T.C.
GAZIANTEP UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
PATOLOJI ANABILIM DALI

TAVSAN MODELINDE UNILATERAL SUPRAVEZIKAL

OBSTRUKSUYONA BAGLI GELISEN RENAL HUCRE

APOPTOZISININ ANALIZI

UZMANLIK TEZ|

Dr. Ramazan UCAK

Tez Danigsmani: Doc.Dr. [brahim SARI

GAZIANTEP- 2000



T.C.
GAZIANTEP UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
PATOLOJI ANABILIM DALI

TAVSAN MODELINDE UNILATERAL SUPRAVEZIKAL
OBSTRUKSUYONA BAGL! GELISEN RENAL HUCRE

APOPTOZISININ ANALIZI

UZMANLIK TEZ]
Dr.Ramazan UCAK

Tez Danigmani : Doc.Dr. Ibrahim SARI

GAZIANTEP- 2000



Sayfa numarasi

iICINDEKILER

[ GIRISVE AMAG ... 1
H.GENEL BILGILER . ....oo oot 2

1.BOBREK EMBRIYOLOUJISI.......ocoooo 2

2. BOBREK ANATOMISI......covvovooiooooo 6

3.BOBREK HISTOLOJISI......o.oooooeoooioo 8

4. OBSTRUKTIF UROPATI......oovoeeeooooceoo 10

5.HUCRE ZEDELENMESI.........coooooiiioo 15

8. APOPTOZIS. . ... 17

7.APOPTOZISI BELIRLEME METODLARI VE TUNEL........35
NLGEREG VE YONTEM.........oo oo 37
IVBULGULAR. ... 41
VOTARTISMA oo 50
VESONUG ..o e 58
VILOZET .o 60

II



11

TESEKKUR
Gaziantep Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji Anabilim Dali' nda calistigim sure icinde
egitimime olan katkilarindan dolayr Anabilim Dali Bagkani Dog¢.Dr.ibrahim Sari ile tum

hocalarima ve calisma arkadaslarima tesekkuir ve saygilarimi sunarim.



ATN
EGF
GFR
GVHD
HE
ICE

KISALTMALAR

. Akut tubuler nekroz

. Epidermal growth factor
. Glomerular filtrating rate
. Graft versus host disease

; Hematoksilen-Eozin

. Inhibitér of converting enzyme

IFN-I'y : Interferon-l gamma
ILN-I a: interleukin -1 alfa

KUO
NOS
ou
PCNA
PDGF
RAS

. Kismi Ureteral obstriuksiyon

. Nitrik oksit sentetaz

. Obstruktif Gropati

: Proliferating cell nikleer antigen
. Platelet derived growth factor

. Renin-angiotensin sistemi

TGF-Bl : Transforming growth factor-beta |

TNF-a :

TNFR

TUNEL :

TUO
uuo

TUmér nekrotizan faktér- alfa

: TUmor nekrotizan faktdr reseptor

: Tam Ureteral obstriksiyon
. Unilateral Greteral obstrikstiyon

Terminal deoxytransferase-mediated bio-dUTP nick and labeling
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GIRIS VE AMAC

Apoptozis, 6zel bir hlcre 6lum sekli olup, kromatin yogunlasmasi ve DNA
fragmantasyonu ile karakterizedir. Organogenesis ve doku pblyUmesi sirasinda
gelisebilecegi gibi, patolojik uyarilar tarafindan da induklenir. ilk olarak 1972 yilinda
Avusturyal patolog John Kerr tarafindan tanimlanmustir. Apoptozis morfolojik bir
terim olup, "programii hiicre 6lum{" olarak aniimaktadir.

Bircok fizyolojik ve patolojik olayda rolii gésterilmis olan apoptozis, son yillarda
Uzerinde birgok arastirmanin  yapildi§i  genetik  bir olaydir. Gerek hicre
zedelenmesinde, gerek tUmdr patogenezinde, gerekse de birtakim fizyolojik
sUreclerde yeralmasi, apoptozisi ve buna yol acan mekanizmalari derinlemesine
arastirmak ihtiyacina yol acmistir. Bu amagla da bircok organda gerek deneysel
olarak, gerekse de insanda olusan hastaliklarin mekanizmalarinda, ne tar bir roll
oldugu arastiriimistir.

Bobrek obstrikstyonu ile olusan doku beslenmesinin bozulmas: da énemli
problemlerden birisidir. Akut veya kronik bir obstriikstyon sebebi sonucu bébreklerde
hafif veya ileri derecede olusan harabiyetin ve hiicre zedelenmesinin, geri déntsimli
olup olamayacagi, apoptozisinde bu slrecte aldigi rol ¢ok sayida arastirmada
irdelenmistir. Ayrica deneysel olarak yapilan bircok calisma da bébrek te kismi
velveya tam obstrikslyon sonrasi olusan apoptotik hicre yogunlugundaki farkhliklar
arastiriimistir.

Bu bilgiler 1siginda, apoptotik hicreleri gostermede yeni, duyarlili§i ve
Ozgunltgl gok iyi bir teknik olan terminal deoxytransferase-mediated bio-dUTP
nick and labeling (TUNEL) metodu Kullanilarak, kismi ve tam bobrek

obstruksllyonunda apoptotik hiicre sayisinda anlamli bir farklilik olup olmadidinin

tespiti amaglanmistir.



GENEL BILGILER

BOBREK EMBRIYOLOJISI

Insanda kalici bébrek birbiri ardindan ortaya ¢ikan 3 taslak ile olusur:;
1)Pronefroz

2)Mezonefroz

3)Metanefroz

Pronefroz:

3. haftada boyun bélgesindeki Urogenital plaklarda pronefroz kanalciklari bir
hlcre tomurcuklanmasi ile ortaya ¢ikar. Bu tomurcuklar ¢énce dorsale dogdru blydr ve
sonra Kor bir ugla kuyruk yonande kivrilir. Asagdiya dogru uzayan yapi kendinden
sonra gelen Urogenital plagin yaptigi ayni bicimdeki tomurcukla birlesir. Bu olay
segment segment tekrarlanarak neticede bir kordon olusur. Daha sonra kordon
icinde Iumen belirmesi ile pronefroz veya Wolf kanali ortaya cikar. Asadiya dogru
inen kanal kloakaya agilir. Pronefroz nefronunun olusmasi ile nefrotomun serbest
kalan dorsal pargasinda Bowman kapsulli olusur. Sonra kapsil icine damarlarin
girmesi ile glomerdl, korpuskulum renale ortaya cikar. Ventral parcasi ise coelom
bosluguna huni gibi kanalla baglanir.

Insanda pronefroz tam olarak olusmaz, son 2-4 segmentinde nefronlar tipik
olarak ortaya c¢ikarken, Ustte ilk olusaniar ise cabuk kérelir. Bu arada bircok
segmentte oldukga blyuk glomerlllerde olusabilir. 4.hafta sonunda pronefrozun

blyuk bolumd kérelirken bu yapidan sadece Wolf kanali arta kalir.
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Mezonefroz:

Rudimenter pronefrozun alt ucunda 4. haftada ortaya c¢ikan mezonefroz
taslagi 7. boyun segmentinden 4.lumbal segmente kadar uzanir. Pronefrozun atrofiye
olmastyla birlikte mezonefrozun gelismesi baslar.

Mezonefroz kanalciklart birbiri ardina siralanmis solid hucre yiginlari halinde
mesonefrojen blastemden meydana gelir. Mezonefrojen blastemden olusan
mezonefroz klrelerinin i¢i ¢ok ¢abuk bogalarak mesonefroz keseciklerine dénusur.
Her kesecigin Wolf kanalina bakan tarafinda kanalin indUksiyonu ile bir tomurcuk
belirir. Bu tomurcuklar pronefroz kanalina dogru uzanir ve onunla birlesir. Cok kisa
sUre sonra uzayip kivrilmalar gésteren bu yapida lumenlesme gérullr. Pronefroz
kanall ile baglantidan hemen sonra mezonefroz kesecikleri blyUr. Herbiri serbest
ucundan baglayarak Bowman kapsull, esas parga, orta parga, nihayet toplayici
borulari yaparak Wolf kanalina ac¢ilir. Bowman kapsuUlleri icine bu andan itibaren
aortun yan dallarindan biri girer ve glomerul olusur. Mezonefroz 2. ayin ortasinda en
blylk hacmine erisir. Bdylece asadi yukar! 15 segmentli bir bélgeyi kaplar. Bu arada
mezonefrozun radiks mezenterinin solunda yaptidi kabartilar plika mesonefrikalar
- olusturur. Ayrica mezonefrozun i¢ yaninda gelismekte olan gonad taslaklarinin
yaptigi 2. bir kabartidanda plika genitalis gelisir. Her iki yapi Urogenital kristay!
olusturur. Gonad ve mesonefroz taslaklari karin arka duvarina mezenterium
Urogenitale ile asilidir. Kisa sitre iginde mezonefrozun yukari ucundan baslayan
korelme ¢ok ¢abuk olarak asadiya dogru devam eder. Bdylece 3. aymn
baslangicindan itibaren mezonefrozun 7. boyun segmentinden 1.lumbal segmente
kadar olan bolumu kérelerek 5/6'si ortadan kalkar, geri kalan 1/6 parcasi genital
organlarin yapisina istirak etmek Uzere varhigini sdrdarar. Bu yapimin Gst ucu
epigenitalis, alt ucu da paragenitalisi yapar. Pronefroza ait ortaya c¢ikan ve

mezonefrozdada varligini surddren Wolf kanalinin alt béliminden daha sonra heriki

cinste Ureter tomurcugu gelisir.



Metanefroz:

Besinci haftadan itibbaren mesonefrozun gerilemesiyle kalici  bdbregi

olusturacak metanefroz gelismeye baslar. Metanefroz yapi materyalini 2 ayri yerden

alir:
1) Ureter tomurcugu:
Wolf kanalindan kéken alan bu bdlimde Ureter, pelvis renalis, kaliks renalis ve

toplayict borular olusur.

2) Metanefrojen blastem:
Bu olugsumdan ise nefron (Bowman kapsult ve tubuluslar) olusur. Dérdlncl

hafta icinde Wolf kanalinin arka duvarinda ve kanalin kloakaya acildidi yerin biraz
Ustlnde ¢ikinti halinde Ureter tomurcugu ortaya cikar. Ureter tomurcugu arkaya ve
yukariya dogru yUkselerek metanefrojen blasteme ulasir ve ona yapti§i indtkslyonia
metanefrojen blastemle her yénden sarilir. Bu arada Ureter tomurcugu ¢ok cabuk
yayilarak 2 tarafi olduk¢a basik kisa sapli bir kese bicimine ddntstr. Bu bélim
propelvis yani pelvis renalisin ilk taslagidir. Gittikge genisleyen propelvis énce biri Ust,
digeri alt 2 cikinti olusturur. Kisa slUre sonrada dorsal ve ventral ylzde de beliren
ikiser ¢ikinti ile duktus renkularis olusur. Bunlarda ileride kaliks renalis majorisi
olusturur. Duktus renkularisler metanefrojen biastem icinde yeniden catallanarak
herbiri 2 yeni tomurcuk yapar ve sekonder idrar tomurcuklarini olusturur. Yeni
tomurcuklarin gatallanmasi 12 kusak kadar strer. Bu arada 5. ayin sonuna dogru
ucta olusan gatallanmalar ile devamli olarak yeni kanalciklar olusurken ilk ortaya
¢tkan sekonder kanalciklarin 3-4 kusagr genisleyerek kaliks renalisleri yaparlar. Bu
durumda toplayici borular dogrudan dogruya buraya acilir. Daha sonrada toplayici

borular uzayarak, kaliks renalis minorislerin papillasini olusturur.

NEFRON

Metanefrozun nefronu mezonefrozdakine benzer bigcimde gelisir. Ureter

tomurcugunun catallanmasina uygun olarak metanefrojen blastemde devamli olarak



¢ogalirken ayni zamanda her yeni ¢atallanma ile olusan toplayict borularin ug
bolimulne sapka gibi oturur. Bir stire sonra metanefrojen blastemin toplayici borularin
Ustlne yerlesen bu klgUk paragasindan ayrilan hicre yiginlari toplayici dalcigin ug
boliminin sag ve sol kenarina yerlesir. Bir slire sonra da hlcre yiginiar
farklilagarak ufak keseciklere doéntglr. Keseciklerin ucu toplayici borulara dogru
uzanirken serbest ucu da ileriye dogru uzanir. Serbest ug bir stre sonra iceriye dogdru
bir gokuntl yaparak Bowman kapsulinan ilk taslagini olusturur. Diger uc ise toplayici
boru ile birlesir. Onceleri bu birlesme yerinde epitelyal bir zar varsa da daha sonra
yirtilir. Serbest ugta bulunan Bowman kapsull igine arter girerken kapsil ic
yapragina ait hlcrelerin bazilan dékular ve hicreler arasinda bosluklar olusur. Diger
taraftan arta kalan htcrelerin gévdesinden bu bosluklara dogru uzanan cikintilar
birbiri arasina girerek kapiller bazal membrani UGzerine otururlar. Ozellesen bu
hlcreler podositlerdir. Kapsll dis yaprag! ise erkenden yassi epitel haline dénisdr.
Kanalin toplayici boru ile birlesen ucu ise blyumesine devam eder. Ancak bulundugu
yer dar oldugundan zorunlu kivriimalar yaparak uzar ve tubulusun timind olusturur.
Yeni nefronlar ortaya ¢iktik¢a ilk olusaniar asagdida pelvise yakin bélimlerde kalir.
Bundan dolayr medulla sinirindan itibaren nefronlarin ortaya cikisi kortekse dogru
birbirine paralel tabakalar halinde olur. Gelisimini tamamiayan bébrekte birbiri Gizerine
paralel tabakalar halinde dizilen nefronlarin en eskisi pelvis renalise, en yenileride
bébrek ylzeyine yakin olanlardir. Dogumia birlikte bir bébrekte bir milyon, alti aylik
cocukta 1.6 milyon, 7. Yasta 1.5 milyon, 50 yasinda 1.3 milyon kadar nefron bulunur.
Embiryoda ve fetal hayatin bir béliminde bdbrek yUzu\, renkuluslarin smirlan belli
oldugundan loblu bir gérinimdedir. Sonradan bu belirli araliklar korteks materyali ile
dolar ve sinirlari tamamen kaybolur. Kalici bobrek baslangicta pelviste bulunur.
Birinci aydan sonra yukariya dogru yukselir. Fetal hayatin ilk yarisinda lumbal
omurlar hizasindadir. Daha sonra 11. kaburga hizasina kadar yikselir. Ancak
yeniden inmeye baslar ve 5.lumbal omuruna kadar gelir. Bébredin bu sekilde
yUkselisi ve inisi memelilere 6zgl bir durumdur. Bazen bébrek yukariya dogru
¢tkamaz, pelvis iginde yerlesmis olarak kalir. Bu duruma bagli olarak arteria renalis,
arteria iliaca internadan gikar. Sol bébrek, sag bébrede gére daha cabuk ve kuvvetli

olarak blyur. Sag bobrek ise soldakine gére daha yukari ¢ikar. Bébrek embriyonal



hayatin 2. evresinde iglevini tamamlar. Bdylece normal kosullarda intrauterin yasam
boyunca idrar, devamh olarak amnion sivisina verilirken bu sivi tekrar embriyo

tarafindan yutulur. Bunun sonucu doguma dogru idrar kesesi tamamen dolar ve

dogumdan hemen sonra da bosalir (1,2).

