BOBREK AMILOIDOZISININ SINIFLANDIRILMASINDA
' POTASYUM PERMENGANAT REAKSIYONU
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* Kronik iltihabi hastaliklarm seyri esnasinda, bazi hastalarda karaciger ve da-
lakta biiylime oldugu ondokuzuncu yiizyil baslarindan itibaren birgok patolog ta-
rafindan biliniyordu. Bu durum ilk kez 1842 yilinda «amyloidosis» terimi ile pa-
tolojik bir antite olarak Rokitansky tarafindan tarif edilmistir (5). Wild (1886),
herhangi bir neden olmadan da Aamilloidozisin olusabilecegini blidirmis ve Hildeb-
rand (1895) multipl myeloma ile birlikte goriilen amiloidozisi tarif etmistir (19):
Bu gbzlemler sonucu, tiiberkiiloz, rumatoid artrit, kronik osteomiyelit gibi uzun
siireli iltihabi hastaliklarin seyri sirasinda goriilen amiloidozisin, «sekonder» veya
«tipik» amiloidozis olarak; herhangi bir nedenc bagh olmadan goriilen amiloidozi-
sin ise «primer» veya «atipik» amiloidozis olarak adlandirilmasi diisiincesi once-
lik kazanmistir, Multipl miyelomaya bagli olarak gelisen amiloidozis ise dagilim
ve yapisi bakimindan primer amiloidozise benzedigi, fakat iyi tanimlanmis bir has-
talikla birlikte goriilmesi nedeni ile primer olarak adlandirilamiyacag: i¢in «miyelo-
maya bagli amiloidozis» olarak adlandurilmistir. Ayrica, yaslanma ile birlikte olan
amiloid, «senil amiloid» olarak tanimlanmis, baz: «heredofamilyal amiloid» olgu-
lar da tarif edilmistir (4,5,24). ) : -

Bu sekilde yapilan bir siniflandirmanin gegerliligi- hicbir zaman tam olarak
kabul edilmemis ve klinisyenler amiloidin degisik birtakim antiteler sonucunda m1
gelistifi, yoksa tek bir hastalik durumunun degisik gOriinlimleri mi oldugu konu-
sunda anlasamamislardir.

Son yirmi yilda elektron mikroskopla, ileri analitik ve ﬁzikokimyas’él yontem-
lerle, immiinolojik calismalarla amiloid maddesi hakkindaki anlayis olduk¢a ay-
dmlatilmis; hastaligm patogenezinde rol oynayan etkenler konusunda ilerlemeler
saglanmis; elde edilen bilgilere gore degisik smuflandirmalar yapilmustir (1,2,3,14,
15,18,21).

* A. U. Tip Fakiiltesi Endokrinoloji veMetabolizma Kiirsiisii Asistani
#+ A, UJ, Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Kiirsiisii Profesorit
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Bu yeni tekniklerin uygulanmasi oldukga zor ve pahalidir. Ayrica birgok du-.
rumlarda, tant igin hastalardan alinan doku parcasi amiloid maddesinin izolasyo-
nuna ve kimyasal dzellifinin tamimlanmasina izin vermiyccck kadar kiigiik olur. Bu :
nedenlerle amiloid maddesinin suiflandirlmasinda rutin olarak kullanilacak daha
basit yOontemler gelistirilmistir. Bunlardan birisi Romhényi’'nin amiloidi, tripsin sin-
dirimine duyarlilik gSstermeme esasma gore siniflandirmasidir (7). Bu yontemin
doku harabiyeti yaptigint goren Wright ve arkadaslar, bu yonteui modifiye ede-
rek, doku harabiyeti yapmayan, uygulanmas: daha kolay olan «Potasyum perman-
ganat metodurnu gelistirdiler (24).

