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OZET

Amag. Tikanma ikteri nedeniyle olusan renal hasarin mekanizmasinin ortaya
koyulmasi ve tedavide yeni alternatiflerin gelistirilmesi klinik agidan onemlidir. Bu
nedenle yaptigimiz bu calismada ratlarda tikanma ikteri modeli kullanilarak, ikter
sonras1 olusacak bobrek hasarin1 6nlemede; efferent arteriola etkili enalapril, afferent

arteriola etkili  diltiazem ve antioksidan olan E vitamininin etkisini aragtirmay1

hedefledik.

Materyal-method. Calismada 56 adet Wistar albino disi ratlar rastgele ayrilarak
7 ayr1 grup olusturuldu (kontrol, sham, enalapril, diltiazem, E vitamini, diltiazem+E
vitamini, enalapril+E vitamini). Calisma gruplarinda laparatomi yapildiktan sonra
koledok baglanarak tikanma sariligi olusturuldu. Kontrol grubunda ise sadece
laparatomi yapildi, koledok baglanmadan batin kapatildi. Gruplara 7 giin boyunca 30
mg/kg/giin diltiazem, 10mg/kg/giin enalapril ve 50mg/kg/giin E vitamini verildi.
Ratlardan 3. ve 7. giin kan alinarak simetrik dimetil arjinin (SDMA) ve kreatinin
diizeyleri ¢alisildi. 7. giiniin sonunda sakrifiye edilerek bobrek dokulari histopatoloji
icin alindi. Gruplardan elde edilen patoloji Orneklerine H&E boyama ile patolojik
skorlama yapildi. Immunhistokimyasal boyama ile endotelin 1(ET1) diizeyi semi-

kantitatif skorlama yapilarak degerlendirildi.

Bulgular. Histopatolojik skor, SDMA, kreatinin ve endotelin 1 sonuglari
acisindan bakildiginda tedavi gruplarinda en iyi sonug enalapril+ E vitamini grubunda,
en koti sonu¢ E vitamini grubunda ve iyiden kotiiye dogru sirasiyla diltizem+E

vitamini, enalapril ve diltizem gruplarinda bulundu.

Sonuclar. Calisgmamizin sonucunda E vitamini ile kombine edilen enalapril’in
hem histolojik olarak hem de biyokimyasal olarak sinerjik etki olusturarak bilirubin

yiiksekligine bagli gelisen renal hasari azalttigini tespit ettik.

Anahtar Kelimeler. tikanma sarilig1, diltiazem, enalapril, E vitamini, kreatinin,

Simetrik dimetil arjinin, endotelin-1, safra nefropatisi



ABSTRACT

Aim. It is clinically important to establish the mechanism of renal damage
caused by obstructive jaundice and to develop new alternatives in treatment. In this
study, obstructive icter model was used in rats. We aimed to investigate the effects of
enalapril which is effective on efferent arteriol,diltiazem which is effective on affent

arteriol and vitamin E which is an antioxidant to prevent renal damage after obstruction.

Material Methods. In this study, 56 Wistar albino female rats were randomly
divided into 7 groups (control, sham, enalapril, diltiazem, E vitamin, diltiazem+E
vitamin, enalapril+E vitamin). After laparotomy in the study groups, bile duct ligation
was performed and obstructive jaundice was formed. In the control group, only
laparotomy was performed and the abdomen was closed before ligation of the common
bile duct. Diltiazem 30 mg / kg / day, enalapril 10 mg / kg / day and vitamin E 50 mg /
kg / day were given to he study groups for 7 days. Blood was taken from the rats on the
3rd and 7th days and their creatinine and symmetric dimthylarginine (SDMA) levels
were studied. At the end of the 7th day, rats were sacrificed and kidney tissues were
taken for histopathology. Pathological scoring was performed by H&E staining.
Endothelin 1 (ET1) levels were evaluated by immunohistochemical staining by

semiquantitative scoring.

Results. When the histopathological score, creatinine and endothelin 1 results
were evaluated, the best results were found in the enalapril + vitamin E group, the worst
result in the vitamin E group and diltizem + vitamin E, enalapril and diltizem groups,

respectively.

Conclusion. As a result of this study, we found that enalapril combined with
vitamin E reduces renal damage due to bilirubin elevation both histologically and

biochemically.

Key words. obstructive jaundice, diltiazem, enalapril, E vitamin, creatinine,

symmetric dimthylarginine, endothelin-1, bile cast nephropaty.
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1.GIRIS

Tikanma sariligit nedeni 1ile olusan akut bobrek yetmezligi, hastalifin
fizyopatolojisi ve tedavisi hala klinik 6nemini koruyan, ciddi bir tablodur. Safra
akiminda meydana gelen obstriiksiyonun fizyopatolojik etkileri, temeldeki etyolojiden
bagimsiz olarak iki genel sonucu ortaya c¢ikarmaktadir. Bunlar safranin bagirsaga

gecememesi ve bunun sonucunda sistemik dolasima katilmasidir.

Bilier agacin obstriiksiyonu ve safra akisinin engellenmesi basta safra tuzlar ve
bilirubin olmak iizere bir¢ok sistemik toksik etkisi olan maddenin birikimine yol
acmaktadir (1). Bu sistemik toksik etkilerin goriildiigii organlardan biri de bobreklerdir.
Bir¢ok klinik calismada tikanma sariligi ile birlikte renal fonksiyon bozuklugu
insidansinda artis oldugu gosterilmistir (2,3). Tikanma sarilig1 ile bobrek yetmezligi
arasindaki iligki daha onceki ¢alismalarda tanimlanmis olmasina ragmen (2,5) tam
olarak insidans1 ve altta yatan patoloji aci§a kavusturulamamistir (6). Altta yatan
patolojiler ile ilgili etkili olan faktorler; renal iskemi (7), bilirubin ve safra tuzu
toksisitesi (8), endotoksemi (9,10), azalmis retikiiloendotelyal aktivite (11), myokard
depresyonudur (12). Tikanma sarilikli hastalarin yaklasik %8’inde akut tiibiiler nekroz
(ATN) gortilmektedir (6). Mekanizma multifaktéryeldir; azalmis kardiyak output,
azalmis periferal vazokonstriiksiyon, hipovolemi, renal vazokonstruksiyonun artmasi

glomeriil filtrasyon hizin1 azaltir (14).

Bu calismamizda ratlarda olusturulan deneysel tikanma sarili§i modelinde
bobrek kan akimimi artirdigi bilinen;  bébrek afferent arteriolinde L tipi Ca™
kanallarina etki ederek dilatasyon yapan ve boylelikle GFR yi artiran Ca’ kanal
blokorii olan diltiazem, afferent arteriol ile birlikte daha ¢ok efferent arteriolde
dilatasyon yaparak GFR yi artiran ACE inhibitorii olan enalapril(15) ve molekiiler-
hiicresel etkileri; zarlara veya proteinlere zarar vermelerini 6nlemek amaciyla spesifik
olarak reaktif oksijen tiirlerini ve nitrik oksiti temizlemek, sadece bir antioksidan olarak
etki etmek(4) ya da spesifik enzimler ve transkripsiyon faktorleri ile etkileserek ve
onlar1 diizenleyerek, zarlar ve lipit kisimlar1 gibi hiicresel yapilari korumak (8) olan E
vitamini kullaniminin ratlardaki bozulmus bobrek fonksiyonlarinin {izerine etkisini

arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. BOBREGIN YAPISI VE FONKSiYONLARI

Bobrekler vertebral kolonun her iki tarafinda, renal fasianin (Gerota fasiyasi) 6n
ve arka yapraklarmin arasindaki retroperitoneal boslukta yer alan organlardir. Eriskin
bobregi 10-14 cm uzunlugunda, 5-7 cm genisliginde ve 2,5-3 cm kalinligindadir.
Agirhigr kadinlarda yaklasik 135 gr, erkeklerde 150 gr’dir. Her bobregin medial
kesiminde renal hilus denilen ve ig¢inden renal arter, renal ven, renal pelvis, ireter,
lenfatik ve sinirlerin gectigi bir yap1 bulunur. Renal hilus i¢inde renal arterler ve sinirler
girerken, renal venler, lenfatikler ve iireter bobregi buradan terkeder. Her bir bobrek
aortadan koken alan renal arterler ile kanlanir. Bobregin kan akimi normalde kalp
debisinin %22’si kadar veya yaklasik dakikada 1100 ml’dir. Renal arter hilustan
bobrege girdikten sonra Once interlobar daha sonra arkuat arterlere ayrilir. Arkuat
arterlerden dik olarak interlobiiler arterler ¢ikar. Bu arterlerden glomeriile giden afferent
arterioller koken alir. Glomeriilii olusturan kapillerler birleserek efferent arteriolleri
olusturur. Efferent arterioller daha sonra dallanarak tiibiiliisleri saran, bobrekteki 2.
kapiller ag sistemi olan peritiibiiler kapiller ag1 olusturur. Peritiibiiler kapillerlerden
gelen kan vendz sisteme dokiiliir. Oradan sirasi ile arteryel sistemle paralel olarak
interlobiiler ven, arkuat ven, interlobar ven ve renal veni takip eder. Renal venler vena

kava inferiora drene olurlar(16).

