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SOLUNUMSAL ASIDOZLU SIGANLARDA Bé_BREK KORTIKAL TOPLAYICI
KANAL INTERKALATE HUS:_R_ELE_RDEKI ULTRASTURUKTUREL
DEGISIKLIKLER *

ismail SECKIN, Biilent URULUER, Miimin UZUNALAN, Sibel KOKTURK, Meltem KURUS,
Glngor SATIROGLU

Background and design.- Recent studies on cortical collecting tubules have supported that type- A intercalated
cells have a H-ATPase in apical membrane and a CI'/ HCO3™ exchanger in basolateral membrane and thus
secrete H" and reabsorb HCO3 while type- B intercalated cells have a CI'/ HCO3™ exchanger in apical membrane
and a H*-ATPase in basolateral membrane and thus they secrete HCO3™ and reabsorb H'. In our study we aimed
to investigate the ultrastuructural changes in different intercalated cells in cortical collecting tubules of rat’s kidney
with 12 and 24 hours respiratory acidosis.

Results.- In the type A intercalated cells of rats with 12 and 24 hours respiratory acidosis, apical tubulo vesicles
decreased in number while mitocondria, number and length of microvilli increased. In type B intercalated cells of
12 hours respiratory acidosis group there were no prominent ultrastuructural changes. However, in 24 hours
respiratory acidosis group, we observed an increased traffic of vesicles to words the apical pole of type B
intercalated cells. Mitochondrial density was also increased.

Conclusion.- Our finding on the type A intercalated cells have supported the previous studies while the finding on
type B intercalated cells were contraversial. As a conclusion we thought that type B intercalated cells showed
morphological alterations reflecting changes in functional characteristic in response to chronic respiratory acidosis
(24 hours), in addition to ultrastuructural changes in type A intercalated cells.

Seckin I, Uruluer B, Uzunalan M, Kéktiirk S, Kurus M, Satiroglu G. Ultrastuructural changes of respiratory

acidosis in rat cortical collecting tubule intercalated cells. Cerrahpasa J Med 2002; 33: 110-117.

ortikal toplayici kanallar (KTK)

asit/baz dengesinin diizenlenmesin-

de 6nemli bir rol oynarlar."* Fizyo-

lojik ¢aligmalar bu toplayict kanal
(TK) segmentinin organizmanin asit/baz duru-
muna bagli olarak H" ve HCO;™ sekret ve reab-
sorbe ettigini gostermektedir.™* Yakin yillarda
yapilan ¢alismalarda bu zit transport isleminde
bu segmente yerlesmis yiiksek karbonik anhid-
raz 2 aktivitesine sahip interkalate hiicrelerin A
(A-ICH) ve B (B-ICH) olmak iizere iki subti-
pinin sorumlu oldugu bildirilmistir. A-ICH’ler
TK’nin kortikal, dig medullar ve i¢ medullanin
1/3 baslangi¢ kisminda bulunmaktadir. Bu hiic-
relerin H' sekresyonu ve HCOj; reabsorbsiyo-
nundan sorumlu oldugu diistiniilmektedir.>>*’
Immiinositokimyasal ve morfolojik galigmalar-
da bir apikal H-ATPaz ve bazolateral Cl/

HCO;™ degisimciye sahip oldugu™®’, genis yii-
zeyli apikal hiicre membraninda mikrovilli,
apikal sitoplazma iginde de bir¢ok spesifik tu-
bulo-vezikiiler yapilar ve mitokondri igerdigi
gosterilmistir.'”"" Apikal membranmn ve tubu-
lo-vezikiillerin sitoplazmik ylizeyi iri bash
“stud” denilen elektron dens yapilarla ortiil-
miistiir. Immiinositokimyasal ¢alismalar stud’-
larda H'-ATPaz varhigmi gostermistir.'™'
Boylelikle stud’larin iiriner asidifikasyondan
sorumlu H" pompasinin bir pargasi oldugu dii-
siiniilmektedir. Yine immiinositokimyasal ¢a-
lismalarda CI" / HCO;™ degisimcinin eritrosit
band-3 proteine benzer oldugu gosterilmistir.
Bu degisimci bu hiicrelerde multivezikiiler ci-
simlc31k ve bazolateral memranda bulunmakta-
dir.