/ Ulkemizde, ozellikle bobrek amilodizc;sinin beklenmedik oranda daha fazla.
bulunmasi nedeni ile bu olgularin potasium permanganat yontemine gore smiflan-
dirmak, elde edilen sonuglarm literatiirde bildirilen sonuclara uyup uymadigm -

saptamak, bu yontemle yapilan smiflandirmay: klinik verilere dayanilarak yapilan
siniflandirma ile karsilastirmak icin boyle bir calismanin yapilmasina karar verildi.

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Klinigine bag-
vuran, parankimal bobrek hastalif: disiiniilen ve yapilan igne biyopsisi ile «bSb-
rek amiloidozisi» tanist konan toplam 22 olguda yapildi. Biyopsi, kontrendikas-
yonu olmayan hastalara Necker biyopsi ignesi ile yapildi. Biyopsi materyali % 70
lik etil alkolde tesbit edildikten sonra parafin bloka almarak 5-6 mikron kalinl-
ginda kesildi (13,22). Am1101d tanist doku kesitinin gention violet 1le boyanip ince-
lenmesi ile konulmustur.

Kongo karmizist ile boyama yOntemi: Hazirlanan preparatlar xylolde 3 kez
- deparafinize edildikten sonra, sira ile absolu etil alkode, %95 etil alkolde, %90
etil alkolde birer dakika, distile suda iki dakika tutulup rehidrate edildi. Harris’in

hematoksilen boyasinda 5 dakika tutulup kurulandi. Asid-Alkol.solusyonuna bir-
kac kez batiritlin cikarilarak fazla hnvam alimdiktan sonra thik sud saririldi Qa

kag kez batirilip gikarilarak fazla as1 almdiktan sonra ilik sudan gegirildi. So-
dn;mklorm soliisyonunda 20 dakika, kongo kirmizis1 boyasinda 20 daixka tutuldu.
Sira ile distile suda, % 90 etil alkolde, % 95 etil alkolde, absolu etil alkolde ve
xylolden gecirilip kapatild: (16).

' Potasyum permanganat reaksiyonu icin boyama yontemi : Xylolde deparafi~
nize edilen, alkol solusyonlarmndan ve distile sudan gegirilerek rehidrate edilen pre-
parat % 5 potasyum permanganat solusyonunda 3 dakika bekletilip, % 5 oxalik
asid ile temizlendikten sonra ve distile sudan gegirildikten sonra, kongo kirmizist
boyama yontemi ile boyand1 (24).
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BULGULAR

Calismaya 22 olgu almnus olup, olgularm 9’u kadm, 13’u erkekti. Kadm er-
kek orant 1/1.4 idi. Hastalarm yaslar1 17 ile 61 arasinda degismekte olup, orta-
lama yaglar1 34 idi.

Klinik verilere gore 22 olgunun 6’s1 primer amiloidozis, 8’1 sekonder amilo-
idozis, 3’ii ailevi Akdeniz Hummast (FMF) bagli amiloidozis olarak kabul edilmis,
diger 5 olgu ise klinik verilerle smiflandirlamamisti. Sekonder amiloidezisli has-
talarin dagilimi su seklidedir : 2 rumatoid artrit, 2 tiiberkiiloz, 1 bronsektazi, 1
Behget hastaligs, 1 ankilozan spondilit, 1 siroz ve bacakta kronik siipiirasyonu o-
lan hastalardi. Primer veya sekonder oldugu belirlenemeyen 5 hastanin 3’ uzun
siiredir eklem agrilari olan ve akut eklem rumatizmasi tedavisi gren hastalard:.

Her olgu igin iki preparat almp, biri direkt alkali kongo kirmuzist ile, digeri
potasium permanganat lie birlesme alindiktan sonra alkali kongo kirmizisi ile bo-
yandl, iki preparat karsilastirmali olarak incelendi. '

Calismada, klinik verilere gore yapilan siniflandirma ile potasium permanga-
nat yontemi ile yapilan smiflandirmanm karsilastinlmast cift kbr metodu ile ya-
pildi. Klinik verilere gore yapilan siniflandirma bilinmeden, olgular potasyum per-
manganat yontemi ile smiflandirild. Bu smiflandirma daha sonra klinik verilere
gére yapilan smiflandirma ile karsilagtirildi.