Bobrek sagital olarak kesildiginde dista korteks, igte medulla olmak iizere 2
kisimdan olusur. Medulla, mediiller piramit ismi verilen 1018 adet piramidal yapidan
olusur. Piramitlerin tabanlar1 kortikomediiller bolgede bulunurken, tepe kisimlar1 kaliks
icine kadar uzanir. Kaliks icine a¢ilan bu kisimlara papilla ismi verilir. Korteks
bobregin dis kisminin yani sira mediiller piramitler arasinda da yer alir ve bu kisma
Bertini’nin bobrek kolonlar1 denir(16). Bdbrekte idrar olusumunu saglayan en kiiciik
yapisal ve anatomik birim nefrondur. Her bir bdbrekte, her birinin idrar yapabilme
fonksiyonu olan yaklasik 1 milyon nefron bulunur. Gelisimini tamamlayan bir bobrekte
yeni nefron yapilamaz. Bu nedenle yaslanma, bobrek hastaliklar1 veya travma nedeniyle
kaybedilen nefronlarin yerine yenileri yapilamaz. Yaglanma ile %10—40 arasinda nefron
kaybedilir ama geride kalan nefronlar bu eksikligi kompanse edebilir(16). Her bir

nefron sivinin kandan filtre edildigi bir glomertil ve filtre edilmis sivinin sonunda idrara
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doniistiigii uzun ve yer yer kivrintili tiibiilden olusur. Glomertl, diger kapiller aglar ile
karsilastirildiginda, daha yiiksek hidrostatik basinca (60 mmHg kadar) sahip, dallanan
ve anastomoz yapan kapiller bir agdan olugsmustur. Glomeriil kapillerleri, epitel
hiicreleri ile Ortiilmiistiir ve tiim glomeriill Bowman kapsiili ile sarilmistir. Tiibiiliisler
ise filtre edilen sivinin idrara doniistiigii proksimal ve distal tiibtiliisler, Henle kulpu ile
toplayic1 kanallardan olusan kisimdir. Glomeriiller, proksimal ve distal tiibiiliisler ve dis
korteksteki nefronlarin Henle kulplar1 kortekste; toplayici kanallar, Henle kulplar1 ve
vasa rectalar mediillada bulunur. Nefronlar bobrek dokusunda ilerledikleri derinlige
gore, kortikal ve jukstaglomeriiler olmak tizere 2 tiptir. Glomeriilden filtre edilen sivi
sirastyla proksimal tiibiil, Henle kulpu, distal tiibiil ve toplayici kanallardan geger, renal
papillalarin i¢inden bdbrek pelvisine bosalirlar. Her bobrekte her biri 4000 nefrondan
idrar toplayan 250 kadar ¢ok genis toplayici kanal vardir(16). Nefronlarin temel islevi
istenmeyen maddeleri plazmadan temizlemektir. Bunun i¢in kullanlan mekanizmalar
glomertiler filtrasyon, tiibiiler reabsorbsiyon ve tiibiiler sekresyondur. Glomeriiler
filtrasyon mekanizmasiyla glomeriildeki kanin plazmasinin bir boliimii (yaklasik 1/5°1)
glomeriiler membrandan filtre edilir. Tubiiler reabsorpsiyon ile filtre edilen sivi,
tiibiillerde ilerlerken su ve diger gerekli maddeler reabsorbe edilir. Istenmeyen maddeler
geri emilmez ve idrar olusumuna katkida bulunur. Tiibiiler sekresyon ile de plazmadaki
baz1 maddeler tiibiilleri doseyen epitel hiicreleri tarafindan dogrudan tiibiiler siv1 igine

sekrete edilir(16, 17).

2.1.1. Bobregin Temel Fonksiyonlari:

1) Ekskretuvar fonksiyonlar;

> Idrar olusumu, arttk maddelerin eliminasyonu: Metabolik artik
maddeler (iire, iirik asit gibi), Ekzojen maddeler (ilaglar, toksinler ve
metabolitleri).

» Su dengesinin korunmasi: Total viicut suyunun korunmasi, plasma
osmolalitesinin korunmasi.

» Elektrolit ve asit baz dengesinin korunmasi: Sodyum, kloriir,
kalsiyum, fosfat, potasyum, magnezyum ve asit-baz dengesinin

korunmasi.



2) Metabolik Fonksiyonlar

» Hormonlar ve benzeri maddelerin sentezi: Renin, D vitamini,
eritropoetin, prostoglandinler, kallikrein-kinin, biiylime faktorleri.

> Peptid yapili hormonlarn yikimi ve katabolizmasi: Insiilin, glukagon,
parathormon, kalsitonin, prolaktin, biiylime hormonu, vazopressin,
gastrointestinal hormonlar.

» Diisiik molekiil agirlikli proteinlerin katabolizmasi: Hafif zincirler,
mikroglobulin.

» Diger metabolik fonksiyonlar: Glukoneogenez, lipid metabolizmasi(16).

2.2. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI(SOR) VE BOBREK

Son yillarda yapilan hayvan galismalarinda serbest oksijen radikallerinin, I/R
hasar1 ve bobrek allogreft rejeksiyon patogenezinde oOnemli bir rolii oldugunu
diisiindiirmektedir. Siklosporin gibi immiinsupresif ilaglar, nitrik oksit inhibisyonu
araciligiyla dolayli vazokonstriksiyon etki goOstererek bobrekte oksidatif strese yol
acarlar. Bobrek I/R ve nefrotoksisite sirasinda SOR iiretiminde yer alan mekanizmalar
halen tam olarak anlagilamamistir. Deneysel renal allogreft ve rejeksiyon c¢aligmalarinda
Nikotinamid Adenin Diniikleotid Hidroksifosfat (NADPH) ve o6zellikle ksantin
oksirediiktaz faaliyetleri, SOR iiretimi bulgular1 ile birlikte artti§1 gdsterilmistir. I/R ve
nefrotoksisite hayvan modellerinde, antioksidan Ozelligi olan c¢esitli ajanlarin SOR
azalttign ve ayn1 zamanda antioksidan enzimleri koruyucu etkisi oldugu

gosterilmistir.(18).

2.3. SERBEST RADIKALLER

Bir veya daha fazla ortaklanmamig elektron ihtiva eden yiikli veya yliksiiz
olabilen atom veya molekiillere serbest radikaller denir. Bu bilesikler organizmada
normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda oldugu gibi, ¢esitli dis etkenlerin etkisiyle

de olusabilmektedir. Biyolojik sistemde serbest radikaller en fazla elektron transferi



sonucu meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel
olarak notral olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler.
Canliligin devaminin zorunlu bir pargasi olan oksijen radikalleri sayisiz enzimatik
reaksiyon ve biyolojik fonksiyonlar i¢in gereklidirler(19-22).  Biyolojik sistemlerdeki
en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen, eslesmemis 2 tane
elektronu ile biyolojik sistemlerdeki 6nemli bir serbest radikaldir. Oksijenin bu 2 tane

elektronu nedeniyle diger serbest radikaller ile kolayca reaksiyona girer.

En Oonemli serbest oksijen radikalleri; oksijenin kendisi, siiperoksid, hidrojen
peroksid, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikaldir(20-22). Siiperoksid radikali
(O2 ) hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu meydana gelir. Stiperoksid, zayif etkili bir serbest radikaldir. Asil
onemi, hidrojen peroksit (H202) kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit radikali, SOD araciligiyla H202 ve oksijene
cevrilir.(20, 21, 23) H202, siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi
veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan
peroksitin iki proton (H+ ) ile birlesmesi sonucu meydana gelir. 02 + 2H+ H202 + 02
02 + e- + 2H+ H202 O2 + 2H+ H202 + O2 SOD 10 Siiperoksit grubundan daha
zay1f etkili olan hidrojen peroksit, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili iiriinlere dontstiiriilerek

etkisiz kilinir (20, 22, 23).

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil {iretimi, siliperoksidin
dismutasyonu ile olur. Bu reaksiyon, spontan gerceklesir ya da SOD enzimi tarafindan
katalizlenir. Iki superoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki
proton alarak H202 ve molekiiler oksijeni olustururlar. H202 bir serbest radikal
olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda
onemli bir oynar. Ciinkii Fe+2 veya diger gecis metallerinin varliginda olusan
reaksiyon, siiperoksit radikalinin varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif
ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturur(20, 22).
Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir, yarilanma 6mrii ¢ok kisadir.
Hidroksil radikali biiyiik olasilikla reaktif oksijen tiirlerinin en gii¢liisiidiir. Hidroksil
radikali biiyiik molekiil yapisi ve elektronegativitesi nedeni ile DNA, karbonhidrat,
lipitler ve proteinler gibi molekiiller ile reaksiyona girer. Bu yapilarda oksidatif hasara

yol agar(19, 22, 24).