* Anahtar Kelimeler: Kortikal toplayici kanal, Interkalate hiicre, ultrastiiriiktiir, asidoz, mikrovilli, tubulovezikiil; Keywords: Cortical
collecting tubule, intercalated cell, ultrastructure, respiratory acidosis, microvilli, tubulovesicle; Alindigi Tarih: 18 Ekim 2001;
Prof. Dr. ismail Seckin, Dr. Biilent Uruluer, Ars. Grv. Miimin Uzunalan, Ars. Grv. Sibel Kéktiirk, Dr. Meltem Kurus, Prof. Dr.
Guingér Satiroglu: 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali; Yazisma Adresi (Address): 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali;
Istanbul. 34303, Cerrahpasa, Istanbul.

http://www.ctf.istanbul.edu.tr/dergi/online/2002v33/s2/022a6.pdf



Nisan-Haziran 2002

B-ICH’ler TK’nin yalmizca KTK segmen-
tinde bulunurlar.”"" Bu hiicreler HCO'; sekres-
yonu ve H' reabsorbsiyonundan sorumlu ola-
rak goriilmektedir.™® Bazolateral membranla-
rinda H'-ATPaz ve apikal membranlarinda C1/
HCO;  degisimciye sahiptirler.”'* Genel olarak
kisa, kiit, seyrek mikrovilliye, dar bir apikal
yiizeye, sitoplazmalarinda vesikiiler yapilara
ve bazolateral yerlesimli mitokondriye sahip-
tirler."""® Asidoz esnasinda A-ICH’lerdeki de-
gisiklikler ile ilgili ¢alismalarda belirgin bir
uyusum gozlenirken bikarbonat sekret eden B-
ICH’lerde polariteyi tersine gevirerek H' sek-
rete eden hiicrelere doniistiigii halen tartigmall
bir konudur.'*'"™'® Bizde olusturdugumuz 12
saatlik ve 24 saatlik solunuma bagl asidoz de-
neyinde KTK daki bu farkli ICH tiplerindeki
degisiklikleri ultrastriiktiirel diizeyde saptama-
ya ¢aligtik.

YONTEM VE GEREGLER

Yapilan deneysel ¢aligmada 2 aylik 150-180 gr.
agirligindaki erkek Wistar albino siganlardan 6 ta-
esi bir grup olusturacak sekilde 3 grup olusturuldu.
Grup 1 kontrol olarak kullanildi. Grup 2 ye %10
CO, . %30 O, %60 N, gaz karisimu 12 saat, grup
3’e 24 saat siireyle 6zel bir fanusun i¢inde solu-
uldu. Hayvanlar bu siire sonunda eter anestezisi ile
bayiltildi. Sol ventrikiilden uygun bir enjektorle kan
ornekleri alindiktan sonra sol bobrek korteksi gabuk
bir sekilde gikartilarak keskin bir jiletle 1 mm® liik
parcalara boliindii ve hemen Soransen’in pH 7.4
olan fosfat tamponu ile hazirlanan %4’liikk glutaral-
dehyde ile 1 saat fikse edildi. Fosfat tamponunda 1
saat yikanan pargalar daha sonra Millioning tampo-
nuyla tamponlannmis pH 7.2 olan %1 OSO, ile 1
saat ikincil olarak fikse edildi. Yiikselen alkol seri-
lerinde suyu giderilen pargalar araldit gdbmme orta-
mina alindi. Bu pargalardan Riechert UM2 ve UM3
ile 500-700 A”luk kesitler alind1. Bakr gritler iize-
rine alinan kesitlere uranyl acetate ve Reynold’un
kursun sitrat boyalar: ile ikili boyama uygulandi.
Bu kesitler Zeiss EM 10 ve EM 9 elektron mikros-
kobu ile incelendi. Idrar kesesinden bir kaniil
vasitastyla alinan idrar 6rneklerinde her hayvan igin
ayr ayr iirin pH s1 saptandi. Kan 6rneklerinde ise
plazmada HCO5™, K', CI" ve pH &lgiimleri yapildi.
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BULGULAR

Kontrol grubunda bir¢ok mikrovilli igeren
genis ylizeyli apikal hiicre membranina, api-
kal sitoplazma iginde tubulo-vesikiiler yapilara
ve mitokondriye sahip hiicreler A-ICH (Sekil
1,2), dar yiizeyli apikal hiicre membraninda
kisa, kiit, seyrek mikrovilli, bazolateral yerle-
simli mitokondri ve tubulo-vesikiillere sahip
hiicreler de B-ICH olarak degerlendirildi (Sekil

1.

