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HIPEROKSALURININ MESANE EPITELi UZERINDE MEYDANA GETiRDIiGi HASAR VE
BU HASARIN LOSARTAN TARAFINDAN GERi DONDURULMESI *

Burgin TUNG, Oktay DEMIRKESEN, ilhan UYANER, Ebru GUREL, Aysegiil KAPUCU,
Tahir TURAN

Background and Design.- Hyperoxaluria is a recognized cause of tubulointerstitial lesions in the kidney and it
may contribute to chronic renal failure. Although the mechanism could not be well understood, in previous studies
it was demonstrated that angiotensin Il type | receptor blocker losartan was effective against the progression of
tubulointerstitial lesions caused by hyperoxaluria. As far as we know, up to date the effects of hyperoxaluria on
bladder were not studied although hyperoxaluric urine is stored in the bladder. In this study we tried to evaluate
the damage of hyperoxaluria on bladder and epithelium, and action of losartan on these lesions: Two-month-old
male Sprague-Dawley rats were randomized into four groups according to drinking water, 1-control animals given
tap water only (n: 10 rats), 2-animals made hyperoxaluric by adding 1% ethylene glycol to the drinking water (n:
10 rats), 3-animals that were fed with 1% ethylene glycol plus 20 mgr/l angiotensin Il type | receptor blocker
losartan (n:10 rats), 4-animals fed with only losartan (n: 10 rats). In metabolic cages at the beginning and after
four weeks, urine of the rats was collected for twenty-four hours and creatinine clearance, urinary albumin
excretion, urinary pH and urinary oxalate levels were determined. Results were compared with the beginning
levels and within the groups. Kruskal Wallis, ANOVA and Wilcoxan Rank probability tests were used as statistical
methods and p<0.05 were considered as significant.

Results.- There was no difference in urine oxalate excretion in ethylene glycol and ethylene glycol and losartan
group. Renal functions significantly worsened in ethylene glycol group when compared with ethylene glycol and
losartan group. Urine pH and nitrate levels were similar among the groups. Histological examination of the
bladders revealed that in the second group, there were increased intracytoplasmic vacuolisation in the epithelium,
epitheliums’ heights were also increased and in the connecting tissue there were increased bleeding points.
Although some bleeding points in the connective tissue were seen in the third group, these were recovered by
organization and there was increased mitosis at the connective tissue. Bladder’s height was decreased compared
to group 1 and intrasitoplasmic vacuolization was not seen in this group. Bladder specimens had similar
properties in control group and losartan group.

Conclusion.- In this study we showed that hyperoxaluria causes epithelial damage in the bladder as in the
tubulointerstitium. Losartan reverses this damage by increasing mitosis and prevents bladder epithelium. At this
moment we do not know the relation between our hystochemical and hystologic result and clinical symptoms.
Further investigations are needed on this subject.

Tung B, Demirkesen O, Uyaner i, Gurel E, Kapucu A, Turan T. Effects of hyperoxaluria on bladder epithelium and
preventive role of losartan for these lesions. Cerrahpasa J Med 2005; 36: 69-73.

tilen glikol, hiperoksaluri olusturan
oncii bir maddedir. Hiperoksaluri,
bobrek dokusunda tubulointerstisyel
hasarin en bilinen nedenlerinden biri-
si olup, tubuler epitel hiicre nekrozu, tubuler
laminada kalsiyum oksalat kristal birikimi, mo-
noniiklear hiicre infiltrasyonu, interstisyel hiic-
re proliferasyonu, bunlarin sonucu olarak da
ekstraselluler matrikste artis ve fibrozis olustu-
rarak kronik renal yetmezlige de sebep olmak-
tadir."? Hiperoksaluri sonucu renal tubuluslar-
da ve intertisyumda hasar olustugu bilinmesine