BOBREK ANATOMISI

Sag bébrek Ustte surrenal, dnde karacider ve hilum yakinlarinda duedonum ile
Vena Cava Inferior, altta kolonla komsuluk eder. Sol bébrek (stte surrenal,Uist dista
dalak, hilum dolayinda pankreas kuyrugu, 6n Ustte mide, altta jejenum ve kolonla
komsudur. Her iki bébrek arkada diyafragma, quadratus lumborum kasi ve psoas
kasina bitigiktir. Bébrek peritonla karacigerden ayrilir. Parietal peritonla perirenal
fasia sag bobregin Ust pollnde kalinlasir, hepatorenal ligamenti olusturur. Sol bébrek
dalakla olan komsulugunda peritonla perirenal fasia kalinlagir. Splenorenal ligamenti
olusturur. Tum bu ligamentler avaskulerdir.

Renal hilumda 6nden arkaya dogru renal ven, renal arter, pelvis renalis vardir.
Renal pelvis 5-7 ml kapasiteli konik bir yapidadir. Pelvis 2-3 ana majér kalikse,
bunlarda papillalarda sonlanan birgok minor kalikse ayrilir. Kaliks boynu infindubulum
olarak adlandirilir. Pelvis kimi zaman tumtyle bébrek sintistinin icindedir (intrarenal).
Kimi zamanda kalikslerin uzun olmasi nedeniyle timUyle bébrek disindadir
(ekstrarenal).

Bobrek parankimi korteks ve medulla olmak Uzere 2 bélumdir. Medulla 8-18
adet ¢izgi géruntmil piramitten olusur. Piramitlerin tabani kortekse bakar. Tepeleri
papilla adini alir ve minor kalikslere agilir. Papilla ylzeyine 7 ana kollektor kanal acilir
(Bellini kanallar1) ve bu gérinim nedeniyle area kribroza adini alir. Piramidlerin
tabanindan korteks igine dogru cizgiler uzanir (stria  medullaris kurtis-ferrian
uzantilari). Renal piramitlerin kesit ylzu birbirine parelel seyreden Henle kollari,

kollektdr kanallar ve vasa rectalar nedeniyle ¢izgi gériniimindedir.



ARTER SISTEMi :

Varyasyonlarin ¢oklugu nedeniyle vaskuler yapida kesin bir standart yoktur.
%70 aortadan tek sag ve tek sol renal arter olarak c¢ikar. Aksesuar renal arter
olasilig! %30 dur. Bunlar ana arterin alt yada Ustlinde ona parelel seyrederek hiluma
girerler. L2 seviyesinde renal arter ve ven, aort ve vena cava inferiordan (VCI)
cikarlar.

Sag renal arter daha uzundur ve VCI caprazlar. Renal arter Ustte adrenale
A.suprarenalis inferior dalini verir. Ayrica renal kapstle ufak dallar verir. Renal arter
%75-80 dallarini arterin 1/3 distalinde yada renal sinuste verir.

Segmental arterler sunlardir; A.segmentalis superior, anterior superior,
anterior inferior, inferior, posterior. Bunlar bébre@i 5 vaskuler bélime ayirirlar.
Segmental arterler arasinda anastomoz yoktur. Segmental arterler her piramid icin
lober arter olarak devam eder ve bunlar 2-3 interlober artere ayrilip piramidler
arasinda devam eder. Kortikomedullar béigede interiober arterler piramid tabanina
parelel seyrederek arkuat arter adini alir. Arkuat arterden bircok interlobuler arter
¢ikar. Bir piramidin arkuat arteri ve interlobuler arteriyle dider piramidinkiler arasinda
anastomoz yoktur.

Interlobular arterler dik olarak kortekse dogru uzanirlar. interlobuler arterlerin
ana dallari afferent glomeruler arteriolu olusturur ve bunlar bir yada cok sayida
glomertle dagilirlar. GlomerUler kapiller yumagi olustuktan sonra cikan efferent
arteriol peritubular ag yaparak proksimal ve distal tubulu sarar. Bu kapiller pleksus
vendz kapillerle birleserek interlobuler venlere dékiltr. Medullanin beslenmesini
vasa rektalar saglar. Bunlarin ¢cogu jukstaglomeriler yapilarin efferent arterioliinden
(Vasa rekta spuriae) az bir kismida arkuat yada interlobuler arterlerden dogrudan

cikar (Vasa rekta verea). Bunlar iskemik yada toksik olaylarda kisa devre yaparak

medullay korurlar.



VEN SISTEMi :

inter lobuler venler arkuat venlere dékulUr. Arter sisteminin aksine arkuat
venler arasinda anastomoz vardir. Arkuat venler interlober venlere acilir ve buniar
ana dallan sonucta renal veni olustururlar. Interlobuler venler, supkapsuiler venéz
pleksusu saglarlar.

Bobrek ve cevresinde 3 lenfatik sistem vardir. BluyUk pleksus parankimde
renal kolumnalarda damarlari takip eder ve renal sinusta birgok lenfatik trunkus
yapar. Supkapsuler pleksus kapsul altini drene eder ve hilumda dider pleksus ile
birlesir. Perinefritik pleksus ise supkapsuler pleksus ile baglantili ancak bagimsiz

olarak kugUk kanallarla lateral aortik nodullara acilir (3).

BOBREK HIiSTOLOJiSi

Bébrek histolojisini sematik olarak toparlayacak olursak esasen su yapilar
icerdigi séylenebilir:
1-Glomertl
2-Jukstaglomerutler apparatus
3-Proksimal tubul
4-Henlenin ince kulpu
5-Distal tubuil
6-Birlestirici tubul
7-Toplayict kanal
8-Ara madde
9-Damar yapilari
10-Lenfatikier
11-Sinir kompleksi
Bobrek ylzeyi kapsul ile ortiimus olup, bu kapsul dista fibréz kapstl, icte bu
fibréz kapsul altindaki ince kapsil olmak Uzere 2 tabakalidir. Bébrekte esas olarak 2
ayri boélge gdzlenir:
1) Korteks 2) Medulla



Korteks, icindeki meduller gizgilenmelerin, korteks icinde duz ¢izgiler halinde
ilerlemesiyle ve bunlar arasinda kivrintili bir bélgenin bulunusu nedeniyle 2 farkli
yapidadir. Medulla tabakas ise dis ve i¢ bdige halinde piramidde 2 kisim olarak
izlenir. Loblar arasi bdlme niteligindeki tubulus demetleride "Bertini" kolumnalar: diye
adlandirilir.

Bobrekteki en kiguk fonksiyonel birim olan nefron; malpighi cisimcigi ve
tubuluslardan olusur; Malpighi cisimcigi glomerul ve Bowman kapsutlinden olugur.
Bowman kapsUll ise 2 yapraktan olusur; Visseral ve parietal laminalar. Arada
Bowman boslugu mevcuttur. Visseral yaprak, kapiller ag ile yakin iliskide olup,
podositlerden (ayaksi c¢ikinti) kurulmustur. Parietal yaprak yassi epitel halinde
kKapsultn dis yapragini olusturur. Bir bébrek cisimciginde 2 kutup dikkati ¢eker,
damar kutbu ve bunun karsisina rastiayan bélge, idrar kutbudur. Bébrek glomertlunu
olusturan kapillerin duvar yapisindaki endotel pencereli tipindedir. Bu fenestralarin bir
béIimG diyaframh, bir kismi ise genis porus niteligindedir. Glomerul bazal
membraninda ise U¢ tabaka mevcuttur. Ortada lamina densa, iki tarafinda lamina
rara interna (kapiller endotel altina gelen kisim) ve eksterna (visseral epitel altina
gelen kisim) yeralr.

Jukstaglomerller apparatus, nefronda damar kutbu kontrol mekanizmasi
niteliginde biraraya gelmis yapilardan olusur. Bunlar; arteriolo afferens duvarinda
epiteloid hucreler, makula densa, afferent ve efferent arteriol acgisi iginde yerlesen
hdcre grubu (Lacis hicreleri) dur.

Bu hicreler ekstraglomerller mezangium htcreleri olarak ta tanimlanir. Glomerdl ici
mezansial hicreler ile iligskide oldugu distnUimektedir.

Tubuluslar 4 ana pargaya ayrilir: Proksimal tubulus, henle kulpu, distal tubulus ve
kollektér tubulus.

Proksimal tubulun iki kismi vardir: Pars convolute ve pars recta.

Pars convolute, nefronun en uzun bélumudar. Kivrimh olup, glomerti
yanindaki kesitlerin ¢codunlugu bu tubuluslere aittir. Tubulus duvarindaki tek katli
piramidal sekilli hicreler, limen tarafinda fircamsi kenarli veya mikrovillilidir. Ayrica,
bu hlcrelerin bazal ylzeylerinde plazma membraniar kivrimli  bir bazal labirent

olusturmustur. Proksimal tubulus epitel hicreleri lateral ylzleri ile de siki baglantilar
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yapar. Boylece gerektiginde bazalde ve lateralde interselliier kompartimanlarda
genislemeler saglarlar. Proksimal tubulin bu 6zel yapisi, filtratin %80-85 geri
reabsorbsiyonunu sadlar. Tubullis hicreleri pinositoz ile proteinlerin  alinisini
gerseklestirir. Proksimal tubulus hticreleri, yuvarlak nukleuslari ve bazalde labirent
arasinda siralar olusturan uzun krista tipli mitokondri yapilari ile dikkati ceker.
Supranikleer golgi kompleksi ile peroksizomlar bulunur. Peroksizomlar hidrojen
peroksidaz metabolizmasi ile ilgili enzim icerirler. Proksimal tubulusler rezerpsiyonun
yaninda, bazi sekresyon aktiviteside gésterirler.

Pars rekta, esas parganin medullay) gecen kismi olup, Henle kulpunun ince
koluna kadar devam eder. Hucreler, proksimal kivriml kisimdakine benzer, ancak
biraz daha alcaktir.

Henle kulpu, inen ince kismi 20-40 mikron capli olup, incelmis yassi epitelle dosehd!r
Cikan kalin kismi ise distal tubulusa gecis parcasidir.

Distal tubulus, yUzeyinde az sayida mikrovillus iceren ve lUmene bakan prizmatik
epitelle déselidir ve fircamsi kenar tasimaz. Bazal labirent mevcuttur ancak proksimal

tubulusa nazaran daha az kivrimli yapidadir.
Birlestirici tubulus ise nefronu toplayic sisteme badlar, prizmatik epitel toplayici kanal

epiteli halinde devam eder.
Toplayici kanallar farkli korteks bélgelerinden baslayan, bébregin toplayici sistemidir.
Kortikal ve meduller toplayici kanallarin epitelinde agik ve koyu hucre tipleri ayirt

edilirken, meduller toplayict kanallarda epitel yUkselmeye baslar (3-6).

OBSTRUKTIF UROPATI

Normal idrar akiminin engelenmesiyle ortaya cikan yapisal ve fonksiyonel
degisikliklerin timlne verilen bir tanmimlamadir. Obstriksiyon, dretral meatustan
bdbrek tubuluslarina kadar uzanan genis bir alanin herhangi bir yerinde olabilir.
Obstriksiyonun siddeti, seviyesi, siresi ve beraberinde mevcut olan enfeksiyon
oldukga 6nemlidir. Infravezikal obstriksiyonlarda genelde Uriner sistemin bilateral

etkilenmesi ve kronik bobrek yetmezligini dogurabitecek ileri sonuclar s6z konusu
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iken, supravezikal obstriksiyonlarda daha ziyade tek tarafli bdbrek kaybi ile
sonuglanir.

Obstriksiyon sistemin  proksimalini  etkileyerek Uriner staz ve basing
yUkselmesine neden olur. Basing kan akimini azaltarak hiicresel atrofi ve nekroza yol
acar. Uriner dilusyon disindaki tum boébrek fonksiyonlari progresif olarak azalir.
Obstriksiyonun derecesi ve slresinin uzamas: bébrekte doku destriksiyonuna yol
acar. ik sistematik bilimsel calismalar 1900' U yillarin basinda Frank Hinmann
tarafindan baslatdmistir. 1919 vyilinda yapilan hayvan deneylerinde unilateral
obstriksiyonun birinci haftada patofizyolojik degisikliklere yol agtigi ve 60 gin
sonucunda bile kismi histolojik dUzelmenin olabilecedi gésterilmistir.

Olayi algoritmik bir sistematikte analiz edebilmek icin degisik siniflamalar

yaptimaktadir (Tablo 1).

TABLO 1 : Obstriiktif tiropatinin siniflandiriimasi

NEDEN Konjenital Akkiz
SURE Akut Kronik
DERECE Komplet inkomplet
SEVIYE Infravezikal Supravezikal
ETKILENME Unilateral Bilateral
ETKININ OLUSU Ekstrensek intrensek

B Intraluminal

Supravezikal obstriksiyoniarin analizini daha cok intrensek ve ekstrensek
sebebe gdre yapmak uygun gérlimektedir. intrensek nedenleride: intraluminal ve
intramural olarak ayirmakta yarar vardrr. Gen¢ erkeklerdeki intraluminal
obstruksiyonun en sik nedeni Uriner sistem tag hastaligidir.

Obstruksiyonun intramural nedenleri ise fonksiyonel ve anatomik olmak zere
ikiye ayriimaktadir. Fonksiyonel bozukluklar ise daha cok néromuskilerdir.

Vezikoureterel reflll ve adinamik Ureteral segmente bagl olanlar buna érnektir,




Obstruktif Gropati yapan ekstrensek sebeblerde obstriksiyonun orijinine gére
siniflandinlabilir. Ekstrensek lezyonlarin goguniugu reproddktif sistemden orijinlidir.
Hamilelik en sik goérllen sebebi olup, sag Ureter daha sikhikla etkilenir (7-9).

ETYOLOJI :
Uriner sistem obstriksiyonlarinin etyolojik analizinin, konjenital ve akkiz olarak

iki grupta ve diger siniflamalarin esliginde yapiimasi uygundur.

Konjenital anomaliler Uriner sistemde diger organ ve sistemlere nazaran daha
sik goérulir. Bunlar daha ¢ok erken yasta Uriner obstriksiyon nedenidir. Siklikla kronik
inkomplet obstriksiyona yol agarlar. Ancak sonradan eklenen enfeksiyon ve gelisen

Kingler veya 6dem bu durumu akut komplet obstriakstyona dénustUrebilir (7-9).

BOBREKLERDE DOGMALIK OBSTRUKSUYON YAPAN NEDENLER :

1-Bobrek taslari

2-Gros hematuriye bagii kan pihtilari
3-Renal papiller nekroz,

4-Pelvis renalis tumaoru

5-Intratubuler kristal depozisyonu
Uriner obstriksiyon tim yas gruplarinda oldukca sik karsilasilan bir antitedir.

Post mortem calismalarda hidronefroz insidansi %3.5-3.8 oraninda ve her iki sekste
esit dagiimda bulunmustur. Cocuklarda yapilan otopsilerde %2' sinde hidronefroz
tespit edilmistir. Uriner sistem tas hastaligi en sik gériilen obstriksiyon nedenidir.
Erkeklerde kadinlara nazaran Ug¢ kat daha fazla gérular. ileri yas grubunda ise BPH

ve prostat karsinomuna bagl olarak erkek sekste insidans belirgin olarak artar (7-9).