Sekil 1. Kontrol grubu. Kortikal toplayici kanal. (EH):
Esas hiicre, (A-ICH): A tipi interkalate hiicre, (B-ICH): B
tipi interkalate hiicre. X4500

12 saat ve 24 saat asidoz olusturulan grup-
larda A-ICH’larin apikal sitoplazmalari i¢inde-
ki tubulo-vesikiiller giderek azalirken apikal
hiicre membrani mikrovilluslar1 giderek artmis
ve boyca da uzamisti. Mitokondride ve bazola-
teral membranlarda da oOzellikle 24 saatlik
grupta belirgin bir artma gdzlendi (Sekil 3,4,5,
7,8).

B-ICH’larda 12 saatlik grupta fazlaca bir
degisiklik goriilmedi (Sekil 6). 24 saatlik grup-
ta gergek B-ICH karakteri gosteren hiicrelere
¢ok seyrek rastlanirken kisa, kiit mikrovilli,
bol mitokondri igeren hiicrelere rastlandi. Bu
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hiicrelerde bazolateral bolgeden apikal yiizeye
dogru yonlenmis oldugu izlenimi veren, muh-
temelen bazolateral membrandan olugmus yo-
gun bir vesikiil trafigi gozlendi (Sekil 9,10).
Boylelikle bu hiicreler proton sekresyonu
yapmak iizere donilisiim agamasinda B-ICH’lar
olarak degerlendirildi. Bunlar fazlaca sekon-
der lizozoma da sahip goriindiiler.

0% e %

Sekil 2: Kontrol grubu. A tipi interkalate hiicre. (Mv):
Mikrovilli, (Tv): Tubulovesikiiller, (M): Mitokondri,
(BM): Bazal Membran, (Kp): Kan kapilleri. X8000

Alnan idrar 6rneklerinde tirin pH’inda her
iki grupta da giderek anlamli bir azalma (tab-
lo 1), kan drneklerinde ise HCO5 ve K™ da gi-
derek anlaml bir artma, Cl" ve pH’da ise an-
laml1 azalma gorildii (tablo I1).

TARTISMA

Kortikal toplayicit kanallar H™ ve HCO';
sekresyonu ve reabsorbsiyonu yaparak asit/baz
dengesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oy-
narlar."*"® Bu zit transport isleminden interka-
late hiicrelerin (ICH) iki subtipinin sorumlu ol-
dugu diistiniilmektedir. A-ICH larda karbonik
anhidraz 2°'**° apikal H-ATPaz'’ ve bazolate-
ral band -3 proteini lokalizasyonu; apikal pro-
ton sekresyonunun, bazolateral CI/HCO;™ de-
gisimcisinin ve diffiiz sitoplazmik karbonik
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anhidraz aktivitesinin varoldugu bir asit sek-
resyon modeliyle uyumludur.>"* Olusturdugu-
muz 12 ve 24 saatlik asidozu takiben A-ICH
larda apikal sitoplazma igindeki tubulo-vesi-
kiillerin apikal hiicre membranina bir membran
transferini diigiindiirecek sekilde, apikal hiicre
membrani yiizey sahasinda mikrovillide gide-
rek artisina ve zit olarak da tubulo-vesikiiler
yapilarda giderek belirgin bir azalma gozledik.
Bu bulgularimiz konu ile ilgili literatiirlerle de
desteklenmektedir.>"*'""® Bu vesikiiller H'-
ATPaz’in intraselular havuzunu olusturmakta
ve asidozis esnasinda apikal membrana katila-
bilen bir depoyu ifade etmektedirler. Gergek-
tende yakin yillarda IC hiicrelerinin fonksiyo-
nel durum degisiklikleri ile ilgili ¢aligmalar:
Eksositotik mekanizmalarla luminal membrana
vesikiiler membranin eklenmesi ve endositotik
mekanizmalarla luminal membran fragmantla-
riin tekrar kazanilmasin saglayan bir spesifik
membran  “shuttle” {iizerinde ilerlemekte-
dir.”"®*' Metabolik asidozisli siganlardaki im-
miinositokimyasal ¢alismalar da sican A-ICH
larmin apikal membraninda H-ATPaz’in art-
mus birikimini gostermistir.”*"

A-ICH’larm hem proton sekresyonu hem de
CI/HCO; degisimcinin arttirilmasiyla asit
yiiklemeye cevap verdigi desteklenmektedir."
Viicut solunuma bagli asidozis ve soluma bagl
alkolozise ¢esitli savunma mekanizmalar ile
cevap verir. Kronik asidosiste renal mekaniz-
malarda artan plazma HCO; {inlin major rol
oynadigi bildirilmistir.> Bizde bu bulgularla
uyumlu olarak idrar bulgularimizda pH’in gi-
derek azaldigini, kan bulgularimizda ise plaz-
ma HCOj; iiniin giderek anlaml1 olarak arttigini
ve plazma CI ‘nin de giderek azaldigini tespit
ettik.