2.3.1. Serbest Radikallerin EtKileri

Insan viicudunda enflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden yiiksek parsiyel
oksijen basinci, ozon ve azot dioksit, kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin
etkisi ile daha fazla serbest oksijen radikali iiretilmektedir. Bunun sonucunda, viicuttaki
hiicre sistemlerinde fonksiyonel, metabolik ve yapisal bozukluklar olur. Bunun
sonucunda hiicre hasar1 ya da oliimii gergeklesebilir. Serbest radikallerden baglica lipid,
protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi hiicresel komponentler etkilenir(20, 25).
Stiperoksit radikali ve hidroksil radikali sitoplazma, mitokondri, niikleus ve
endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatir. Membranlarda
lipid peroksidasyonu meydana gelmesiyle membran permeabilitesinde artig olur.
Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilthidril gruplar ve diger aminoasit
kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur. Serbest
oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur. Hiicrede reaktif
oksijen tiirlerinin ve serbest Fe+2 + H202 Fe+3 + OH 02 + H202 102 + OH" + OH
radikallerin artis1 hiicre hasarmin énemli bir nedenidir. Iskemi sonrasinda reperfiizyon
da reaktif oksijen tiirlerinin artigina bagl olarak iskeminin olusturdugu hiicre hasarin

artirir( 20, 25).

2.3.2. Membran Lipitlerine Etkileri

Serbest radikallerin en ©Onemli etkisi lipitler lizerine olan etkidir ve lipit
peroksidasyonu olarak adlandirilir. Hiicre membranlar1 poliansatiire yag asitlerinden ve
kolesterolden zengin oldugundan dolay1 kolaylikla oksidan radikallerden etkilenirler.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglarmin serbest
radikallerle reaksiyona girmesiyle peroksidasyon iiriinleri olusur. Lipit peroksidasyonu
kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukg¢a zararlidir.
Serbest radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna "nonenzimatik lipit
peroksidasyonu" denir. Nonenzimatik lipit peroksidasyonu c¢ok zararli bir zincir
reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve iirettigi reaktif aldehitlerle indirekt
olarak diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina neden olur(19-22,

24).



2.3.3. Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere kars1 poliansatiire yag asitlerinden daha direnglidir.
Serbest  radikallerin  proteinlerde  yaptigi  hasarin  biiylikliigli;, aminoasit
kompozisyonlarin protein konformasyonuna, aminoasitlerin lokalizasyonuna ve hasar
goren proteinin tamir yetenegine baglidir. Doymamig bag ve kiikiirt iceren triptofan,
tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler
serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda ozellikle stlfiir
radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller olusur. Proteinin hiicresel
lokalizasyonuna ve radikalin toksisite giicline gore protein harabiyetinin boyutlar

degisebilir(19-21, 24).

2.3.4. Niikleik Asit ve DNA'ya Etkileri

DNA yapisinda oksidatif hasara sebep olan pek cok faktor vardir. Iyonize
radyasyon, artmis oksijen konsantrasyonu, ksantin oksidaz ve gesitli kimyasallar asir1
radikal olusumuna yol agarak direkt hasara veya DNA tamir enzimlerini etkileyerek

hiicrede mutasyona ve 6liime yol acarlar(19-22, 24).

2.4. ANTIOKSIDAN SAVUNMA MEKANIZMALARI

Organizmada reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 engellemek i¢in birtakim koruyucu mekanizmalar mevcuttur. Bunlar antioksidan
savunma sistemleri olarak adlandirilir. Antioksidanlar, endojen kaynakli ve eksojen
kaynakli olmak iizere baslica iki ana gruba ayrilirlar. Antioksidanlar, hiicrenin hem sivi

hem de membran kisimlarinda bulunabilirler.

Antioksidanlar farkli sekillerde etki edebilirler. Serbest oksijen radikallerini
etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha zayif bir molekiile ¢cevirme islemine toplayici
etki denir. Antioksidan enzimler bu tip bir etki gosterirler. Serbest oksijen radikalleriyle

etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle
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dontistiiren olaya bastirici etki adi verilir. A vitamini ve flavanoidler bu tarz bir etkiye
sahiptirler. Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarmi engelleyici etkiye zincir kiric1 etki denir. Hemoglobin ve mineraller
zincir kiricr etki gosterirler. Etkilerini serbest radikallerin olusturduklari hasar1 onararak

gostermelerine ise onarici etki denir(20).

2.5. TIKANMA SARILIGI

2.5.1. Tikanma Sarihig1 Fizyopatolojisi

Safra asitleri ve konjuge bilirubin hem iskemik etkiyle, hem de direkt toksik
etkiyle tiibiiler nekroz yapar (27). Idrar atimi, fraksiyonel sodyum ve potasyum atilimi
artar (28). Ortak safra yolu baglanan yani tikanma sarilifi modeli olusturulan
hayvanlarda 12 giin sonra su alinimida 60%, kreatinin klirensi ve total viicut sivisinda
15%, ekstraselliiler sivida 24%, plazma voliimiinde 15% oraninda azalma gosterilmistir
(29). Gegmiste vazoaktif mediatorlerin; renin-anjiotensin (30,31) ve prostaglandin
sentezindeki (26,30) etkileri lizerinde durulurken, son zamanlardaki c¢aligmalar atrial
natriiiretik peptid (32), nitrik oksit (33), tromboksan ve endotelin 21 sistemlerinin
(34,35) tikanma sariliginda meydana gelen bozulmus bdbrek fonksiyonlarinin
patogenezinde rol oynadigina isaret etmektedir. Bu etkilerini su ve elektrolit

degisikliklerine sebep olarak olusturduklar diisiiniilmektedir.

2.5.2. Tikanma Sarihginda Biyokimyasal Parametreler:

Herhangi bir sebeple safra akisinda olusan tikaniklik sonucu bazi biyokimyasal
parametrelerde degisiklikler olusmaktadir. Bunlardan en belirgin olanlar1 serum total ve
direkt bilirubin, alkalen fosfataz (ALP), alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST) ve gama glutamil transferaz (GGT) degerleridir. Ozellikle
malign tikanikliklarda bilirubin  degerleri  progresif olarak artarken, serum

transaminazlart AST ve ALT normalin 2-3 kati, ALP’da normalin 10 kat1 kadar artis



izlenebilmektedir. Tikanma ve kolestatik sariliklarda da ALT ve AST normalin 3-5 kat1

kadar yiikselebilmektedir.

Gama glutamil transferaz basta bobrek, safra yollari, pankreas, karaciger, dalak,
kalp, beyin ve seminal vezikiil olmak iizere bir¢ok dokunun hiicre membraninda
bulunmaktadir(36). Hiicre membranindan aminoasit ge¢isi ve lokotrien
metabolizmasinda yer almaktadir(37,38). Karaciger hastaliklarinda oldukea spesifik ve
duyarli bir enzimdir. Hepatobiliyer fonksiyon bozuklugunu cok iyi yansitmaktadir.
Gama glutamil transferaz karaciger ve bobrekte yiiksek konsantrasyonda bulunur.
Hepatoseliiler hasarlanmalarda, safra yolu maligniteleri, kolanjit olgularinda GGT

diizeyleri yiiksek seyretmektedir(36,39).

Alkalen fosfataz organizmada bir¢ok dokuda, 6zellikle kemik, barsak, karaciger,
plasenta ve bobrekte bulunur. Alkalen fosfataz bir enzim degil izoenzim toplulugudur.
Normal serumda bulunan alkalen fosfataz karaciger kaynaklidir. Kemik ve barsak
fraksiyonunun artmasi bu dokularda yapimin arttigmi gostermektedir. Kolestatik
sariliklarda, hepatoselliiler yetmezlik olgularindan daha da yiiksek diizeylere

ulasabilmektedir.

2.6. ENALAPRIL

Enalapril anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitoriidiir. Enalapril
hipertansiyon tedavisi, konjestif kalp yetmezligi, post-miyokard infarktiisii, konjestif
kalp yetmezligi gibi endikasyonlar i¢in kullanilir (40). Enalapril’in kendisi zayif bir
ADE inhibitoriidiir ama karacigerde aktif metaboliti olana enaloprilata doniisiir.
Enaloprilat ADE inhibitorii olan enalaprilden 10-20 kat daha etkindir. Enalapril
genellikle tek doz uygulamadan sonra daha 24 saat etkilidir. Enalaprilin tek doz
aliminda kan basincinda azalma 0,5-4 saat iginde gergeklesir ve bu durum 12- 24 saat
aras1 siirer. Aktif metabolitin yarilanma stiresi 30-50 saattir (40). Enalapril diger ADE
inhibitorleri gibi hipertansif hastalarin tedavisinde kalsiyum kanal veya beta-
adrenoseptor antagonistlerine gore inme, pnonomi riskini azaltan ADE inhibitoriidiir
(40). Enalaprilin oral formu plazma diizeyinde 30-90 dakika i¢cinde emilimi ger¢eklesir.

