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Ozet

Amag: Ureterovezikal darlik (UVD) etiyopatogenezi heniiz
aydinlatilamamistir. Invitro calismalar iireterin sinirsel
kontrolii oldugunu kamitlamigtir. Ureteral peristaltizmin
diger diiz kaslarda oldugu gibi kas tabakalar: arasinda yer
alan kimyasal bir mediator tarafindan saglanan bir stimu-
lus veya iireteral pacemaker aktivitesiyle ortaya ¢ikabile-
cegi diigtindiiren ¢alismalar mevcuttur. Calismamizin
amact UVD olgularinda bozulmus pacemaker aktivitesi ve
fibrotik degisikliklerin etiyopatogenezdeki yerinin arasti-
rilmasidir.

Gereg ve Yontem: 2000- 2006 yillart arasinda klinigimiz-
de UVD nedeniyle opere olan 8 olgudan (E/K:4/4, yas or-
talamasi: 6,2 yag) alinan 9 iireterin iireterovezikal bélgesi
ve proksimalindeki dilate segmentlerine ait patoloji mater-
yalleri incelenmistir. Kontrol grubu olarak aymi yas gru-
bundaki tiimér nefrektomilerinin distal iireter segmentine
ait dornekler (6 olgu) kullanilnmigtir. Kesitlere Hemotoksilen
Eozin, Gomori trikrom histokimya boyalart yani sira Avi-
dine-Biotin Peroksidaz yontemi ve DAB kromojen madde
kullanilarak S100 (Néral hiicre belirteci), c-kit antikorlart
(Cajal hiicre belirteci) ile immunohistokimyasal boyama
yapilnugtir. Bulgular: degerlendirmek igin Spearman kore-
lasyon analizi kullamlnustir.

Bulgular: Distal dar segment érnekleri ve kontrol grubu
ile karsilastirildiginda S100 proteini (p:0.032) ve c-kit (p:
0.029) anlamli olarak azalmis olarak bulunmugstur. Kon-
trol grubuna gore dar ve dilate segmentte fibrozisin
(p:0.017) anlamlr oldugu gosterilmistir.

Sonuc: Calismamiz UVD etiyopatogenezinde néral dagi-
limdaki yetersizligin ve /veya dar segmentlerde saptanan

fibrozisin rol oynayabilecegini diistindiirmiistiir.

Anahtar kelimeler: Ureterovezikal darlik, c-kit, S100

Summary

Altered pacemaker activity and fibrotic changes in
ureterovesical obstruction cases

Aim: Etiology of ureterovesical junction obstruction (UV-
JO) is still unknown. Invitro studies have proven that the
ureter has a nervous control. There are studies that sug-
gest that ureteral peristalsis can be triggered by a stimulus
provided by a chemical mediator located between layers of
muscle or by ureteral pacemaker activity. The purpose of
our study is to explain the impact of distorted pacemaker
activity and fibrotic changes on etiopathogenesis of UVJO.

Material and Methods: Pathological material of the urete-
rovesical regions (9 ureters) and proximal dilated seg-
ments (5 ureters) of the 8 patients who have been operated
for UVJO in our department between 2000 and 2006 have
been analyzed. As a control sample, specimens of the dis-
tal ureteral segment of tumor nephrectomies (6 ureters) of
the same age group have been used. Using spesific antibo-
dies, we studied by immunohistochemistry using S100 (a
supporting neuronal cell marker), c-kit (Cajal cell mar-
ker). Hematoxylene - Eosin and Gomori tricrom was also
studied for fibrosis.

Results: Spearman’s statistical non-parametric corelation
analysis has yielded a significant decrease of S100 (p:
0.032), c-kit (P: 0.029) in the distal segments of the pati-
ents compared to the control samples. The fibrosis in the
dilated and narrow segments has been also found signifi-
cant (p: 0.017) compared to the control samples.

