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OZET

Bu galigmada bir glikozaminoglikan
(GAG) inaktivatorii olan protaminin mesane
instilasyonalarinin kopek mesane epiteli
tizerindeki etkileri 151k ve transmisyon elektron
mikroskopi (TEM) diizeyinde incelenmis ve pro-
taminin kdpek mesanesinde "leaky epithelium"
oluguturdugu tesbit edilmigtir. Literatiirdeki
intersitisiyel sistit ile ilgili deneysel ve klinik
g¢aligmalar gz Oniine alindiginda protamin
mesane instillasyonlariyla deneysel modelde
intersitisiyel sistit olugturabilecegi sonucuna
vanldi.

SUMMARY

Protamine is a known inactivator of
glycosaminoglicans. In this study, the effects of
protamine bladder instillations on dog bladder
epithelium were investigated on light and trans-
mission electron microscopic basis, and it was
concluded that protamine bladder instillations in
dogs resulted in "leaky epithelium". Reviewing
the literature about experimental and clinical
studies on interstitial cystitis, it was our conclu-
sion that protamine bladder instillations could
result in experimental interstitial cystitis model.

GIRIS

Mesane transisyonel epitel yiizeyini
orten glikozaminoglikan (GAG) tabakasinin
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onemi son yillarda siklikla vurgulanmaktadir.
Hidrofilik ozelligiyle idrardaki bakterilerin,
mikrokristallerin , cesitli iyon ve molekiillerin
mesane yiizeyine yapigsmasini engelleyen bu
tabaka transisyonel epitelin mesane idrar arasi
bariyer islevinde onemli katki saglamaktadir
(1,2).

Bir kuartarnen amin olan protamin 'in
hayvanlarda hiicre yiizeyi polisakkaridlerini
inaktive ederek epitel permeabilitesinde artiga
neden oldugu gosterilmistir. Ayrica protamin'in
ylizey membranlarinda permeabilite artigina
neden oldugu belirtilmistir (3,4). Protaminin
anefrik sicanlarda pulmoner hipertansiyon ve
ddeme neden oldugu bildirilmistir (5,6). Parson
intersitisiyel sistitli hastalarda mesane epitel per-
muibilitesinde artig oldugunu iire difiizyon galig-
miase. . fizyolojik olarak, Eldrup ise ince yapisal
diizeyde gostermigdir (2,7). Stein hayvanlarda
protamin'in mesane epitelinde permeabilite
artigina neden oldugunu fizyolojik olarak goster-
mis ve protamin ile deneysel modelde intersi-
tisyel sistit olugturulabilecegini ileri siirmiigdiir
(8).

Bu ¢aligmada amacimiz protamin'in
kopek mesane epiteli iizerindeki etkisini -
tolojik ve yiiksek mikroskop buyiitmelerinde
kullanarak ince yapisal diizeyde incelemektir ve
bilgimiz dahilinde kullandifimz inceleme yén-
temiyle bu konudaki ilk galigmadir.

MATERYAL VE METOD

Caligma 7'si disi, 4'li erkek toplam 11
kopek iizerinde yapildi. Képeklerin yaglari 6 ay-
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7 yas (ortalama 3 yas) agirhiklar 8.5-26 kg.
(ortalama 17 kg) arasinda degismekteydi. 8
deney hayvaninin mesanelerine 5 hafta siireyle
haftada 2 kez diérder ampul (20 cc) protamin
hidroklorid uretral kateterle verildi. Kontrol
grubundaki 3 képegin mesanelerinde 5 hafta
siireyle haftada 2 kez 20 cc serum fizyolojik
instilasyonu yapildi. Birinci, iigiincii ve beginci
haftalarda genel anestezi altinda suprapubik
median kesiyle agik mesane biyopsileri alindi.
Kopeklerin instilasyon éncesi ve sonras: idrar
kiiltiirleri yapildi ve tiriner enfeksiyon tesbit
edilen protamin grubundan 2, kontrol grubundan
| kopek calisma disi birakildi.

Biyopsiler histolojik degerlendirme
icin Bouin fiksasyonundan sonra parafin
kesitlere rutin alkol takibi yapilip, HE
(Hematoksilen-Eozin), PAS VAN- GIESON .
TOLUIDIN MAVISi, MASSON boyalari ile
boyandi. Pas Van Gieson boyalanyla yiizeyde
pembeye boyanan nonasid mukopolisakkarid
tabaka ve lamina propriada kahverengi turun-
cuya boyanan proteinéz madde birikimi incelen-
di. Toluidin mavisi mast hiicrelerini, Masson ise
bag dokusu artigini gostermek icin kullaniidi.