Primer amiloidozisli 6 olgu da potasyum permanganata direngli goriildii; kona
g0 kirmuzist ile boyanmada herhangi bir degisme olmadi.

Sekonder amiloidozisli 8 olgunun 5’1 potasium permanganattan sonra kongo
kirmizisini hic  almamis, 1’i boyayr az miktarda almis (mixed tip), 2’sinde ise
bbyanmada herhangi bir dlgisme olmamusti. Boyanmada degisme olma-
yan hastalardan birisi 2 yasindan itibaren bronsiti olan ve 21 yaginda bronsektazi
nedeni ile lobektomi ameliyat1 yapilan hasta, digeri Behget hastaligt olan hasta idi.

Ailevi Akdeniz hummast (FMF) sonucu amiloidozis gelisen 3 olgunun 2’si
potasyum permanganata duyarli olup, potasyum permanganattan sonra kongo kir-
muzst ile boyanma olmamus, I’inde boyanmada belirgin bir azalma olmus (mixed
tip), I’inde ise boyanmada degisme goriilmemistir. Bu grupta potasyum perman-
ganata duyarlt olan 3 olgu uzun siiredir eklem agrilar1 olan ae akut eklem ruma-
tizmasi tedavisi goren olgulardt.

Olgularm potasyum permanganat reaksiyonuna yaniti «Tablo I» de gdsteril-
mistir,
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Tablo | : Amloidin klinik siniflandiriimast ile potasyum permanganat
reaksiyonu sonucunun kiyaslanmasi :

Klinik Potasyum Permanganat Reaksiyonu
Simflanduma Total Direncli Duyarh Mixed
Primer. 6 6 — =
Sekonder 8 2 5 1
FMF 3 — 2 1
Belirlenemiyen 5 1 3 1
TOPLAM 22 9 10 3

Bu yeni boyama yontemine gire 22 olgu yeniden degerlendirildifinde s6yle
bir durum ortaya ¢ikmaktadir : Primer amiloidozis 9 9 olgu, sekonder amiloidozis
8 olgu, ailevi Akdeniz Hummasina bagl amiloidozis 2 olgu (Tablo II). .

Tablo Il : Bébrek amiloidozisin potasyum permanganat yonteml
ile yeniden siniflandiriimast

Amiloidin tipi Olgu sayist Yiizdesi

Primer amiloidozis 9 . 40,9

Sekonder amiloidozis 8 36,4

Ailevi Akdeniz Hummasi 2 9,1

Miks reaksiyon gosteren 3 13,6

TOPLAM 22 1000
TARTISMA

Bindokuzyiizellidokuz yilinda Cohen ve Calkins’in amiloid maddesini elektron
mikroskopla incelemesi ve daha sonra yapilan fizikokimyasal, immiinokimyasal ve
immiinolojik calismalar amiloid maddesinin yapisin aydmlatmis ve ayni zamanda
patogenezde rol oynayan etkenler konusunda 6nemli ilerlemeler saglamistir (2).

Isik mikroskobunda homojen gbriilen’ amiloid maddesi elektron mikroskopla
incelendiginde karakteristik uzun fibrillerden olustugu goriilmiistiir. Bu fibrillerin
¢ap1 100 - 150 A’ kadar olup, birbirlerinden 25 - 50 A”luk araliklarla ayrilan
40 - 60 A’ capli 2 subiiniteden yapilidir (2,15,18,21). _

