ve ark FSGS, lupus nefriti, [gA ve membrandz nefropati gruplarini igeren ve renal
fonksiyonlar1 normal olan 50 hastalik ¢aligmalarinda immunhistokimyasal olarak apopitozis
iligkili bcl-2 ve bax protein ekspresyonunun glomeriilonefrit tiplerine bagli olmaksizin
kontrol grubuna oranla arttifini ve TGF beta 1 ekspresyonu ile korele oldugunu ortaya
koymuslardir (21). TGF beta’nin tiibiiler, interstisyel ve glomeriiler ekspresyon artis1 agir
proteintirt ile iligkili bulunmustur.

Kim ve ark, 15 idiyopatik FSGS ve 6 kontrol biyopsisinde immunhistokimyasal olarak TGF
beta 1, trombospondin 1 ve TGF beta tip 2 reseptor ekpresyonunu degerlendirmis ve kontrol
grubuna oranla anlamli derecede arttigini saptamistir. Kontrol grubunda glomeriillerde TGF
ekspresyonu saptanmamistir. FSGS olgularinda nonsklerotik glomeriillerde birkac podositte
boyanma saptanmis iken sklerotik segmentleri ¢evreleyen podositlerde orta ya da kuvvetli
derecede TGF ekpresyonu saptamislardir. In situ hibridizasyon yontemi ile de TGF beta 1 ve
TGF beta 2 reseptor mRNA seviyesinde artis oldugu da gosterilmistir.

Sklerotik segmentleri saran glomeriiler epitelyal hiicrelerde podosit belirleyicisi olan WT 1
niikleer ekspresyonunun olmadigini belirtmislerdir (38). Yine glomeriil bazal membrani
boyunca lineer boyanma paterni sergileyen GLEPP-1 ekspresyonunun FSGS olgularinda hem
sklerotik alanlarda , hem de nonsklerotik glomeriillerde segmental olarak izlenmedigini
gozlemislerdir. Podosit spesifik belirleyiciler olan WT 1 ve GLEPP-1 ile boyanma kaybini
ise glomeriiler epitelyal zedelenmenin TGF beta sinyal kaskatini baslattigi hipotezine
dayandirmiglardir. TGF beta latent kompleksinin aktivasyonunda trombospondin-1, plazmin

ve serbest oksijen radikalleri, GEH’de eksprese olan alfa 5 beta 6 integrin 6nemlidir.
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Bizim calismamizda TGF beta 1 ekpresyonunun FSGS olgularinda MDH’a oranla anlaml
derecede artmis oldugunu saptadik. FSGS olgularinda tiibiiler ve interstisyel artmis TGF
ekspresyonu, TGF eksprese eden glomeriiler epitelyal hiicre yiizdesi ile interstisyel
inflamasyon , fibrozis ve tiibiiler atrofi arasinda orta diizeyde anlamli korelasyon varligi da
TGF’nin progresyonda multifonksiyonel 6zelligini ortaya koymustur. MP ile karakterli
olgularda TGF ekspresyon artis1 ile kan kreatinin diizeyinde artis arasinda anlamli diizeyde
korele olmasi TGF ile hastaligin ciddiyeti arasinda iliski olabilecegini gostermektedir.
Calismamizda ayrica degerlendirdigimiz WT-1 ekspresyonu FSGS olgularinda Kim’in
calismasina benzer sekilde ancak ¢ok az bir kisminda sklerotik segment c¢evresindeki
podositlerde WT-1 ekspresyon kaybi izledik. Bu seyrek podositlerde izledigimiz CD 68
ekspresyonu ise podositlerde fenotipik degisim olabilecegini gosterdi.Genel olarak matiir
podosit belirleyicisi olan WT-1 eksprese eden ortalama glomeriiler epitelyal hiicre yiizdesinde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa da FSGS’da MDH ve MP’a oranla azalma
saptandi. WT-1 renal ve gonadal gelisimde rolii olan transkripsiyon faktoriidiir ve podosit
fonksiyonunun saglanmasinda da yeri vardir (40). Mutasyonel hastaliklar1 kalitsal FSGS’de
yer almaktadir. Ayrica WT 1 ekspresyon kaybr podosit kaybina ya da podositlerdeki fenotip
degisikligine baghdir. FSGS olgularinda MDH ve MP’a oranla WT-1 eksprese eden
glomeriiler hiicre yiizdesinin bir miktar azalmas1 da apopitozisin eslik ettigi podosit kaybi ile
iligkili olabilir.