Elektron mikroskopik incelemeler icin
alinan biyopsiler, glutaraldehidin % 3'liik
kakodilat tampon (0.15 M, pH 7.2) ve % 1'lik
osmium tetroksit icerisinde fikse edildiler. Epon
812 icinde bloklanan biyopsiler NOVA ultra-
mikrotomunda 60 mm kalinlikta kesilerek,
uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlandik-
tan sonra JEOL EM 1200 mikroskobunda ince-
lendi.

BULGULAR

A) Istk mikroskopisinde bulgular
(Resim 1-4)

a) Kontrol bugulari

Urotelyumun 4-5 kath degisi epitelden
olustugu ve yiizeyindeki GAG'in diizenli varlify
tespit edildi. Lamina propriada damarlanma
belirgindi (kopeklere 6zgii). Damarlar etrafinda
tek tiik mast hiicreleri goriildii. Kas tabakasinda
bir biiyiik biiylitme ile en fazla bir mast hiicresi
goriildi.

b) Protamin instillasyonu sonras: bul-

eular

(1) Birinci ve ticuncii hafta bulgulan

Kontrol bulgularindan énemli bir fark-
lilik tespit edilmedi.

(IT) Beginci hafta bulgulan

Urotelyumda kismi dokiilme, yer yer
atrofi, kismi GAG kaybi (1 kopekte tam GAG
kayb1), lamina propriada polimorflardan zengin
belirgin iltihabi hiicre infiltrasyonu, kas
tabakasinda proteinéz madde varlig) ve hem
lamina propriada hem kas tabakasinda mast
hiicrelerinde artis tesbit edildi.

B) TEM bulgular:  (Resim 5-13)

a)Kontro!l bulgulari

Luminal epitel hiicreleri kesin simirlarla
ayirt edilmemekle beraber niikleer yapilarin ple-
oformik karakter gosterdigi izlendi. Hiicrelerin
limene bakan yiizeyleri oldukg¢a diizgiin
goriiniimdeydi. Hiicre i¢inde ¢ok sayida intrasto-
plazmik fuziform vezikiiller gozlendi. Bu
vezikiilleri ¢ceveleyen membranin asimetrik
membran (AUM) ozelligi gosterdigi izlendi.
Hiicreler aras1 baglanti komplekslerinden siki
baglantilar (tight junction) luminal yiizeydeki
¢ok sayida fuziform vezikiil nedeniyle géster-
ilemedi ancak alt katmanlarda hiicreler aras
alanlarin darh@: siki desmozomal yapilarla izlen-
di.

b) Protamin instilasyonu sonrasi bulgular

(I) Ugiincii hafta bulgulart

Kontrol mesane epitel luminal konturu diiz
bir hat seklindeyken ticlincii haftada bu yapr oldukga
girintili ¢ikintiliyds. Hiicre liimen yiizeylerinde
mikrovillus olusumu gozlendi. Yiizey hiicre yan yiiz-
leri arasindaki  hafif aynlmalar ve intersitisyel alanda
genisleme belirgindi. Degisici epitelin bazale yakin alt
katmanlaninda hiicreler arasi aynlmalanin sitoplazimik
uzantilarla siirdiirilmeye calisildig) izlendi.
Desmozomlarin izlenebildigi hiicreler arast baglantilar-
da desmozomlar aras agilmalar dikkat ¢ekiciydi.

(IT) Besinci hafta bulgulan

Luminal hiicrelerde bir miktar sitoplazmik
korunmaya kargin membran kayiplarina paralel yonde
bir hiicre dejenerasyonu ve lizozomal artig yogun sek-
ilde izlendi. Hiicreler arasi alanlarda genigleme ve
hiicrelerin birbirlerinden uzaklagdid1 gériildii. Bazal
katmanlara dogru hiicreler arast alanlarin iyice
genigledigi ve bagimsiz hiicre adaciklarinin olustugu
izlendi.
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Resim I: (Kontroly Diizenli yapida kopek

