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TESEKKUR

[lmi tefekkiir ve gayreti bize asilayan, derin bilgi ve birikimlerini iilestirmekten
hi¢bir zaman imtina etmeyen, tlizerimde devasa emegi olan degerli danisman hocam
Tibbi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Bagkani Sayin Prof. Dr. Murat Cetin
RAGBETLI’ye, calismamin immiinohistokimyasal degerlendirmesinde bilgilerini
esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Remzi ERTEN’e, laboratuvar calismalarinda yardimlarini
esirgemeyen Ogr. Gor. Veysel AKYOL’a saygi ve sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
Ayrica bu siiregte manen hep yanimda olduklarini hissettiren ¢ok degerli aileme sonsuz

tesekkiir eder ve bu giizel insanlara hayatlarinda basarilar dilerim.



OZET

Seven, M. “Prenatal Uygulanan Diklofenak Sodyumun Postnatal Sicanlarda Renal COX-2
Dagilimmnin Stereolojik Yontemlerle Arastirllmas1” Van Yiiziincii Y1l Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Tibbi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019. Bu
calismada, nonsteroidal antiinflamatuvar ilag olan diklofenak sodyumun bir COX-2 inhibit6rii olarak
gebelik siiresince uyguladiktan sonra dogan siganlarin dordiincii haftalarindaki bobreklerinde COX-2
ekpresyonu stereolojik ve immiinohistokimyasal olarak arastirildi. Toplam 12 adet erigkin albino disi
sican diklofenak sodyum ve kontrol olmak tiizere iki gruba ayrildi. Gebeliklerinin besinci giiniinden
itibaren 1mg/kg diklofenak sodyum intraperitoneal yolla enjekte edildi. Kontrol grubunaysa herhangi bir
islem yapilmadi. Postnatal dort haftalik siganlardan alt1 adet diklofenak sodyum ve alt1 adet kontrol grubu
olusturuldu. Derin anestezi altinda perfiize edilip tespit edildi. Rutin doku takipleri yapildi. Diklofenak ve
kontrol grubundan toplam 12 bobrekten kesitler alindi. Preparatlarin stereolojik incelemesinde, noktali
alan 6l¢iim cetveli ile hacim; tarafsiz sayim gergevesi ile hiicre sayimi yapilip, istatistiksel analizde Mann-
Whitney U testi kullanildi. Immiinohistokimyasal degerlendirmede boyanma yogunluklari skorlama
teknigiyle incelendi; her iki grubun postnatal sigan bobreklerinin makiila densa, proksimal tiibiil, distal
tiibiil, korteksteki tiibiiller, medulladaki tiibiiller, toplayict tiibiiller ve glomeriillerinde degisik
yogunluklarda COX-2 ekpresyonu tespit edildi. Skorlama yontemiyle yapilan degerlendirmede; COX-2
boyanma derecelerinin iki grup bobreklerinin makiila densa ve toplayici tiibiillerinde diger bolgelere
nispeten daha yiiksek oldugu go6zlendi. Makiila densa haricindeki bahsedilen diger tiim bolgelerde,
kontrol grubuna nazaran diklofenak grubunun COX-2 ortalama boyanma yogunlugunun daha az oldugu;
proksimal tiibiil, distal tiibiil ve korteksteki tiibiillerde boyanma yogunlugu kontrol grubuna kiyasla azlig1
nispeten farkli skorla tespit edildi. Stereolojik hesaplamalar neticesinde gruplar arasindaki fark (p<0,05)
istatistiksel agidan anlamli bulundu. Bobrek voliimii diklofenak sodyum grubu bébreklerinde daha yiiksek
¢ikarken; kontrol grubu bobreklerinin COX-2 tarafindan niifus edilen hiicre miktarimin daha fazla oldugu
tespit edildi.

