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Farkh kiiltiir ortamlarinin MDCK hiicrelerine etkilerinin faz kontrast
mikroskop ile gosterilmesi

Neslihan TASCENE, Hilal KARAGUL

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dal, Diskapi, ANKARA.

Ozet: Deneysel olarak Kalsiyumkloriir (CaCl,), Magnezyumsiilfat (MgSO,), Sodyumsitrat, Sodyumhidrojenfosfat (Na,HPOy,)
ve Kalsiyum okzalat solusyonlarina maruz birakilan bobrek hiicrelerindeki etkiler faz kontrast mikroskopla goriintiilenmistir. Higbir
kimyasalla muamele edilmeyen Madin Darby Canine Kidney (MDCK) hiicreleri kontrol grubu olarak kullanilmigtir. CaCl, eklenmis
grubun faz kontrast mikroskobik goriintlisiinde yer yer kalsiyum birikintilerinin, kalsiyum okzalat eklenen grupta ise hiicrelere
tutunmus halde kalsiyum okzalat kristallerinin olustugu gézlenmistir. MgSO, ¢6zeltisi eklenen MDCK hiicrelerinde yer yer dejenere
bolgelere rastlanmistir. Na-sitrat ¢ozeltisi eklenen MDCK hiicreleri, kontrol hiicreleriyle karsilastirildigi zaman biiyiik bir farkliliga
rastlanmamigtir. Na,HPO, ¢6zeltisi eklenen MDCK hiicrelerinde ise hiicreler arasinda yer yer nekrotik alanlara rastlanmustir.

Anahtar sdzciikler: MDCK hiicre hatt1, CaCl2, Na-sitrat, MgSO, Na,HPO,4 Kalsiyum okzalat.

Monitorize effects of chemicals that used in the study on MDCK cells with phase contrast microscope

Summary: The aim of this study is to monitorize effects of chemicals that used in the study on MDCK cells with phase
contrast microscope. MDCK cells that were treated with CaCl,, MgSO,, Sodiumcitrate, Na,HPO, and NaOx/ CaCl, solutions.
MDCK cells that not treated with any chemicals are used as control group. Calcium islets were observed in cells that treated with
CaCl, and calcium oxalate crystals which binded to the cells were observed in cells that treated with NaOx/CaCl, solution. The
MDCK cells that treated with Na-citrate solution, there was any difference was found when compared with control cells. The MDCK

cells, treated with Na,HPO, solution, necrotic areas were found.
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Giris

Mineral maddeler ve tuzlar idrar i¢erisinde doygun
durumda bulunmakta, homeostazis sayesinde idrar
yollarinda ¢6kme yapmadan viicuttan uzaklastirilmakta
ve Ozellikle kalsiyum tuzlarinin ¢kmesi engellenmektedir
(10).

Idrardaki erimeyen maddelerin artis1, tag olusumuna
etki eden en onemli faktordiir. Bobreklerde geri emilim
ve siizme mekanizmasindaki bozukluklar, idrarin ¢ogalmast,
yogunlagmasi, i¢indeki ¢oziinebilir maddelerin azlig tas
olusumunun hazirlayici nedenlerindendir (4,6). idrar yolu
taglarina (iirolit), insan, sigir, koyun, domuz, at, esek,
kopek, kedi, tavsan, tavuk, fare, yilan, kaplumbaga,
kopekbaligi, geyik, kurt ve kangurularda rastlanabilmek-
tedir. idrar yollarinda tas olusumunun yayginlik derecesi
hayvanin cinsine, tiirline, yasina ve beslenme sekline
gore degisir (6,3).