Barisoni ve ark kollapsing glomeriilopati ve HIV iliskili nefropatili olgularda WT-1,
CALLA,C3b reseptor, GLEPP-1, podokaliksin gibi matiir podosit diferansiasyon
belirleyicilerinde kayip oldugunu gostermislerdir (7). idiyopatik kollapsing form FSGS ve
HIV iliskili nefropatilerde MDH ve membrandz nefropatiden farkli olarak podositlerde geri

dontisiimsiiz ultrastriiktiirel degisiklikler oldugunu belirtmislerdir. Ki 67 proliferasyonunun
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da kollapsing FSGS ve HIV nefropatisinde daha yiiksek oldugunu fenotipik degisim gdsteren
podositlerde ayn1 zamanda hiperplazi oldugunu da saptamislardir.

Barisoni ve Yang benzer sekilde bu progesi disregiilasyon olarak nitelendirmistir. Yang
kollapsing form FSGS ve HIVAN’de immunhistokimyasal olarak anormal WT-1 dagilimi,
podosit belirleyicilerinde yaygin kayip izlemislerdir. Disregililasyonun proliferasyonla birlikte
oldugunu saptamislardir.  FSGS olgularinda ise segmental lezyonlarin c¢evresindeki
podositlerde proliferasyon olmaksizin fenotipik degisikliklerin goriilebildigini tespit
etmislerdir (83). Bariety ve ark, transplantasyon sonrasi relaps olan 6 FSGS olgusunda
podosit belirleyicileri immunhistokimyasal olarak ¢alismislar ve kollapsing varyant ile seliiler
varyantta belirgin olarak ekspresyon kaybi saptamiglardir. Yine segmental skleroz gdsteren
glomertiler tizerindeki mezar tasi izlenimi veren, bazal membrandan ayrisma asamasinda olan
ya da bowman mesafesinde serbest halde bulunan biiyiik, yuvarlak, vezikiile podositlerin WT-
1 ekspresyonundan c¢ok sitokeratin (AE1/AE3) ya da CD 68 ekspresyonu ya da mikst
boyanma paterni gosterdigini ortaya koymuslardir. Buna gore podositler transdiferansiasyon
mekanizmasi ile epitelyal ya da makrofaj benzeri 6zellik kazanmaktadir (5).

Ohtaka ve ark ise normal podositlerin WT-1 ve vimentin eksprese eden mezenkimal hiicrelere
benzedigini ve 6zellikle seliiller FSGS ‘de bu hiicrelerde Pax 2 ve sitokeratin ekspresyonu
izlenmesi nedeniyle mezenkimal-epitelyal transformasyonun s6z konusu oldugunu
belirtmislerdir (52). Renal gelisim ve glomeriiler epitelyal hiicrelerde fenotipik regiilasyon
icin gerekli olan Pax 2’nin re-ekspresyonunun podositlerde fenotipik degisiklige neden
oldugu ileri siirtilmiistir.

Bizim calismamizda FSGS olgular1 baskin olarak NOS ve perihiler varyant olup sadece 1
seliiler ve 1 tip varyant mevcut idi. Bu nedenle seliiler ya da kollapsing varyantlarda sik

goriilen podosit hiperplazisi, fenotip degisikligi nedeni ile CD 68 ekspresyonu ya da
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varyantlar arasinda WT1 ekspresyonunda farklilik izlemedik. Az sayida olguda podosit kaybi
nedeni ile WT-1 ekspresyonunda azalma , bazal membrandan ayrisma, mezar tasir goriiniimii,
birka¢ podositte CD 68 pozitifligi saptadik. CD 68 ekspresyonu FSGS olgularinda MDH’a
oranla bir miktar yliksek olmakla birlikte bu durum intrakapiller kopiiksii hiicrelerin
Schonholzer’in de belirttigi gibi (66) FSGS olgularinda relatif olarak daha fazla izlenmesi ile
iligkili idi.