Amiloid maddesinin % 95’i yukarida tarif edﬂen karakteristik fibrillerden
olusur. Bu fibriller dokudan yiiksek saflikta elde edilerek bunlarmn protein icerigi
incelenmis ve birden ¢ok amiloid proteininin. varligt gosterilmsitir (1,3,14).
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Genel olarak amiloid fibrilleri iki ana proteinin birinden veya ikisinin kom-
binasyonundan olusur. Bu proteinlerden biri, primer ve myeloma ile birlikte go-
riilen amiloidin ana, ya da tek bileseni olup, immiinoglobiilin hafif zinciri fragman-
larindan olusur. Bu grup proteinlere Amiloid L (AL) proteinleri denilmekte ve
genellikle, her zaman degil, ona benzer L zinciri bulunduran serum globulini ile
birlikte bulunur (6). Bu AL proteinlerinin molekiil agirliklar: 5000 - 25000 dal-
ton arasinda degisip, hafif zincirin (L. chain), sabit kisminin bir kismmi veya ta-
mamini, bazen de L zincirinin tamamum yapilarinda bulundururlar (6,23). Amiloid
fibrillerinden izole edilen subiinitelerin amino asid dizilerinin incelenmesinde bun-
larmn L zincirlerinin degisken bolgeleri ile 6zdes olduklar goriilmiis, peptit harita-
lart ve molekiil agirhiklarma dayanilarak bu proteinlerin karboksil terminal yarisi-

“nin bir kismini icine alan hafif zincir fragmanlar oldugu bildirilmistir (7,9,12,23).

Sekonder tip amiloidozis 've bazi ailevi tip amiloidozis olgularmdaki amiloid -
fibrilleri, bilinen immiinoglobulinlerle ilgili olmayan bagka proteinlerden yapilmis-
tir. Bu proteinlere Amiloid A (AA) proteini adi verilir, molekiil agirhig: 8500 dal-
tondur (10,19). Degisik sahislarda elde edilen AA proteinlerinin amino asid dizi-
lisinin incelenmesinde, bu proteinlerin karboksil terminallerinin homojen yapida
oldugu, amino terminallerinin ise heterojen yapida oldugu goriilmiistiir (9,19).
' Amiloid A proteinine karsi antiserum kullanilarak, serumda anfijenik olarak bu-
nunla baglantili SAA diye adlandirilan daha biiyiik bir kompenentin varligi sap-
tanmis, bu protein pfiiriye edilerek dokuda toplanmis olan AA’nin prekiirsorii ol-
dugu gosterilmistir (8,11). Radicimmunoassey (RIA) kullanilarak AA’nin serumda
bulunan bu prekiirsoriiniin miktarnmn tayini miimkiindiir. SAA proteinin serum
seviyesi kronik bazi hastaliklarda, akut infeksiyonlarda, gebelikte artmast nedeni
ile bunun serumdaki artis1 tek basma diagnostik bir test olarak kullanilamaz.

Gerek amiloid maddesinin elektron mikroskopla incelenerek ve gerekse ami-
loid maddesinin dokulardan izole edilerek fizikokimyasal, immiinokimyasal ve
immiinolojik yaptlarinin incelenerek smiflandirilmast ideal gibi goriinmekte ise de,
bu calismalar oldukca karisik ve pahalt tekniklerle yapilabilmekte, zaman almak-
ta ve yeterli biiyiikliikte doku parcas1 gerektirmektedir. Bu nedenlerle ‘daha kolay
uygulanabilir ucuz ve zaman almayan yontemler gehstlrllmeye galisilmustir.

Romhényi, 1972°de sekonder amiloidozisli 11 olgudan hazirladigt doku ke-
sitlerin potasyum permanganatla hafif peroksitledikiln sonra tripsin ile isleme al-
mus ve amiloid maddesinin ¢dziildiigiinii, kayboldugunu gostermistir (17). Yine bt
calisaada 3 primer amiloid olgusuna aynt islem uygulanmis, bunlarda amiloid
maddesinde bir degisme goriilmemistir. Wright ve arkadaslari, 67 amiloidozis ol-
gusunda yaptiklari calismada ayni sonuglar aldiklarmi bildirmislerdir (24). Bu
arastirmacilar, Romhényi'nin metodunu modifiye ederek tripsin basamagm kal-
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dirmislar, uygulanmas: daha kolay, doku harabiyeti yapmayan, patoloji laboratu-
varinda rutin olarak kullamlabilecek histokimyasal bir yontem «Potasium perman-
ganat» yontemini gelistirmislerdir (24). Bu yontem Romhanyi'nin tripsin yontemi
ile ayn1 sonuglart veriyordu.