OBSTRUKTIF NEFROPATI ve ISKEMIDE PATOLOJIK BULGULAR

Obstriktif nefropatide interstisyel fibrozis, atrofi ve progresif interstisyel l6kosit
infiltrasyonu gelisir. Bu renal gelisim ve bUyUmeyi, bébrek maturasyonunu etkiler.
UUO' a bagli kronik obstriktif nefropatide karekteristik fonksiyonel ve yapisal
degisiklikler gézlenir. Ureteral obstriiksiyon sonrast ilk birkac giinde GFR'da ve renal
kan akiminda azalma, interstisyel &dem, Idkosit infiltrasyonu gérilar. Zaman

uzadik¢a hidronefroz ve doku kaybr gelisir, belirgin tubuler atrofi, interstisyel fibrozis



ve interstisyel inflamasyon olusur. Ancak bu degisikliklerin patogenezi tam olarak
anlagilamamistir.  Baslangictaki calismalarda bu degisiklikler  arteriolar
vazokonstruksiyona, daha sonraki calismalarda ise lokal olarak sentez edilen
sitokinlere baglanmistir. Bir gérlise gére hucre proliferasyonu ve hucre 6lama
arasindaki dengenin bozulmast sonucu bu degisiklikler olusmaktadir. Renal hiicre
d8lumu nekroz veya apoptozisle olur. Renal akut tubuler nekrozda oldugu gibi,
nekrozun baskin oldugu olaylarda normal bdébrekteki hicre 6lumid ve renal
hastaliktaki hicre kaybi apoptozis sonucu meydana gelir. En énemli gézlemlerden
birisi tubuler hlcre apoptozisi ile tubuler hicre proliferasyonunun parelel
seyretmesidir. Apoptotik degisiklikler genelde tubuluslarda olmaktadir, glomerdiler bu
olaydan pek etkilenmemektedir. Apoptotik hicreler, proksimal tubuluslarda daha
fazla olmak Uzere distal tubuluslar ve toplayict kanallarda da izlenmektedir (10-14).

Renal hipoperfizyonda tubuler ve endotelyal hiicre harabiyeti ve tamirini
iceren adaptif yanit gértltr. Bu sUregte morfolojik degisikliklerin spektrumu genistir;
atrofi, fokal nekroz, epitelyal rejenerasyon, apoptozis, inflamasyon, intertisyel fibrozis
ve trombozis. En giddetli harabiyet normal dolasimin 6zelliginden dolay! dis medulla
tabakasinda gérulmektedir. Renal iskeminin en belirgin etkileri tubuluslarda gérildr,
tubuler epitelyal hlcreler yiksek oranda transport aktivitesinden sorumiudur. Bu islev
mitokondrial ~ fonksiyonla desteklenmektedir.  Oksijen azalmast mitokondrial
fonksiyonu siddetli olarak etkiler (13).

Tubuler harabiyetin mekanizmas! konusundaki yogun calismalar epitelyal
hlcre kaybinda 3 mekanizmay! éne ¢ikarmistir: nekroz, hiicre batinlugunin kaybi ve
apoptozis (11,13). Iskeminin yaygin bulgusu tubuler bazal membran raptarGdar.
Nefron tutulumu olasilikia daha sonra gelir. Daha sonrada cevrede lokal inflamatuar
yanit olugur. Akut renal iskemi sonrast oksijen metabolitierine maruz kalan dokuda,
apoptozis te stimule olmaktadir. Apoptoziste olayin ve fagositik mekanizmanin hizli
olmas! inflamatuar veya fibrotik yanita neden olmamaktadir. Sonuc olarak renal
iskemiye bagli zedelenmede tubuluslar ve kan damarlarn esas hedeflerdir ve
genellikle en giddetli dis medullada gézlenmektedir (13).

Kronik renal iskemideki atrofi mekanizmas! tam aydinlatilamamistir. Tubuler

atrofi tubuler epitelyal hucrelerin kaybi veya klcUimesiyle olmaktadir. Apoptozis
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progresif iskemik atrofide olast bir mekanizmadir (10-14). Iskemik akut renal
yetmezlikte, sadece hlcre 4lUmU (nekroz veya apoptozis) dedil, geri déntsimid
fonksiyon kaybina neden olan hicre zedelenmeleride izienmektedir. iskemi veya
hipoksi sirasinda olusan renal tubuler hicre zedelenmesinin patofizyolojisinde,
intrasellller kalsiyum, kalsiyum bagimli enzim Calpain, Fosfolipaz —A2 ve nitrik oksit
sentetaz (NOS)'in rolt tanimlanmistir (13,14). insanda renal tubuler hiicre hasari
subletaldir, siklikla da hiicrelerde vakuollzasyon ve sisme, hiicre yizey degisiklikleri
ve hlcre kaybi goértiar. Akut renal yetmezlikteki oliguri, tubuler obstriksiyona
patofizyolojik olarak énemli bir kanittir. Erken dénemdeki ¢alismalarda iskeminin ilk
saatinde proksimal tubuler basingtaki dramatik artis gésteriimistir (14). Sonug olarak
atrofi, kronik renal i»skemilerde yaygin bir bulgudur. Tubuler hiicre kaybinda apoptozis
rol almakla birlikte iskemik nekroz ve hiperplastik rejenerasyon sonrasinda
homeostatik bir mekanizma olarak ¢ne strlimektedir (10-14). Sekil 1' de iskemik

akut renal yetmezlikte muhtemel patojenik mekanizmalarin ézeti verilmistir,
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Sekil 1 : iskemik akut renal yetmezlikte muhtemel patojenik mekanizmalar

(Robbins, Pathologic Basis of Disease)
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HUCRE ZEDELENMESI

Hucre, yapisi ve fonksiyonu, metabolizmasi, farklilasmasi ve 6zellesmesiyle,
genetik programiyla muazzam bir isletme olarak disuntlebilir. Ne varki hcre,
disaridan veya igeriden fizyolojik veya patolojik uyaranlarca etkilenmektedir. Bu
uyaranlarin giddeti ve stresi hticrenin adaptasyon stresini asarsa hiicre zedelenmesi
ve hicre élumu geligir. Hlcre zedelenmesine yol agan nedenleri séyle siralayabiliriz:
1-Oksijen azalmasi |
2-Fiziksel etkenler
3-Infeksiydz etkenler
4-imminolojik reaksiyonlar
5-Genetik bozukluklar

6-Beslenme bozukluklart
Bu uyaranlara kargin hicre kendisini korumak ve islevierini strdirmek icin bir takim

dlzenlemeler yapar, buniar bir zincirin halkalar gibidir;
1-Adaptasyon (Hipertrofi,atrofi)

2-Geri dénusiml( zedelenme

3-Geri dénlsumslz zedelenme

4-Hucre 8lumu (Nekroz yada apoptozis)

Normal hiicre, adaptif hiicre, zedelenmis hicre, geri déniisimsiiz zedelenmis hiicre
yada 6lU hucre sinirlart kesin olmayan surekli islevsel ve yapisal evrelerdir.

Hlcre 6lumanin iki temel paterni nekroz ve apoptozistir.

Nekroz, hlicre 8lmUnan en yaygin tipidir. iskemi, kimyasal zedelenme veya ekzojen
uyaranlar ile siddetli hiicre sismesi, riptlrd, sitoplazmik proteinlerin parcalanmast ve
organellerin yikimi olusur. iskemiye maruz kalan hiicrelerdeki membran harabiyetinin
mekanizmalar: Sekil 2'de 6zetlenmistir.

Apoptozis ise kontrolll bir élum programi olarak tarif edilebilir. Nekroz ile

mekanizmalar farkli oldugu gibi morfolojik ézelliide esasen kromatin yigiimi ve

parcalanmasidir (15-17).
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NEKROZ

Zedelenmis hiicrede enzimlerin etkisiyle hiicrenin parcalanmasi nekroz adin|
alir. Nekrozdaki degisikliklerin temelinde 2 olay vardir: Hiicrelerin enzimatik sindirimi
ve protein denatlrasyonu. Proteinlerin denatirasyonu (koagtlasyon nekrozu) veya
enzimatik sindirimin (likefaksiyon nekrozu) baskinligina gore iki tur nekrozdan birisi
gelisir.

Koagllasyon nekrozu, koaglile hicrenin en azindan birkac gun sure ile ana
hatlarini korumasidir. Zedelenme veya ilerleyen asidoz yalnizca yapisal proteinleri
denatlre etmez fakat ayni zamanda enzimatik proteinleri de denatire eder ve
bdylece hicrenin proteolizisi bloke olur. Koagtlasyon nekrozu, beyin disinda hipoksik
Olu hucrelerin karakteristik nekrozudur. Myokard infarktiisti buna en lyi érnektir.

Burada asidofilik, koagule, gekirdeksiz hiicreler haftalar boyunca kalir.
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Likefaksiyon nekrozu, otoliz veya heteroliz sonucu olusur, fokal bakteryel
enfeksiyonlar igin karakteristiktir. Merkez sinir sistemindeki hipoksik htcre 6lima
likefaksiyon nekrozuna érnektir.

Enzimatik yag nekrozu, 6zel nekroz bi¢imi degildir. Yag dokusunun anormal

aktive pankreas enzimlerinin pankreas dokusu ve periton bosluguna serbestlesmesi

ile olusan fokal yag harabiyet alanlaridir (15-17).

APOPTOZIS

llk olarak 1972 yilinda Avusturalya'l patolog John F. Kerr tarafindan
tanimlanmis olup, daha sonra Wyllie ve digerleri tarafindan morfolojik, biokimyasal
ve genetik galigmalarin ilerlemesiyle detayl olarak tariflenmistir. Apoptozis terim
olarak Yunancada kaybolmak (Falling off) anlamina gelmektedir. Simdilerde
“Programli hlcre &6lim0" olarak aniimaktadir. Apoptozis genetik bir olaydir ve rol
aldigi tespit edilen durumiar sunlardir :
1-Gelisim surecinde
2-Dokuda denge mekanizmas:i olarak
3-Immuin reaksiyonlardaki gibi savunma mekanizmasi olarak

4-Hastallk veya bagka etkenlerce hiicre zedelenmesi oldugunda

5-Yaslanmada
Normal gelisim :

Memeliler ve alt tarler gelisim sUrecinde ortak &zellikler tasir.  Olumin
gelisiminde olusan degisikliklerin arastinldigi calismalarda kullanilan C.elegans
nematodu ile gelismis hayvanlarda apoptozisin genetik kontrol ortak ézellikler tasir.

Ornedin ICE (Konverting enzim inhibitdrd) ve bcl-2 nin, C.elegans'taki homologlari

ced-3 ve ced-9 genleridir.
Metamorfoz slirecinde, kigUk vertebralilardaki larval organlarin kaybi, 6rnegin

Kurbaga yavrusundaki kuyrudun kaybi, morfolojik olarak tipik bir apoptozis sonucu
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olusur. Vertebralilardaki normal gelisim sirasinda olan programli htcre 6limu yinede
klasik apoptozisten farkh yonler icerir.

1966' da Saunders, amniota embriyolarinda interdigital dokunun yogun fakat
kontrolll bir hiicre olumu ile kaybi sonucu el ve ayak parmaklarinin ortaya ¢iktigini
gdstermistir. Gerileyen dokulardaki morfolojik c¢alismalarda apoptozisin DNA jel
elektroforezinde  bulunan intermikrozomal DNA pargalanmasi ile Kkorelasyonu
gdsterilmistir. Vertabralilarin sinir sisteminin gelisimi  sirasindaki htcre élumuade
yogun olarak arastiriimistir. Astrositler, oligodentrositler ve néronlarda da apoptozis
olugsmaktadir. Sinaptik baglantilar olustuktan sonra néronlarin %50 den fazlasi
dlmektedir. insan retinasinda gelisim sirasinda apoptotik hticre 8lumu i¢ nukleer,
ganglion hicreleri ve subventrikller katlarda gértlr, ki bunlar infiltre makrofajlardan
cok retinal hicreler tarafindan fagosite edilir.

intrauterin yasam boyunca, memeli intestinal mukoza epitelyal hucreleride
apoptozise gider, takiben ltimen gelisir ve villuslar olusur. Cogu apoptotik cisimcikler
cevre epitelyal hiicrelerce fagosite edilir, bazilarida lumene dékular. Rat bobreginin
normal gelisiminde, metanefrik mezenkimal hlicreler de programli olarak apoptozise
gider, eger yeterli olmazsa Ureterik tomurcuklar halinde kalir.

Apoptozis immUn sistemin gelisiminde de anahtar rol oynar.Timusun
gelisiminde immatur T hicrelerinin Uzerindeki, kendi antijenine cevap veren T hicre
reseptdrlerinin olusumunu saglarken, apoptozis ile eliminasyon gerceklesir.

B hicrelerinde de olasilikla, apoptozis sonucu, otoreaktif B hlcrelerinin kaybolmasi

gerceklesir.
Hicre farklilagmasinin sonlarindaki atipik apoptozis :

Bazi dokularda hucreler nihai farklilasmaya giderken apoptozisin tum
ézelliklerini icermezler. Orne@in normoblast nikleusunda DNA bélinmesi ile birlikte
yogunlasmada olusur. NUkleusu bir uca yerlesen hicrede sitoplazmik ince bir rim
plazma membranini ¢cevreler. Nikleus ile hicrenin geri kalan kismi arasinda gelisen
ayriilma sonrasinda nukleus makrofajlarca fagosite edilir ve ardindan saglam eritrosit

olusur. Tavuk lenslerinin gelisimi sirasinda da primer lens fibril hlcre nuUkleusu
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piknozise gider ve nukleozomal pargalardan DNA'nin ayrismasi sonrasi dojumdaki
lens merkezinde nukieussuz doku gérintist olusur.

P53 retinoblastom proteinterinin, fibril gelisimlerindeki dengeli islevleri ile
uygun zaman ve lokalizasyonda apoptotik ntkleer degisiklikler olusur.

Apoptozisin &ézel bir formunda da deride granuler tabakadaki keratinositler,
sonucta skuam haline gelirler. Burada klasik apoptotik nukleus morfolojisinde
hiicreler gérulir. Ancak normal apoptozisteki gibi tomurcuklanma ve hiicresel ayrilma

yerine, deri ylizeyindeki yassilasmis nikleussuz keratinosit tabakas| meydana gelir.

Erigkin dokulardaki normal hiicre déngiisii :

Hlcrelerdeki spontan apoptotik kayip, yavas ve hizli cogalan memeli hicre
populasyonlarinin bir ¢ézelligidir. Post mitotik hicrelerin baskin oldudu dokularda
ornegin beyin ve kalpte apoptozis normalde gdzlenmemistir. Yavas cogalan
dokularda érnegin karaciger, prostat, pankreas, parotis bezinde normal dokuda az
sayida apoptotik cisimcikler bulunur. Karacigerde terminal hepatik vendlun
yakinlarinda zon 3' te hemen daima apoptotik cisimcikler bulunur. Eriskin rat adrenal
glandinda, 2/3 i¢ tarafinda, serum ACTH dizeyleri ile kontrol edilen apoptotik hucre
kaybi g&sterilmistir. Apoptotik cisimcikler daha cok retiktler alanda gérulmastar.
3-OH nick and labeling yéntemi ile de retikliler tabakada baskin oldugu gdsterilmistir.
Kortikosteroid uygulamasi ile endojen ACTH'nin baskilanmasi sonucunda
adrenokortikal hiicre apoptozisinde blyik artislar meydana gelmistir ve bu eksojen
ACTH verilmesi ile tekrar diizeltilmistir.