Tas olusumuna katilan baglica mineraller ve tuzlar;
kalsiyum, magnezyum, fosfat, amonyum ve karbonattir.
Taslarda rastlanan baslica katyonlar ve oranlar1; kalsiyum

%97, magnezyum %25 ve amonyum %Z20’dir (1,3,6).
Striivit taglar1 kdpeklerde en sik karsilagilan tas tipidir.
Striivit, magnezyum amonyum fosfat hekzahidrattir
(MgNH4 PO, 6H,0O, MAP). Striivit taslart yalnizca
stritvitten olusabildikleri gibi cogunlukla kalsiyum fosfat,
amonyum {rat, okzalat ya da karbonat gibi diger
bilesikleri de igerirler. Spaniel Cocer irkinda kalitsal
olarak bu tasa sik rastlanmaktadir (3,6,14). Kopeklerde
stritvitten sonra en ¢ok hiperkalsiiri, hiperokzalatiiri,
hipositratiiri ve kristal gelisimini engelleyici mekanizmanin
bozuklugu sonucunda kalsiyum okzalat taslari sekillen-
mektedir ve genellikle 2-10 yas arasi kopeklerde gozlenir.
Idrardaki sitrat kalsiyum okzalatin tasa déniismesini
engelleyen bir faktordiir. Ciinkdi sitrat idrardaki kalsiyumu
baglamakta kalsiyum sitrat seklinde atilmaktadir. Boylece
kalsiyum okzalat sekillenmesi engellenmektedir (1,3,6,15).
Analiz edilen kalsiyumlu taslarin %901 kalsiyum okzalat
monohidrat, %5’i kalsiyum okzalat dihidrat, %5’i ise
kalsiyum fosfat tasidir (12). Urat taslarina kopeklerde
ozellikle Dalmagyal1 irkinda ve kongenital portosistemik

Calisma birinci yazarin doktora tezinin bir boliimiinden 6zetlenmistir.
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santli hastalarda yaygin sekilde rastlanir (1). Kedi ve
kopeklerde gozlenen taslarin %1-2 gibi bir kismini
kalsiyum fosfat taslar1 olusturur. Mineral (apatit) tasi
olarak da adlandirilir (15). Hayvanlarda ayrica tetrasiklin,
baryum taslari, karbonat ve yonca taglarma da
rastlanabilmektedir (3).

Kristallere maruz kalan hiicrelerde, makromolekiiler
kristal olusumunu &nleyici molekiillerin iiretimi artmakta,
kristaller tarafindan bir ¢ekirdek sekillenmesi, biiyiimesi
ve agregasyonunu Onleyici bir cevap olusmaktadir.
Sekillenen herhangi bir kristal idrar ile atilmaktadir.
Kristaller hiicrelerle temas ederse endositoz ile hiicre i¢ine
alinmakta ve lizozomlara gelerek uzaklastirllmaktadir
yada renal interstisyumda makrofajlar tarafindan alinarak
elimine edilmektedir. Fakat kristaller renal tubullerde
plak olusturursa kristallerin hareketleri yavaglar ve renal
tubullerde tikanmaya neden olur. Renal epitelyum ile
kristal arasindaki uzun siiren bu karsilikli etkilesim sonucu,
bobrek hiicrelerinde fonksiyon bozuklugu ve yikim
sekillenir. Hiicresel yikim hem kristallerin ¢ekirdek
olusumunu hem de hiicrelere tutunmasini artirir.(2,5,7,8)