Anahtar sozciikler: Diklofenak Sodyum, Prenatal Sigan, Renal COX-2, Stereoloji



ABSTRACT

Seven, M. “A stereological study of remal COX-2 expression in rats treated prenatally with
diclofenac sodium.” Van Yiiziincii Yil University, Institute of Health Sciences, Department of
Medical Histology and Embryology, Master of Science Thesis, Van, 2019. In this study, expression of
COX-2 was stereologically and immunchistochemically investigated by administrating the diclofenac
sodium which is a nonsteroidal antiinflammatory drug and as a COX-2 inhibitor during pregnancy of rats
then by examining their fourth week offsprings’ kidneys. Totally 12 adult albino female rats were divided
into two groups as diclofenac sodium group as experimental group and control group. Diclofenac sodium
was injected (1mg/kg) intraperitoneally to the diclofenac group on the fifth day of pregnancy. The control
group did not undergo any procedures. Six diclofenac sodium groups and six control groups were formed
from postnatal four-week-old rats. It was perfused under deep anesthesia and transferred to the
formoldehide. Routine tissue follow-up was performed. A total of 12 kidneys were collected from the
diclofenac and control groups. After incubation, staining was performed. In the stereological examination
of the preparations, the volume with point grid; Cell counting was performed with unbiased counting
frame and Mann-Whitney U test was used for statistical analysis. In immunohistochemical evaluation,
staining intensities were evaluated by scoring technique; COX-2 expressions of postnatal rat kidneys of
both groups were found at different concentrations of macular densa, proximal tubule, distal tubule,
tubules in the cortex, tubules in the medulla, collecting tubules and glomeruli. It was observed that COX-
2 staining levels were significantly higher in the macular densa and collector tubules of the two groups. In
scoring method evaluation; In all other regions except macula densa, the mean dye density of the
diclofenac group was lower than that of the control group; Proximal tubule, distal tubule and cortical
tubule staining intensity was determined with a relatively different score compared to the control group.
As a result of stereological calculations, nuance between two clusters (p <0.05) was found statistically
significant. Renal volume is higher in the kidneys of the diclofenac sodium group; control group's kidneys
were found to have more cells penetrated by COX-2.

Keywords: Diclofenac Sodium, Prenatal Rat, Renal COX-2, Stereology
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1. GIRIS

Diinyada en fazla antibiyotik, analjezik ve antiromatizmal ilaglar
kullanilmaktadir. Analjezik olarak siklikla kullanilanlardan biri de nonsteroidal
antiinflamatuvar  ilaglar (NSAIl)dir. NSAIil'lar yaygmn olarak tiim diinyada
kullanilmaktadir. Ornegin Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde giinliik yaklasik 36
milyon insanin regetesiz agri kesici kullandigi; yillik olarak 111 milyon NSAIQ'm
recetelendirildigi tespit edilmistir (Hersh ve ark.,, 2007). Bu agr1 kesici ve
antiinflamatuvarlar, ABD'de 6zellikle yasli kesimlerce uygunsuz bir sekilde regetelenen
ilaglar sinifindadir (Pai, 2015).

ABD'de kirsal kadin popiilasyonu tarafindan ilag kullanim kategorizasyonunun
amaclandig1 bir ¢alismada; goriisiilen kadinlardan %15'inin gebelikte kontrendike olan
Ibuprofen'in recete edilmeksizin kullanildig: tespit edilmistir. Bu sayede agri kesicilerin,
ozellikle kirsalda, denetimsiz bir sekilde kullanilabildigi gosterilmistir (Glover ve ark.,

2004). Bu sonug agr1 kesiciler tizerinde yapilacak ¢alismalarin 6nemini géstermektedir.

Ulkemizde analjezik ilaglarin kullanimi ile ilgili olarak, i¢ Anadolu'da, bir
egitim ve arastirma hastanesinde yapilan bir anket calismasinda, hastanede calisan
hekimlerin NSAII recete etme siklign ve daha cok tercih ettikleri ilaclarla ilgili veriler
toplanip degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gdre, NSAII recete etme sikliginin
polikliniklerde %34,5 oldugu tespit edilmistir. Dahili ve cerrahi polikliniklerde ¢alisan
hekimlere en ¢ok regetelendirdikleri analjezikler sorulmus, diklofenak sodyumun dahili
polikliniklerde %23, cerrahi polikliniklerde %26,1 olarak yazildig1 tespit edilmistir.
Burada bahsi gegen ilacin hastanelerimizde yaygin bir sekilde kullanildigi hususunda
bize bilgi sunmaktadir (Borekei, 2017).