Hizli gogalan dokularda 6rmedin GIS (gastrointestinal sistem) epitelinde,
proliferasyon ve apoptozis giizel bir denge olusturmuslardir. ince barsakta apoptotik
hcreler sikiikla villuslarin ucuna dogru yerlesir ancak bazilarida intestinal Kriptlerdeki
proliferatif bolimlere yakin yerlesir. Kolonda ise epitel icinde daha az da lamina
propriada, kriptlerin Uzerinde yerlesir. Barsak icindeki epitelyal hicre kaybi, yluksek

seviyedeki epitelyal hiicre proliferasyonu ile dengelidir.
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Seminifer tublllerdeki spermatogonialarda apoptozis gdzlenmekte olup,
nadiren spontan spermatosit ve spermatid éliminde klasik nekroz olay! glindeme
gelir.

Lenf nodlarinda, germinal merkez hucrelerinde  yuksek oranda &lum
mevcuttur, sag kalan hucreler  antijen baglama yetenegine goére segcilirler.
Segilemeyenler apoptozise ugrar. Germinal merkezdeki makrofajlarda apoptotik
cisimcikler sitoplazma icinde hafif bir sillet olustururlar.

Megakaryositler, sitoplazmalarindan plateletleri olusturduktan sonra kalan

kisimt kemik iliginde apoptosiz ile kaybolur. Bazi tir nétrofillerde de apoptozis izlenir.

Erigkin dokularda siklik hiicre kaybi :

Bircok hlcre popllasyonu blyime hormonunun etkisi altindadir. Blyime
hormonundaki azalma, hicrelerde delesyona sebeb olur. Bu hicrelerin kaybida
apoptozis ile gerceklesir.

Erigskin memesinde, menstriiel sikiusun 25.glininde kanal epitelinde mitozis
maksimum seviyededir. Buna parelel olarak 28.ginde bu hlcrelerde apoptozis
maksimum seviyeye ulasir.Bu alandaki apoptotik hiicreler komsu epitelyal,

myoepitelyal, intraepitelyal makrofaj hlcreleri tarafindan fagosite edilir. Bu islem

apoptotik hlcreler limene dagiimadan gerceklesir.
Bcl-2 ile boyamada menstriel siklusun sonunda boyanmada ciddi bir azalma

gozlenir, bu sirada apoptoziste bir pik meydana gelmistir.Gec sekretuar,
premenstriel fazda endometrium epitelinde apoptozise bagdl azalma gézlenir.Ayni

degisiklikler hamster endometriumunda da izlenir.
Neonatal periyotta ACTH sirkilasyonunda azalma ile rat adrenal korteksinde

kayip vardir.Dogumdan sonra i¢c adrenal korteks katinda apoptotik cisimcikler

gorulmektedir.
Laktasyondaki meme de, sltten kesilmeden itibaren hizla involusyona ugrar.

Bu da sirkilasyondaki prolaktin seviyesindeki azalmayla baglantilidir. Farelerde

baslangi¢ involUsyonu ¢ok hizli gelisirken ¢ok sayida apoptotik epitel hucreleri gland

l[imenine yayilir.
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intraepitelyal makrofajlar  tarafindan, myoepitelyal-epitelyal  apoptotik
cisimciklerin fagositozunda artis vardir. Ratlarda degisiklikler daha kademeli olup,
apoptotik hicrelerin Ilimene yayilmasi belirgin degildir.

Her iki grup hayvanda da endotelyal hicrelerin apoptozisi, kapiller sistemin
gerilemesi sonucudur, olaya glandiler doku kaybida eslik eder. internikleozomal
DNA parcalanmasi faredeki involisyonda , apoptozisin karakteristik 6zelligidir.

Dogumda var olan ovarian foliktllerin %99'dan fazlasi atreziye ugrar. 3-OH
end labeling yéntemi kullanilarak apoptozisteki DNA fragmantasyonu gésterilebilir.
Tavuk overlerinde atrezik foliklllerde bu karekteristik degisiklikler gésterilebilmigtir.
Postovulatuar folikillerde DNA pargalanmasi mevcuttur, fakat preovulatuar
foliklllerdeki DNA intakt kalir. Grantlosa hicreleri apoptozise ugrarken, teka
hicreleri ovarian stroma tarafindan yavas yavas absorbe edilir. Koyun ovarian
hcrelerinin atrezisinde, teka interna hlcreleri apoptozisle yok olur.

Sa¢ killarinda da dis tabakadaki epitelyal hicrelerde apoptozis goruidr.
Apoptotik cisimler komsu epitel hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Dis bUyUmesinde,
gevredeki dokularin reabsorbsiyonuda apoptozise érnektir.

Patolojik atrofide de hicrelerdeki degisiklikler apoptozise benzemektedir. Rat
prostatinda kastrasyonu takiben sirklilasyondaki hormonlarin azalmasina bagli olarak
atrofi olusur. Kanal obstriksiyonuna bagli ekzokrin  bezlerin  atrofisinde,
hidronefrozdaki renal atrofide, bébrekte orta dereceli iskemide apoptozis olusur.

Sitotoksik T hicreleri, K hicreleri, Naturel killer hiicreler tarafindan indlklenen
hicre 6limua apoptozisin bir formudur. Bu tir élimler hicresel immdnite bagimlidir.
Duyarlanmis T hUcreleri tarafindan hedef organdaki apoptoziste sitoplazmik
proteaziar aktive olur. Bu aktivasyonda birgok mekanizma gérev alir. Bunlar, Fas
reseptdrleriyle baglantilidir. T hicrelerinin rol aldigr apoptotik hiicre 6lumu, transplant
rejeksiyonunda, graft versus host reaksiyonunda, akut ve kronik hepatitte, primer
bilier sirozda, liken planusta géruldr.

Viral enfeksiyonlarda da apoptozis olusur, bu da viral sitotoksite, TNF
indUksiyonu, hucre buyumesini saglayan sinyal uyusmazhdl ile olur. CD4+

htcrelerinin uygunsuz indUksiyonu HIV tarafindan olusturulan AIDS patogenezinde

énemli rol oynar.
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Sonu¢ olarak apoptozis birgok fiziksel, adaptif ve patolojik olayda
yeralmaktadir. Bunlari 6zet olarak siralayabiliriz;
-Embriyogeneziste hucrelerin programli yikiminda (implantasyon, organogenezis,

gelisimsel yavaslama ve metamorfoz gibi)

-Yetigkinlerde  hormona bagimii  yikimlarda, 6rnedin  menstriel  siklusta
endometrial hudcrelerin déktimesi, menapozda overlerde foilikUler atrezide, sUtten
kesilme sonrast memenin gerilemesinde ve kastrasyon sonrasi prostat atrofisinde.
-Proliferasyon kabiliyeti olan hlcrelerde, drnegdin barsak epitelinde.

-TUmédrlerdeki hiicre 6limunde.

-Akut inflamatuar yanit sirasinda nétrofillerin 6limunde.

-Immun hicrelerin slimiinde.

-Sitotoksik T hicrelerince yénlendirilen hicre dluminde (GVHD ve hiicresel imman
rejeksiyonda).

-Kanal tikanmasi sonrasinda parankimal organlardaki patolojik  atrofide
(Pankreas,Parotis, Bdbrek gibi).

-Viral hastaliklardaki hiicre zedelenmesinde (Viral hepatit-Councilman cisimcigi-).
-Degisik zedelenme etkenleri, érnegin is1, radyasyon, sitotoksik kemotérepetikler,
hipokside de gozlenir (16-19).

-Denervasyon sonrasi dildeki tat tomurcuklarinda sayica ve hacimce azalmada
(20).

-Tip-I otoimmUn hepatit olgularinda progresyonda (21), yasa bagli néronal kayipta

(22), myokard iskemisi ve kalp yetmezliginde (23-25).
APOPTOZiS MORFOLOJISI
ISIK MIKROSKOP BULGULARI :
Kultdr hcrelerinde apoptotik cisimcikler birkag dakikada olusmasina

ragmen in vivo apoptozis histolojik olarak 3-4 saatte gérulebilir hale gelmektedir.

Bu ytzden tomurcuklanan hicreler nadiren gérilir ve apoptotik cisimcikler degisik



evrelerde dejenerasyon gosterir. Olasiliklada tomurcuklanan hlcreler, fiksasyon
Oncesi apoptotik cisimcik formasyonuna gecisi tamamlamaktadir.

Histolojik olarak apoptotik cisimcikler HE preperatlarda tek tek veya kuguk kimeler
halinde géruitr. Apoptotik hiicre yuvarlak veya oval, yogun eozinofilik sitoplazmalt,
yogun nikleer kromatin iceren hucreler halindedir. Bazen bazofilik nlkleer
materyal igermeksizin goérilebilir. Bazen de nikleus igcinde karakteristik kresent
tarzinda kromatin yigiimi gdzlenir. Nekrozun aksine inflamasyonla birliktelik
gostermezler. Nekrozun erken déneminde de niUkleer kromatin yidilimi olusur
ancak apoptozisteki gibi perifere ve dlizensiz sinirli olarak yerlesmezler. Apoptozis
fizyolojik ve patolojik olaylarda yer almasina ragmen nekroz daima patolojiktir (
Nekroz ve apoptozisin farkiiliklarr Tablo 2'de gésterilmistir).

Degisik dokularda apoptotik cisimcikler 6zel isimlerle aniimaktadir. Ornegin,
karacigerde Councilman cisimcikleri, barsak kriptlerinde karyolitik cisimcikler, lenf
nodlarinda germinal merkezlerdeki cisimcikler (tingible bodies), UV radyasyon

sonrasi ve Liken planusta gérilen Civatta cisimcikieri gibi.
ELEKTRON MIKROSKOP BULGULARI :

Apoptotik  hcreler, sitoplazmasi yodun, kuctk hacimli hlcrelerdir,
organeller relatif olarak normal, ancak daha siki paketlenmistir. Hicre ylzeyine
paralel sitoplazmik flamaniarin yidilimi, ribozomal partikillerin kiimelenmesi ile
bazi hlcrelerde rough endoplazmik retikulumun "whorl" olusturmasi izlenebilir.

Kromatin yigihmi, apoptozisin en karakteristik ézelligidir. Kromatin yiginlari,
periferde nikleer membranin altinda degisik sekil ve buytkltklerde iyi sinirli,
yogun kitleler halindedir. Nikleus iki veya daha fazla parcali olabilir. Nadiren
yogun kromatin kitlelerine yakin nikleer porlar gértlebilir. Nikleolar degisikliklerde
olusur ancak bazi diz kesitlerde gortlir. Nukieusun merkezindeki fibriller kor'dan
ayri olarak periferde, osmiofilik grantilerin agregatlari seklinde nikleolar kromatin
izlenir. NUkleer degisikliklere es olarak, hicre hacmi azalir, yogunlugu artar,
sitoplazmik organeller kompakt hale gelir, hiicre ve nikleus kenarlari buzasur.

Apoptotik hiicre ylzeyinde sitoplazmik tomurcuklanmalar ile membrania cevrili
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Apoptotik
amEmcik

Sekil 3 Koagtilasyon nekrozu ve apoptoziste ardisik

ultrastriktiirel
degisiklikler (Robbins, Pathologic Basjs of Disease)

BiOKiMYASAL OZELLIKLER

PROTEIN AYRISMAS!:

Yeni kesfedilen sistein proteaz aj]

esinden olan Caspase enziminin
aktivasyonuyla apoptoziste

spesifik  bir  5zellik

olan  protein hidrolizi
gerceklesmektedir Endonikleaziarin tetiklemesiyle aktiy

e olan Caspase enzimj
ntkleer ve sitoplazmik proteinlerin ayrismasing yol acar.
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PROTEIN GARPRAZ BAGLANMASI:
Transglutaminaz aktivasyonuyla sitoplazmik proteinlerin  yogun kovalent

baglarla ¢arpraz baglantilari gergeklesir.

DNA KIRILMASI:
Apoptotik hticrelerde 50-300 kilobaziik baylk DNA parcaciklarinin

parcalanmasi karakteristiktir. Ardindan, Ca ve Mg' a bagli endonikieaz
aktivasyonuyla interntikleozomal ayrisma meydana gelir. Endonikleaz aktivitesi,
hlcre o6lumanin  sitokimyasal tetkiklerle belilenmesinde temel reaksiyondur.

Bununla birlikte interniikleozomal DNA ayrigmasi apoptozis igin spesifik degildir.

FAGOSITIK DUZENLEME: |
Apoptotik hucreler plazma membranlarinin dis katlarindan Fosfatidilserin

salgilarlar. Apoptozisin bazi tiplerinde de, apoptotik cisimciklerin ylzeyinden
thrombospondin ( adhesive glycoprotein ) salinmaktadir. Bunlar, 6lG hicrelerin
makrofajlar veya komsu hiicrelerce fagosite edilmesinde, diger 6ncti inflamatuar

hlcrelere ihtiyact ortadan kaldirmaktadir.
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TABLO 2 : HUCRE OLUMU TiPLERININ FARKLILIKLARI

APOPTOZIS
Morfolojik kriterler;

NEKROZ

Tek tek hicre kaybi

Kimeler halinde hicre kaybi

Membran butlinlaginin kaybr yok

Membran butiunltugld bozulur

Hucre blzUsmesi

Hucre sismesi ve lizis

| inflamasyon yok

Inflamasyon var

Bazi makrofajlar ve komsu htcrelerce

fagositoz

Sadece makrofajlarla fagositoz

Lizozomlar saglam

Lizozomlar harap

Kromatin uniform ve kompakt olarak

yogunlasir

Kromatin dtzensiz olarak yigilir

Biokimyasal kriterier;

Fizyolojik uyaranlarla gerceklesebilir

Hemen daima patolojiktir.

Enerji gereklidir

Enerji gerekmez

Makromolekuler sentez gerekir

Protein veya nikleik asit sentezi

gerektirmez

De novo gen transkripsiyonu vardir

Yeni gen transkripsiyonu yoktur

DNA  fragmantasyonunda  rastgelelik | Rastgele DNA fragmantasyonu vardir
yoktur
MEKANIZMALAR:

Hlcre geligsimi ve apoptozis birbirleriyle ters ancak koordineli olaylardir.

Caenorhabditis elegans nematodu Gzerinde yapilan yogun arastirmalarda hiicre
gelisimi ve apoptozis hakkinda bilgiler edinilmistir. Apoptozis bir stimllasyonla

baslayan enerji kaskadinin son noktasidir. Bunlar 4 ana baslikta toplanabilir :
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1-Apoptozisi baslatan belirleyici yollar:
Membran Uzeri sinyaller:

Apoptozisi pozitif veya negatif etkiler. Ornegdin hormonlar, biyime faktérleri,
sitokinler ; hlcre 6lUmu programini baskilayip normal yasami stimtle ederken bu
faktérlerin yetersizliginde apoptozis tetiklenir. Bazilari ise direkt olarak reseptérier
Uzerinden baglanarak apoptozisi aktive eder. Buna en lyi 6rnekte TUmdr
nekrotizan faktér reseptér (TNFR) ailesidir. Embriyonik gelisme boyuncada
morfojenler, blylUme faktdrleri, aynimlasmayi saglayan faktérler + veya - islev

goérirler (Sekil 4).