(HLao C o s . - . .
) Resim 3: (Kontrol) Urotelyum ve lizerindeki

G AG tabakasi diizenli olarak izlenmekte (I'VG x

Resim 2: (P besiied kil Boitel Resim 4: (Protamin sonrasi besinci hatta)
esim 2: (Protamin sonrast besinct halta) kEpite oy
S i P Yiizeyde GAG t: 151 yer yer kaybolmug

¢ogu alanda normal. Lamina propriada Gdem, : 5 :
Lamina propriada sar1 kahverengi boyanan

damarlanma artisi , proteinoz madde varhigi i .
2) f gl R € = madde varhg! (PVGx32)
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Resim 5a: (Kontrol) Diizgiin mesane epitel yiizeyi (=) ve hiicreler i¢erisinde fuziform vezikiiller.

Resim 5b: (Kontrol) Vezikiil (V) i¢cindeki AUM varlig1 (=)

Resim 6: (Kontrol) Luminal epitel hiicreleri kesin sinirlarla ayird edilememekte, niikleer yapilar pleomor-
fik 6zellik gostermekte.

Resim 7: (Kontrol) Desmosomlar arasi siki baglantilar (=)

Resim 8: (Protamin sonrasi iigiincii hafta) Hiicre liimen yiizeyinde mikrovillus olusumu ()
Resim 9a: (Protamin sonrasi iigiincii hafta ) Epitel hiicre alanlarinda geniglemis stki1 baglantilar.
Resim 9b: (Protamin sonrasi iigiincii hafta) Geniglemis siki baglantilarin biiyiitiilmis sekli.




estm |1z (Protamin sonrasi besinei hatr
icreler arast alanlarda genislemeler (4). Hiicre
rjencrasvonu

esim 12: (protamin sonrasi besinei hafta)
agimsiz hiere adaciklary olugmasi (<)

esim 13: (Protamin sonrast besinet hafta) Bazal
wmanlarda hiicre nekrozu (%)
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TARTISMA

Intersitisyel sistit etyopatogenezi halen
belli olmayan bir iirolojik sorundur. Son zaman-
larda mesane epiteli GAG tabakasindaki bir
defektin epitel permeabilitesinde artisa neden
olarak (leaky epithelium), idrardaki toksik mad-
delerin epitelden gegerek *ntersitisyel sistitdeki
tabloyu olusturdugu goriigii popiilarite kazan-
mugtir (2,7). Ancak bu goriig tartismahidir (9).
Mesane epiteli yiizeyindeki GAG tabakasi
negatit elektrik yiikliidiir ve suyla iyonik olarak
baglanma egilimindedir. Bunun sonucunda da
mesane yiizeyiyle idrar arasinda bir barier olug-
makta ve idrardaki toksik maddeler mesane
yiizey hiicre membranina ulagmamakta, yapig-
mamakta ve difuze olamamaktadirlar (2). Bunun
yani sira kuartarner aminler, GAG tabakasi ile
kimyasal reaksiyona girdiklerinde GAG siilfat
gruplarina baglanma egilimindeki suyla kom-
petisyona girerler ve GAG tabakasinin epitel
impermeabilitesini saglama islevini bloke eder-
ler (2). Parsons intersitisyel sistitde baglatici fak-
toriin GAG tabakasindaki bir yetersizlik
oldugunu 6ne siirmiistiir. Halen intersitisiyel sis-
tit etyopatogenezinde en gecerli goriiglerden biri
olmasina ragmen GAG tabakasimin intersitisiyel
sistit'li hastalarda morfolojik olarak yetersi-
zligiyle ilgili ¢aligmalarin sonuglan geligkilidir
(2,7,9,10). Intersitisiyel sistitli hastalarda yap-
tigimiz ¢alismada mesane GAG tabakasinin %
90.9 oraninda kayboldugunu gostermigtik (11).

Bu ¢alismada protamin instilasyonu
sonrasi 5. haftada 1s1k mikroskopisinde iirote-
lyumda kismi dékiilme, kismi ve tam GAG
kaybi, lamina propriada iltihabi hiicre infiltrasy-
onu ve lamina propria ve kas tabakasinda mast
hiicrelerinde artis dikkat ceken bulgulardi. Bu
bulgular intersitisiyel sistitli hastalarda yap-
tigimiz klinikopatolojik ¢aliymamizdaki histopa-
tolojik bulgularla ve literatiirdeki bu konudaki
cesitli caligmalardakilerle benzerlik gostermek-
tedir (7,10,11,12).