Aktif metabolitin plazma diizeyinde 3-4 saat i¢inde emilimi gergeklesmektedir. Atilim



hem enalapril hem de enalaprilat i¢in baslica bobrekler yoluyladir. Enalaprilat
sirkiilasyondan hemodiyalizle uzaklastirilabilir. Anjiyotensin doniistiiriici enzim
inhibitorlerinin olumsuz etkileri oksiiriik, dokiintli, eozinofili, anemi ve trombosit
degerlerinde azalmadir. Ayrica bu ajanlar hipotansiyon, tasikardi, anjina, perikardite
neden olabilir. Diger ortak yan etkiler hiperkalemi, hipertermi, hipoglisemi,

hiponatremi, insiilin duyarlilig1 ve ¢inko eksikligi bulunmaktadir (40).

Enalapril maleatin etki mekanizmasi, anjiotensin [’in kuvvetli bir
vazokonstriktor olan, aldosteron salimini uyaran, anjiotensin II’ye doniisiimiinii
saglayan, anjiotensin doniistiiricii enzimi (ADE) inhibe etmesine dayanmaktadir.
ADE’in inhibisyonu plazma anjiyotensin II diizeyini diistirerek vazopresor aktivitenin
ve aldosteron sekresyonunun azalmasina neden olur. Normal dozlarda hastalarin biiyiik
kisminda antihipertansif etki 24 saate kadar devam edebilir. Ancak maksimum terapotik

etkiye birkac hafta sonra ulasilabilir (41).

2.7. DILTIAZEM

Diltiazem, benzodiazepin tiirevi bir kalsiyum kanal blokeridir. Angina pektoris,
hipertansiyon ve supraventrikiiler aritmilerin tedavisinde kullanilir. Arteriyollerde
damar toniisii ve periferik damar rezistansini azaltarak vazodilatasyona yol agar ve
antihipertansif etki gosterir(42,43). Diltiazem yavas kalsiyum kanallarini inhibe ederek
vaskiiler diiz kas ve miyokard hiicrelerine kalsiyum girisini engeller; boylece koroner ve
periferal arteriyollerdeki tonusu azaltir(43,44). Diltiazem’in yan etkileri genellikle iyi
tolere edilebilir ve yan etki insidanst %2’den azdir. En ¢ok rastlanan yan etkiler
Diltiazem’in  vazodilatér etkilerinden kaynaklanan etkilerdir ve bunlar yiiz
damarlarindaki genislemeyle olusan yiizde kizariklik (flushing), bas agrisi, bas donmesi,
yorgunluk, siniis bradikardisi, konstipasyon, birinci derece A-V blogu, ayak bilegi
O0demi, hipotansiyondur. Diltiazem oral alimdan sonra hemen hemen tamamen absorbe
olur. Diltiazem oOnemli derecede ilk ge¢is metabolizmasina wugrar ve oral
biyoyararlanimi yalnizca %40 civarindadir. Hizli salinim yapan formiilasyonlarinda
plasma pik konsantrasyonuna (Cmax) 1,5 saatte ulasir. Diltiazem %80-90 civarinda
plasma proteinlerine ve genellikle de albumine baglanir. Diltiazem biiyiik oranda

CYP3A4 enzimi tarafindan metabolize edilir. Diltiazem’in %70’ idrarla, %17’si fecesle
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atilir. Diltiazem’in ortalama yarilanma omrii 4,5 saattir (2 saat ile 11 saat arasinda
degismektedir). Diltiazem diger ilaglarla birlikte oral uygulandiginda, metabolizmasi
inhibe olabilir ve eliminasyonu uzayabilir ve bundan dolayr da Diltiazem ve

metabolitleri viicutta birikebilir(43, 45).

2.8. E VITAMINI

E vitamini terimi, sadece bitkiler tarafindan {iiretilen ve benzer yapilara sahip
olan 8 farkli vitamin formunu kapsamaktadir. Bunlar trimetil (a), dimetil (B veya y) ve
monometil (8) tokoferol ve her birine karsilik gelen tokotrienollerdir(46). E vitamini
diyetle alindiktan sonra bagirsak hiicreleri tarafindan emilir ve silomikronlar i¢inde
dolagima salinirlar. Vitaminler silomikron artiklar1 vasitasiyla karacigere ulasir.
Karacigerde spesifik bir protein olan a-tokoferol transfer protein, segici olarak o-
tokoferol’ii hedefler ve onu ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler icine tasir. a-Tokoferol
haricindeki diger tokoferoller ve tokotrienoller karaciger tarafindan alikonularak safra
ve idrar yoluyla karboksietil-hidroksikromanlar halinde atilirlar(48). a-Tokotrienol
yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunda normal hiicresel reaksiyonlara miidahale

ettigi icin, yiiksek yapili organizmalarda sadece a-tokoferol kullanilir(47).

E vitamini Bugday tohumu yagi, Ay cekirdegi, Badem, Aycicek yagi, Findik,
Yer fistigi, Misir yagi, Brokoli, Soya yagi, Kivi, Mango, Domates, Ispanakta bol

miktarda bulunur.

Vitaminler, su ve lipit hiicre bilesenlerini oksidatif reaksiyonlar sirasinda
iretilen reaktif oksijen radikallerinin saldirisindan direkt olarak korurlar veya siiperoksit
dismutaz/ glutatyon peroksidaz sistemi tarafindan bu radikallerin eliminasyonu
arttirthr(51). Glinlimiizde E vitamininin molekiiler ve hiicresel etkileri; zarlara veya
proteinlere zarar vermelerini 6nlemek amaciyla spesifik olarak reaktif oksijen tiirlerini
ve nitrik oksiti temizlemek, sadece bir antioksidan olarak etki etmek(52) ya da spesifik
enzimler ve transkripsiyon faktorleri ile etkileserek ve onlar1 diizenleyerek, zarlar ve

lipit kisimlart gibi hiicresel yapilar1 korumak (53) seklinde agiklanmustir.

E vitamininin en énemli etkisi doku rejenerasyonudur(56). E vitamini biiyiime,

iireme, ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesi ve dokularin biitiinliigliniin korunmasi gibi viicut
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fonksiyonlar1 i¢in gereklidir. E vitamini ile ilgili yogun arastirmalar, serbest radikal
kaynakli doku hasarin1 ve sonu¢ olarak bazi dejeneratif ve yangisal hastaliklarin
gelisimini 6nleyebilen ya da geciktirebilen bir antioksidan olarak E vitamininin gii¢lii

roliinii gostermistir(55).

Her ne kadar tikanma ikterinde gelisen nefropatinin patofizyolojisi net olarak
tespit edilmemisse de safra tuzlarinin nefronlarda ¢okmesi ve tiibiiler obstriiksiyona
neden oldugu diistiniilmektedir. Bir diger suglanan mekanizma da ortaya ¢ikan serbest
oksijen radikalleri ile renal hiicrelerde hasar olugmasidir.(49,50,54) Bu c¢alismada E
vitamini verilerek tikanma ikterinde ortaya cikan nefropati iizerine etkisinin olup

olmadigi arastirilmak istenmistir.

2.9.ENDOTELIN 1:

Endotelin (ET) -1, hem normal bobrek fizyolojisi hem de patolojiyle yakindan
dahil olan pro-inflamatuar, mitojenik ve pro-fibrotik oOzelliklere sahip giiclii bir
vazokonstriktor peptiddir. ET-1, kortikal ve mediiller damarlarin daralmasi, mezanjiyal
hiicre kasilmasi, hiicre dig1 matris iiretiminin uyarilmast ve toplama kanali boyunca
sodyum ve su geri emiliminin inhibisyonu dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli biyolojik etkiler
gosterir. Yapilan calismalardan elde edilen kanitlar ET sisteminin bir dizi bobrek
bozukluguna karistigini gostermektedir(57). Bunlar, diyabetik ve hipertansif nefropati,
glomeriilonefrit dahil, ilerleyici glomeriiler ve tubulointerstisyel fibroz ile iligkili kronik
proteiniirik durumlar1 igerir. Ek olarak, ET-1, akut iskemik bobrek yetmezligi,
kalsindrin inhibitorii toksisitesi, endotoksemi, hepatorenal sendrom ve digerleri dahil
olmak tiizere artmis renal vaskiiler diren¢ ile karakterize edilen renal bozukluklara
nedensel olarak bagldir(58). Ayrica, ET sisteminin bozulmasi, uygun olmayan sodyum

ve su tutma ile iliskili kosullara dahil olabilir.
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3. MATERYAL - METOD

Bu deneysel calisma, T.C Cumhuriyet Universitesi Rektorliigii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanlhigi'nin 65202830-050.04.04-244 say1 ve
Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Aragtirmalar Merkezi izinleri almarak, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Biyokimyasal analizler

Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi biyokimya anabilim dalinda gerceklestirilmistir

Calismamizda; geng eriskin 24-26 haftalik, 200-220 gram agirliginda 56 adet
Disi Wistar albino rat kullanildi. Ratlar rastgele olarak her bir grupta 8 rat olacak
sekilde 7 gruba ayrildi. Deney Oncesinde ve deney siiresince her hayvan ortalama 22°C
sicaklikta, 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlikta, standart laboratuvar yemi ve suya
rahatca ulasabilecekleri kafeste ve her kafeste 1 adet rat olacak sekilde barindirildi. Bu
ratlar basit randomizasyonla, her bir grupta 8 adet rat olacak sekilde 7 gruba randomize

edildi.