Diklofenak sodyumun gebelikteki etkilerini arastiran bir ¢alismada, s6z konusu
ilacin, uterus iizerindeki etkileri arastirilmistir. Yapilan aragtirma neticesinde iki gruba
ayrilan farelerden gebelik siiresince ilaglara maruz kalan farelerin uterus epitel ve seroza
tabakalarinin ilag verilmeyenlere nazaran voliimlerinin istatistiki agidan anlamli bir
sekilde azaldig tespit edilmistir. Bunlarla birlikte gebelik siiresince bu ilaglarin verildigi

farelerin yavrulariin endometriyumlarinda degisikliklere yol actigt gozlenmistir.



Dolayisiyla gebelik siiresince bu ilaglarin kullanimimin 6zellikle itinayla segilmesi

gerektigi hususu vurgulanmistir (Colgimen ve ark., 2018).

NSAIl'ar kadin dogum uzmanlarinca, dzellikle erken dogum ve preeklampsiyi
onleme gibi durumlar i¢in kullanilir (Schoenfeld ve ark., 1992; Dawood, 2013).
NSAIll'lar gebelik siirecinde kullamldiginda, plasentayr gecip fetiise ulastiklarindan,
embriyonal ve postnatal donemlerde organlara zarar verebilmekte veya
malformasyonlara neden olabilmektedir (Zenker ve ark, 1998). Olgun/eriskin insan
bobreginde NSAII kullanimindan kaynakli toksik etkiler postnatallarda da gozlenmistir.
Bobrege olan toksik etkileri, mitokondriyal membran permeabilite transition (MMPT)
indiiklenmeleriyle iliskilidir. Bu etki 6zellikle diklofenak grubu NSAii'larda
gozlenmistir (Uyemura ve ark., 1997).

Altunkaynak ve arkadaslarinin yaptigi histopatolojik bir ¢alismada (2014),
dogum oncesi diklofenak sodyuma maruz kalan yetigkin erkek farelerin bobregindeki
histopatolojik degisimler gozlenmistir. Bu calismada gebe fareler iki gruba ayrilmistir:
Ilagli grup ve kontrol grubu. Diklofenak grubuna intraperitonel ilag enjekte edilmistir.
Daha sonra bunlarin yavru erkekleri ayristirilmis, dogumlarindan 12 hafta sonra tim
hayvanlardan bobrek dokulari alinmistir. Rutin histolojik asamalardan sonra 1s1k
mikroskobuyla yapilan incelemede, diklofenak sodyum grubu farelerin bobreklerinin
kan damarlarinda ve Bowman boslugunda bir genlesmenin; nefronlarda dejenerasyonun
mevcudiyeti tespit edilmistir. Calismada yapilan bu tespitten 6tiirii diklofenak sodyum
kullaniminin ~ dilatasyon, tiibiiler defektler, inflamasyon ve baglayict doku
geniglemesinin  bir sonucu olarak renal deformitelere sebebiyet verebilecegi

savunulmustur.

Gebelik siiresince uygulanan diklofenak sodyumun dogum sonrasi etkilerini
amaglayan bir baska calismada (Gokg¢imen ve ark., 2001); karaciger, bobrek ve
testikiiler dokular incelenmistir. iki grup halinde incelenen hayvanlarla ilgili diklofenak
sodyum grubunun gestasyonel periyodunun diger kontrol grubuna nispeten daha uzun
oldugu, diklofenak sodyum grubundaki farelerde periportal bolgede 1limli bir genlesme,
siniizoidal dilatasyon, safra kanali proliferasyonu, hepatositlerin ¢ekirdeklerinde

piknozis ve parankimal hiicrelerde bosluklu dejenerasyon gozlenmistir.