Conclusion: Our study has suggested that deficiency in
neural distribution and/or fibrosis found in narrow seg-

ments could be a factor in UVJO etiopathogenesis.
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aydinlatilamamugtir. Pek ¢ok olguda proksimal iire-
terdeki ileri derece genislemeye ragmen lireterovezi-
kal alanda belirgin bir darlik saptanmamaktadir. Bu
durum olgulardaki obstriiksiyonun fonksiyonel ola-
bilecegi yoniinde goriigler dogurmustur. Pek cok eti-
yolojik faktor suclanmis ancak higbirisi tam olarak
kabul gérmemistir.
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Notley elektron mikroskopik calismasinda, distal
iireterde lamina propria ve kas lifleri arasinda yogun
kollajen birikiminden s6z etmis ve patolojiden kolla-
jen birikimini sorumlu tutmustur. Ayrica lireterin
nonganglionik bir organ oldugunu, inervasyonunun
iireteral duyu ve vazomotor fonksiyondan ibaret ol-
dugunu bildirmistir (%-10),

Hanna elektron mikroskopik calismasinda, iireterde
ganglion hiicresi saptamamig ancak lamina propria-
da, kas tabakasinda ve adventisiada miyelinsiz sinir
lifleri bulundugunu goéstermistir. invitro calismalar
iireterin sinirsel kontrolii oldugunu kanitlamistir. Bu
da iireteral peristaltizmin diger diiz kaslarda oldugu
gibi kas tabakalar1 arasinda yer alan kimyasal bir me-
diator tarafindan saglanan bir stimulus veya iireteral
pacemaker aktivitesiyle ortaya cikabilecegini diisiin-
diirmektedir G4,

Ureterdeki peristaltizmin cerrahi denervasyondan ve
noron bloke edici ajanlardan etkilenmemesi bu savi
desteklemektedir (©). Ureterdeki pacemaker aktivite-
sinin proksimal iireterden baglamakla birlikte orta ve
alt kisimlara yayildig: saptanmigtir (13.14),

Sonraki caligmalarda ise insanlarda distal iireterde
proksimal boliime oranla daha yogun innervasyon
varhig1 gosterilmistir 2. Ozellikle Cajal hiicrelerinin
(CH) distal iireterde yogun oldugu bildirilmigtir (.
Ilk olarak gastrointestinal sistemde gosterilen CH'nin
koordine barsak motilitesinde 6nemli rol oynadig1 ve
CH'nin azalmasi sonucunda gastrointestinal sistemde
motilite bozuklugu gelistigi kanitlanmigtir (7:12,16),

S100 antikoru ise klinik ve deneysel olarak noral
kaynakli hiicreleri lokalize etmekte kullanilan bir be-
lirtegtir. Ureterdeki noral ag1 dokiimante edebilecegi
dusiiniilmektedir. Oswald ve arkadaglari, reflii iire-
terlerinde azalmig S100 pozitif sinir liflerinin defek-

tif innervasyondan sorumlu oldugunu bildirmigtir
(11,19).

Calismamizin amaci, UVD olgularinda CH ve S100
pozitif sinir liflerinin sayt ve dagilimlarinin ve bu
bolgedeki fibrotik degisikliklerin belirlenerek UVD
etiyopatogenezindeki rollerinin arastirilmasidir.
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Gerec ve Yontem

2000-2006 yillar: arasinda klinigimizde UVD nede-
niyle opere edilmis 8 olgudan (E/K:4/4) alinan iire-
terovezikal bélge (9 iireter) ve proksimaldeki dilate
segmentlere (5 iireter) ait patoloji materyalleri ince-
lenmistir. Olgularin yaglar: 1 ile 12 yag (ortalama
6,2 yas) arasindadir. Tiim olgularda vezikoiireteral
reflii, mesane disfonksiyonu ve posterior iiretral valy
diglanmustir. Kontrol grubu olarak ayni yas grubun-
daki tiimor nefroiireterektomilerinden alinan drnek-
ler (6 olgu) kullamilnustir. Tiim drnekler gézden ge-
cirildikten sonra uygun bloklar secilmistir. Bu secme
asamasinda preparatlarin iireteri tam kat icermesi
g0z oniine alinnugtir. Parafin bloklardan elde edilen
S5 mikron kalinligindaki kesitlere Hemotoksilen Eo-
zin, Gomori trikrom histokimya boyalari yani sira
Avidine-Biotin Peroksidaz yontemi ve DAB kromojen
madde kullanilarak S100 (Dako, USA; N1573) ve c-
kit (Dako, Denmark,; A4502) antikorlari ile immuno-
histokimyasal boyama yapilnustir. Antikorlar igin
tiretici firmalarin énerdigi optimal diliisyon kullanil-
mustir. Immunohistokimyasal boyamalarin tamamin-
da S100 igin beyin dokusu ve c-kit icin de dokudaki
mast hiicreleri porzitif kontrol olarak yer almigtir.
Tiim preparatlar ayni patolog tarafindan degerlendi-
rilmistir.