Robert ve arkadaslarinin yaptiklari galigmada; primer, myeloma baglt ve
senil amiloidozis olgularinin potasyum permanganat reaksiyonuna direngli, sekon-
der ve familyal amiloidozis olgularinmn ise duyarlt oldugu goriilmiistiir (20).

Bu c¢alismalarla, immunoglobulin hafif zinciri orijinli amiloid ~maddesinin
(Amiloid L), potasium permanganat reaksiyonuna direncli oldugu, orijini bilinme-
yen amiloid maddesinin (Amiloid A), ise potasium permanganat reaksiyonuna du-
yarlt oldugu sonucuna varilmistir (20,24).

Bu calismada 22 b&brek amiloidozisli olguya potasyum permanganat yonte:
mi uyguland:. Klinik olarak herhangi bir nedene baglanamayan ve primer olarak
tanimlanan 6 olgunun tiimiiniin potasyum permanganat reaksiyonuna direncli ol-
dugu goriildi, yani primer amiloid oldugu desteklendi (Tablo II).

Cesitli hastaliklarla birlikte olma31 nedeni ile sekonder oldugu kabul edilen
8 amiloidozisli olgunun 6’st potasyum permanganat reaksiyonuna duyarl, 2’sinin
ise direngli oldugu saptandr. Bu da her kronik siipiirasyonla birlikte olan amiloi-
dozisin sekonder olamiyacagi, primer veya klinik bulgulari belirgin olmayan basg-
ka tip amiloidozis olabilecegi ve siipiirasyonun amiloid olusumu ile direkt ilgisinin
olamiyacagt gergegini ortaya ¢ikarmaktadir.

Aﬂn‘n Akr‘ 2z hirmma A _

Syum permanganat reakSIyonuna duyarh b1r1n1n direngli oldugu goruldu Burada
sunu da belirtmek gerekir ki, klinik bulgular: belirgin olmayan ileri yaslardaki ai-
levi Akdeniz hummali hastalarda amiloidozis gelisirse, belirgin olmayan klinik bul-
gular gozden kacacagindan, bu olgular primer amiloidozis grubuna alinabilir. Po
tasyum permanganat yonteminin uygulanmasi ile bu tip yanilgilar1 &nleme olasiligt
vardir,

Bu calismada alman sonuglar literatiirdeki sonuglara uymaktadir (20,24). Bu
da Kklinik degerlendirmenin primer amiloidlerde iyi yapildigun, tamnn yerinde ko-
‘nuldugunu gostermektedir.

Klinik verilerle primer veya sekonder oldugu belirlenemeyen 5 olgudan 3'ii-
niin potasyum permanganat reaksiyonuna duyarli, 2’sinin direngli oldugu goriildii.
Potasyum permanganat reaksiyonuna duyarl 3 olgunun Sykiisiinde, uzun stiredir
eklem agrilarinin oldugu ve akut eklem romatizmas: tedavisi gordiikleri belirtili-
yordu. Bu iig olgunun da biiyiik olasiikla sekonder dagilim gosteren amiloidozisli
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olgular oldugu sanilmaktadir. Bu 3 olgu, kronik siipiirasyonla birlikte olmadigma
gore, genetik veya immunolojik bir tip oldugu ortaya gikmaktadir. Klinik belirti-
leri belirgin olmayan ve smiflandirilamayan amiloid olgularmn degerlendirilmesin-
de bu ydntemin ¢ok degerli oldugu ortaya gikmaktadr.

Potasyum permanganatin AA. proteini iizerine etki mekanizmasi blhnmemek—
tedir. Muhtemelen proteinin {i¢ boyutlu yapisini, beta pilili tabakalardan olusan
seklini (B-pleated sheet conformation), degistirerek ve bu yapi degisikligi ile pro-
teinin kongo kirmizisina olan ilgisini kaybettirerek etkisini gostermektedir (24).

