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URIK ASIT VE KALSIYUM OKZALAT

KRISTALLERININ BOBREK TUBUL EPITEL
HUCRELERINE APOPTOZIS ETKILERI*
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Kalsiyum okzalat ve trik asit kristalleri bébrek tabtil epitel hacreleri taraindan en-
dositoz yoluyla ahmirlar. Calismada bu kristallerin bébrek tiibiil epitel hiicrelerinde kris-
tallerin tiibdler limene ve intertisyuma salinmasima neden olabilecek programlannus
hiicre oliimina (apoptozis) arttine etkileri arastinild. Opossum proksimal titbal epitel
hiicreleri RPMI besiyerinde tiretildikien ve 48 saat tremeleri durdurulduktan sonra 10
pgr/mi trik asit ve 10 pgr/ml kalsiyum oksalal kristallari ile 24 saat muamele edildi ve
sonra 48 saat stire ile biylimeleri durduruldu. Urik asit ve kalsiyum oksalat monohidrat
kristallerinin bobrek tiibtil epitel hiicrelerinde apoptozisi artirdi@l sonucuna vanld.
Apoptozisin artmas: bobrekte interslisiyel kristal salinmas: ile skarlasmayi. ayrica
tibiler limene kristallerin salinmasi ise yeni tas olusmasim aciklamaktadir.

Anahtar kelimeler: Apoplozis. bébrel (iihtil hiicresi. tiriner laslar, Iecalsiyum olezalal. tiril

asit,

Renal Tubular Cells Undergo Apoptosis When Exposed to Uric Acid and Calcium
Oxalate Crystals

Calcium oxalate monohydrate crystals (COMC) and uric acid crystals (UAC) are
endocytosed by renal tubular epithelial cells (RTEC). We studied whether these crystals
could also induce programmed cell death (apoptosis) which may cause release of
endocytosed cryslals either into the {ubular lumen or into the interstitium. RTEC from
the opossum proximal tubule (OK cells) were grown in RPMI media until subconfluent,
growth arrested for 48 hours. and incubaled with 10 pgr/ml COMC and 10 pgr/ml UAC
for 24 hours. We concluded that COMC and UAC induce apoptosis of RTEC. This may be
of pathogenetic importance not only for interstitial scarring (release into interstitium) but
also for crystal growth and stone [ormation (release into tubular lumen).
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GIRIS

Baytme, farkhlasma ve 8lum bir hiic-
renin yasam déngiisiinin temel unsurlaridir.

Hiicre olmii,

yolojik (apoptoz) stirecler sonunda gercek-
paop C gerg

uzun yillardan beri bilinmekledir, ancak
koagtilasyon nekrozundan farkli, ézgiin ve
olim  sekli olarak

olmustur.

onemli bir Thiicre
degerlendirilmesi yillarda

Apoplozis bircok [izyolojik olaylarda 6zellikle

patolojik (nekroz} ya da [iz- son

lesir. Birgok canh tartt apoptozis vyolu ile stirekli ¢ogalan hticre gruplannda hiicre
yasl, hasarli ya da anormal hiicreleri or- azalulmasinda rol oynar. Canhlarda en cok
tadan kaldirarak homeostazin  strdiirtl- yenilenen hiicre gruplarindan birisi de
mesini  saglar. Apoptozis programlanmis bébrek (ibul epitel hiicreleridir. Calismada
hiicre slamudir). Apoptozis hiicresel bircok bobrek tubil epitel hiicrelerini cesitli kon-
gen ve gen Uraninuan aktivasyonu ve santrasyonlarda kalsiyum okzalat ve tirik asit

karsihkli etkilesimini iceren karmasik bir
surectir. Hucre 6limi sekli olarak apoptozis

* AUA Ninenty-first annual meeting, Orlando-1996'da sunulmustur.
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ile  etkilestirerek
gelismesini izledik.