Ofckataltikckaspaz
aldivasyonu:s

Sekil 4 : TNF-R aktivasyonu ile apoptozisin uyarimas:i veya NF-kB
aktivasyonu ile hiicre yasaminin devami (TRADD: TNFR-6liim alanlarina
sahip adaptor protein, NF-kB : Niikleer faktér-kB, IkB : inhibitér kB)

(Robbins, Pathologic Basis of Disease)
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Hiicre i¢i etkenler:

Hlcre ici etkenlerde apoptozise yol acar. Bunlar Glukokortikoidlerin

baglandigi ntkleer reseptdrler, fizikokimyasal ajanlar (radyasyon, isi, hipoksi,

ksenobiotikler, viral infeksiyonlar gibi)

2-Kontrol ve integrasyon:

Hacre ici pozitif ve negatif dengeleyici molekuilerin  aktivasyonuyla
inhibisyon, stimilasyon veya dlzenleme yapiimaktadir. Bu asamada 2 anayol

sézkonusudur:
Adaptér proteinler: Direkt etki eder, fas-fas ligand ve sitotoksik T lenfositlerce

éldurtlen hedef hicreler igin tanimlanmistir (Sekil 5).

Qlim afanira sahip i
‘Fad bagayicr proteirier

Valane _
e (FADD]

Prokaspase 8

Ca Dhokatafitic
kaSPBZakﬁQasyum;

- Bpapteeis

Sekil 5 : Fas-apoptozis etkilegsiminde muhtemel model (Robbins, Pathologic

Basis of Disease)
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Mitokondriyal fonksiyonu etkileyerek:

En dnemli drnedi apoptozisi baskilayan bcl-2 ailesidir. Ya mitokondriyal
permeabiliteyi arttirarak, ya da i¢c mitokondriyal membrandaki sitokrom-C nin

salinmasina yol agarak apoptoziste yer alirlar (Sekil 6).

BCL 2 aktivitesinin olasi modeli

sftozoL

: zedsey naup

" oden Fakiér |-
{Apaf ]

%

b

" Hiiore mheltindaki Hii kleer
dopFpikliklar degg miklikler

*
Sitoplomik yod u o leanas Hiikicus porgalynme

Sekil 6 : Apoptoziste bcl-2' nin etkileri ve mitokondriyal mekanizma

(Robbins, Pathologic Basis of Disease)
3-Yiirilitme faz::

Bu faz apoptozisin son asamasidir ve proteaz ailesinden Kaspaz
aktivasyonu islevseldir. Kaspaz ailesi C.elegans'in ced-3 geninin memelilerdeki
homologlaridir. Kaspaz (Caspase) terimi 2 katalitik enzim sisteminden taretilmistir.
"C" cystein protease mekanizmasini, "aspase" aspartik asit kalintilarini temsil
eder. Simdilik 10 Uyesi tespit edilebilmistir. Kaspaz 9, pro-apoptotic protease
activating factor (Apaf-1)' e ba@lanarak, Kaspaz 8 ise Fas-Fas ligand

mekanizmasini tetikleyerek apoptozisi diizenler. Kaspa-3 ise DNA replikasyonunu,
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transkripsiyonunu ve tamirini engelleyerek, interntkleozomal DNA ayrismasini

aktive ederler.
4-0lii hiicrelerin fagositozu

APOPTOZIiSIN SPESIFIK ORNEKLERI

TNFR AILESI:
Bir kismi apoptozisi baglatirken, bir kismi hticre proliferasyonunu uyarir,

bazilari  her iki igleve de sahiptir. Sitoplazmik adaptér proteinler iceren

reseptorlere baglanirlar. Hicre dliminde gérev alan 2 énemli Gyesi vardir: Fas ve

TNFR-1.

SITOTOKSIK-T-LENFOSITLERIN UYARDIGI APOPTOZIS:

Yabanc! hucrelerin ylzeyindeki yabanci antijenleri taniyarak hedef alirlar,
Hedef hlcrelerin yUzeyindeki fas reseptérlerine baglanarak etki ettikleri gibi
katalitik etkileri olan perforin ve serin proteaz granzyme B enzimlerinide aktive
ederek apoptozise yol acarlar.

BUYUME FAKTOR EKSIiKLIGi SONRASI APOPTOZIS:

Sitokinler veya blyUume faktérieri ¢odu hicrenin yasamini desteklerler.
Bunlarin yoklugunda hticreler apoptozise giderler. Ornegin néronlarin gelisiminde
dnemli olan Nerve Growth Factor (NGF) gibi.

DNA HARABIYETINE BAGLI APOPTOZIS:
Radyasyon veya kemotérepetik ajanlara maruz kalan hicrelerde olusan

DNA harabiyeti tamir edilemezse bir timér stpressr gen olan p53 apoptozisi

uyarir.
pS3 mutasyone ise veya ortamda yoksa genetik bozuklugu olan hlcreler yasama

devam edecek ve problemlere yol agacaktir (16-18).
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RENAL HUCRE ZEDELENMESINDE APOPTOZIS VE MOLEKULER PATOLOJi

Renal zedelenmelerde, hicre proliferasyonunun ve apoptozisinin denge
mekanizmalari molekiler seviyede de aragtirimaktadir. Bunlardan bazilari OU'nin
deneysel modellerinde anlagtimistir.

Obstrikslyon sonrasi bébrek interstisyumunda kollejenizasyon ve fibrozisin

hizlanmasinda &zellikle mezenkimden salinan AT-2 reseptériniin aktivasyonu rol
almaktadir. Bu aktivasyonun, apoptozise giden hicreleri arttirdigina inaniimaktadir
(26,27). Gocuk ve infantlardaki en sik renal yetmezlik nedeni olan obstriktif nefropati,
eriskinde en sik renal yetmezlik nedeni olan polikistik bébrek hastaliginda, RAS
aktive olur, bu da tubuler atrofi ve interstisyel fibrozise yol acar ve hastaligin
progresyonunu temsil eder. Obstruktif nefropatide fokal kistik dilate tubulusiar da
gdzlenir (28).
UUO sonucu gelisen renal hicre zedelenmesinde tubulointerstisyel hicrelerde
belirgin hiicre proliferasyonu ve apoptozis gelismektedir. Obstrikte bébreklerde RAS'
in  aktive olmasiyla siddetli vazokonstriksiyon ve progresif interstisyel fibrozis
meydana gelmektedir. Maturasyonun gecikmesiyle EGF ekspresyonu baskilanir,
blytme faktérlerinin etkilenmesi ile apoptozis uyarilir. UUO'daki bu gbzlemler kistik
bobrek hastaliklarindakiler ile benzerdir. Bunlar, EGF' deki azalma, apoptoziste artis
ve bcl-2'nin baskilanmasidir (29).

Bir calismada neonatal ratlarda unilateral (reteral obstruksiyonun,
erigkinlerdekinin aksine renin mRNA ekspresyonunu arttirdigr, bununda erigkinlerdeki
clusterin  ekspresyonunun daha fazla salgilanmasiyla gerceklestirildigi  éne
strtimektedir. Clusterin(stlfated glycoprotein—2) obstrilkte bébrekte apoptozisle
birliktedir ve eksprese edilmektedir. Clusterin ekspresyonu apoptozisi anlamli
derecede azaltmaktadir (27,30). Chevalier, neonatal UUO sonrasi, EGF saliniminin
gecikmesiyle beraber, peritubuler alfa-diiz kas aktin (a-SMA) ekspresyonunun
uzadigini ve bébrek matlrasyonun geciktidini séylemektedir. Bu durumda renal
apoptozis artmaktadir.

Renal geligimin dizenlenmesi yéninde de Clusterin salinimi artmaktadir. Bu

olaylar tubuler hlcre matirasyonunu veya dedifferansiyasyonunu durdurur (31).
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Ayrica blyUme faktdrlerinin azhidr ile beraber, reaktif oksijen turleri, antitiroid-1-
monoklonal antikorlar ve anti-fas antikorlar apoptozisi uyarmaktadir (27). Fas ytzey
reseptorlerinin yoklugunda, distal tubuler hicrelerde apoptozisin kismen devam ettigi,
interstisyel hiicre éluminde de anlamli bir roll olmadigi gésterilmistir (32). Obstriikte
bébreklerde p27 yokiugunda tubulointerstisyel hlcrelerde hicre proliferasyonu ve
apoptozisin  siddetlendigini gosteren Hughes ve ark., p21'in bu mekanizmalar
Uzerinde gok etkin olmadidini, ancak myofibroblast proliferasyonunu artirdigini éne
strmektedirler (33). Rat bdbreklerinde yapilan bir deneysel calismada, akut UUO
sonrast, EGF mRNA salinmi ve distal tubuluslardaki EGF protein dizeylerinin
azalmasi ile karakterize hidronefroz bildiriimektedir. Apoptozis te karakteristik olarak
artmaktadir. Bu hayvanlara ekzojen EGF verilmesi ile apoptozisin baskilandig (%50
azalmaktadir), renal tubuler epitel hiicre rejenerasyonu ve kortikal mitotik aktivitede
artis oldugu dikkati gekmistir (34). Neonatal ratiarda olusan obstriktif nefropatide
renal hlicre proliferasyonunun azaldigi, apoptozisin artti§) gézlemlenmistir. Neonatal
rat bébreginde TOU sonucu kronik atrofi ve diffuz intertisyel fibrozis gelisir. Ekzojen
EGF tedavisiyle obstriikte bébrekte renal tubuler hiicre epitel proliferasyonunun %76
arttigr apoptozisin %86 azaldigi gésterilmistir. Béylece tubuler dirlatasyon, tubuler
atrofi ve interstisyel fibrozis gerilemektedir. Sonucta EGF'nin, renal tubulus epitel
hicreleri icin mitojenik substans ve kritikk bir sagkalim faktért oldugu 6ne
sUrllmektedir (34,35). Inflamatuar sitokinlerde nekrotik ve apoptotik hucrelerin
olusumunu uyarmaktadir. Nitréz oksit'te bu progeste sitotoksik rol oynamaktadir (36).
Renal tubuler apoptozis ile birlikte EGF ve TGF-B expresyonunda artis gbzlenmistir.
Renal sitemlerin gelisimi  Uzerindeki calismalarda EGF'nin  normal  bébrek
gelisimindeki apoptozisi inhibe ettigi dngériimektedir. Komplet uretral obstrikstyonu
takiben ratlara EGF verilmis sonugta hidronefrotik bobrekteki toplayict kanallar ve
distal tubullerdeki epitelyal hiicrelerde apoptozisin baskilandigi, tubuler epitel hicre
yenilenmesininde uyarildigi  gézlenmistir  (37). Chevalier, bir degerlendirme
makalesinde konjenital unilateral Ureteral obstrilksilyonda karsilasilan degisiklikleri
soyle Ozetlemektedir: UUO 'u takiben bobrekte blylme durur, kars! bobrekte

kompensatuar blytme gelisir. Renal damarlanma gelisimi bozulur.
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Renin-anjiotensin sisteminin aktivasyonu ile obstrikslyon ilerler, glomerQler
matirasyon gecikir, nefrogenez bozulur. Tubuluslarda proliferasyonu baskilar,
apoptozisi uyarir, immattr tubul epitel hicreleri olusur. Tubuler EGF salinimi
baskilanir, TGF-B1 ve clusterin salinimi artar. interstisyel fibroblastlarin maturasyonu
gecikir, tubuler atrofi ve interstisyel fibrozis ilerler ve RAS'In ve oksijen radikallerinin
aktivasyonu ile agirlasir (27).

Deneysel hidronefrozda reaktif oksijen tlrlerinin ve makrofajlarin rolG de
arastiriimistir. Tam Ureteral obstrikstlyonda, tubuler zedelenme ve disfonksiyona yol
acan asiri inflamatuar ve fibrojenik yanit degerlendiriimistir. Verilerden elde edilen
sonug, OU'de makrofaj-derive proinflamatuar mediatérler'in  (6zellikle fibrojenik
sitokinler ve reaktif oksijen turleri) Greteral obstrukstyonun pro-inflamatuar dénemi ve
interstisyel fibrozisin ge¢ gelisimi arasinda esas baglantiy! sagladiklaridir (38). Akut
testikller iskemi sonrasi da reaktif oksijen tUrlerinin torsiyon sonrasi germ hdcresine
6zgl apoptozisi indUkledigi (39), kokaine bagh toksik metabolitlerin de
spermatogonia ve spermatositierde apoptozisi indtkledidi gésterilmistir (40). Yu ve
ark.nin yaptigi bir ¢calismada ise p53 ve apoptozisteki artigin, iskemi zamani ve
sicaklikla yakindan iliskisi olduglu ve 1.haftada pik yaptiklari tespit edildi. 1 haftalik
bébreklerdeki Malonildialdehid peroksidasyon Grtnleri ve I6kotrien seviyelerinde artig
gézlendi. Mediatdér duzeyindeki degisiklikler ile iskemi sUresi ve sicaklik arasinda
yakin iliski izlendi (41). Ktitare renal hicrelerde, siklosporin A'nin nitrik oksit sentetaz
aktivasyonu ve p53'Un indiklenmesi yoluyla apoptozisi uyardidi éne slrllmektedir.
Bu etkinin, siklosporin A nefrotoksitesinin ge¢ ddnemindeki karakteristik aselltler
fibrozise yol agabilecegi dustinlimektedir (42).

Anjiotensin-ll, reaktif oksijen tUrleri, Jun-N terminal kinaz ve p53 apoptozisi
indUklemektedir. PDGF, interstisyel fibroblast proliferasyonunu baslatir. Clusterin,
EGF, IGF-l, bcl-2, Osteopontin apoptozisi inhibe etmektedir (43). TGF-8 ve p21
hucre siklusunu inhibe eder. TGF-81'in, RAS'In dizene sokulmasinda roll oldugu
gosterilmistir (10). IGF-I, apoptozisi inhibe ettigi gibi, vimentin ekspresyonunu,
kollajen birikimini ve tubuler atrofiyi de azaltmaktadir. Ancak tubuler proliferasyona
etkisi gdzlenmemistir (10,44). Osteopontin, tubulointerstisyel hastalikta renal

tubuluslardan salinan makrofaj affinitesi yiksek bir proteindir. Erken interstisyel
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makrofaj infiltrasyonu ve interstisyel fibroziste rol alir. Muhtemeldir ki renal
tubulointerstisyel hucreler igin sagkalim faktéri gibi hareket etmektedir (45). Bir
deneysel caligmada, obstrikie bdbreklerde apoptozis olmayan tubuluslarda bcl-2
boyanmasi fazla, dilate apoptotik tubuluslarda az olarak tespit edilmistir. Sonugcta,
bel-2'nin, TUUQ'da apoptozis aktivasyonunu ve progresif renal harabiyeti 6nleyen bir
gen oldugu sdylenmektedir (46). insan tikrik bezi timérlerinde ve oral epidermoid
karsinomlarda dopaminin apoptozise etkisi arastiriimistir. Dopaminin, p38 mitojen
activated protein kinase (MAP kinase) enziminin fosforilasyonu yoluyla, apoptozisi
indUkleyebilecedi ancak bu enzimin inhibisyonunun dopaminin uyardi§i apoptozisi
inhibe etmedigi dne strlimistar (47). insan oral timér hicrelerinde flavanoidlerin de,
kaspaz enzimini aktive ederek apoptozisi uyardidi gésteriimistir (48). Kolorektal

karsinomlar Uzerinde yapilan bir ¢alismada ise, Tegafur-urasil bilesiklerinin timidilat

sentez inhibisyonu yoluyla apoptozisi uyardidi gésterilmistir (49).
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APOPTOZIiSi BELIRLEME METODLARI VE TUNEL

En sik kullanilani DNA agaroz jel elektroforezi teknididir. Bu teknikte
internCkleozomal DNA ayrismasi temeline dayanarak distk molekiler agirlikli
DNA pargalari tespit edilir ve apoptotik hlicre gésterilir. Rutinde kullaniimayan ve
daha kompleks bir teknik olan Pulse-field jel elektroforez tekniginde ise ylksek
molekller adirlikll DNA parcalari tespit edilir.