Gruplar:

Grup I: Kontrol grubu; Laparatomi yapilip, koledok baglanmayip, herhangi bir
tedavi almayan grup

Grup II: Sham grubu; Laparatomi sonrasi koledok baglanip, oral yoldan distile
su verilen grup.

Grup III: Diltiazem grubu; Laparotomi sonrasi koledok baglanip, herbir rat’a
oral yoldan 30mg/kg/giin Diltiazem verilen grup

Grup IV: Enalapril grubu; Laparotomi sonrast koledok baglanip, herbir rat’a
oral yoldan 10mg/kg/giin Enalapril verilen grup

Grup V: E vitamini grubu; Laparotomi sonrasi koledok baglanip, herbir rat’a
intramuskuler yoldan 50mg/kg/giin E vitamini verilen grup

Grup VI: Diltiazem + E vitamini grubu; Laparotomi sonrasi koledok baglanip,
30mg/kg/glin(p.o.) Diltiazem + 50mg/kg/giin (i.m.) E vitamini verilen grup

Grup VII: Enalapril + E vitamini grubu; Laparotomi sonras1 koledok baglanip,

10mg/kg/glin(p.o.) Enalapril + 50mg/kg/giin(i.m.) E vitamini verilen grup
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3.1. CERRAHIi PROSEDUR:

Ratlara subkiitan ketamine (90mg/kg) ve xylazine (3mg/kg) enjeksiyonu ile
anestezi uygulanmasini takiben, steril sartlarda cerrahi girisim yeri tiraslandiktan ve
temizlendikten sonra abdomen bolgesi povidon iyot ile silindi. Deney sirasinda ratlarin
spontan solumalar1 saglandi ve viicut sicakliklar1 37°C da tutmak i¢in masa lambasi
kullanild1. Steril delikli yesil ortiildiikten sonra, karinda ksifoid ¢ikintidan asagiya dogru
uzanan yaklasik 2 cm’lik bir orta hat kesisi yapildi. Mide ve pilor takip edilerek
duodenum bulundu. Duodenum hafifce 6ne ve asagiya dogru cekilip, karaciger
hilusundan duodenuma dogru uzanan ve ince bir tubuler yapi1 olarak izlenen ana
safra kanali goriildii. Ana safra kanali, ¢evresindeki yagli dokulardan tutularak asildi
ve ucu ince olan bir hemostat, dissektor veya makas ile disseke edilerek
ciplaklagtirildi. Ana safra kanali proksimalinden ve distalinden 4/0 ipek ile
baglanip ve kesildi. Karin kaslar1 3/0 veya 4/0 polipropilen dikis ile devamh tarzda
kapatildi. Cilt 3/0 veya 4/0 polipropilen dikis ile tek tek kapatilarak isleme son

verildi.

Ratlarda tikanma ikteri olusturulduktan sonra kontrol grubuna herhangi bir
tedavi uygulanmadi, Sham grubuna gavaj yontemi ile 1ml distile su verildi, Diltiazem
grubuna 30 mg/kg/giin, Enalapril grubuna 10mg/kg/giin, E vitamini grubuna
50mg/kg/giin, Diltiazem ve E vitamini grubuna ayn1 dozlarda, enalapril ve E vitamini
grubuna ayni dozlarda gavaj yontemi ile ilaglar verildi. Tiim ratlardan islemden 3. ve 7.
gilin sonunda kan alinarak SDMA ve kreatinin diizeyleri bakildi. 7. Giin sonunda ayni

zamanda ratlar sakrifiye edilerek bobrek dokular1 histopatolojik olarak incelendi.
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Resim 2: mide-pilor takip edilerek duodenumun bulunmasi ve duodenumun 6ne-asagi

cekilerek koledok’un bulunmasi
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Resim4: koledok’un askiya alinmasi
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Koledok’un 4/0 ipekle askiya alinmasi ve baglanmasi

Resim5

Koledok’un baglanip kesilmesi

Resim6
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3.2. HISTOPATOLOJIK iNCELEME

Otenazi sonrasi alman bdbrek dokular histopatolojik inceleme igin %10 luk
ndtral formalinde 48 saat fikse edildi. Fiksasyon sonrasi dokular, doku takip cihaz ile
(Leica, Germany) artan dereceli etil alkollerden gecirilerek (%70, 80, 95, 100)
dehidratasyon ve ksilol ile seffaflandirma islemi yapildi. Doku takip islemi sonrasinda

dokular parafine gomiilerek mikrotomla (Leica, Germany) 4 um kesitler alindi.

3.2.1. Isik Mikroskobi

Isik mikroskobik incelemeler yapmak i¢in parafine gomiilen doku 6rneklerinden
mikrotom (Leica RM2125RT) ile 4 um kalinliginda seri kesitler alindi.  Genel
morfolojiyi gostermek amaciyla alman kesitler hemotoksilen-eozin boyandi ve
Olympus BX51 (Tokyo,Japan) mikroskopu ile goriintiiler alindi ve histopatojik
skorlama yapildi (Tablo1).

Tablo 1: Bobrek Hasarinin H&E Boyamaya Gore Skorlama Tablosu

COK | ORTA | AZ | COKAZ
Bobrek Glomeriil Capinin Genislemesi 4 3 2 1
Proksimal Tiibiil Capinin Daralmast 4 3 2 1
Distal Tiibiil Capinin Daralmasi 4 3 2 1
Kanama Miktar1 4 3 2 1

3.2.2. immiinofloresan Boyama Protokolii

Parafine gomiilen doku 6rneklerinden alinan 4 pm’lik seri kesitler 1 gece etiivde

bekletildikten sonra sirasiyla agagidaki islemler uygulandi.

e Ksilolde deparafinizasyon...... (2 saat)
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% 100’lik alkol...(2 dk)
%95°1ik alkol...... (2 dk)
%80’1ik alkol...... (2 dk)
%70’1ik alkol...... (2 dk)
Distile suda 5 dk yikandh.
Mikrodalga firinda 5 dk 600W’da 10 Mm sodyum sitrat tamponu (pH=6)
igerisinde epitoplarin aciga ¢ikmasi i¢in kaynatildi.
Kesitler yikama ¢ozeltisinde (PBS-Triton X-100) 2 kez 5’er dakika yikandi.
Ornekler Pappen (Daido Sangyo Co.,Ltd.Tokyo,Japan) ile ¢izildi.
Kesitlerin  immiinoglobulinin nonspesifik baglanmasin1  engellemek i¢in
Superblock (Sky Tech Lab, USA) ¢ozeltisinde oda 1sisinda nemli karanlik
ortamda 20 dakika inkiibe edildi. (Serum Bloklama)
Ornekler yikanmadan iizerlerine primer antikor damlatilarak +4 derecede nemli
karanlik ortamda gece boyu inkiibasyona birakildi. Bu caligmada kullanilan
primer antikorlar ve seyreltme oranlar1 su sekildedir;
» Endothelin 1 (1:50)
» Primer antikorlar antibody diluent reagent (ThermoFisher,USA) ile
sulandirildu.
Ornekler yikama ¢dzeltisinde (PBS-Triton X-100) 3 kez 5’er dakika yikandi.
Sekonder antikor damlatilarak oda sicakliginda karanlik nemli ortamda 30
dakika inkiibe edildi.
Calismada kullanilan sekonder antikorlar ve seyreltme oranlari su sekildedir:
» Goat Anti-Mause [gG H&L (Alexa Fluor 568 : ab175473 abcam) (1:250)
» Sekonder antikorlar antibody diluent reagent (ThermoFisher,USA) ile
sulandirildu.
Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Triton X-100) 3 kez 5’er dakika yikandi.
0.5 pg/ml DAPI (Sigma,USA) ile oda sicakliginda karanlik nemli ortamda 5
dakika ¢ekirdek boyamas1 yapildi.
Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Triton X-100) 3 kez 5’er dakika yikandi.
Kurutma yapmadan kapatma medyumu (ThermoFisher,USA) ile karanlik

ortamda kapatma yapildu.
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Tim gruplarin 151k mikroskop bulgulari ve immiinoflorasan bulgular 1s1k
mikroskopta (Olympus BXS51, Japan) incelendi ve semi-kantitatif skorlama yapilarak
degerlendirildi(tablo2).