Preparatlar xylolde deparafinize edildikten sonra
dereceli alkollerden gecirilmigtir. Distile suda yikan-
diktan sonra 10 dk. PBS’de, 10 dk. hidrojen peroksi-
dazda bekletilmistir. Distile suda tekrar yikandiktan
sonra sitrat tampon solusyonda (PH:6) mikrodalga
firtnda 5 dk. ilik, 5 dk. orta derecede 1sitilip 10 dk.
sogutulmustur. C-kit icinl0 dk. ilik, 10 dk. orta dere-
cede kaynatma, 15 dk. sogutma sonrasinda PBS de
yikanip primer antikorda 60 dk. oda sicakliginda, ka-
ranlik ortamda (c-kit i¢in 90 dk.) kalmustir. Strasiyla
PBS ile yikama, biotinize antikorda 30 dk., PBS ile
ytkama, biotine karst gelistirilmis avidin antikoru ile
30 dk., PBS de ytkama, DAB kromojen madde 10 dk.
tutulup en son distile su ile yikanip Meyer Hematok-
silen 5 dk. boyanmus, distile su ile yitkanip, dereceli
alkol serilerinden gecirip, kurutulmug ve xylolde sef-
faflandirilip, entellan ile kapatilnustir.

Degerlendirmede her kesitte 10 degisik alanda Nikon
E200 mikroskop kullanilarak monitor iizerinde fo-
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tograflamalar yapimstir. Sinir liflerinin birim alan-
daki sayisi icin x10, Cajal hiicrelerinin birim alanda-
ki sayist icin ise x40 objektif kullanilmistir.

Fibrozis icin ise fotograflar monitore aktarilarak 4
mm? alanda trikrom boyast ile yesil boyanan alanla-
rin tiim dokuya orani, semikantitatif bir yontem ile
asagidaki sekilde degerlendirilmistir.

0: Fibrozis yok (Resim 1)

1: Submukozada sinirlt fibrozis (Resim 2)

2: Kas liflerini kesen kalin fibroz bantlar (Resim 3)
Dilate segment, iireterovezikal bélge ve kontrol
gruplarina ait sonuglar SPSS software programinda

Spearman korelasyon analizi yapilarak karsilastiril-
nmgtir.

Bulgular

S100 ile pozitif boyanmis sinir liflerinin birim alan-
daki sayis1 dar segmentte ortalama 1.4, genis seg-
mentte 0.9 ve kontrol gurubunda 2.3 olarak bulun-
mustur. Dar segment ve kontrol grubu arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p=0.032)
(Resim 4,5). Dar segment ile genis segment arasinda
sinir liflerinin sayis1 acisindan istatistiksel farka rast-
lanmamustir (Tablo 1,3).

Resim 1,2. Kontrol grubunda iireterde kollagen birikimi saptanmazken, UVD olgusunda dar segmentte belirgin kollajen birikimi go-

riillmektedir (X400).

Resim 3,4. Kontrol grubunda S100 proteini ile boyal sinir lifleri belirginken, UVD olgusunda dar segmentte S100 proteini ile boya-
I1 sinir lifleri azalmis oldugu goriilmektedir (X400).
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Resim 5,6. UVD olgusunda c-kit eksprese eden CH hiicreleri kontrol grubuna gore belirgin azalmis olarak goriilmektedir (X400).

C-kit pozitif hiicreler daha ¢ok sirkiiler ve longutudi-
nal kas liflerinin kesistigi bolgelerde yogunlagma
egilimi gostermislerdir. Dar segmentte c-kit pozitif
hiicre sayis1 ortalamas1 2.2, genis segmentte 2.8 ve
kontrol grubunda 3.9 bulunmustur. Dar segment ile

Tablo 1. Dar ve genis iireteral segmentlerdeki S100, CH ve
fibrozisin kontrol grubu ile karsilastirilmasi.
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Tablo 2. Dar distal segmentlerde S100, iCH ve fibrozis kon-
trol grubu ile karsilastirlldi@inda istatistiksel olarak anlamh
bulundu.