Apoptozis, flow sitometri ile de g&sterilebilir. Apoptotik hlicrelerdeki DNA
igerigi sub G1(Ao) fazinda en yuksek seviyelerine gikmaktadir. Nekrozdan ayirmak
her zaman miumkan degildir, ancak multipl parametrelerin analizi yardimcidir.

Son zamanlarda formalin fikse parafin bloklardaki dokularda apoptozisi
belirlemede 2 teknik gelistirildi. Birisi terminal deoxytransfefase-mediated bio-
dUTP nick and labeling (TUNEL), digeri ise in situ end labeling (ISEL) adini
almaktadir. Heriki teknikte , enzimatik reaksiyonlara dayanarak apoptotik

hlcredeki parcalanmig kromatini belirlemektedir. Béylece, belilenen DNA

immQnohistokimyasal olarak gésteriimektedir (18).

TUNEL METODU

Klltare hlcre preperatlarinda apoptotik hiicrelerin hizli elde edilmesi ve
sayllmasini saglamak igin geligtirilmis bir metoddur. Apoptotik hucrelerin 1sik
mikroskopunda yogun kromatin iceren diger elemanlardan, 6rnegin telefazdaki
mitotik hlcrelerden veya nétrofil polimorflardan ayrimi bazen giic olmaktadir.
Apoptotik hicreyi morfolojisi degismeden, ézelliklede fiksasyonun cinsinden dahi
etkilenebilen nikleer morfolojiyi kaybetmeden géstermek gereklidir (50-57).

Apoptozis hizli bir fenomendir, 2-5 dakikada kromatin yigiimasi ve hicre
parcalanmasi, 3 saattede fagositoz ve sindirim gerceklesir. Apoptozise bagl doku
kGelimesinde apoptotik hiicrelerin ancak %5' i histolojik olarak gériilmektedir. Bu
ylzden arastirmacilar sensitivitesi ve spesifitesi yiksek hticre ici duyarlilik (in situ
labeling) yéntemlerini gelistirdiler. Apoptotik hiicreler, ekzojen enzimler kullanilarak

érnegin DNA polimeraz | ve Terminal deoksiribontkleotid transferaz ile Kirilan



DNA nin 3-OH ucundaki nikleotidlerin duyarliidina dayanarak gésterilmeye
baglandi. Bu yéntemlere ilkin Gavrieli ve arkadaslari, daha sonra Gold ve
arkadaglar éncllik etmislerdir. Bu teknikler in situ end-labeling (ISEL) ve daha
spesifik olant DNA polimeraz-l in kullaniddi§i in situ nick translation (ISNT) ve
terminal transferazin kullanildigi TUNEL yéntemleridir. TUNEL, ISNT'den daha
duyarl! ve spesifiktir (50-51,54-56).

TUNEL metodunda kullanilan doku émeklerinde bir kisim arastirmaci,
enzimatik reaksiyonun doku fiksatiflerinden etkilendigini iddia etmekte ve
paraformaldehid veya formaldehid 6nermekte, bir kismi ise énemli bir fark
olmadigini  sylemektedir. Bununla birlikte proteinaz K inkUbasyonunun ve
mikrodalga firinlama isleminin  TUNEL metodunun duyarhhgm  arttirdig
sOylenmektedir (50). Ayri bir ¢calismada ise DNA'yi eriten enzim olarak Mung bean
ndclease ile Si nuclease kullanimakta ve Mung bean niklease ile inkiibe edilen
dokularda ( insan barsak, timus, tonsil...) TUNEL metodunun duyarhhginin arttidi
One sUrtlmektedir (54). Parafin kesitlerdeki apoptotik hiicrelerin TUNEL metodu ile
gosterildigi bir calismada, apoptotik hiicrelerle nekrotik hdcrelerin ayrilabildigi,
nekrotik hacrelerin DNA parcacikiarinin rastgele dizilimi ve c¢ok daha soluk
boyandidi gésterilmektedir (55). Bir calismada da TUNEL metodunun duyarlilig
arastiriimistir. Malign ve benign olmak (zere 265 adet insan dokusunun parafin
kesitlerinde yapilan bir calismada, apoptotik hucreleri géstermede TUNEL

metodunun iyi bir ydntem oldugu sonucuna variimaktadir (56) .
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MATERYAL-METOD

Caligmamizda, Yeni Zelanda tipi beyaz tavsanlar kullanidi. Ortalama
agirliklari 1500-2000 gram olan erigkin tip tavsanlardi. Kafes boyutlari 1X1X1.5 metre
olup, %18 protein, %3 yag, %20 lifli gidalar, %10 karbonhidrat iceren beslenmeye
tabi tutuldular. Ayrica beslenme slresince 0.009 mg/kg vitamin kompleksi (A-B-C-E)
besinlerine karistiriidi.

Toplam 29 hayvan g¢alismaya dahil edildi; 12 tavsanda unilateral tam
obstrukslyon, 12 tavsanda unilateral kismi obstriikstiyon gerceklestirimesi planiandi.
Sham grubu olarak 5 adet tavsan kullanildi. Butin hayvanlara standart diet ve
musluk suyu verildi. 0.04mg/kg sodyum pentobarbital anestezisi intraperitoneal
olarak uyguland:. Steril kosullarda uygun temizlik ve értinmeyi takiben cilt, orta hat
abdominal bélgeden trag edildi. Yaklasik olarak 15cm'lik orta hat longitudinal
abdominal inzisyon ile katlar gegildi. Kanama kontrolleri 4/0 katgtt ile yapildi. Cerrahi
ekip 3 kisiden olusup, cerrahi asistani primer operasyonu gerceklestirmistir.

Tam obstrikstyon, sol Ureter, Greteropelvik bélgede 4-5 cm distalinden 5/0
ipek ile baglanarak gergeklestirildi. Kismi obstrilkkslyon, psoas kasi icerisine 15 mm
tinel olusturulup, Greter, tinel iginden gegecek sekilde 6/0 katgtt ile kenariar birbirine
yaklastiriimak suretiyle dlugturuldu. Kanama kontrolinden sonra katlar anatomik
planda kapatiidi. Bir ay sonra yiiksek doz anestezik ajan ile sakrifiye edildiler. Tekrar
steril kosullar saglanarak sol ve sag bébrekler teknige uygun olarak eksize edildi.
Bdbrekler %10 formaldehid icerisinde fikse edildi. Sham grubundaki hayvaniara ayni
doz anestezik ajanin intraperitoneal uygulanmasini takiben, longitudinal abdominal
insizyon 4/0 ipek ile kapatildi. [ki gruptaki 12 adet tavsandan alinan sol ve sag
bobrekler ile kontrol grubundaki 5' adet hayvandan alinan sol bébrekler %10
formaldehid solisyonunda fikse edildi.

Bébreklerden korteks ve medullayi icerecek tarzda kesitler alindiktan sonra

doku  takibine gegcildi. Takip sonrasi parafin bloklara gémilen dokulardan 5u

kalinliginda kesitler alindi.
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Kesitler deparafinize edildikten sonra birer kesit HE ile boyandi. Sol
bobreklerden alinan birer kesite de apoptotik hucreleri géstermek igin (Oncor’un
Apoptag Peroksidaz kiti -katolog no: S7100- USA) kullanilarak TUNEL metodu ile
islem yapildi.

Apoptag Peroksidaz kiti su malzemelerden olusmaktadir:
-Equilibration buffer

-Reaction buffer

-Tdt enzimi

-Stop/Wash buffer

-Anti-digoksigenin peroksidaz

-Plastik kaplayicilar

BOYAMA iSLEMi:
Deparafinize dokular:

1-a) 3 ayri salede, 5'er dakika ksilolde
b) 2 ayri salede 5’er dakika mutlak alkolde
c) 3'er dakika sUreyle ilkinde %95 etanol ile, takiben %70 etanol ile
d) PBS (Phosphate buffer saline) ile 5 dakika sUreyle yikandl.

2-a) Proteinaz K (20ug/ml) sale icinde 15 dakika stire ile uyguland;.
b) Iki degisik sale igindeki distile suda yikand.

3-a) PBS iginde %3lik hidrojen peroksid ile 5 dakika oda sicakliginda endojen

peroksidaz iglemi uygulandi.
b)Sale icinde PBS'te 5 dakika slreyle yikandi.

4-a)Preperatlar Uzerindeki asirt sivt alindi.
b)Spesmenler Uzerine 75 pl Equilibration buffer (15ul/cm2) olacak sekilde,  direkt

olarak uygulandi.
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c¢) Oda isisinda 10 saniye stre ile ink(be edildi.

5-a)Preperatlar kurulandi.
b) Pipete ¢ekilen Tdt enzimi spesmen (izerine 55ul/5cm2 olacak sekilde uygulandi

ve plastik kaplayicilarla spesmen Uzerine hapsedildi.

c) 37 derecede 1 saat sire ile inkibe edildi.

8- Preperatlar, Working strenght stop/wash buffer iceren salelerde 15 saniye slre ile

calkaland! ve 10 dakika oda sicakliginda inkibe edildi.

7-a) PBS igeren 3 degisik salede 1’er dakika yikandi.
b) Asiri sivi alind.
c) Oda isisinda, spesmen (izerine 65ul/5cm2 olacak sekilde mikropipetle Anti-

digoksigenin peroksidaz konjugasyon islemi yapildi.
d) Humidified chamber icinde oda isisinda 30 dakika birakildi.

8- PBS iceren 4 degisik salede yikand..
9-a) Asin sivi alindl.
b) Peroksidaz substrat ile tamamen ve herbir spesmene 75ul/5cm2 olacak sekilde
oda i1sisinda 3-6 dakika tutuldu.
10-a) Distile su iceren 3 degisik salede 1'er dakika yikandi.
b) Sale icinde distile suda 5 dakika sUre ile inkiibe edildi.
11-a) Zemin boyasi olarak Light green, sale icinde 10 dakika uygulandi.

b)3 degisik saledeki distile suda calkalayarak fazla boyadan arindirild.

12-a) Preperatlar 2 dakika stre ile N-butanol icinde dehidrate edildi.

b) Kanada balsami ile kapatildi.
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[slem sonunda bébrek tubulus epitel hicrelerinin nikleusuna lokalize,
apoptozisin gostergesi olan acik-koyu kahverengi boyanma saptandi.

Apoptotik htcrelerin en yogun oldugu alanlar gézénine alinarak, Isik
mikroskopunda blytk buyutmede (x40) 1000 hicreden kaginin apoptozise ugradig
tek tek sayidi. Tam ve kismi obstriksiyon grubundaki 12'ser adet olgudaki

apoptotik hlicre sayilan kaydedildi. Sonuglar Mann-Whitney U testi ile istatiksel olarak

analize edildi.
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BULGULAR

Isik mikroskop bulgulari

Tam obstriiksliyon grubundaki tavsan bdbreklerinin HE preperatlari:

Parafin bloklardan yapilan HE kesitlérinde obstrikslyon sonrasi geligen
iskemik degisiklikler gézden gegirildi. Bazi olgularda makroskopik olarak izlenen
hidronefrotik degisiklikler mikroskopik seviyede de izlendi. Dokularin  gogunda,
interstisyel fibrozis ve mononikleer iltihabi hicre infiltrasyonu vardi. Bir olguda
kalsifikasyon ve yaglanma gérildu. Tubuluslarin bir kisminda kistik atrofi, bir
kisminda dilatasyon ve distorsiyon gézlendi. Bazi tubulus epitel hucrelerinde
nukleuslarda dejeneratif degisiklikler izlendi. Olgularin  bir kisminda damar
duvarlarinda kalinlasma, bazi damar limenlerinde eritrosit birikimi izlendi. Bir
ksiminda ise 6zellikle damarlar cevresinde yogunlasan ve yer yer endoteli bozan

inflamatuar infiltrasyon dikkati ¢ekti (Resim 1,2,3).
Kismi obstriiksiiyon grubundaki tavsan bébreklerinin HE preperatlari:

Olgularin bir kisminda, interstisyumda fibrozis ve mononckleer iltihabi hiicre
infiltrasyonu izlendi. iltihabi hticre infiltrasyonu bazi olgularda damar cevrelerinde
yogunlasmisti. Damarlarin bir kisminda limende eritrosit birikimi izlendi. Bir olguda
parankimde kanama ve nekrotik alanlar goraldt. Tubuluslarin bir kismi distorsiyone
idi ve epitelindeki hiicrelerde hafif nikleer dejenerasyon ve vakuollzasyon gézlendi
(Resim 4,5).

Tam obstrikslyon ve kismi obstrikstiyonun patolojik bulgularina bakildi§inda,
genelde tam obstrikte bébreklerde fibrozisin, tubuluslardaki etkilenmenin daha
siddetli oldudu géruldi. Bazi tam obstrikte bébreklerde makroskopik olarak ta

hidronefrotik degisiklikler tespit edildi. Kontrol bébrek kesitlerinde ise, belirgin bir

patolojik bulgu gérilmedi.
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TUNEL metodu bulgulan

Bobrek dokusunda gdzlenen apoptotik hlcreler, daha ¢ok korteksin derin
kismi ve medulla tabakasinda proksimal ve distal tubuluslar ile toplayici kanallarda
déseyici epitelyal hicrelerde izlendi. interstisyumda, damar duvarlarinda apoptotik
- hicreler pek goértimedi. Apoptotik hlcreler, yesil zemin boyasi Uzerinde, 6zellikle
tubuluslarda, nUkleusa lokalize, sitoplazmadan net olarak ayrilan, acik-koyu
kahverenklii boyanan alanlar halinde tespit edildi.

Tam obstrikstyon grubundaki bébreklerde geligen apoptotik hiicrelerin sayisi,
kismi obstriksilyon grubundakilere gére anlamli olarak fazla bulundu (p<0.05). Tam
obstriksiyon grubunda apoptotik hicre sayisi, en disik 3/1000 iken en yiksek
441/1000 (Tablo 3), kismi obstriksiyon grubunda bu sayi 2/1000 ve 170/1000
bulundu (Tablo 4). Tam obstrikstiyondaki apoptotik hicre sayisinin ortalamasi
190.66, kismi obstriksllyondaki ise 40.58 bulundu. Standart sapma ise tam
obstrikstyon grubunda 160.62, kismi obstrikslyon grubunda 58.63 olarak tespit

edildi. Kontrol grubunda apoptotik hlicre saptanmadi.