Yakin yillarda bir elektrojenik H'-ATPaz’e
ilave olarak bir elektrondtral H'-K'-ATPaz’in
da toplayici kanalda H' iyon sekresyonundan
sorumlu oldugu gosterilmistir.”******" Deney-
sel solunuma bagl asidozisin (24 saat ve yuka-
r1s1) her iki renal proton ATPaz (H'-ATPaz ve
H'-K"-ATPaz) aktivitesini stimiile ettigini gos-
termektedir.”® Bizde plazma K" da giderek art-
ma saptadik ve bunun olusturdugumuz asidoz-
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da artmus H'-K"-ATPaz aktivitesi ile ilgili ola-
bilecegini diislindiik.

Sekil 3: 12 saat CO, solutulmus grupta A-ICH. Artmis
mikrovilli (Mv) ve azalmis tubulovesikiiler (Tv) yapilar
dikkat gekicidir. X8000

IC hiicrelerinin transporterlerinin hiicrenin
yeniden sekillenmesine ve polaritenin tersine
doniisiine boylece A-ICH’larin B-ICH’lara ve-
ya tam tersinin olugmasina katilimlar1 pek agik
degildir. Bu konu ile ilgili tartigmalar halen
devam etmektedir.'®'""* Bizimde 24 saatlik
grubumuzda normal B-ICH’lar yaninda, B-
ICH’lara benzer sekilde dar bir apikal yiizeye
sahip, kisa, kiit ancak sayica artmis mikrovilli
iceren, mitokondriden zengin hiicreler mevcut-
tu. Bu hiicrelerde bazal bolgeden apikale dogru
yonlenmis yogun bir vesikiil trafigi gézleniyor-
du. Bu vesikiillerin yogun olarak bulundugu
bazal bolgelerde ise bazolateral membran kat-
lanmalar1 kaybolmustu. Boylelikle bu vesikiil-
lerin B-ICH larm, H'-ATPaz iceren bazolateral
katlanmalardan olusan H" tasiyicisi vesikiiller
oldugunu ve bu hiicrelerinde A-ICH’lar gibi
apikal bir H" sekresyonu yapmak iizere yon-

ASIDOZLU SIGANLARDA INTERKALATE HUCRELER; CELAYIR VE ARK. 113

lenmis B-ICH’larin doniisiimdeki bir modeli
oldugunu diisiindiik. (res). Bu hiicreler fazla
sayida i¢inde membrandz artiklar bulunan se-
konder lizozomda igeriyorlardi. Bu lizozomla-
rinda bu doniisiimde 6nemli bir fonksiyonel rol
iistlendiklerini diistinmekteyiz.

Sekil 4: 12 saat CO, solutulmus grupta A-ICH apikal
bolgesi. Azalmus tubulovesikiiller (Tv) ve artmis
mikrovilli (Mv) goériilmektedir. (M): mitokondri. X12500

Tablo I. Kontrol (Grup1), 12 saat (Grup 2) ve 24
saat (Grup 3) CO; solutulmus siganlarda kan
plazmasinda pH, HCO3™ mmol/L , K" mmol/L , CI
mmol/L degerleri.

Grup 1 Grup 2 Grup3
. 24,0167 26,1667 * 32,2167 +
HCOs 3061 2,909 0,541
p>0,05 p<0,01
K 40383+ 4,2233+ 46133
0,2364 0,3519 0,2519
p>0,05 p<0,01
101,83 = 98,5+
cr 1,3292 47645 94 +1,4142
p>0,05 p< 0,01
7,38 = 7,04 +
PH 0,012 0,591 6,81 +£0,243
p<0,01 p< 0,01
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Tablo Il. Kontrol (Grup 1), 12 saat (Grup 2) ve 24
saat (Grup 3) CO» solutulan si¢ganlarda idrar pH

degerleri
Grup 1 Grup 2 Grup 3
PH 6,1167+0,1472 5,8+0,1095 5,5167+0,098
p<0,01 p<0,01