Hamile kadinlarin yaklagik onda sekizinin gebelik siiresince minimum bir defa
recetesiz ilag kullandiklar1 ve konjenital defektlerin minimum 1/10'unda annenin
hamilelik esnasinda tiikettigi ilaglardan kaynaklandigi tespit edilmistir (Tillett ve
Kostich, 2003). Analjezikler de bu grupta en ¢ok kullanilan regetesiz ilaglardandir
(Dede ve ark., 2015). NSAil'lar en baskin etkilerini prostaglandin G/H sentaz olarak da
bilinen siklooksijenaz (COX) enzim aktivitesini inhibe ederek gergeklestirirler. iki
farkli COX izoenzimi klonlanmis ve karakterize edilmistir. Her biri farkli bir
kromozom iizerinde ayr1 bir gen tarafindan kodlanmis membrana bagli proteinlerdir.
COX-2 normalde goriilmeyen ve ¢esitli uyaranlara cevaben indiiklenen bir izoform gibi
deginilmesine karsin, COX-1 yapisal ozellikleri ve agirlikli asli dagilimi neticesinden

bir 'Housekeeping' izoformu gibi tanimlanmistir (Warden, 2005).

COX izoenzimleri arasidonik asitten prostaglandinlerin (PG) olusumunda hiz
kisitlayict asamasini katalize eder. PG'ler 6zel hiicre membran reseptorleriyle etkilesim
vasitastyla hiicre-hiicre arasi komiinikasyonun koordinasyonunu yapan kisa omiirlii bir
lipit mediyator ailesidir. COX-1'in yapisal dagilimindan fizyolojik kosullar altinda
prostaglandinlerin {iretimi; homeostasis, renal hemodinamik ve gastrik mukozanin hiicre
korumasinda 6nemli bir rol oynar. Buna karsin, indiiklenmis COX-2 ekspresyonundan
meydana gelen PG'ler, kanser ve akut yaralanmalari izleyen inflamasyon gibi patolojik
kosullarda meydana gelir. Dahast COX-2, cesitli hiicre tiplerinin katildig1 yangisal
yanittaki sinyal yolagi boyunca hizli bir sekilde indiiklenir. PG'lerin sentezleri sonucu
vazodilatasyona ve lokal vaskiiler permabilite artirrmina neden olarak inflamasyonun

yogunlugu arttirdigi bildirilmistir (Warden, 2005).

Ozellikle COX-2 fonksiyonuna bagli olarak bobregin farkli boliimlerinde, COX-
1'den farkli bir sekilde yerlesim gosterdigi bilinmektedir. Farelerde COX-2 gelisme
stiresince nefrogeneziste Onemli rol oynamaktadir. Bu c¢alismada, nonsteroidal
antiinflamatuvar ilag olan diklofenak sodyumun bir COX-2 inhibitdrii olarak gebelik
siiresince uyguladiktan sonra dogan sicanlarin dordiincii haftalarindaki bobreklerinde
COX-2 ekpresyonunun stereolojik ve immunohistokimyasal olarak arastirilmasi ve

etkilerinin ortaya konmasi planlanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobrek

2.1.1. Bobregin gelisimi

Insanda uterus i¢i yasam siiresince, kranialden kaudale dogru, birbirinden farkli
ti¢ farkli bobrek tipi art arda ve bazi yonden de iist iiste gelecek bi¢imde meydana gelir:
pronefroz, mezonefroz ve metanefroz. Bunlardan ilki rudimenterdir ve islevi yoktur;
ikinci sistem uterus i¢indeki hayatin erken devresinde uzun olmayan bir zaman islevsel
olabilir; tg¢iinciisii ise nihai bobrekler olusur (Sadler, 2009; Dudek, 2016; Gartner,
2016).

Pronefroz

Pronefroz dérdiincii haftanin basinda, servikal bolgede yedi ile on arasinda kati
hiicre birikimince goriiliir (Sekil 1 ve 2). Bu hiicre gruplari daha kaudalda olanlar
olugsmadan gerileyen islevsiz bosaltim birimlerini yani nefrotomlar1 olustururlar.
Dordiincti haftanin sonunda pronefrik sisteme iliskin tiim olusumlarin izleri kaybolur
(Sadler, 2009; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Paraksiyal Mezoderm
v e Somit

intermediate

mezoderm internal
(“ glomerl
5 . Nefrik
S\ Y tubal
Somatik N * Eksternal
mezoderm ( ( glomeril
e s embriyonik \, Endoderm

Splankr.ﬁk bogluk

mezoderm

Sekil 1. Gelisimin farkli evrelerindeki embriyolara ait nefrik tiibiillerin olusumunu
gosteren transvers kesitler. A. 21. giin, B. 25. giin (Sadler, 2009).