Tablo 3 : Tam obstriiksiiyon grubunda belirlenen apoptotik hiicre sayisi
Tam obstriiksiiyon Apoptotik hiicre sayisi

1 3/1000
2 13/1000
3 3/1000
4 51/1000
5 66/1000
6

7

8

9

210/1000
219/1000
242/1000
335/1000
10 350/1000
11 365/1000
12 441/1000
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Tablo 4 : Kismi obstriikstiyon grubunda belirlenen apoptotik hiicre sayisi

Kismi obstriiksiiyon Apoptotik hiicre sayisi
1 2/1000

2 2/1000

3 4/1000

4 5/1000

5 6/1000

6 7/1000

7 7/1000

8 , 18/1000
9 47/1000
10 78 /1000
11 141/1000
12 170/1000

Resim 6 : Tam obstriiksiiyon sonrasi, tubuluslarda, agik-koyu kahverenkli
niikleer boyanma gosteren, seyrek gbzlenen' apoptotik hticreler ( TUNEL, X

100)
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Rresim 10 : Kismi obstriiksiiyon sonrasi, tubuluslarda, agik-koyu kahverenkli,

niikleer boyanma gosteren, sik gézlenen apoptotik hicreler ( TUNEL, X 40)




Resim 11 : Kismi obstriiksliyon sonrasi, tubulusiarda, acik-koyu kahverenk”,
n.‘jkleer boyanma gésteren, sik gézlenen apoptotik hticreler ( TUNEL, X 1 00)
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TARTISMA

UUOQ'a badli kronik obstraktif Gropatide karakteristik fonksiyonel ve yapisal
degisiklikler gézlenir. Uretral obstrikstyon sonrasi ilk birka¢ ginde GFR da azalma,
renal kan akiminda azalma, intertisyel édem ve I6kosit infiltrasyonu goérGlar. Zaman
uzadikca hidronefroz ve doku kaybi gelisir, belirgin tubuler atrofi, intertisyel fibrozis
ve interstisyel inflamasyon olusur. Ancak bu degisikliklerin patogenezi tam olarak
anlasilamamistir.  Baslangictaki calismalarda bu degisiklikler, arterioler
vazokonstrilksiyona, daha sonraki ¢alismalarda ise lokal olarak sentez edilen
sitokinlere baglanmistir. Bir gérise goére hlcre proliferasyonu ve hicre olumu
arasindaki dengenin bozulmasi sonucu bu degisiklikler olusmaktadir. Renal hicre
6lumi nekroz veya apoptozisle olur. Renal akut tubuler nekrozda oldugu gibi
nekrozun baskin oldugu olaylarda normal bdébrekteki htcre o6limG ve renal
hastaliktaki hiicre kaybi apoptozis sonucu meydana gelir (10-14).

Calismamizda interstisyel fibrozis, kronik inflamasyon, tubuler atrofi tam
obstriksiyon grubunda daha belirgin ve siddetli olmak Uzere, her iki grupta da
izlendi. Tam obstrikslyon grubundaki bazi bdbreklerde hidronefrotik degisiklikler
vardi.

Heyman ve arkadaslari, rat bébreklerinde unilateral obstrikslyon sonucu 24
saat sonra papilla ve fornikslerde hemoraji ve nekroz gézlemislerdir (57). Attar ve ark.
fetal koyun bdbreklerindeki komplet obstrikstyondan 10 gun sonra Ureterik ve pelvik
dilatasyon, kortekste 6dem, belirgin vaskuler bosluklar, kistik yapilar ve glomerullerde
bozulma izlemislerdir (58). Woolf ise, dogumdan &nce herhangi bir nedenie
obstriksuyon gelistiginde metanefrik epitelde proliferatif yanit, yeni nefron olusumu
ve prekUrsdr hucrelerin apoptozisinin ortaya ¢iktigini éne sirmektedir (59). Abbate ve
ark. bdbrekte iskemi sonrasi, birtakim molekUler aktivasyonla, endotelyal I6kosit
hareketi ve epitelyal hicre yigiimasinin gercekiestigini ifade etmektedir (60).

Deneysel modellerdeki tubulointerstisyel patolojilerin  degerlendirildigi  bir
makalede, akut fazda, tubuler epitelyal hlcre zedelenmesi ve interstisyel
inflamasyonunun gézlendigi, bu tubuler harabiyetin rejenere olabilecedi gibi nekroz

veya apoptozise maruz kalabildigi, kronik fazda ise renal skar olusumunun hizlandigi



bildiriimektedir (61). Chevalier, Ureteral obstrikstyonun renal gelisim Gzerindeki
etkilerini degerlendirdigi bir calismada, kisa ve uzun sireli UUQ'daki geligmeleri
gézden gecirmistir. Kisa sureli UUO'da bdbrekte renal displazi, fonksiyone nefron
sayisinda azalma, RAS'In aktivasyonu ile vazokonstriksiyon ve glomerdler
kontraksiyon, karsi bébrekte kompensatuar hipertrofi meydana gelmekte, UUO uzun
sirdigunde ise progresif interstisyel fibrozis sonucu bdbrek gelisimi durmaktadir
(31). Neonatal ratlar (izerinde yapilan bir arastirmada, 5 gunlik UUO sonucu renal
vaskuler, tubuler ve interstisyel zedelenmenin geri dénlsl olmayacak sekilde
meydana geldigi gdzlendi. Saglam kalan nefroniar ve tubulointerstisyel yapida
hiperfonksiyon mekanizmasi ile ratlarin yasamiarina devam ettigi bildirildi (62). Fetal
obstriktif Gropati ve renal patolojiden dolay! dlen 15 erkek otopsisindeki b&brekler
incelendiginde, displastik ve kistik degisiklikler gézlenmis, buniardaki mezenkimal ve
tubuler hicrelerdeki apoptozisin ¢ok yUksek seviyelere ciktigr goésteriimistir. Bu
calismada, elde edilen veriler gestasyonel yasla karsilastiriimis, obstrikstyonun
stresi ve olusumu, gestasyonel yasla b_aglantlll bulunmustur (63).

Deneysel renal hipoperflzyonda tubuler ve endotelial hicre harabiyeti ve
tamirini iceren adaptif yanit gértltr. Bu surecte morfolojik degisikliklerin spektrumu
genistir:  atrofi, fokal nekroz, epitelyal rejenerasyon, apoptozis, inflamasyon,
interstisyel fibrozis ve trombozis gelismektedir. En siddetli harabiyet normal dolagimin
Ozelliginden dolayl dis medulla tabakasinda gériimektedir. Renal iskeminin en
belirgin etkileri tubuluslarda goéraiur, tubuler epitelyal hlcreler yUksek oranda
transport  aktivitesinden  sorumludur.  Bu igslev  mitokondrial  fonksiyonla
desteklenmektedir, oksijen azalmasi mitokondrial fonksiyonu siddetli olarak etkiler
(13).

Bizim ¢alismamizda da korteks ile birlikte meduller tabakada etkilenim
gorldd, ancak tubuler epitelyal hicrelerdeki apoptotik hiicre yogunlagsmasi dikkat
cekici idi.

Tubuler harabiyetin mekanizmasi konusundaki yogun calismalar epitelyal
hlcre kaybinda 3 mekanizmay! 6ne ¢ikarmistir: nekroz, hicre bUtunlGgantn kaybi ve
apoptozis (11,13). Iskeminin yaygin bulgusu tubuler bazal membran ripturidur.

Nefron tutulumu olasilikla daha sonra gelir.Daha sonrada ¢evrede lokal inflamatuar
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yanit olusur. Akut renal iskemi sonrasi oksijen metobolitlerine maruz kalan dokuda
apoptozis stimule olmaktadir. Apoptoziste olayin ve fagositik mekanizmanin hizli
olmasi inflamatuar veye fibrotik yanita neden olmamaktadir .

Sonug olarak renal iskemiye bagli zedelenmede tubuluslar ve kan damarlart
esas hedeflerdir ve genellikle en siddetli dis medullada gézlenmektedir (13).

Bizim calismamizda da medulla tabakasinda apoptotik hticreler belirgin olarak
tespit edildi.

Kronik renal iskemideki atrofi mekanizmasi tam aydinlatilamamistir. Tubuler
atrofi, tubuler epitelyal hiicrelerin kaybr veya kugUimesiyle olmaktadir. Apoptozis
progresif iskemik atrofide olasi bir mekanizmadir. Gobe ve arkadaglar unilateral
renal arter stenozu sirasinda ilk haftada yUksek seviyelere ulasan apoptozisin 4 hafta
daha ayni seviyelerde olustugunu gézlemlemislerdir. Bu da apoptozisin, progresif
renal hiicre atrofisinde olusan hicre kaybi mekanizmalarindan birinin delili olduguna
isaret eder. Shimuzi ve Yamanaka, komplet iskemide birkac ay boyunca apoptozisin
devam ettigini gézlemlemislerdir. Gobe ve arkadaslar tubuler nekroz ve mitotik
aktiviteyi renal arter stenozunun ilk haftasinda belirgin olarak gérmusler bu yGzdende
renal tubtllerin yeniden olugsum mekanizmasinda apoptozisin olasi rolind one
surmuslerdir. Bu sav birkag arastirmaci tarafindanda desteklenmistir. Sonug olarak
atrofi kronik renal iskemilerde yaygin bir bulgudur. Tubuler hiicre kaybinda apoptozis
rol almakla birlikte iskemik nekroz ve hiperplastik rejenerasyon sonrasinda
homeostatik bir mekanizma olarak éne sdrlimektedir (13).

Deneysel calismalarda ATN modellerinde, siklikla irreversible proksimal tubuler
hicre 6lumi goérlimektedir. Iskemik akut renal yetmezlikte, sadece hlcre &lumu
(nekroz veya apoptozis) degil, geri ddnisumlil fonksiyon kaybina neden olan hucre
zedelenmeleride izlenmektedir. Iskemi veya hipoksi sirasinda olusan renal tubuler
hlcre zedelenmesinin patofizyolojisinde, intraselltler kalsiyum, kalsiyum bagimli
enzim Calpain, Fosfolipaz —A2 ve nitrik oksit sentetaz (NOS) 1n rold tanimlanmistir.
Intraselltler kalsiyum ve kalsiyum iyonoformlarindaki artis, DNA parcalanmasinda
rol olabilecek kalsiyuma bagli endonUkleazlar Uzerinden apoptozisi uyarabilir (14).

insanda renal tubuler hicre hasari subletaldir, siklikla da hicrelerde

vakuolUzasyon ve sisme, hlcre ylzey degisiklikleri ve hicre kaybi géruldr.
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Akut renal yetmezlikteki oliguri, tubuler obstrikstyona patofizyolojik olarak
anemli bir kanittir. Erken dénemdeki calismalarda iskeminin ilk saatinde proksimal
tubuler basingtaki dramatik artig gésterilmistir (14).

Gobe ve Axelsen tubuler hiicrelerin apoptozisinin renal agirlik kaybiyla korele
oldugunu géstermiglerdir. Bu galismada erken dénemde intertisyel édem ve tubuler
dilatasyon, ge¢ dénemde intertisyel fibrozis ve siddeti artarak giden mononUkleer
hicre infiltrasyonu gézlenmistir. Dedisik derecelerde nekrozda izlenmistir. Ozellikle
tubuler hicrelerde apoptozis izlenmistir. Glomeruller baslangigta normal olmakla
birlikte Uriner bosluklarin blyumesiyle hafif glomerller kollaps geligmistir, karsi
bébrek veya sham bébreginde anlamii histolojik degdisiklik gézlenmemigtir. Apoptozis
8.glinden sonra tubuler hicrelerde hizla artmis, 25 .ginde pik yapmistir. Daha sonra
43.gune kadar hizla azalmig, bu azalma deney sonuna kadar devam etmistir. Tubuler
apoptozis baslangigta i¢ medullada, 15.ginde medulla ¢ikisinda, 25.ginde hem
korteks hem medullada gbzukmustlr. Karsl bobrek ve kontrol bdbreklerde tubuler
apoptozis dustk kalmistir. Apoptotik intertisyel hicreler deney periyodu surecinde
artmiglardir. Bununla birlikte intertisyel fibroblastlar, damar duvar hicreleri apoptotik
hicrelere eslik etmektedir. intertisyel inflamatuar hicreler karsi bébrek ve kontriateral
intertisyel hicre apoptozisiyle benzerdir. Glomeruler hiicrelerde apoptozis nadir olup
anlaml fark gézlenmemistir. Bu calismada kronik obstritkte bdbreklerde tubuler,
intertisyel ve glomerUler hlicre apoptozisinde belirgin farklilik gézienmistir (11).

Bizim calismamizda da, karsi bodbrekte anlamli histopatolojik degisiklik
izlenmedi ve glomerUllerde belirgin patoloji saptanmadi. Ayrica 6zellikle tubuler
hicrelerde apoptozis saptandi. Apoptotik hlcreler, bu calisma ile uyumlu olarak,
korteks ve medullada saptandl. Ancak, interstisyel fibroblastlar ve damar
duvarlarinda apoptotik hiicrelere pek rastlanmadi.

Gobe ve Axelsen, TOU'de tubuler atrofinin nedeni olarak tubuler hicre
apoptozisini éngérmuslerdir (11). Tubuler apoptozis ile bébrek agirliginin azalmasi
arasinda net iliski gértimustur (11,43). En énemli gdzlemlerden birisi tubuler hicre
apoptozisi ile tubuler hicre proliferasyonunun parelel seyretmesi ve hemen hemen
ayn zamanlarda pik yapmast olmustur. intertisyel hicre apoptoziside intertisyel

hacimle paralel artis gdstermektedir (11,43). TOU' de daha dnceki ¢alismalarda



gosterildigi gibi glomerUler ylzey alaninda hafif azaima disinda anlamli degisikiik

gérulmemigtir (11).

Bizim calismamizda da glomertilerde apoptozis veya herhangibir patolojik
degisikiik izlenmedi.

Kronik obstriktif UGropatide hicre proliferasyonu ve apoptozis, tubuler,
interstisyel ve glomerller hicrelerde tanimlanmistir. Gogu deneysel modelde
obstriktif Uropatide, tubuler hicre apoptozisi, Ureter ligasyonundan hemen sonra
gelisir. 7 ve 24. gunlerde pik yapar. Apoptozis baslangicta dilate toplayict kanallarda
olusur sonra diger tubuluslara yayihr. Tubuler hticre apoptozisi muhtemelen obstriktif
Uropatide renal doku kaybina neden olmaktadir, bdbrek agiriginin azalmasi ile
apoptozisin siddeti arasinda korelasyon mevcuttur. Tubuler hiicre proliferasyonuda
Ureter ligasyonundan hemen sonra baslar, 6.ginde pik yapar ve hizlica bazal
diizeyine iner ancak apoptozis, duzeyini korumaya devam etmektedir. Bu ylzden
tubulus  hicre proliferasyonu ile  apoptozisi arasinda patolojik  baglanti
kurulamamaktadir. interstisyel hicre apoptozisi obstriktif Gropati sUresince artarak
devam eder. Interstisyel hiicre proliferasyonu 2 pattern gostermektedir. Erken
dénemde tubuler hicre proliferasyonu ve ¢odu fibroblast proliferasyonu piki, 2.pik ise
cogu inflamatuar hicre proliferasyonudur. GlomerUler hlcre proliferasyonu ve
apoptozisi kontrolden farkli degildir. Obstruktif UGropatide hlcre apoptozisi ve
proliferasyonu iyi bilinmekie birlikte molekller kontrold iyi anlasilamamistir. jé\ncak
dogaldir ki hicre proliferasyonunun ve apoptozisinin denge mekanizmalari molekUler
seviyede olusmaktadir. Bunlardan bazilari deneysel modellerde anlasiimistir (43).
Tanji ve ark.lari rat bébrekleri Uzerindeki ¢alismalarinda TUNEL metodunu kullandilar
ve UUO'U takiben medulla ve kortekste apoptozisin arttigini gézlediler. Medulladaki
artis gecici (4 gunltk) iken korteksteki artis 3 hafta sUrmektedir. Glomeruilerde
apoptozis yoktur (64). Bir baska deneysel calismada, 24 saat ve 2 haftalik iskemi
sonrasl apoptotik hlcre sayisi pik yapmakta ve 4. haftadan sonra azaldig!
bildiriimektedir. Hucre zedelenmesi proksimal tubulus epitelinde daha belirgindir.
Iskemi sonras| reperflzyonda, proksimal tubuluslarda 3-6 giinde epitelyal hiperplazi
gelistigi ve bunlarin  ¢ogunun S-fazi hicrelerin  aktif periyodunda oldugu