Sekil 5: 12 saat CO, solutulmus grupta A-ICH apikal
bolgesi. Apikal hiicre membrani ile kaynasmis bir vesikiil
(ok) goriilmektedir. X25000

Sekil 6: 12 saat Co, solutulmus grupta B-ICH.
Bazolateral yerlesimli mitokondriumlar (M)
goriilmektedir. X10000
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4

Sekil 7: 24 saat CO, solutulmus grupta A-ICH ler.
Artmus ve boyca uzamis mikrovilluslar (Mv), artmis
mitokondriumlar (M) ve azalmus apikal tubulovesikiiler
yapilar dikkat ¢ekicidir. (L): Lizozom, (Kp): Kan
kapilleri X6300

Bulgularimiz bize olusturdugumuz bu solu-
numa bagl asidozda A-ICH’larin esas etkili
hiicreler oldugunu ve asidozun kronik dénem-
lerinde B-ICH’larin A-ICH’lara benzer fonksi-
yonel karakterler (H™ sekresyonu gibi) kazan-
mak iizere morfolojik doniistime ugradigim dii-
siindiirmektedir.

OzZET

Kortikal toplayici kanallar asit/baz homeos-
tazisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.
Bu kanallar esas hiicreler yaninda interkalate
hiicrelerin A (AICH) ve B (BICH) olmak iizere
iki tipini ihtiva etmektedirler. Yakin yillarda
yapilan ¢aligmalar AICH’larin karbonik anhid-
razdan zengin olup, apikal plazma membran-
larinda ve apikal sitoplazmik vezikiillerinde
vakuoler H-ATPaz ve bir bazolateral degisim-
ciye sahip olup H' sekresyonu ve HCO; reap-
sorbsiyonu yaptigini, BICH’larin ise yine kar-
bonik anhidrazdan zengin olup, apikal memb-
randa CI'/ HCOj;™ degisimci ile bir bazolateral
H'-ATPaz ye sahip oldugu ve H' reapsorbsiyo-
nu ve HCO; sekresyonu ile ilgili oldugunu
gostermektedir. Bizde yapmis oldugumuz bu
caligmada Wistar sicanlara 12 saat ve 24 saat
stireyle 6zel bir fanus icerisinde %10 CO, so-
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lutularak olusturdugumuz solunuma bagl asi-
doziste bu farkli hiicrelerin asidozis isleminde-
ki farkli rollerini laboratuvar bulgulari 1s18inda
ultrastriiktiirel diizeyde gdstermeyi amagladik.
Bu gruplarda iirin pH’s1 giderek azalirken,
plazmada , HCO;  diizeyinde ve K~ da artma
ve CI“de giderek azalma saptadik.

Ultrastriiktiirel tetkiklerde ise, AICH’da her
iki grupta da apikal sitoplazmada tubulo vesi-
kiillerin sayisinda giderek azalma ile birlikte
mitokondri ve apikal hiicre mikrovilluslarinda
giderek artma ve boyca da azalma goriildii.
BICH’larda ise 12 saatlik grupta fazlaca degi-
siklik gozlenmedi. 24 saatlik grupta ise artan & N R 3 .
mitokondri yogunluguyla birlikte bazolateral Sekil 9: 24 saat CO, solutulmus grupta B-ICH. Hiicrede
bolgeden apikal yiizeye dogru yonlenmis bir "artmls‘milfrovil!i ve bazeﬂ bélged.en apikal.e.d(.)gru
vesiil trafg govlends, Sl b ok o) e ()

X10000

bolgesi. Bazal hiicre membrani katlanmalarinin (Bk)
bulunmadigi bdlgelerde yogun vesikiiller (ok) dikkat
¢ekicidir. (M): Mitokondri. X16000

Bulgularimiz bize olusturdugumuz solunu-
ma bagli asidozda A-ICH’larin esas etkili hiic-
reler oldugunu ve asidozun kronik donemle-

Sekil 8: 24 saat CO, solutulmus grupta A-ICH apikal rinde .(24 saat) B'ICH,larlJrn AICH’lara benzer
bolge. Artmis ve boyca uzamis mikrovilli (Mv) ve fonksiyonel karakterler (H" sekresyonu) kazan-
azalmug tubulovesikiiller (Tv) goriilmektedir. (M): mak iizere morfolojik doniisiime ugradigr dii-

Mitokondri X20000

siindiirmektedir.
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