Insan ve hayvan modelleriyle yapilan calismalarda
(invivo) (11) ve doku-hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda (invitro)
(13,17) tas olusumunun bdbreklerde yangiya neden
oldugu, hiicre hasarmin tas olusumunu hizlandirdig: (13)
gosterilmigtir. Taglarin yapisinda yer alan kristaller ile
bobrek hiicreleri arasindaki etkilesimin arastirilmast,
bobreklerde biriken kristallerin sebep oldugu hiicresel
yikimin daha iyi anlagilmasini saglar. Bu calismada da,
deneysel olarak CaCl,, MgSO,, Sodyumsitrat, NaHPO,4
ve Kalsiyum okzalat solusyonlarma maruz birakilan
bobrek hiicrelerindeki etkilerin faz kontrast mikroskopla
gorlintiilenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot
Calismada MDCK II (Madin Darby Canine Kidney)
Hiicre hatti kullanilmistir. Hiicreler %10 fotal dana
serumu, %1 Penicilin-Streptomycin ve 1 g/l Glikoz
iceren DMEM (Dulbeco’s Moddified Eagle Medium)’da
37 °C ve %5 CO,’li etiivde inkube edilmistir.
Calisma deney gruplari;
1. Grup (Kontrol Grubu) : Higbir kimyasalla muamele
edilmeyen 1g/1 glikoz iceren Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) vasat ortamindaki
MDCK hiicreleri
2. Grup: Kalsiyumkloriir ~ve  sodyumokzalat
(kalsiyumokzalat) eklenmislg/l glikoz iceren
DMEM vasat ortamindaki MDCK hiicreleri
3. Grup: Magnezyumsiilfat eklenmislg/l glikoz
iceren DMEM vasat ortamimdaki MDCK hiicreleri
4. Grup: Kalsiyumkloriir eklenmis1g/l glikoz i¢eren
DMEM vasat ortamindaki MDCK hiicreleri
5. Grup: Sodyumhidrojenfosfat eklenmisglg/l glikoz
iceren DMEM vasat ortamimdaki MDCK hiicreleri

6. Grup: Sodyumsitrat eklenmislg/l glikoz iceren
DMEM vasat ortamindaki MDCK hiicreleri
olmak tiizere bes calisma ve bir kontrol gru-
bundan olugmustur. Her bir ¢aligma grubu igin 3
farkli konsantrasyon uygulanmistir. Uygulanacak
konsantrasyonlar hiicre canlilik testlerine gore
belirlenmistir (Tablo1).

Tablo 1. Caligmada farkl kiiltiir ortamlari olugturmak amaciyla
kullanilan solusyon konsantrasyonlar.

Table 1. Concentration of solutions that used for making
different culture conditions.

MgSO, 0,2M 0,15M 0,1IM
CaCl, 0,06M 0,045M 0,03M
Na-sitrat 0,015M 0,0112M 0,0075M
NaHPO, 0,01M 0,0075M 0,005M
COM NaOX 0,001M 0,00075M  0,0005M
CaCl, 0,001M 0,00075M  0,0005M

MDCK hiicreleri tizerine CaCl,, MgSO,, Sodyumsitrat,
NaHPO,, Kalsiyum okzalat solusyonlarmin etkileri
konfluent kiiltiir ortamlarinda faz kontrast mikroskopla
(Leica microsystems) goriintiilenmistir.

Bulgular

Bir hafta boyunca 0,06 M CaCl, ¢ozeltisi eklenen
MDCK hiicreleri, kontrol hiicreleriyle karsilastirildigi
zaman saglikli hiicreler arasinda kalsiyum birikimlerinin
sekillendigi alanlar tespit edilmistir (Sekil 1).

Bir hafta boyunca 0,001 M NaOx / CaCl, ¢ozeltisi
eklenen MDCK hiicreleri, kontrol hiicreleriyle
karsilastirildig1 zaman saglikli hiicreler lizerine tutunmus
sekilde kalsiyumokzalat kristallerinin olusmus oldugu
gozlenmistir (Sekil 2).

Bir hafta boyunca 0,2 M MgSO, ¢ozeltisi eklenen
MDCK hiicreleri, kontrol hiicreleriyle karsilastirildig:
zaman yer yer dejenere bolgelere rastlanmistir (Sekil 3).

Bir hafta boyunca 0,015 M Na-sitrat c¢ozeltisi
eklenen MDCK hiicreleri, kontrol hiicreleriyle karsilasti-
rildig1 zaman biiytik bir farkliliga rastlanmamuistir.