gorulmektedir. Daha sonralar! ise epitel hlcre sayisinda azalma goérGimis ve bu
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azalmaninda 2 haftalik iskemi sonrasi apoptozisle gergeklesmis oldugu
yorumlanmustir. Renal zedelenmede apoptozis énemli rol oynamaktadir. Glomertler
sklerozisteki hiicre kayb ile apoptozis yogunlugu beraberdir. UO'daki tubuler atrofi de
apoptozisle gerceklesir. GlomerUller ve renal interstisyumdaki infiltratif 16kositler
inflamasyon siiresince apoptozise gider. Bu yUzden, ¢ogu bébrek hastaliginda
apoptozis énemli rol oynar ve bu bozukluklarin tedavisinde apoptozisin dengelenmesi
ongorulir (66). Gobe ve ark.nin deneysel galismasinda, unilateral iskemik renal
atrofideki hicresel degisiklikler gozéntne alinarak akut ve  kronik faz
degeriendirilmistir. Akut fazda (2-8glin) apoptozis veya nekroz ile meydana gelen
hicre 8lumi artmaktadir. Tubulus epitelleri dayaniksizdir, mitoz aktivitesi yuksektir.
Kronik fazda (10-28 gun) hicre 8limi sadece apoptozisledir. Bébrek kuguimektedir.
Tubulus epitel dayaniklilgl ve mitoz aktivitesi normale doénmektedir. Epitel ici
makrofajlar ortaya ¢ikmaktadir. Atrofik tubuluslardaki epitelyal hicrelerdeki proliferatif
codalma durmaktadir ve bu apoptozisle aciklanmaktadir (67). Gobe ve Axelsen,
ratlarda deneysel hidronefroz sonucu gelisen renal tubuler atrofiyi degerlendirdikleri
calismada, babrekteki progresif doku kaybinin Ureter ligasyonundan 1 hafta sonra
olustugunu ve 2-4 hafta arasi hizlandigini bildirmektedirler. Bu dénemde apoptotik
hiicre sayisida en yUksek seviyelerine gikmaktadir. Hidronefrozla birlikteki renal
tubuler atrofi patogenezinde hicre kaybinda apoptozisin 6nemli rol oynadigina
inanmaktadiriar (68). Renal iskemi sonrasi tubuluslardaki harabiyetin ve onariminin
apoptozisle baglantisinin degerlendirildigi bir calismada rat bébreklerinde, 4 haftalik
iskemi sonucu apoptotik hlcre sayisinin yUkseldigi gézlendi. Bunun 24 saat ve 2
haftalik iskemilerdeki proksimal tubuluslarda hiperplaziye ugrayan epitel hicrelerinin
apoptozis nedeniyle dékulmesinden dolayi gergeklestigi 6ne surtimektedir (65).

Bir baska galismada, kismi ve tam obstrukstyon bulgulari arastiriimigtir. Kismi
Ureteral obstriksUyonda baslangigctan 3 haftaya kadar surekli artan apoptozis
gézlendi. Bu artis tam Ureteral obstrikslyonda gézienen seviyenin %65 kadariydi
(37). Bizim ¢alismamizda da tam obstrikstyondaki apoptotik hicre sayisi, kismi
obstritkstiyondakine nazaran ¢ok daha fazla bulundu. Kismi obstrikstyonda, tam
Ureteral obstrikstyonu takiben olusan apoptotik yanit karsilastirildiginda apoptozisin

daha dusik siddette ve ge¢ zamanda bagladigi da gézlemlenmistir.
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Deneysel ureter ligasyonundan sonra bdbrekte hidronefroz gelismektedir.
Ozellikle distal tubuler epitelde olugsan apoptozis renal atrofi sonucu hidronefroza yol
acgar . Arastirmalarin bir kisminda kismi Ureteral obstrikstyonun renal parankim
Uzerinde etkileri oldugu séylenmektedir. Baz! deneysel calismalarda da parsiyel
Ureteral obstrikslyonda, hidronefroz gelisiminden bahsedilmekte birlikte renal
morfoloji ve fonksiyon Uzerindeki etkinin siddeti daha azdir(37).

Bizim calismamizda da KUO grubunda, parankimdeki degisiklikler daha hafif
izlendi. Hidronefroza giden bébrek saptanmadi.

Arastirmacilardan bazilari ise KUQO'da glomeriler hacmin azaldidi, tubuler
dilatasyonla birlikte progresif glomeruler sklerozunda gelistigini sonugta tubuler atrofi
ve intertisyel fibrozisin meydana geldigini sdylemektedirler (37). Bizim KUO grubunda
da, TUO grubundaki bébreklere gére, intestisyel fibrozis ve tubller atrofi daha hafif
olarak izlendi. Bu calismada TUQ' da apoptoziste progresif artis gortimektedir.
TUO'da 3 haftalik zaman sonunda renal parankimin normal yapisinin bozuldudu,
toplayict ve distal tubullerin genisledigi ve bu dilate tubullerde dramatik olarak
apoptozis gdzlendigi sdylenmektedir. Parsiyel bbstrukte bdbrekte renal parankim
korunmakla birlikte tubulus dilatasyonu mevcuttu ancak apoptotik nikleer boyanma
hafif dilate tubuluslarda gézlendi. Bu karekteristik degisiklikler parsiyel veya komplet
obstrikstyonda ilk 1 haftada gézikmus olmakla birlikte obstrilksiyonun her bir
haftasinda yogunluk giderek artmaktadir (37).

Gergekten bizim calismamizda da, tam obstrikslyon grubunda belirgin
fibrozis, kronik inflamasyon, kistik ve atrofik tubuluslar vardi. Kismi obstriksiyon
grubunda ise tubulus dilatasyonu ve interstisyel fibrozis gézlendi. Ancak, bunlar tam
obstrikslyon grubuna gére daha hafif idi.

Morfolojik ve fonksiyonel ¢alismalarin  birkaginda KUQO'da, 3 haftalik
periyodunda progresyon izlenmemistir. Birkisminda ise kan akiminin ve glomertiler
filtrasyonun belli oranlarda dengelendigi iddia edilmektedir. Eriskin hayvaniar
Uzerindeki calismalarin bazilarinda KUQ'u takiben normal GFR' na geri déndugu
ifade edilmektedir. Benzer olarak  sutten kesilmemis ratlarda da ayni bulgu
gozlenmistir. Bu morfolojik degisiklikler sirasinda karsi bébrekte renal parankim

harabiyeti veya kompansetuar hipertrofi gézlenmemistir (37). Bizim calismamizda da
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kars! bébreklerde parankim harabiyeti, fibrozis, inflamasyon, tubuler atrofi, glomeruler

skleroz gibi renal morfolojiyi bozan patolojik olaylar izlenmedi.
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SONUC

Galigmamizda, tam obstrilkstiyon grubunda, bazi olgularda makroskopik
olarak izlenen hidronefrotik degisiklikler mikroskopik seviyede de izlendi. Dokularin
cogunda, interstisyel fibrozis ve mononikleer iltihabi hicre infiltrasyonu vardi. Bir
olguda kalsifikasyon ve yagdlanma géruldi. Tubuluslarin bir kisminda kistik atrofi, bir
kisminda dilatasyon ve distorsiyon gézlendi. Bazi tubulus epitel hicrelerinde
nikleuslarda dejeneratif degisiklikler izlendi. Oilgularin bir kisminda damar
duvarlarinda kalinlasma, bazi damar IUmenlerinde eritrosit birikimi izlendi. Bir
kisminda ise Ozellikle damar ¢evresinde yogunlasan ve yer yer endoteli bozan
inflamatuar infiltrasyon dikkati ¢ekti. Kismi obstrikstyon grubunun HE kesitlerinde
olgularin bir kisminda, interstisyumda fibrozis ve mononutkleer iltihabi hlcre
infiltrasyonu izlendi. litihabi hicre infiltrasyonu baz! olgularda damar cevrelerinde
yogunlagmisti. Damarlarin bir kisminda Iimende eritrosit gélctkleri izlendi. Bir olguda
parankimde kanama ve nekrotik alanlar géralda. Tubuluslarin bir kismi distorsiyone
idi ve epitelindeki hiicrelerde hafif nikleer dejenerasyon ve vakuoltizasyon gézlendi.

Tam obstrukstyon ve kismi obstriikstyonun patolojik bulgularina bakildiginda,
genelde tam obstrikie bobreklerde fibrozisin, tubuluslardaki etkilenmenin daha
siddetli oldugu gértldl. Bazi tam obstrikte bdbreklerde makroskopik olarak ta
hidronefrotik degisiklikler tespit edildi. Kismi obstrikstyon grubundaki bébrek
dokularinda, bu degisiklikler daha sinirli ve hafif siddetli idi. Kontrol bébrek
kesitlerinde ise, belirgin bir patolojik bulgu gérilmemektedir.

TUNEL ydntemi ile ézellikle tubuluslarda apoptotik hiicreler géraldi. Bunlar iyi
sinirhi, yuvarlak veya ovoid, agik-koyu kahverenkli yogun kromatinli, kicUk nukleuslar
halinde gozlendi. Apoptotik hicrelerin en fazla oldugu alanlar secildi ve buyUk
blyUtmede 1000 hiicre sayilarak, bunlardan kac tanesinin apoptozise ugradigi tespit
edildi.

Tam obstrukslyon grubunda, kismi obsfr[Jkszon grubuna gobre, apoptotik
hicre sayisi anlamli olarak daha fazla saptandi (p<0.05). Tam obstrikstyondaki
apoptotik hlcre sayisinin ortalamasi 190.66, kismi obstrUksliyondaki ise 40.58

bulundu. Standart sapma ise tam obstriksiyon grubunda 160.62, kismi
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Obstriksllyonda 58.63 olarak tespit edildi. Kontrol grubunda apoptotik hucre

saptanmadi.
Sonug olarak, tam obstrikslyonda, kismi obstriksliyona nazaran daha

siddetli patolojik degisiklikler ile paralel olarak apoptotik hicre sayisinin da ¢ok daha
fazla oldugu gozlenmekle birlikte apoptotik degisikliklerin zamanla iligkisini géstermek
amaciyla belirli zaman araliklarinda yapilan obstrilkksiyon neticesinde olusan

degisikliklerin karsilastirimasinin yararli olacagi dustntimektedir,
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OZET

Ureteral obstrikstiyon, cocuklarda obstriktif Uropatinin - 6nde  gelen
nedenlerinden  biridir.  Bdbrek  Gzerinde  gelisen  morfolojik  dedisiklikler,
obstrukstyonun derecesine, siddetine ve slUresine bagh olarak farkhiiklar
gostermektedir. Obstriktif bébrek dokusunda interstisyel fibrozis, siddeti degisen
tubuler harabiyet, iltihabi infiltrasyon, hidronefrotik, kistik ve atrofik degisiklikier,
kanama, nekroz gdzlenebilir. Bazende bdbregin tam kaybina kadar ilerleyebilir.

Obstriktif nefropatide, mekanizma renal hlcre zedelenmesi ve Slumuddr.
Renal hicre 8limu, renal hlicre nekrozu ve renal hicre apoptozisi ile olusmaktadir.
Renal hicre nekrozu, HE ile boyanmis preperatlarda dederlendirilebilen bir morfolojik
gorlntldedir. Ancak apoptozis, dokuda HE ile boyanmis preperatlarda nadiren
gérulr.

Bu calismada, dncelikli amacimiz, yeni bir yontem olan TUNEL yéntemi ile
Kismi ve tam obstriksllyona ugratiimis bdbrek dokularinda gelisen renal hiicre
apoptozisini géstermek ve degerlendirmektir. Ayrica obstruktif nefropatide olusan
histopatolojik degisiklikleride yeniden gézden gecirmektir.

Kismi obstriksiyon grubundan 12 adet, tam obstritkstiyon grubundan 12 adet
,kontrol grubundan 5 adet tavsan bébredinin parafin bloklarindan elde edilen 5
mikron kalinligindaki kesitler TUNEL metodu ile boyandr. Ayrica HE ile de boyand!.
Tam obstrukslyon grubu bébrek dokusunun HE preperatlarinda, interstisyel fibrozis,
kronik iltihabi infiltrasyon, tubuler harabiyet, kistik ve atrofik tubuluslar belirgin olarak
gozlendi. Bazi olgularda hidronefrotik degisiklikler belirgindi. Kismi obstrikstyon
grubundaki bobrek dokularinda, bu degisiklikler daha sinirli ve hafif siddetli idi.
Kontrol grubu bébreklerde ise normal histolojiye yakin bébrek dokular! izlend.

TUNEL ydntemi ile ézellikle tubuluslarda apoptotik hicreler gérildi. Bunlar iyi
sinirll, yuvarlak veya ovoid, agik-koyu kahverenkli, yogun kromatinli, kiictik nikleuslar
halinde gézlendi. Apoptotik hucrelerin en fazla oldugu alanlar secildi ve buyik
blyttmede 1000 hiicre sayilarak, bunlardan Kag tanesinin apoptozise ugradidi tespit
edildi. Tam obstrikslyon grubunda, kismi obstrilksliyon grubuna gére, apoptotik

htcre sayisi anlamli olarak daha fazla saptandi (p<0.05). Kontrol grubundaki tavsan
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bobreklerinde tek, tuk apoptotik hiicre gozlendi. Calismamizda yeni, duyarllig ve
0zgunltgu yiksek olan TUNEL yoéntemi, parafin bloklardan elde edilen kesitlerde
basari ile uygulanmistir. Kismi ve tam obstrikstyondaki apoptozis siddetinin farklilidi

gosteriimistir.
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SUMMARY

Uretaral obstruction is the most common cause of obstructive uropathy in
children. Morphologic changes in kidney vary according to degree severity and
duration of obstruction. Interstisial fibrosis, tubular damage with changing severity
inflammatory infiltration, hydronephrotic, cystic and atrophic changes , bleeding,
necrosis is seen in obstructive kidney tissue. And sometimes it causes total Kidney
loss.
Mechanism of obstructive nephropathy is renal cell damage and death. Renal cell
death is formed by renal cell necrosis and renal cell apoptosis. Renall cell necrosis can

be evoluoted in H.E stained sections. But apoptosis is rarely seen on H.E stained

sections.
In this study we armed to demonstrate and evoluate renal cell apoptosis in

partially and totally obstructed renal tissue by using TUNEL method. Moreover we
reviewed the histopathologic changes in obstructive nephropaty. Five micron thickness
sections were gotten from paraffin blocks of 12 partially obstructed rabbit kidneys and
12 totaly obstructed rabbit kidneys and these sections were stained by using TUNEL
method. And they were also stained with HE. In totaly obstructed kidney tissues
stained with HE, interstisye! fibrosis, chronic inflammatory infiltration, tubular damage,
cystic and atrophic tubules were marked. in some cases hydronephrotic changes were
significant. In partially obstructed kidney tissues these changes were limited and mild
degree. In control group kidney tissues normal histology was observed. Especially
apoptotic cells in tubules were observed by using TUNEL method. Those were
observed to have round or ovoid, light-dark brown with orderly bordered nicleus
dense chromatin. Fields with dense apoptotic cells were chosen and in high-power
field 1000 cells were counted and number of apoptotic cells were detected. In totally
obstructed group number of apoptotic cells were significantly higher than in partially
obstructed group (p< 0.05). In control group of rabbit kidneys a few apoptotic cells
were observed.

In our study TUNEL method which is a new, sensitive and spesific method was
applied succesfully on sections gotten from paraffin blocks and the difference of

severity of apoptosis in partial and total obstruction was demonstrated.
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