Amiloidozis icin etkili bir tedavi yaklasimi bulundugunda hastadaki major
amiloid protein tipihin tayin edilmesi gerekebilir. Bu durumda biyopsi ile alinan
doku pargasma bu yontem uygulanilarak amiloid proteinin tipi tayin edilebilir.

Tiirkiye’de amiloidozis, dzellikle bobrek amiloidozisi, diger iilkelere gore sik
goriilmektedir (22). Bu olgulardaki amiloid proteininin tiplendirilmesinde, uygu -
lanmas: kolay, ucuz, her patoloji laboratuvarinda rutin olarak uygulanabilecek
olan potasyum permanganat yonteminin kullandmast uygun goriilmektedir. Bu
yontemin, klinik smiflandirmada giigliik cekilen olgulari simflandirmada ve klinik
smiflandirmanin dogrulugunun  kanmitlanmasinda yararl ve kesm sonuca gotiiren
bir yontem oldugu sdylenebilir.

, OZET

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi i¢c Hastaliklar: Kliniginde per-
kiitan bobrek igne biyopsisi ile amiloidozis tanisi konan 22 olgu iizerinde yapildi,
Klinik swniflandirmas: yapilan bdbrek amiloidi olgulari, amiloidozisi smiflandirma-
da kullanilan yeni bir yontemle, potasyum permanganat reaksiyonu, incelendi. Bu
iki siiflandirma, klinik ve boya reaksiyonu ile, birbirleri ile kiyaslanarak asagidaki
sonuclar elde edildi.

Klinik olarak primer amiloid tanisi konan 6 olgunun hepsinin potasyum per-
manganat reaksiyonuna direngli oldugu goriildii; bu bulgu klinikte primer amiloid
tanusin yerinde konuldugunu gostermektedir. .

Sekonder olarak degerlendirilen 8 olgunun 6’s1 potasyum permanganat reak-
- siyonuna duyarli, 2’si direngli; ailevi Akdeniz hummas: il¢ birlikte olan 3 amiloid
olgusunun 2’si potasyum permanganat reaksiyonuna duyarli, Pinin direngli; klinik
olarak smiflandirilamayan 5 olgunun 3’iiniin potasyum permanganat reaksiyonuna
duyarli, 2’sinin direncli oldugu saptandi. Bu bulguiar her kronik siipiirasyonla bir-
likte olan amiloidin sekonder olamryacagl, primer veya baska tip amiloidozis ola-
bilecegi ve kronik siipiirasyonun amiloid olusumu ile direkt ilgisinin olamiyacagt
gercegini ortaya gikarmaktadir.
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SUMMARY

Classification of Amyloidosis Based on
Potassium Permanganate Reaction

This study was carried out in the Deparment of Internal Medicine, Univei‘sity
of Ankara Medical School, Turkey.

The permanganate reaction was applied to a series of amyloid samples. Tissue
were obtained from 22 patients in' whom the diagnosis of amyloid had been made
at renal biopsy. . ‘

In’ clinical classification, of these 22 patients six were Irimary amyloidosis,l
8 secondary froms, 3 familial Meditterranean fever (FMF) and 3 were unclassified.

Six patients with primary amyloidosis had uniformly permanganate resistant
deposits. Of the 8 patients clinically judged to have secondary amyloidosis, 5 exhi-
bited permanganate sensitivity in all amyloid deposits studied. However, in two pa-
tients so categorized the deposits were resistant to potassium permanganate and in
another one patient the reaction was mixed. Of the 3 patients associated with FMF,
. 2 exhibited permanganate sensitivity and in another one patient the reactian was
mixed. Of the 5 patients unclassified clinically, 3 exhibited permanganate sensivity
in all amyloid deposits studied, in one patient deposits were resistant to potassium
permanganate and in another one patient the raction was mixed.

In final classification bdsed on the potassium permanganate reaction, 9 were
primary, 8 secondary forms, 2 FMF and 3 were mixed. type.

.
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