Tablo 2: Endotelin-1 Immiinreaktivite Skorlama Tablosu

IMMUNREAKTIVITE SKOR
Hi¢ immiinreaktivite gostermemis 0
Cok az immiinreaktivite gostermis 1

Az immiinreaktivite gostermis

Orta immiinreaktivite géstermis

E-N VST N o)

Yiiksek immiinreaktivite gostermis

3.3. BiYOKIMYASAL iNCELEME

Calismadaki tiim ratlardan alinan kan Ornekleri kirmizi kapakli biyokimya
tiiplerine (Becton Dickinson,UK) alindi. Serum tiipleri santrifiij edilmeden once
pihtilasmaya birakildi. 4 °C de 15 dakika boyunca 3500 devirde santrifiij edildi ve
hemen -80 °C de donduruldu.(WiseCryo, Giiney Kore). Spectrofotometrik metod ile
kreatinin diizeyleri 6lciildii. (Roche Cobas 801, Almanya). SDMA diizeyleri ELISA
kiti (Andy gene, USA) kullanilarak 6l¢iildii.

3.4. ISTATIKSEL INCELEME

Calismamizda elde edilen veriler SPSS 22.0 programina yiiklenerek verilerin
degerlendirilmesinde parametrik test varsayimlart yerine getirildiginde (Kolmogorov-
Simirnov) bagimsiz ikiden fazla gruptan elde edilmis 6l¢timler karsilastirilirken varyans
analizi, analiz sonucunda Onemlilik karar1 verildiginde farklilik yapan grup ya da
gruplart  bulabilmek icin Tukey testi, parametrik test varsayimlari yerine
getirilemediginde bagimsiz ikiden fazla gruptan elde edilen Ol¢limler karsilastirilirken

Kruskal-Wallis testi, analiz sonucunda 6nemlilik karar verildiginde farklilik yapan grup
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ya da gruplar1 bulmak i¢in Man Whitney U testi, sayimla elde edilmis verilerin

degerlendirilmesinde Khi-kare testi kullanild1 ve yanilma diizeyi 0,05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Gruplardan elde edilen patoloji  oOrneklerine H&E  boyama ve
immunhistokimyasal boyama yapildi. Tiim gruplarin 151tk mikroskop bulgular1 ve
immiinoflorasan bulgular1 151k mikroskopta (Olympus BX51, Japan) incelendi ve semi-

kantitatif skorlama yapilarak degerlendirildi.. sonuglar tablo3 de gosterilmistir.

Tablo 3: H&E Boyamaya Gore Bobrek Cisimciginin Diizeni, Glomeriil Biiytikliigii,
Bowman Arali8i, Proksimal Tiibiil, Distal Tiibiil Ve Kanama Oranina ve Endotelin-1’e

Gore Semi-Kantitatif Skorlama Tablosu

= 2 =
E_TE | _.- | & _
E|FEE® |EE |8 g
= | E28% |EF =
> = E :g > ) 5 = -
T | 22T« - 2 = -
©w | 07 - s O e E
= = Sz E = — 200 s =
S S| $288| 58 |=% |E |E
=" > - = g 2 = 3 o ] =)
- 255825/ 28 |25 |5 |3
o R A0 | A0 N> =
Kontrol 1. 1 1 1 0 1
Grubu 2. 0 1 2 1 2
3. 2 1 1 1 1
4. 0 0 1 0 2
5. 1 2 1 1 2
6. 0 1 1 0 1
7. 1 2 2 0 2
8. 1 1 1 1 1
Sham Grubu 1 3 3 2 3 4
2. 4 3 3 3 3
3. 2 4 3 2 3
4, 4 3 3 3 4
5. 4 3 1 2 4
6. 4 3 3 2 4
7. 3 3 2 3 3
8. 2 4 3 1 3
E Vitamini 1. 3 2 3 2 3
Grubu 2. 2 3 2 3 2
3. 2 3 2 3 4
4, 4 4 2 2 2
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1.

Diltiazem
Grubu
Enalapril
Grubu

Diltiazem +

E Vitamini

Enalapril +
Grubu

E Vitamini
Grubu
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Sham

E vitamini

Diltiazem

Enalapril

Diltiazem
E vitamini

Enalapril +
E vitamini

Resim 7: Gruplarin 40x Endotelin 1 cy3 lokalizasyonunu gosteren immiinflorasan
boyama (cy3 sekonder antikor ile isaretlenmis oldugundan kirmiz1 endotelin isaretli
alanlar var, 6zellikle proksimal tiibiil epitelinde ve glomeriillerde pozitiflik izleniyor)
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Resim 8: Kontrol grubu bobrek dokusu H&E 10X: bobrek korteksinde, normal ¢apta
glomertil (-) ve bowman araligina sahip bobrek cisimcikleri (ok) izlenmektedir. Ayrica
kortekste diizenli yerlesimli proksimal tiibiiller (ok basi) ve distal tiibiiller (siyah ok
bast), kan damarlari (y1ldiz) goriilmektedir.

Resim 9: Kontrol grubu bobrek dokusu H&E 40x: bobrek korteksinde normal ¢apta
glomertil (-) ve bowman araligina sahip bobrek cisimcikleri (ok) izlenmektedir. Ayrica
kortekste diizenli yerlesimli proksimal tiibiiller (ok basi) ve distal tiibiiller (siyah ok
bast) goriilmektedir.
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Resim 10: Sham grubu bobrek dokusu H&E 10x: bobrek korteksinde, ¢aplart
kiigiilmiis ve diizensiz glomeriiller (-), genis bowman araligina sahip bobrek cisimcikleri
(ok) yogun sekilde izlenmektedir. Ayrica kortekste cap1 geniglemis, tiibiiler
epitelizasyonu bozulmus proksimal tiibiiller (ok basi) ve distal tiibiiller (siyah ok bast),
kan damarlari (yildiz) gortiilmektedir.

Resim11: Sham grubu bébrek dokusu H&E 40x: bobrek korteksinde, ¢aplari
kii¢iilmiis ve diizensiz glomeriiller (-), genis bowman araligina sahip bobrek cisimcikleri
(ok) yogun sekilde izlenmektedir. Ayrica kortekste cap1 geniglemis, tiibiiler
epitelizasyonu bozulmus proksimal tiibiiller (ok basi) ve distal tiibiiller (siyah ok bas1)
goriilmektedir
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Resim 12: E Vitamini Grubu (10x): Bobrek Korteksinde Diizensizlesmis Ve Cap1
Kiiciilmiis Glomeriiller (-), Bobrek Cisimciginde (Ok) Genislemis Bowman Araligi,
Liimeni Genislemis Proksimal Tiibiiller (Ok Bas1) Ve Distal Tiibiiller (Siyah Ok Basi),
Genislemis Kan Damarlari (Yildiz) Izlenmektedir.

Resim 13: E Vitamini Grubu (40x): Bobrek Korteksinde Diizensizlesmis Ve Capi
Kiictilmiis Glomeriiller (-), Bobrek Cisimciginde (Ok) Genislemis Bowman Araligi,
Liimeni Genislemis Proksimal Tiibiiller (Ok Bas1) Ve Distal Tiibiiller (Siyah Ok Bas1)
Izlenmektedir.
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Resim 14: Enalapril Grubu (10x): Bobrek Korteksinde Diizensizlesmis Ve Capi1
Pozitif Kontrol Ve E Vitamini Gruplarina Kiyasla Daha Az Kii¢lik Glomeriiller (-),
Bobrek Cisimciginde (Ok) Daha Dar Bowman Araligi, Liimeni Daha Diizenli Ve Dar
Olan Proksimal Tiibiiller (Ok Basi) Ve Distal Tiibiiller (Siyah Ok Bas1), Kan Damarlari
(Y1ldiz) izlenmektedir.

Resim 15: Enalapril Grubu (40x): Bobrek Korteksinde Diizensizlesmis Ve Capi
Pozitif Kontrol Ve E Vitamini Gruplarina Kiyasla Daha Az Kii¢lik Glomeriiller (-),
Bobrek Cisimciginde (Ok) Daha Dar Bowman Araligi, Liimeni Daha Diizenli Ve Dar
Olan Proksimal Tiibiiller (Ok Bas1) Ve Distal Tiibiiller (Siyah Ok Bas1) izlenmektedir.
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Resim 16: Diltiazem Grubu (10x): Bobrek Korteksinde Daha Diizenli Ve Cap1 Pozitif
Kontrol, E Vitamini Gruplarina Kiyasla Daha Az Kii¢iik Glomertiller (-), Bobrek
Cisimciginde (Ok) Daha Dar Bowman Araligi, Liimeni Daha Diizenli Ve Dar Olan
Proksimal Tiibiiller (Ok Basi) Ve Distal Tiibiiller (Siyah Ok Bas1), Kan Damarlari
(Y1ldiz) izlenmektedir.

Resim 17: Diltiazem Grubu (40x): Bobrek Korteksinde Daha Diizenli Ve Cap1 Pozitif
Kontrol, E Vitamini Gruplarina Kiyasla Daha Az Kii¢iik Glomertiller (-), Bobrek
Cisimciginde (Ok) Daha Dar Bowman Araligi, Liimeni Daha Diizenli Ve Dar Olan
Proksimal Tiibiiller (Ok Basi1) Ve Distal Tiibiiller (Siyah Ok Bas1) Izlenmektedir.
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Resim 18: Enalapril + E Vitamini Grubu (10x): Bobrek Korteksinde Diger
Gruplardan Cok Daha Diizenli Ve Cap1 Normal Bobrek Dokusuna Yakin Glomeriiller
(-), Bobrek Cisimciginde (Ok) Normal Aralikta Bowman Araligi, Liimeni Diizenli Ve

Dar Olan Proksimal Tiibiiller (Ok Bas1) Ve Distal Tiibiiller (Siyah Ok Bas1), Kan
Damarlar (Y1ldiz) izlenmektedir.