kristalleri apoplozisin
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Apoptozis, bébrek tiibiil hitcresi, Griner taslar,
kalsiyum okzalat, Grik asit

GEREC VE YONTEM

Calismada opossum proksimal tabul epi-
tel hiicrelerinden hazirlamlan hiicre kultir-
leri kullanildi. Bobrek tubul epitel hticreleri
toplam 24 adet ayri RPMI hesiyerlerinde

ve IAK ile muamele edilen hticrelerde apop-
tozis sayisinn kontrollere gore fazla oldugu
gortlda. Aradaki fark istatistiksel olarak an-
lamlt bulundu (p<0.05).

Sonuclar Tablo I'de gosterilmekiedir.

Tablo I. Gruplarda Apoptozis Gosteren Hucre Sayilar (x10% Hiicre/ml, OrtalamazStandart

Hata).
10 pg/ml KOMK Kontrol 10 pg/ml UAK Kontrol
23.1x4.7 9.5=x1.7 40.2 + 2.4 86+0.5
tretildikien sonra 48 saat stre ile biliytme-
led durduruldu. Daha sonra kontrol (n=6) TARTISMA
gruplan da olusturarak 10 mikrogram/mili- Bébrekler canhlarda regulasyon fonk-

litre (10 pgr/ml) kalsiyum okzalal monohid-
rat (KOMK) (n=6) ve (10 pr/ml) rik asit kris-
talleri (UAK) (n=6) ile muamele edildi. Yirmi-
dort saat stire ile kristallerle muamele edilen
tibtil epitel hucreleri daha sonra kontrol
gruplan ile beraber hticre sliumi ve apoptozis
varligmmn arastinlmasi icin boyanarak sayil-
di. Huicre kultira hilere glimiintin goranta-
lenmesi icin Tripan mavisi ile boyandi ve 1s1k
mikroskopu altinda sayim yapildi. Tripan ma-
visi hilcre membrammdan girerek htcreleri
boyayan ve apoptozis disinda diger sebeplerle
6len hiicreleri boyayan bir boyadir. Akridin
Orange [ragmante olmus htcre cekirdeklerini
boyayan ve apoptozis igin belirleyici olan bir
boyadir. Apoptozis i¢in hiicreler Akridin Oran-
ge ile boyanarak faz kontrast mikroskopta sari
filtre altinda incelenerek apoptotik hiicreler
sayildi. Cahsma fi¢ kez tekrarlanarak bu ko-
nuda deneyimli patologlardan yardmm istendi.
Sonuclar ortalama+SE seklinde hesaplanarak
student-t testi ile analiz edildi.

BULGULAR

Tripan mavisi ile boyama sonuclar kont-
rol olarak yapildifindan sonuglari degerlen-
dirmeye dahil edilmedi. Sadece apoptozis
saymmlan kontolleri ile karsilastiriidi. KOMK

siyonlarim yanarken dolagimda bulunan kal-
siyum, oksalat, fosfor gibi maddeleri kal-
siyumun erimeyen tuzlar haline getirerek
vitcul disina atarlar. Aynm zamanda me-
{tabolik son tirtinlerden birisi olan trik asit de
ileri derecede erimeyen bir bilesik halinde id-
rarla atilmak zorundadir. Bobrekler bu fonk-
siyonlar yaparken artmis idrar atim ile bu
maddelerin idrarda kristal olusturmalarim
engellerler. Ancak bazi kisilerde metabolik
son urtanlerdeki artis, farkh diyet ahskanlk-
lari bu maddelerin idrarda kristal olustur-
malarma sebep olur. Normal kisilerde ise
baz1 durumlarda azalmus hidrasyon stper-
saturasyon sonucu kristal agregasyonuna
sebep olabilir. Klinik hasta takibi sirasinda
tetkikinde
in-vitro

genellikle 6nemsenmeyen idrar
gortlen yaphgnmiz
arastirma sonuclarna gore ashnda ciddi
bobrek hasarlarina neden olabilecek bir kli-
nik tablo olusturabilmektedir.