Dar Distal Segment  Kontrol Grubu P degeri

S 100 14 2.3 0.032
ICH 22 3.9 0.017
Trikrom Fibrozis (+) Fibrozis (-) <0.001

Tablo 3. Proksimal genis segmentlerde S100 ve fibrozis kont-
rol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh
bulundu.

Proksimal Genis Segment Kontrol Grubu P degeri

S 100 0.9 2.3 0.001
CH 2.8 39 0.139
Trikrom Fibrozis (+) Fibrozis (-) 0.004
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kontrol gurubu karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlamh fark dikkati cekmektedir (p=0.017) (Resim
6,7) (Tablo 1,2).

Gruplar arasinda istatistiksel olarak en 6nemli fark
fibrozis derecelendirilmesinde gozlenmis olup, dar
segmentte fibrozis derecesi yiiksek bulunmustur
(p<0.001). Genislemis segmetlerde de anlamli fibro-
zis saptanmustir (p<0.004) (Tablo 1,2,3).

Dar ve genis segment arasinda fibrozis, c-kit pozitif
hiicre sayist ve sinir lifi sayis1 agisindan anlamli fark
saptanmamustir.

Fibrozis derecesi ile Cajal hiicre sayis1 ve S100 pozi-
tif sinir lifi sayist arasinda anlamli korelasyon yok-
tur.

Tartisma

Ilk olarak gastrointestinal sistemde gosterilen CH ko-
ordine barsak motilitesinde 6nemli rol oynayan pace-
maker hiicrelerdir. CH'nin azalmasi sonucunda gas-
trointestinal sistemde diizensiz, yavaglamis veya bas-
kilanmig peristaltizm meydana gelir. CH'nin yeter-
sizligi Hirschsprung hastalig1 ve intestinal pseudo-
obstriiksiyon gibi motilite bozukluguyla seyreden
pek ¢ok hastalikla iliskilendirilmektedir (7:12,16),

CH'nin {iriner sistemdeki varli1 ilk kez domuz me-
sanesinde ve daha sonra iist iiriner sistemde gosteril-
mistir. Bundan yola cikarak iireteropelvik darlik ol-
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gularinda yapilan ¢alismalarda CH'nin pelviste azal-
mis dansitede bulundugu ve bu nedenle peristaltik
koordinasyonun bozuldugu ve etiyolojiden sorumlu
tutulabilecekleri bildirilmistir 8:15). Benzer bir me-
kanizma UVD olgulari igin de gecerli olabilir. Lee ve
arkadaglart UVD ve UPD'nin iireterin farkl seviyele-
rinde ayni etiyolojik faktorler ile meydana gelen has-
taliklar oldugunu savunmuslardir ). Her iki patolo-
jide de distalde standart bir darlik goriilmeksizin
proksimal segmentte belirgin dilatasyon saptanmak-
tadir ve etiyopatogenezleri tam olarak aydinlatilama-
mugtir.

Calismamiz UVD olgularinin iireterovezikal bileske-
lerinden alinan 6rneklerde kontrol grubuna gére CH
sayisinin anlamli olarak azalmis oldugunu ortaya
koymustur. Proksimal segmentlere ait 6rneklerdeyse
CH sayis1 diigiik bulunmug olmakla birlikte kontrol
grubuna gore anlamli fark gostermemistir. Hirsch-
sprung hastalifinda yapilan calismalarda CH'inde
aganglionik segmentte belirgin, transizyonel zonda
ise 1imli azalma saptanmigtir (12), UVD olgularinda
da Hirschsprung hastaliginda oldugu gibi proksimal-
den distale dogru azalan bir dagilim, belki de bir ge-
¢is zonu s6z konusudur.