Resim 19: Enalapril + E Vitamini Grubu (40x): Bobrek Korteksinde Diger
Gruplardan Cok Daha Diizenli Ve Cap1 Normal Bobrek Dokusuna Y akin Glomeriiller (-
), Bobrek Cisimciginde (Ok) Normal Aralikta Bowman Araligi, Liimeni Diizenli Ve
Dar Olan Proksimal Tiibiiller (Ok Basi) Ve Distal Tiibiiller (Siyah Ok Bas1)
[zlenmektedir.
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Resim 20: Diltiazem + E Vitamini Grubu (10x): Bobrek Korteksinde Diger
Gruplardan Daha Diizenli Ve Cap1 Normal Bobrek Dokusuna Yakin Glomeriiller (-),
Bobrek Cisimciginde (Ok) Normal Aralikta Bowman Araligi, Liimeni Diizenli Ve Dar
Olan Proksimal Tiibiiller (Ok Bas1) Ve Distal Tiibiiller (Siyah Ok Bas1) izlenmektedir

Resim 21: Diltiazem + E Vitamini Grubu (40x): Bobrek Korteksinde Diger
Gruplardan Daha Diizenli Ve Cap1 Normal Bobrek Dokusuna Yakin Glomeriiller (-),
Bobrek Cisimciginde (Ok) Normal Aralikta Bowman Araligi, Liimeni Diizenli Ve Dar
Olan Proksimal Tiibiiller (Ok Bas1) Ve Distal Tiibiiller (Siyah Ok Bas1) izlenmektedir.
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4.2. ISTATIKSEL BULGULAR

Rat gruplarina gore yapilan deneylerden elde edilen sayisal degerler asagidaki
tablolarda gosterilmektedir. Gerek histo-patolojik Olgiimler ile elde edilen gerekse kan

degerlerinden ortaya ¢ikan sonuglar, deney gruplarina gore test edilmistir.

Toplam histopatolojik skor sonuglar1 Tablo 4’te yer almaktadir. Sonuclar
incelendiginde deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu
hesaplanmistir (p<0,05). Farkliligin kaynagi olan gruplar1 bulmak amaciyla yapilan
analizde; kontrol grup ortalamasinin Enalapril + E Vitamini grup ortalamasi disinda
diger tiim gruplarin ortalama degerinden kiiciik oldugu hesaplanmistir (p<0,05). Ayn
zamanda Sham ve E Vitamini gruplarinin ortalamalarinin Enalapril + E Vitamini grup

ortalamasindan yiiksek oldugu istatistiksel olarak ispat edilmistir (p<0,05).
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Grafik 1: Toplam histopatolojik skor grafigi
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3. Giin Kreatinin degeri sonuglar1 Tablo5’te yer almaktadir. Sonuglar
incelendiginde deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu
hesaplanmistir (p<0,05). Farkliligin kaynagi olan gruplar1 bulmak amaciyla yapilan
analizde; kontrol grup ortalamasinin Diltiazem + E Vitamini ve Enalapril + E Vitamini
grup ortalamalar1 disinda diger tiim gruplarin ortalama degerinden kii¢iik oldugu
hesaplanmistir (p<<0,05). Sham grup ortalamasinin Enalapril (p<0,001), Diltiazem + E
Vitamini (p<0,001) ve Enalapril + E Vitamini (p<0,001) grup ortalamalarindan daha
yiiksek oldugu ispat edilmistir. Ayn1 zamanda E Vitamini grup ortalamasinin Enalapril
(p<0,001), Diltiazem + E Vitamini (p<0,001) ve Enalapril + E Vitamini (p<0,001) grup
ortalamalarindan daha yiiksek oldugu ispat edilmistir. Ek olarak Diltiazem grup
ortalamasinin Enalapril (p<0,001), Diltiazem + E Vitamini (p<0,001) ve Enalapril + E
Vitamini (p<0,001) grup ortalamalarindan daha yiiksek oldugu ispat edilmistir.

Tablo 5: 3. Giin Kreatinin Degeri Tanimlayici Istatistikleri ve Fark Analizi Sonuglar

Standard
Degisken Grup Minimum | Maximum | Mean Deviation P
glin3 Kontrol 0,30 0,44 | 0,34 0,05
Sham 0,91 1,70 1,27 0,25
E VITAMINI 0,92 1,48 1,22 0,21
DILTIAZEM 0,73 1,46| 1,16 0,24 | <0,001
ENALAPRIL 0,40 0,89 | 0,68 0,17
DILTIAZEM + E VITAMINI 0,42 0,741 0,55 0,12
ENALAPRIL + E VITAMINI 0,34 0,60 0,46 0,09

7. Gilin Kreatinin degeri sonuglar1 Tablo 6’da yer almaktadir. Sonuclar
incelendiginde deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu
hesaplanmistir (p<0,05). Farkliligin kaynagi olan gruplar1 bulmak amaciyla yapilan
analizde; kontrol grup ortalamasinin Diltiazem + E Vitamini ve Enalapril + E Vitamini
grup ortalamalari disinda diger tiim gruplarin ortalama degerinden kiiclik oldugu
hesaplanmistir (p<<0,05). Sham grup ortalamasinin Enalapril (p<0,001), Diltiazem + E
Vitamini (p<0,001) ve Enalapril + E Vitamini (p<0,001) grup ortalamalarindan daha
ylksek oldugu ispat edilmistir. Aym1 zamanda E Vitamini grup ortalamasinin Enalapril
(p<0,001), Diltiazem + E Vitamini (p<0,001) ve Enalapril + E Vitamini (p<0,001) grup
ortalamalarindan daha yiiksek oldugu hesaplanmigtir. Ek olarak Diltiazem grup

ortalamasinin Enalapril (p<0,001), Diltiazem + E Vitamini (p<0,001) ve Enalapril + E
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Vitamini (p<0,001) grup ortalamalarindan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bir diger
farklilik olarak, Enalapril grup ortalamasinin Enalapril + E Vitamini grup

ortalamasindan yiiksek oldugu hesaplanmistir (p=0,008).

Tablo 6: 7. Giin Kreatinin Degeri Tanimlayici Istatistikleri ve Fark Analizi Sonuglari

Standard
Degisken Grup Minimum | Maximum | Mean Deviation P
glin7 Kontrol 0,29 0,47 0,38 0,05
Sham 0,90 1,47| 1,16 0,20
E VITAMINI 0,90 1,41 1,14 0,22
DILTIAZEM 0,74 1,39| 1,07 0,23 | <0,001
ENALAPRIL 0,44 0,85 0,71 0,17
DILTIAZEM + E VITAMINI 0,41 0,70 0,57 0,11
ENALAPRIL + E VITAMINI 0,32 0,68 0,39 0,12
1,50 7 Gan
1,00

Mean
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Grafik 2: Gruplardan elde edilen 3. ve 7. giin kreatinin deger grafigi
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3. Giin Simetrik Dimetil Arjinin(SDMA) degeri sonuglar1 Tablo7°’de yer
almaktadir. Sonuglar incelendiginde deney gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik oldugu hesaplanmistir (p<0,05). Farkliligin kaynagi olan gruplari bulmak
amaciyla yapilan analizde; kontrol grup ortalamasinin Diltiazem + E Vitamini ve
Enalapril + E Vitamini grup ortalamalar1 disinda diger tiim gruplarin ortalama
degerinden kiigiik oldugu hesaplanmistir (p<0,05). Sham grup ortalamasinin Enalapril
(p<0,001), Diltiazem + E Vitamini (p<0,001) ve Enalapril + E Vitamini (p<0,001) grup
ortalamalarindan daha yiiksek oldugu ispat edilmistir. Ayn1 zamanda E Vitamini grup
ortalamasinin Enalapril (p<0,001), Diltiazem + E Vitamini (p<0,001) ve Enalapril + E
Vitamini (p<0,001) grup ortalamalarindan daha yiiksek oldugu ispat edilmistir. Ek
olarak Diltiazem grup ortalamasinin Enalapril (p<0,001), Diltiazem + E Vitamini
(p<0,001) ve Enalapril + E Vitamini (p<0,001) grup ortalamalarindan daha yiiksek

oldugu ispat edilmistir.