Mezonefroz

Mezonefroz ve mezonefrik arklar, iist torasik ile iist lumbar (L3) segmentlerin
ara (intermediate) mezoderminden gelisirler (Sekil 2). Mezonefroza ait ilk bosaltim
tiibiilleri gelisimin dordiincii haftasi baslarinda, yani pronefrik sistemin gerilemeye
basladigt donemde belirmeye baslarlar. Bu tiibiillerin boyu hizla uzar, kivrilarak S
seklinde bir halka haline gelir ve medial uzantilarinin ucunda kapiller bir yumaktan
olusan bir glomeriil elde ederler (Sekil 3A). Tibiiller glomeriiliin etrafinda Bowman
kapsiiliinii olustururlar. Kapsiil glomeriilden olusan yapiya renal korpiiskiil denir.
Tiibiilis lateralden, mezonefrik veya Wolffian kanali diye taninan uzunlamasina bir

toplayici kanala agilir (Sekil 2 ve 3) (Sadler, 2009; Dudek, 2016; Gartner, 2016).
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(metanefrik sistem)
A B

Sekil 2. Intermediate mezodermin pronefrik, mezonefrik ve metanefrik sistemler
arasindaki iliski (A). Bes haftalik embriyoda pronefrik ve mezonefrik sistemlerin
bosaltim tiibiilleri (B) (Sadler, 2009).

Ikinci aym ortasinda, mezonefroz medyan ¢izginin tiim iki cephesinde iri ve
yumurtamsi bir organ sekline doniisiir (Sekil 3). Bu esnada gelismesi devam eden gonad
da mezonefrozun ortasinda bulundugundan, bu iki organca meydana getirilen doku



timsekligine trogenital sirt denir (Sekil 3). Kaudaldeki borucuklar degismeyi
seyrederken, kranial tiibiiller ve glomeriillerin ¢ogunlugu gerileyerek ikinci aymn
sonunda biitliniiyle ortadan kalkarlar. Erkeklerde kaudaldeki borucuklarin bazilar1 ve
mezonefrik ark tireme sisteminin meydana gelmesinde bulunmak amaciyla dururken,
disilerde bu yapilar biitiiniiyle yok olup giderler (Sadler, 2009; Dudek, 2016; Gartner,
2016).

Mezonefrik
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Mezonefrik kanal

Urogenital mezenter
Paramezonefrik kanal

Mezenter
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Mezonefroz

Bowman
kapsulu

Vitellin kanah

Allantois
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B

Sekil 3. Bes haftalik embriyonun alt torasik bolgesindeki iirogenital sirttan gegen ve
mezonefrik sisteme ait bir bosaltim tiibiiliiniin olusumunu gdsteren transvers kesit (A).
Gonad ve mezonefroz arasindaki iliski (B) (Sadler, 2009).

Metanefroz: kalic1 bobrek

Ugiincii iiriner, metanefroz veya nihai bdbrek besinci haftada ortaya gikar.
Mezonefrik tipte oldugu gibi, bu sistemin bosaltim birimi de metanefrik mezodermden
gelisir (Sekil 4). Ancak kanal sisteminin gelisimi 6biir bobrek sistemlerinden farklidir

(Sadler, 2009; Dudek, 2016; Gartner, 2016).
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Sekil 4. Besinci hafta ardinda son barsak ve kloak arasindaki iliski (Sadler, 2009).