karsin, hasar olugsmasinda rol oynayan meka-
nizmalar tam olarak aydinlatilamamigtir. Oksa-
latin yiiksek konsantrasyonlarda toksin gibi
davranarak serbest radikaller olusturdugu ve
bu sekilde hiicresel hasara sebebiyet verdigi
diistiniilmektedir."” Giiniimiizde oksidatif stre-
sin, fibrotik mekanizmalar1 tetikledigi bilin-
mektedir. Renin-anjiotensin sisteminin, oncii
fibrotik mekanizmalarin 6zellikle anjiotensin 11
tip I reseptorii uyarilmasi ile renal interstisyel
fibrozis gelismesinde kritik bir rol oynadigi
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gosterilmistir.* Anjiotensin II’nin mononiikleer
hiicreler aktivitesinde onemli bir rolii oldugu
bilinmektedir.” Anjiotensin II tip I reseptdr
blokerlerinin antioksidan savunma mekaniz-
malarini uyardig1 da hayvan deneyleri ile ispat-
lanmustir.’ Bu bilgilerden yola ¢ikan birgok
arastirmaci, anjiotensin II tip I reseptor bloker-
lerinin (losartan), renal tubuler dokuda hiper-
oksalurinin meydana getirdigi fibrotik hasar1
geri dondiirdiigii ve bu sayede de bobrek fonk-
siyonlarmi korudugunu gostermistir."™® Fakat
bildigimiz kadan ile hiperoksalurinin mesane
dokusu tizerine etkisi bugiine kadar calisiima-
mistir.

Bizde bu c¢alismada hiperoksalurik idrarla
temas eden mesane dokusunda meydana gelen
histolojik degisiklikler ve bu degisiklikler iize-
rine losartanin etkisini inceledik.

YONTEM VE GEREGLER

Baslangi¢ agirligit minimum 250 gr olan 2
aylik 40 adet erkek Sprague-Dawley sigani ig-
me sularina eklenene maddelere gore 4 gruba
ayrildi. Grup 1, kontrol grubunu olusturmak
icin normal igme suyu ile beslenen siganlar (10
adet); Grup 2, hiperoksalurik hale getirmek
icin igme sularma %1 oraninda Etilen Glikol
(EG) eklenen siganlar (10 adet); Grup 3, hiper-
oksaluri durumunda anjiotensin II tip 1 bloke-
rinin etkinligini degerlendirmek i¢in, igme su-
larina %1 EG ile 20 mg/It anjiotensin II tip 1
blokeri losartan eklenen siganlar (10 adet); ve
Grup 4, icme sularma sadece 20 mg/It losartan
eklenene sicanlar olarak olusturuldu. Hayvan-
lar ayn1 sican yemi ile 4 hafta siire ile beslendi.
Deneye baglamadan 6nce ve deneyin sonunda
hayvanlarin 24 saatlik idrarlar toplanilarak, id-
rar kreatinin, idrar oksalat diizeyi, mikroalbu-
miniiri ve idrar pH’s1 bakildi. Bu degerler, bas-
langic degerleri ve gruplar arasinda karsilagti-
rild. Istatistiksel metot olarak, Kruskal Wallis,
ANOVA ve Wilcoxan Rank testleri kullanildi.

Metabolik kafeslerde idrarlar1 toplandiktan
sonra biitiin hayvanlar eter anestezisi ile sakri-
fiye edildi. Mesaneleri ¢ikarildi. Mesane doku-
su, 151k mikroskobu caligmalari i¢in %10’luk
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formaline, histokimyasal calismalar i¢in %4’-
lilk paraformaldehite alinarak fikse edildiler.

Isik mikroskobu incelemeleri igin, mesane
dokusu %10’luk formalin fiksatifinde tespit
edildikten 24 saat sonra, %70 alkole alind1 ve
alkol birkag defa degistirilerek fiksatifin doku-
lardan ¢ikmasi saglandi. Daha sonra, yiikselen
alkol serilerinden gegirilerek ksilolde saydam-
lagtirllan pargalar, parafine (58°C’lik) gomiil-
dii. Parafin bloklardan 5 pm kalinli§inda alinan
kesitlere, hematoksilin-eozin (H+E) boyama
yontemi ve bag dokusunun daha iyi gosterile-
bilmesi i¢inde Mason Trikrom uygulandi.

BULGULAR

Deneye baslamadan once toplanilan 24 sa-
atlik idrarlarin degerlendirilmesinde, idrar kre-
atininin gruplar arasinda birbirine benzer dii-
zeyde oldugu saptandi (p=0,516). Deneyin so-
nunda, idrar kreatinin diizeyinin, sadece EG ile
beslenen grupta (ortalama: 4.09 mgr/dl) diger
gruplara oranla anlamli olarak daha disiik ol-
dugu (p=0,005), EG ve losartan birlikte verilen
grupta ise idrar kreatinin diizeyinin (ortalama:
12.05 mgr/dl) kontrol grubu ve sadece losartan
verilen gruptaki si¢anlar ile benzer seviyede ol-
dugu goriildi. EG grubundaki siganlar (Grup
2) ile EG ve losartan grubundaki siganlarin
(Grup 3) idrar oksalat diizeyi arasinda istatis-
tiksel anlaml1 bir farklilik olmadig (p=0,802)
goriildii. Mikroalbuminiiri ve idrar pH’s1 karsi-
lastirildiginda ise gruplar arasinda ve gruplarin
deney Oncesi ve sonrasi degerlerinde bir degi-
siklik saptanmadi.