Tas olusumunu agiklayan iki gorts mev-

kristal atim

cuttur. Tas olusumu ile ortaya atilmig iki hi-
potezden birisinde tasin hoébrek ttibillerinin
icinde olustugu savunulmaktadir. Diger hi-
potez ise taslann tubtl epitel hiicrelerinin
icinde olusup tubul lamenine salindigin be-
Birinci gére tas

lirtmektedir. teoriye
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olusmasinin  ilk agamasinda kristal ag-
regasyonu olusmakta, daha sonra kristaller
bébrek tubtil epitel hiticrelerinin epitelyal
yluzeylerine yapismaktadirlar. Lieske ve ar-
kadaslan kalsiyum okzalat monohidrat kris-
tallerinin tibtl epitel htcrelerinin apikal
yuzlerine yapismalari sonucu tas olusumu-
nun basladigini belirtmislerdir®. Yine ayni
calismada kalsiyum okzalat monohidrat
molekullerinin  tiibiil ltimenine yapismala-
rinda idrardaki makromolekiiler maddelerin
etkisinin oldugu belirtilmistir. Reise ve ar-
kadaslan ise kalsiyum okzalat monohidrat
kristallerinin hiicre membranindaki baz pro-
teinlerin etkisi ile tiibiil liimenindeki cok dzel
reseptorlere baglandigini belirtmislerdir(3),
Tas olusmasiru aciklayan diger goriiste ise
bébrek tiibtil epitel hiicresi icinde olusan kris-
tallerin titbtil liimenine salinmas: ile tas
olusumunun tetiklendigi  belirtilmektedir.
Boeve ve arkadaslan etilen glikol ve amonyum
klorit verilmis farelerde okzalat kristallerinin
hiicre icinde olustugunu gostermislerdir,
Calismalan sonucu kristal ve tag olusumunun
tubtil epitel hiicrelerinin icinde gerceklestigi
sonucuna varmuglardir. Ayrica in-vitro hiicre
kilttirlerinde  yaptigimiz calismalarda kal-
siyum okzalat ve trik asit kristallerinin
bobrek tiibul epitel hiicreleri icine endositoz
yoluyla ahndigim gérmiistik. Bu bilgiler
1181inda kristallerin tiibtil epitel hucrelerinin
icinden c¢ikarak liimene salindigini bilerek bu
calismay: yaptik. Calismamizin  sonuclan
tabil htcresi icinde olusan kristallerin las
olusumuna sebep olmasa da apoptozisi
indtikledigini gésterdi. Programlanmis hicre
6limtinde meydana gelen artma kristallerin
limen icine ve intertisyel alana sahnmasma
sebep olacaktir. Limen icine salimnacak kris-
taller yeni tas olusmasina neden olacak, in-
tertisiyel alana atilan kristaller ise fibrozise
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sebep olacaktir. Boylece ¢ogu zaman
onemsenmeyen tas Oncesi uyar1t olarak
anladigimiz kristaltirinin  ashnda toplayici
sistemde obstriiksiyon olusturmadan da
bébrek parenkimi icin zararli etkileri ola-
bilecegi sonucu cikarilabilir. Bu durumda,
tekrarlayan kristaliirili hastalarin tas olusu-
mu olmadan mutlaka tedavi edilmeleri ge-
rekliligi ortaya cikmaktadur. Calismamizin
in-vivo planlanan devaminda ise obsiriik-
siyon varliginda ve yoklugunda meydana ge-
tirilen kristaliiri sonucu apoptozis oranlari-
nin karsilastinilmas: yapilacaktir. Boylelikle
sadece obstriiksiyonun bébreklere zararh
olmadigi aymi zamanda kristal atimnin da
zararll olabilecegi sonucu dogrulanmaya
calisilacaktir.
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