Bir hafta boyunca 0,01 M Na,HPO, c¢ozeltisi
eklenen MDCK hiicreleri, kontrol hiicreleriyle
karsilastirildigl zaman saglikli hiicreler arasinda yer yer
nekrotik alanlara rastlanmistir (Sekil 4).

Tartisma ve Sonuc¢

Bobrek hiicreleri tizerine ve ayrica MDCK hiicreleri
lizerine in vivo ve in vitro ortamlarda, okzalatin toksik
olduguna dair c¢aligmalar bulunmaktadir. (9,12,16).
Verkoelen ve arkadaglarinin yaptiklart ¢aligmada (16),
MDCK hiicrelerine kalsiyum ve okzalat solusyonlari
birlikte ve ayr1 sekilde verilmis, sadece okzalat verilen
hiicrelerde hiicre sekli degismis, hiicrelerde yuvarlaklasma
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Sekil 1. Kontrol grubu MDCK hiicrelerinin (A) ve 0,06 M CaCl, eklenmis MDCK hiicrelerinin (B) faz kontrast mikroskobik
gortintiileri (x40).
Figure 1. Phase-contrast microscopy images of control (A) and 0,06 M CaCl, treated (B) MDCK cells.

A B ¢ Sy i >
Sekil 2. Kontrol grubu MDCK hiicrelerinin (A) ve 0,001 M COM eklenmis MDCK hiicrelerinin (B) faz kontrast mikroskobik
goriintiileri (x40).

Figure 2. Phase-contrast microscopy images of control (A) and 0,001 M COM treated (B) MDCK cells.

Sekil 3. Kontrol grubu MDCK hiicrelerinin (A) ve 0,2 M MgSO, eklenmis MDCK hiicrelerinin (B) faz kontrast mikroskobik
goriintiileri (x40).
Figure 3. Phase-contrast microscopy images of control (A) and 0,2 M MgSO, treated (B) MDCK cells.
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Sekil 4. Kontrol grubu MDCK hiicrelerinin (A) ve 0,01 M Na,HPO, eklenmis MDCK hiicrelerinin (B) faz kontrast mikroskobik

goriintiileri (x40).

Figure 4. Phase-contrast microscopy images of control (A) and 0,01 M Na,HPO, treated (B) MDCK cells.

tespit edilmistir. Kalsiyumla okzalatin beraber verildigi
hiicrelerde ise kalsiyum okzalat kristalleri gdzlenmistir.
Bu c¢alismada da, MDCK hiicreleri iizerine kalsiyum
okzalatin hiicrelerde yaptig1 morfolojik degisiklikler faz
kontrast mikrokopla gosterilmistir (Sekil 2). Kullanilan
sodyum okzalat- kalsiyum okzalat dozu, hiicrelerin
O6lmemesi amaciyla hiicrelerin 6lmedigi en yiliksek doz
se¢ilmistir. Bu doz okzalatin bobrek hiicreleri iizerine
asir1 toksik olmasi nedeniyle ¢ok diisiik secilmek zorunda
kalinmistir. Tablo 1°de de goriildiigli iizere, sirasiyla
0.0005, 0.00075 ve 0.001 M dozlar uygulanmus, hiicrelerin
6lmeden yasayabildikleri doz, 0.001 M olarak belirlen-
mistir. Konfluent hiicrelere ¢ozelti vasat icerisinde
verildikten 1 hafta sonra faz kontrast mikroskopla
goriintiileri alinmis ve Sekil 2’de de goriildigi gibi
hiicrelere tutunmus sekilde Verkoelen ve arkadaslarmin
(16) calismasiyla uyumlu olarak kalsiyum okzalat
kristalleri gézlenmistir.