Cikarilan mesane dokularinin hematoksilin-
eozin (H+E) ve Mason trikrom boyanmasi ile
histolojik incelenmesinde; kontrol grubunda
(Grup 1), mesane duvarinda her hangi bir pato-
lojiye rastlanilmadi. Urotelyumun, dogal diiz-
giin bir sira ile dizildigi, lamina proprianin do-
gal formunu korudugu goriildi (Resim 1).

Etilen glikol ile beslenen siganlarda (Grup
2) ise; epitel hiicrelerinde intrasitoplazmik va-
kuolizasyon ve epitel kalinliginda artis gorii-
lirken, bag dokusunda yer yer kanama odakla-
riin varhigi dikkat ¢ekici olarak bulundu (Re-
sim 2).
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Resim 1. Kontrol Grubu (Grup 1) mesanesi, tirotelyum
diizgiin bir sira ile dizilmis olup, lamina propria dogal
formunu korumakta (H+E x200).

Resim 2. Etilen Glikol Grubu (Grup 2), epitel
hiicrelerinde intrasitoplazmik vakuolizastonda ve epitel
kalinhg

BR G g
x g g
Resim 3. Etilen Glikol ve losartan grubu (Grup 3), epitel
kalinlig1 kontrol grubuna gore daha fazla olmasina karsin
sadece etilen glikol grubuna gére incelmis (H+E x200)

- -

Losartan ve etilen glikol ile beslenen hay-
vanlarin (Grup 3) mesane epitel kalinliginin,
kontrol grubundan daha fazla olmasina ragmen
sadece etilen glikol ile beslenen gruba (Grup 2)
nazaran daha incelmis oldugu goriildi. Bag do-
kusunda yer yer kanama odaklarina rastlanma-
simna ragmen bunlarin organizasyon gosterdigi

HIPEROKSALURININ MESANEYE ETKISI; TUNG VE ARK. 71

saptand1. Urotelyumda intrasitoplazmik vakuo-
lizasyon ile birlikte mitotik aktivitede artis go-
riildii. Bu bulgular bize losartanin mitozu tes-
vik ettigini diigiindiirdii. Bu grupta bag dokusu-
nun, sadece etilen glikol alan hayvanlarin me-
sanelerinin bag dokusuna gore daha diizgiin s1-
ralandig tespit edildi. Sonug olarak etilen gli-
kol ile birlikte losartan alan grubun mesaneleri-
nin sadece etilen glikol alanlara nazaran daha
iyi korundugu, olusan hasarlarin ise tamir edil-
digi gosterildi (Resim 3).

Sadece Losartan ile beslenen grubun (Grup
4) mesanesinin kontrol grubu ile ayn1 6zellikle-
re sahip oldugu goriildii (Resim 4).

Resim 4. Losartan grubu (grup 4), kontrol grubuyla
benzer 6zellikler gosterm
¢ ST

TARTISMA

Etilen Glikol canli metabolizmasi i¢in tok-
sik bir madde olmakla kalmayip, oksalat iireti-
mi i¢in de Oncii bir maddedir. Birgok arastir-
maci tarafindan deneysel hiperoksaluri olustur-
mak i¢in yaygm olarak kullanilmaktadir. Bu
degisim, deneysel olarak kalsiyum oksalat tag-
lar1 olusmasi i¢in de kullanirken, birgok aras-
tirmaci da hiperoksalurinin bébrek dokusunda
tubulointerstisyel hasarm bilinen en dnemli ne-
denlerinden biri olmasi nedeniyle, bu maddeyi
deneysel bobrek parankim hasart olusturmak
icin kullanmaktadir.