Bu ¢alismadaki protamin instilasyonlar
sonra 3. haftadan baslayarak ultrastriiktiirel
diizeyde mesane yiizey hiicreleri lateral yiizleri
arasindaki ayrilmalar ve intersitisiyel alandaki
belirgin geniglemeler ve bagimsiz hiicre adacik-

larinin olugmasi Parsons'un intersitisiyel sistit
etyopatogenezindeki GAG defektine bagh
"leaky epithelium" varsayimin: morfolojik
olarak destekler niteliktedir. Anderstrom intersi-
tisiyel sistitli hastalarda GAG tabakasinin kismi
veya tam kaybinin kontrol grubuna oranla daha
fazla oldugunu ultrastriiktiire] diizeyde goster-
mis, ancak Eliot insanlarda akut ve kronik
enfeksiyonlarda benzer bulgular rapor etmisdir
(13,14). Ayrica mesane tiimorlerinde, akut ve
kronik iiriner enfeksiyonlarda, polipoid sistitde
GAG tabakasinda yer yer kayiplar ve hiicreler
arasi baglantilarda gevsemeler oldugu goster-
ilmigdir (13). Dolayistyla bu ¢aligmada bir GAG
inaktivitorii olan protaminin mesane instillasy-
onlarinin "leaky epithelium"” olusturdugu belir-
gindir. Ancak bu durumun intersitisiyel sistit
i¢in spesifik olup olmadi: tartigmahdir.

Normal kopek mesane epiteli luminal
hiicrelerinde mikrovillus olugumu yoktur ve bu
hiicreler bol miktarda fuziform vezikiiller iger-
mektedirler (15). Bu ¢aliymada da kontrol
grubunda mikrovilluslarin olmadigi, yiizeyel
hiicreler iginde bol miktarda intrasitoplazmik
fuziform vezikiiller ve bu vezikiilleri gevreleyen
membranin asimetrik iinit membran (AUM)
ozelligi gosterdigi tespit edildi. Bu iki 6zellik
mesane luminal membran rezervini olusturmak-
tadir (16).

Bu calismada dikkat ¢eken bagka bir
noktada protamin insitllasyonlari sonrasi 3. haf-
tadan baglayarak belirginlesen mesane yiizey
hiicreleri luminal yiizeylerinde mikrovillus
olusumuydu. Kimyasal karsinogenezde
mikrovillus olugumu ilk ultrastriiktiirel bulgular-
dandir (15). Ayrica insanda cerrahi insizyonlara
bagli mesane travmasinda, mesane tiimérlerinde
donmaya bagh iilserasyonlarda, mesane formalin
instillasyonlarinda, kronik mesane inflamasyon-
larinda, intersitisiyel sistitte mikrovillar
olusummlarda artis gosterilmistir(15). Smith
mikrovilluslarda artig goriillmesinin mesane
epitelinde hizh bir hiicre "turn-over'nin goster-
gesi oldugunu bildirmigdir (17). Kjaergard bu
"turn-over (mushrooming) sirasinda hiicreler
arasi tight junction"larin yeterli olmayabilecegi-
ni ve interselliiler bir idrar kaga$ meydana
gelebilecegini 6ne siirmiigtiir (16). Bu ¢aligmada
protamin instillasyonlar1 sonrasi ortaya gikan
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mikrovillus olusumu mesane epitelinde hzh bir
turn-over'in gostergesi olarak kabul edilirse bu
turn-over nedeniyle tight junctionlarin yetersiz
kalmasi ve sonucunda epitel permeabilitesinde
bir artig (leaky epithelium) ve buna bagh epitel
hiicreleri arasinda bir gevsemenin ortaya gtktii
diigtiniilebilir.

Bu c¢aligmadaki  bulgularimiz
Parsons'un intersitisiyel sistitli hastalardaki iire
difiizyon ¢aligmasi sonuglarmin 1siginda prota-
min instilasyonlarinin kopek mesanesinde "leaky
epithelium”  olusturdugunu  ve 11k
mikroskopisindeki histopatolojik bulgularimizin
destegi de goz oniine alindifinda bu durumun
deneysel modelde intersitisiyel sistit olarak
kabul edilebilecegini gostermektedir.
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