Tablo 7: 3. Giin SDMA Degeri Tanimlayici Istatistikleri ve Fark Analizi Sonuglar

- .. ) Standard

Degisken | Grup Minimum | Maximum Mean Deviation p
Kontrol 58,79 101,25 83,42 19,46
Sham 404,83 484,83 44214 38,72
E VITAMINI 297,47 457,66 402,47 72,26

) DILTIAZEM 305,77 384,26 347,61 37,31

giin3 ENALAPRIL 187,28 275,96 219,88 4170 | ~0:001
DILTIAZEM + E
VITAMING 152,19 229,55 182,66 37,50
ENALAPRIL +E
VITAMINI 118,23 276,34 182,52 75,91

7. Giin Simetrik Dimetil Arjinin(SDMA) degeri sonuglar1 Tablo 8’de yer
almaktadir. Sonuglar incelendiginde deney gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik oldugu hesaplanmistir (p<0,05). Farkliligin kaynagi olan gruplari bulmak
amaciyla yapilan analizde; kontrol grup ortalamasinin Diltiazem + E Vitamini ve
Enalapril + E Vitamini grup ortalamalar1 disinda diger tiim gruplarin ortalama
degerinden kiigiik oldugu hesaplanmistir (p<0,05). Sham grup ortalamasinin Enalapril
(p<0,001), Diltiazem + E Vitamini (p<0,001) ve Enalapril + E Vitamini (p<0,001) grup
ortalamalarindan daha yiiksek oldugu ispat edilmistir. Ayn1 zamanda E Vitamini grup
ortalamasiin Enalapril (p<0,001), Diltiazem + E Vitamini (p<0,001) ve Enalapril + E
Vitamini (p<0,001) grup ortalamalarindan daha yiiksek oldugu hesaplanmistir. Ek
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olarak Diltiazem grup ortalamasinin Enalapril (p<0,001), Diltiazem + E Vitamini

(p<0,001) ve Enalapril + E Vitamini (p<0,001) grup ortalamalarindan daha yiiksek

oldugu goriilmiistiir. Bir diger farklilik olarak, Enalapril grup ortalamasinin Enalapril +

E Vitamini grup ortalamasindan yiiksek oldugu hesaplanmistir (p=0,008).

Tablo 8: 7. Giin SDMA Degeri Tanimlayici Istatistikleri ve Fark Analizi Sonuglari

ilag
Error bars: 95% Cl
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Grafik 3: Gruplardan elde edilen 3. ve 7. giin SDMA deger grafigi
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Entotelin 1 semikantitatif 6l¢lim sonuglari Tablo 7°de yer almaktadir. Sonuglar
incelendiginde deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu
hesaplanmistir (p<0,05). Farkliligin kaynagi olan gruplar1 bulmak amaciyla yapilan
analizde; kontrol grup ortalamasinin Enalapril + E Vitamini grup ortalamasi disinda
diger tim gruplarin ortalama degerinden kii¢iik oldugu hesaplanmistir (p<0,05). Sham
grup ortalamasinin Enalapril (p<0,001), Diltiazem + E Vitamini (p<0,001), Enalapril +
E Vitamini (p<0,001) diltizem (p<0,001), enalapril(p<0,001) ve E vitamini(p>0,001)

grup ortalamalarindan daha yiiksek oldugu ispat edilmistir.
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5. TARTISMA — SONUC

Biliyer tikanmanin temel sonug¢larindan biri, hastanin morbidite ve mortalitesini
belirgin sekilde artiran bobrek fonksiyonu iizerine olan etkisidir. Bu calismamizda
ratlarda olusturulan deneysel tikanma sariligi modelinde bobrek kan akimini artirdigi
bilinen; diltiazem, enalapril ve antioksidan etkisi olan E vitamini kullaniminin
ratlardaki bozulmus bobrek fonksiyonlar1 iizerine etkisini arastirdik. Bu calisma
tikanma sariligina baglh renal hasarda enalapril, diltiazem ve E vitaminin etkilerinin

karsilastirildigr ilk ¢alismadir.

Safra nefropatisine bagli akut bobrek hasar1 , genellikle enfeksiyonlar / sepsisin
eslik etmesiyle ortalama sagkalimi 2 haftada % 50 civarinda olup, yiiksek mortaliteye
sahiptir(60). Bu mortalite oranlarimi diisiirmek tikanma sariligina bagli bobrek
fonksiyon bozuklugu olan hastalarda altta yatan hastaligin gerek cerrahi gerekse tibbi
tedavisi i¢in zaman kazandirir. Bu ¢aligmada afferent arteriola etkili diltizem, efferent
arteriola etkili enalapril ilaglar1 kullanilarak bobrek kan akimini degistirerek tikanma
sartliginda olusturulmus bobrek hasarina olan etkilerini karsilagtirmayr hedefledik.
Ayn1 zamanda olusturulmus olan bobrek hasarina kuvvetli antioksidan oldugu bilinen E

vitamini tedaviye ekleyerek bu hasarin azalttilmasini 6ngordiik.

Temiz ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada, bakir nefrotoksisitesinde E
vitaminin antioksidan savunma mekanizmalarin1 giliglendirerek BUN ve kreatin
diizeylerini etkili olarak diisiirdiigiinti ve bdbrek icin potansiyel koruyucu olabilecegini
bulmuslardir(61). Bizim g¢alismamizda E vitamini tek basina kullanildiginda bdbrek
fonksiyonu ve histopatolojik incelemeye gore iyilesme saglamasina ragmen istatiksel
olarak anlamli degildi(p>0,005) fakat Diltiazem ve  Enalapril ile kombine

kullanildiginda iyilestirici etkilerini artirici olarak bulunmustur(p<0,005).

Becker ve Ark. yaptiklar1 ¢calismada renal iskemi modelinde tacrolimusa bagli
olusan nefrotoksisitede diltiazemin koruyucu etkisine baktiklar1 ve diltiazemin olusmus
tiibliler lezyonlarda histolojik olarak iyilesme sagladigim1 ancak bdbrek
fonksiyonlarinda diizelme olmadigini saptamiglardir. Olusan tiibiiler hasarin; hiicre
icine patolojik Ca™ salimmina bagli oldugu, diltiazemin de koruyucu etkisini bu
patolojik Ca™ salmmmu engelleyerek olusturdugunu diisiinmiislerdir. Bu galismada

ayrica bobrek kanlanmasimi degistirerek bobrek fonksiyonlarinin diizeltilemedigi
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vurgulanmistir(62). Bizim ¢alismamizda da olusturulan hepato-renal sendromda
afferent arteriole etkili diltiazemin bdbrek fonksiyonlarini istatistiksel olarak anlamli
olarak diizeltmedigi(p>0.005), ancak renal hasarda anlamli derecede iyilesme sagladig:
goriilmiistiir(p<0.005). Bu sonug¢ Becker ve ark. Yaptig1 calismada vurguladiklart gibi
diltiazemin arterial kan akimindaki degisiklikten ¢ok Ca'™ kanallarin1 bloke ederek
hiicre igine patolojik Ca™ akimim engelleyerek tiibiller hasar1 azalttigi savini
desteklemektedir. Literatiirde her ne kadar Safra nefropatisine enalapril in etkisi ile
ilgili calisma olmasa da diyabetik nefropatide enalapril tedavisinin etkili oldugunu

gosteren ¢alismalar vardir(63, 64).

Bizim ¢aligmamizda efferent arteriol iizerine vazodilatator etkili enalaprilin; hem
renal fonksiyonlar1 hem de renal hasar1 diltiazeme gore anlamli derecede daha etkili
olarak azalttig1 saptanmistir(p<0.005). Ayrica tedavide antioksidan Ozelligi cok
kuvvetli olan E vitamini ile kombine edildiginde gruplar arasinda en etkin tedavi
sonuglarin1 vermistir. Kombine uygulandigindaki bu etkinin sinerji olusturmasinda
enalaprilin diger etkilerinin yaninda antioksidan etkisinin de rol oynayabilecegi

diistinilmiistir.

Kramer ve arkadaglarin tikanma sariliginda plazma ve idrar endotelininde de
papiller ET(ET-1) sentezinde artis oldugunu bulmuslardir. ET, / ETg reseptor
engelleyici bosentan’in  GFR'yi ve renal konsantrasyon yetenegini diizelttigini

bulmuslar(65).

Bizim calismamizda tedavi gruplarinda endotelin 1 diizeyleri diisiik olarak
bulundu. En etkili diisiis enalapril + E vitamini grubunda bulundu(p>0,005). E vitamini
tedavisi verilen grupta tedavisiz gruba kiyasla diisilk bulunmasina ragmen istatiksel
olarak anlamli degildi(p>0,005). Diger tedavi gruplarinda istatiksel olarak anlaml diisiis

mevcuttu.

Sonug olarak safra nefropatisinde afferent arteriola etkili diltizem ve efferent
arteriole etkili olan enalapril renal hasar1 azaltmistir. Bu azalma E vitamini ile kombine
tedavi edilen gruplarda daha da fazla olmustur. Safra nefropatisinde en iyi iyilesme
enalapril ile E vitamini kombine tedavisinde saglanmistir. Yiiksek mortalite ile seyreden
safra nefropatisinde bu yapilan deneysel calisma sonucunda umut verici sonuclar elde

edilmistir.
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