Hiperoksalurinin tas olusturmasi mekaniz-
mast ile tubulointerstisyel hasar olusturma me-
kanizmalar1 birbirinden farklidir.” Etilen glikol
verilmesi ile olusan hiperoksalurik durumlarda,
toksik maddelerin sistemik dolasim ile bobrege
gelerek, serbest radikaller olusturdugu ve daha
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sonra lokositlerin infiltrasyonu, ve antioksidan
enzim aktivitelerini azaltarak bobrekte hasar
olusturdugu’ veya yiiksek konsantrasyonda ok-
salatin kendisinin bu mekanizmalar1 tetikledi-
gi® iddia edilmesine ragmen hasarm olusma
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Yi-
ne de proteiniiri ve enflamatuar hiicrelerin in-
filtrasyonunun asil hasar1 olusturan sebepler
oldugu gosterilmistir.'™"" Bizim ¢alismamizda
da sadece etilen glikol ile beslenen grupta, re-
nal fonksiyonlar belirgin olarak azalirken (id-
rar kreatinin seviyesi), proteiniiride anlamli bir
artis gozlenmemistir. Oysaki etilen glikol ile
birlikte losartan alan grupta bu degerlerin kont-
rol grubundakilerle uyum iginde oldugu goriil-
miistiir. Hiperoksaluri ile meydana gelen hasar-
lar; tubular epitelyal hiicre nekrozu, tubular la-
minada kalsiyum oksalat kristalleri birikmesi,
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve interstisyel
hiicrelerde proliferasyon, ekstraselluler matriks
artis1 ve bunlarin sonucunda da fibrozis ile ka-
rakterizedir.

Hiperoksalurinin bobrek parankiminde o-
lusturdugu hasarlar oldukga detayli olarak bir-
¢ok arastirmaci tarafindan incelenmis olmasina
ragmen, hiperoksalurik idrar ile siirekli olarak
temas halinde olan mesane {izerine asir1 oksalat
atitliminin etkileri bugiine kadar hi¢ arastirilma-
mistir. Oksalatin kendisinin serbest oksijen ra-
dikalleri olusmasima sebep oldugu'' ve oksida-
tif stresin bircok dokuda fibrotik olaylar1 bas-
lattig1 bilinmektedir."” Oyle ise oksalatin ken-
disinin uzun siire temas halinde kaldigi mesane
epiteli lizerinde hasar olusturmasini beklemek
dogaldir. Bu deneyde etilen glikol ile beslenen
grupta intrastoplazmik vakuolizasyonun ve
epitel kalinliginin arttig1 goriildii. Bag dokusu-
nun da diizenli yapisinin bozuldugu tespit edi-
lirken, yer yer kanama odaklarma rastlanildi.
Hiperoksaliirik idrarin, bir¢ok arastirmaci tara-
findan tariflenen bobrekte yapmis oldugu ha-
sarlara benzer bir hasar1 mesanede de yapmis
oldugunu goézlemlendi.

Hiperoksalurinin bobrek dokusunda medya-
na getirdigi hasarlarda renin-anjiotensin siste-
mi, tubuluinterstisyel fibrozis ve tubulointer-
stisyel hasar gelismesinde énemli bir rol oyna-
maktadir.® Anjiotensin II tip I reseptdrlerinin
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uyarilmasi pro-fibrotik mekanizmalar tetikle-
mektedir. Ayrica, anjiotensin II, mononiikleer
hiicrelerin fonksiyonlarini gostermesinde 0-
nemli bir rol oynamaktadir. Anjiotensin-con-
verting enzim (ACE) inhibitorlerinin ve anjio-
tensin II tip I reseptor blokerlerinin, iltihabi
hiicrelerin yayilmasini engelleyerek ve protein-
iiriyi diizelterek, interstisyel hasar1 engelledigi
bircok c¢alismact tarafindan  gosterilmis-
tir.**!31* Anjiotensin II tip I reseptor blokerle-
rinin, hiperoksaluri olmaksizin kronik bdbrek
yetmezligi olan olgularda kreatinin klirensini
diizelttigi, proteiniiriyi azalttigt ve bobrek
fonksiyon kaybini minimale indirdigi de bildi-
rilmistir.'*'* Mesanede anjiotensin reseptérleri-
nin varligt bilinmemektedir. Buna ragmen,
bobrekteki etkisine benzer olarak, mesanede
de, 3. gruptaki siganlar ile 2. gruptaki siganla-
rin idrar oksalat diizeyleri arasinda anlamli bir
farklilik olmamasina ragmen, 3. gruptaki si-
canlarin mesanelerinde, hiperoksalurinin daha
once tarif edilen hasarlarinin biiyiik oranda geri
dondiigii gosterildi. Bobrek iizerine yapilan ca-
ligmalarda anjiotensin II reseptorlerinin profib-
rinojenik olduklar1 ve bu reseptorlerin uyaril-
mast ile fibrotik prosesin bagladigi gosterilmis-
tir. Bu reseptorlerin blokaji ile fibrozisin geri
dondiiriildiigii iddia edilmistir.” Oysaki bu ¢a-
lismada losartan ve etilen glikol alan siganlarin
mesanelerinde hasar olustuktan sonra losarta-
nin mitotik aktiviteyi arttirarak hasar1 ortadan
kaldirdigini diislindiirecek bulgular elde ettik.