Daha 6nceki calismalarda megaiireterlerde ister ref-
litlye sekonder ister obstriiktif kokenli olsun belirgin
oranda kollajen birikimi saptanmigtir 3-4.9:10) Calig-
mamizda da UVD olgularinin iireterlerinden alan
orneklerin tiimiinde, kontrol grubuna oranla istatis-
tiksel olarak anlamli olarak artmis kollajen varligi
gosterilmistir. Bu artig, 6zellikle ilireterovezikal bi-
leskeden alinan orneklerde belirgindir. Reflii mega-
tireterlerinde yapilan bir calismada, hiicre dig1 mat-
riks metalloproteinlerinde (MMP) artis, kas-kollajen
oraninda azalma saptanmis ve bu iireterlerdeki noral
bozuklugun MMP'nin norotoksik etkilerine bagli
olabilecegine dair goriis belirtilmigtir (1D,

CH'nin motiliteye etkileri diiz kaslar iizerinden ger-
ceklesmektedir ve bazi arastirmacilar diiz kaslarla
CH'nin ayn1 mezenkimal prekiirsorden gelistigini sa-
vunmaktadir (17). Gelisimleri néron gelisiminden ba-
gimsiz olmakla birlikte ayrimlagsmalart i¢in noronlar
ve diiz kas prekiirsorlerine gereksimleri oldugu bildi-
rilmigtir (18), Birbirleriyle bu sekilde siki baglantil
hiicrelerden birinin geligim siirecinde ortaya ¢ikacak
bir bozuklugun tiimiinii birden etkileyecegi diisiinii-

lebilir. Diiz kaslarin kollajen salgiladiklart bilinmek-
tedir. UVD olgularinda diiz kaslarda belirlenen pato-
lojilerin ve diiz kaslar arasinda depolanan kollajenin
CH veya noral iletim iizerinde nasil bir etki meydana
getirdigi belirsizdir. Calismamizda distal ve proksi-
mal segmentlerdeki kollajen birikimi ile CH dagilimi
veya S100 proteini arasinda bir korelasyon saptan-
mamigtir. Ancak bu korelasyon embriyoner donem-
den itibaren ¢ok daha karmagik mekanizmalar igeri-
yor olabilir.

S100 proteini klinik ve deneysel olarak iireterdeki
noral ag1 dokiimante edebilecegi diisiiniilen bir belir-
tectir 19, Calismamizda S100 proteini iceren sinir li-
fi sayis1 hem distal hem de proksimal segmentlerden
alinan oOrneklerde azalmis olarak bulunmustur. Bu
bulgu da sadece CH hiicrelerini degil, tiim néronal
ag1 etkileyen bir bozuklugun s6z konusu olabilecegi-
ni diisiindiirmektedir. Reflii megaiireterlerinde yapi-
lan calismalarda da S100 pozitif sinir lifleri ve CH
azalmig oranda saptanmigtir 11, Bu durum elektron
mikroskopik olarak da benzer 6zellikler gosteren an-
cak klinige ¢ok farkli yansiyan bu iki patolojinin eti-
yolojisinin birbirinden ayrilmasini bu asamada miim-
kiin kilmamaktadir.

Calismamiz, UVD olgularinda CH'nin ve S100 pro-
teini igeren sinir lifi sayisinin azalmis oldugunu orta-
ya koymustur. Buna bagl olarak, iireterde CH ile diiz
kaslara ulasan pacemaker aktivitenin bozuldugu ve
tireter peristaltizminin bundan olumsuz yonde etki-
lendigi diistiniilmiistiir. Ancak Hirschsprung hastali-
81, pilor stenozu gibi gastrointestinal obstriiksiyon-
larda ve ozellikle reflii megaiireterlerinde de CH'nin
azalmis olarak saptanmig olmasi bunun UVD olgula-
rina ozgii bir patoloji olmadigini, olasilikla ikincil
olarak meydana geldigini ve obstriiksiyonu daha da
belirginlestirdigini akla getirmektedir. Daha onceki
yayinlarda saptanan ve ¢alismamizda da gosterilmis
olan kollajen birikimi obstriiksiyona neden olan bir
diger faktor olabilir. UVD olgularinda pacemaker
aktivite ve sinir lifi dagiliminda yetersizlik oldugu
calismamizda agik olarak gosterilmistir. Ancak,
CH'nin UVD etiyopatogenezindeki roliiniin daha net
olarak anlasilabilmesi icin diiz kaslarla ve kollajen
varlig1 ile etkilesimlerinin ortaya konulabilmesi ge-
rektigini diisiinmekteyiz.
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