Sonug olarak FSGS gerek podosit kayb1 gerekse fenotip degisikligi ile nefron kaybina neden
olan toksik, metabolik, enfeksiy6z, immiinolojik, hemodinamik hastaliklar ve yapisal ya da
fonksiyonel degisikliklerin progresyonunda ortak yoldur (12,61). Yukarida adi gegen
belirleyiciler, podosit zedelenmesini veya kaybini yansitabilmesi , hastalifin progresyonu ya
da yayginligr konusunda fikir verebilmesi ve patogenezi aciklayabilmesi agisindan onem

tasimaktadir.
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OZET

Podosit iligkili molekiillerin glomertiler filtrasyon bariyerindeki roliinlin belirlenmesi ve
konjenital nefrotik sendromda agir proteiniiriye neden olan nefrin gen mutasyonunun
saptanmas1 ile birlikte edinsel nefrotik sendrom olgularinda da bu proteinlerin
ekspresyonunun degerlendirilmesi 6nem kazanmistir. Bu ¢alismamizda podosit
zedelenmesinin ortak oldugu minimal degisiklik hastaligi, fokal segmental glomeriiloskleroz
ve mezangial proliferasyonla karakterli olgularda “slit diyafram” proteinlerinden nefrin,
podosin ve sinaptopodin ekspresyonunu ve klinik parametrelerle korelasyonunu inceledik.
10°u kontrol olmak iizere toplam 84 olguluk ¢alismamizda FSGS olgularinda nefrin, podosin
ve sinaptopodin ile benzer sekilde biiyilk oranda kaba graniiler, MDH olgularinda ince
graniiler MP ile karakterli olgularda ise FSGS ve MDH arasinda biiyiik oranda ince graniiler
ve kaba graniiler boyanma gozlendi. Podosin boyanma siddeti ve nefrin ekspresyon kaybi ile
kreatinin klerensi ve kan kreatinin diizeyleri arasinda korelasyon dikkati cekti.

Ekstraseliiler matriks artis1 ve apopitoziste rolii olan TGF-beta 1’in podositlerde ekspresyonu
karsilastirildiginda ise FSGS olgularinda diger gruplara oranla hafif artis izlendi. TGF
ekspresyonu ile segmental, global skleroz, interstisyel inflamasyon, fibrozis ve tiibiiler atrofi
arasinda korelasyon saptandi. Glomeriiler WT-1 ekspresyonu FSGS olgularinda diger
gruplara oranla podosit kaybini yansitir sekilde hafif derecede azalmis idi. Biri seliiler varyant
olmak iizere yalnizca birka¢ olguda WT-1 eksprese etmeyen, bazal membrandan ayrisma
asamasinda olan podositlerde CD 68 ekspresyonu izlendi..

Sonug olarak yukarida adi gecen belirleyiciler daha ¢ok podosit hasarini, hastaligin yayginligi
ve siddetini yansitiyor olsa da birbiri ile iligkili ya da benzer boyanma paterni gosteren bu
belirleyiciler patogenezi aydinlatmak ve ayirici taniya destek olmak agisindan O6nem

tasimaktadir.
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SUMMARY

After the identification of the role of podocyte related molecules in glomerular filtration
barrier and the detection of nephrin gene mutation which causes heavy proteinuria in
congenital nephrotic syndrome, the assessment of these proteins in acquired nephrotic
syndrome cases have also come into question. In the present study we examined the
expression and clinical relevance of ‘slit diaphragm’ proteins including nephrin, podocin and
synaptopodin in cases of minimal change disease, focal segmental glomerulosclerosis and
mesangial proliferation, in which podocyte damage is the common feature. 84 cases, 10 of
which were controls were included in the study. We detected coarse granular staining with
nephrin, podocin and synaptopodin in cases of focal segmental glomerulosclerosis, fine
granular staining in cases of minimal change disease and both coarse and fine granular
staining in cases characterized by mesangial proliferation, which was in between focal
segmental glomerulosclerosis and minimal change disease. Podocin staining intensity and the
loss of nephrin expression were correlated with creatinine clearance and blood creatinine
levels. When the expression of TGF-B1 in podocytes, which functions in extracellular matrix
increase and apoptosis, was examined, cases of focal segmental glomerulosclerosis displayed
a mild increase compared to other groups. There was a correlation between TGF expression
and segmental sclerosis, global sclerosis, interstitial inflammation, fibrosis and tubular
atrophy. Glomerular expression of WT-1 in cases of focal segmental glomerulosclerosis was
mildly decreased compared to other groups, reflecting podocyte loss. We detected CD68
expression only in a few cases which did not express WT-1 and were in the stage of basal

membrane separation and one of these cases was of cellular variant.
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In conclusion, although afore mentioned markers rather reflect podocyte damage and extend
and severity of the disease, they expressed a similar or related staining pattern and they are

important to enlighten the pathogenesis and confirm diagnosis.
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