SONUG

Hiperoksaliirinin bobrek, beyin, kalp ve ka-
raciger icin toksik etkileri oldugu bilinmekte-
dir. Mesane iizerine etkisi ise bilinmemektedir.
Bu ¢aligmamizda, hiperoksalurinin histolojik
olarak bobrektekine benzer bir sekilde mesane
epitelinde de hasar olusturdugu gosterildi. An-
jiotensin II tip I reseptdrler blokerlerinin ise yi-
ne bobrektekine benzer olarak mesanede de hi-
peroksaluriye bagl hasar gelismesini engelle-
digi ve gelisen hasar1 mitotik aktiviteyi arttira-
rak geri dondiirdiigii goriildii.

Her ne kadar ¢alismamizdaki bulgularimiz
ile klinik semptomlar arasinda dogrudan bir
iliski kurmak su anda miimkiin olmasa da, hi-
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peroksalurinin mesane hasari olusturmada ki
etkisini ve klinik roliinii gdsterecek arastirma-
lara ihtiyag duyulmaktadir.

OZET

Anjiotensin II tip I reseptdr blokerlerinin
hiperoksalurinin bdbrek parankiminde olustur-
dugu hasart geri dondiirdiigii gosterilmistir. Hi-
peroksalurinin mesane iizerine etkisi ise bugii-
ne kadar ¢alisilmamistir. Hiperoksalurinin me-
sane epiteli lizerine meydana getirdigi hasar ve
losartanin bu olaylara etkisini inceledik.

40 adet erkek sican, igme sularina eklenen
maddelere gore 4 gruba ayrildi. Normal su ile
beslenen kontrol grubu (Grup 1), igme sularina
%1 oraninda etilen glikol (EG) eklenerek hi-
peroksaluri olusturulan Grup 2, igme sularina
%1 EG ile anjiotensin II tip 1 blokeri olan lo-
sartan eklenilen Grup 3 ve igme suyuna sadece
20 mg/lt losartan eklenen sicanlardan olusan
Grup 4. Deneye baslamadan 6nce ve dort haf-
tanin sonunda hayvanlarin 24 saatlik idrarlart
toplanilarak, idrar kreatinin, idrar oksalat diize-
yi, mikroalbuminiiri ve idrar pH’s1 bakildi. Bu
degerler, baslangic degerleri ve gruplar arasin-
da karsilastirildi. Cikarilan mesane dokulart
histolojik olarak incelendi.

Ikinci Grup ile 3. gruptaki siganlarin idrar
oksalat diizeylerinde bir farklilik goriillmemesi-
ne ragmen ikinci grubun bobrek fonksiyonlari-
nin anlamli olarak daha ¢ok bozuldugu gortil-
dii. Histolojik incelenmelerde 2. gruptaki si-
canlarin mesane epitellerinde intrasitoplazmik
vakuolizasyonda artis, bag dokusunda kanama
odaklar1 ve epitel kalinliginda artis goriiliirken,
3. gruptaki siganlarda biitiin bu degisikliklerin
organize olarak tamir edildigi gorildii.

Hiperoksaluri mesane epitelinde de hasara
yol agmaktadir. Losartan bu hasar1 mitozu art-
tirarak tamir etmektedir. Ancak, hiperoksaluri
ile mesane epitelinde meydana gelen hasarin
ne derece onemli oldugu bilinmemesine karsin,
histokimyasal ve histolojik bulgularimiz ile
mesane hastaliklar arasinda iligki kuracak ca-
ligsmalara ihtiyag duyulmaktadir.
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