Toplayic sistem

Kalic1 bobregin toplayici kanallari, mezonefrik arkin kloakaya girdigi yere yakin
bir noktada ortaya ¢ikan bir c¢ikintidan, iireter tomurcugundan gelisir (Sekil 4). Bu
tomurcuk, tomurcugun distal ucuna bir sapka gibi oturmus olan metanefrik dokuya
penetre olur (Sekil 4). Niifuz ettikten sonra iireter tomurcugu genisleyerek ilkel bobrek
pelvisini meydana getirir ve sonraki kaudal ve kranial kisimlara ayrilarak major
kaliksleri meydana getirir (Sekil 5 A,B) (Sadler, 2009; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Metanefrik dokuya penetre olmalar1 sirasinda kalikslerin her biri de iki taze
tomurcuk meydana getirir. Olusan tomurcuklar 15 ve daha ¢ok sayida borucuk meydana
getirene kadar ayrilmayi siirdiirtirler (Sekil 5). Bu sirada, besinci aym bitimine kadar
cevresel yerlerde de bir miktar daha borucuk meydana gelir. Ikinci nesildeki borucuklar
genisleyerek, li¢ ve dordiincii neslin borucuklarini sogurarak bobrek legenlerinin kiigiik
kalikslerini meydana getirirler. Gelismenin daha sonraki donemlerinde, besinci ve onun
ardindan gelen neslin toplayict borucuklari anlamli bir halde gerinirler ve kiiciik

kalikslerin tepesinde birikerek renal piramitleri meydana getirirler (Sekil 5D). Kisaca,



tireter tomurcugundan {ireter, renal pelvis, major ve minor kaliksler ve miktar1 takribi
bir ila ii¢ milyon olan toplayict borucuklar biiytir (Sadler, 2009; Dudek, 2016; Gartner,
2016).

Toplayici tibuller

Gelisen

toplayici tibtller
Major ,

kaliks

Metanefrik blastem

Sekil 5. Renal pelvis, kaliksler ve metanefrozun toplayict kanallarmm gelisimi. A.
Altinci hafta, B. Altinci haftanin sonu, C. Yedinci hafta, D. Yeni dogan (Sadler, 2009).

Bosaltim sistemi

Meydana gelen biitiin yeni toplayict borucugun merkezden uzak tarafi
metanefrik bir doku sapkasiyla ortiiliir (Sekil 6A). Bahsedilen sapka igindeki hiicreler,
borucuklarin tetikleme marifetiyle renal vezikiil diye taninan ufak kesecikler meydana
getirirler. Bu keseciklerden devaminda S bigimli ufak borucuklar olusacaktir (Sekil
6B,C). S'nin bir ucundaki cebin i¢ine dogru biiyliyen kapiller damarlar glomeriillere
farklanirlar. Tubiiller glomeriilleriyle birlikte nefronu veya bosaltim iinitesini meydana
getirirler. Biitiin nefronlarin merkeze yakin taraflari, glomertilce derinlemesine
yaylandirilmis Bowman kapsiiliinii meydana getirir (Sekil SC,D). Tiibiil distal kismu ise,
Bowman kapsiiliinden toplayict arklara gidise yardimci olacak tarzda, bu kolektorlerden
biriyle temasa geger. Bosaltici borucuklarin uzamalarin1 siirdiirmeleriyle proksimal
kivrimli borucuklar, Henle kulpu ve distal kivrimli borucuklart olusur (Sekil 6E,F).

Ozetle, renal olusum iki ayr1 kaynaktan gelisir: (a) ifrazat {initelerinin meydana getirdigi



metanefrik mezoderm ve (b) toplayici diizenin viicuda geldigi iireter tomurcugu (Sadler,
2009; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Nefronlar doguma kadar olusmaya devam ederler. Bebek dogdugunda her
bobrekte yaklasik bir milyon nefron bulunur. Bdbrekler glomeriiler kapillerin
diferansiyasyonundan kisa bir siire sonra, gestasyonun 10. haftasindan itibaren, idrar
tiretmeye baglarlar. Canlinin dogumunda bobrekler lopguk halindedirler. Siit cocuklugu
evresinde nefronlarin gelismelerini devam ettirerek biiylimeleriyle beraber bu lopguk
goriintiileri yok olur. Fakat nefron miktarinda artma meydana gelmez (Sadler, 2009;
Esrefoglu, 2016).

Metanefrik doku sapkalar
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Sekil 6. Metanefrik bosaltim biriminin gelisimi (Sadler, 2009).