Hiicreler iizerine CaCly’iin etkilerini gostermek
amaciyla da hiicrelere, 0.03, 0.0045 ve 0.06 M CaCl,
¢ozeltileri vasat igerisinde MDCK hiicrelerine verilmistir
(Tablo 1). Canliligin gozlendigi en yiiksek konsantrasyon
olan 0.06 M CaCl, ¢ozeltisi verilen grupta hiicrelere
¢ozelti verildikten 1 hafta sonra faz kontrast mikroskopla
goriintiileri alinmig ve hiicrelerde kalsifiye bolgeler
olustugu gozlenmistir (Sekil 1).

Hiicreler iizerine MgSO,’'in etkilerini gostermek
amaciyla, hiicrelere, 0.2, 0.15 ve 0.1 M MgSO, ¢ozeltileri
eklenmistir (Tablo 1). Canlilik durumunu etkileyen en
yilksek doz olarak hiicrelerin 0.2 M ¢ozeltide
yasayabildikleri gozlenmistir. Hiicrelere vasat igerisinde
0.2 M MgSO;, verilmesinden 1 hafta sonra faz kontrast
mikroskopla alinan goriintiileri Sekil 3.’de gosterilmistir.
Hiicreler, kontrol grubu ile (Sekil 3A) karsilagtirildiklar
zaman hiicrelerde yer yer dejenerasyona rastlanmistir.

Hiicreler tizerine Na-sitrat’in etkilerini gdstermek
amaciyla hiicrelere, 0.015, 0.0112 ve 0.0075 M Na-sitrat
verilmistir (Tablo 1). En yiiksek doz olarak hiicrelerin
0.015 M c¢ozeltide yasayabildikleri gdzlenmistir.
Hiicrelere vasat igerisinde 0.015 M Na-sitrat verilme-
sinden 1 hafta sonra faz kontrast mikroskopla alinan
goriintiilerinde hiicrelerde morfolojik olarak ¢ok biiyiik
bir farklilik tespit edilememistir.

Hiicreler iizerine Na,HPO, 1n etkilerini gostermek
amaciyla hiicrelere, 0.01, 0.0075 ve 0.005 M Na,HPO,
vasat igerisinde verilmistir (Tablo 1). 0.01 M Na,HPO,
cozeltisiyle hiicrelerin yasayabildigi tespit edilmistir.
Hiicrelere vasat igerisinde 0.01 M Na,HPO, verilme-
sinden 1 hafta sonra faz kontrast mikroskopla alinan
goriintiilleri Sekil 4’de gosterilmistir. Hiicreler kontrol
hiicreleri ile karsilastirildigi zaman, hiicrelerde sisme ve
hiicre zarinda gerilme tespit edilmistir.

Kristallere maruz kalan hiicrelerde, kristaller
yabanci cisimler gibi yangi hiicre infiltrasyonuna neden
olmaktadir. Kristallerin olusturdugu renal tubullerdeki
tikanmalar, mekanik strese ve yikimlara yol agar. Olusan
yikim ve stres sonucu, tubuler epitelyum hiicreleri,
intersitisyel hiicreler ve yangi hiicrelerinden g¢esitli
sitokinler, kemokinler, mitojenler, biiylime ve diger
yangt faktorleri salinir. Tim bu etkilesimler sonucu
bobrek hiicrelerinde patofizyolojik degisimler gozlenir(7)

Sonug olarak; CaCl, eklenmis grubun faz kontrast
mikroskobik goriintiisiinde yer yer kalsiyum birikintilerinin,
kalsiyum okzalat eklenen grupta ise hiicrelere tutunmus
halde olustugu
gozlenmistir. MgSO,4 ve NaH,PO, eklenmis gruplarda ise
yer yer dejenere olmus hiicrelere rastlanmistir. Farkli
kristallerin ayni hiicrelerde (MDCK) farkli degisim ve
bozukluklara sebep oldugunun gézlendigi bu ¢aligmada

kalsiyum  okzalat  kristallerinin
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urolitiaziste tas igerigine gore farkli rasyonel terapotik

uygulamalarin gerekli oldugu ortaya konulmustur.
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