2.1.2. Bobrek histolojisi

Iri bicimleri fasulyeye benzeyen bu organlar, arka karmn boslugunun

retroperitoneal aralikta, omur siitununun her iki tarafinda bulunmaktadirlar. On ikinci



torasik vertebradan (T12) tgilincii lomber vertebraya (L3) uzanirlar. Sag bobregin
pozisyonu hafif¢ce daha asagidadir. Her bobrek yaklagik 10 cm uzunlugunda, 6,5 cm
genisliginde (konkav kenardan konveks kenara), 3 cm kalinligindadir (10cm x 6,5 cm X
3 cm). Bobrek {istii bezleri, viicuttaki iki bobregin de list kismina yerlesmis, renal fasiya
ve koruma iglevi gerceklestiren adipoz (yag) dokusuna gomiilmiis bezlerdir. Bobregin
orta tarafi igbiikkeydir ve igerisinden bobrege ait Sinirler ve damarlarin gegislerinin
oldugu, tireterin renal pelvis denilen genisleme gostermis huni sekilli baslangi¢ kisminin
gittigi hilus denilen yogun dik bir fissiir ihtiva eder. Bobrekten alinan kesit, bobrek
hilusunda, renal sinus denilen kavitede bulunan bu yapilar arasindaki miinasebetlerini

sergiler. (Ross ve Pawlina, 2011; Esrefoglu, 2016).

Bobreklerin  yiizeyleri bag dokusundan meydana gelmis bir kapsiilce
ortiilmiistiir. Kapsiil iki katmandan meydana gelir: Fibroblastlarin ve kollojen fiberlerin
meydana getirdigi dis katman ve hiicresel bilesen olarak miyofibroblastlarin var oldugu
i¢ katman. Miyofibroblastlarda bulunan kasilma 6zelligi, bobrek fonksiyonunda
degisikliklere katilabilen ebat ve baski degisikliklerine rezistans gosterimine yardimci
olabilir. Bununla birlikte spesifik rolii bilinmemektedir. Hilus bolgesinde ige donen
kapsiil, siniisii saran bag dokusunu meydana getirdikten sonra renal pelvisin ve
kalikslerin g¢eperini meydana getiren bag dokusuyla ilerler (Ross ve Pawlina, 2011,
Esrefoglu, 2016).

Koni bigiminde renal piramitleri iceren daha agik renkli kismi olan medulada,
her bir piramidin tabani kortekse bakar ve kortikomedular sinir1 olusturur. Her bir
piramidin yuvarlak tepesi renal papilay1 olusturmak lizere asagiya renal pelvise dogru
uzanir. Korteksin bir boliimii, renal kolonlar1 olusturmak i¢in renal piramitlerin her iki

yanina uzanir (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Her bir renal papilla, idrar1 papilladan toplayan huni bigimli bir mindr kaliks ile
cevrelenmistir. Minor kaliksler major kaliksleri olusturmak {izere renal siniis iginde
birlesirler. Ardi sira major kaliksler daha genis huni bi¢imli renal pelvisi olusturmak
icin birlesirler. Renal pelvis hilumdan bobregi terkeder, muskuler iireteri olusturmak
icin daralir ve arka viicut duvarinin iki yan1 boyunca idrar kesesine dogru asagi iner

(Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).
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Bobregin iirinifer tiibiilleri ve nefronlar:

Her bir bobregin fonksiyonel birimi, bir nefron ve nefrondan siiziilen igerigin
bosaldig1 bir toplayici kanaldan olusan mikroskobik iirinifer tiibiildiir. Her bir bobregin
korteksinde milyonlarca nefron bulunur. Nefron bir bobrek cisimcigi (renal korpiiskiil)
ve bobrek tiibiilleri olmak iizere iki bilesene ayrilir (Eroschenko, 2008; Esrefoglu,
2016).

Iki tip nefron vardir: Bunlardan kortikal nefronlar bébrek korteksinde yer alir;
jukstamedullar nefronlar ise korteks ile medullanin birlesme noktasina yakin
yerlesmislerdir. Tiim nefronlar idrar olusturma fonksiyonuna katilir, ancak konsantre
(hipertonik) idrar iiretimi i¢in gerekli olan bobrek medullasindaki intertisyel dokunun
hipertonikligini jukstamedullar nefronlar tretir (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016;
Gartner, 2016).

Bobrek cisimcikleri

Bobrek cisimcigi (renal korpiiskiil) glomeriil denilen bir kapiller yumagindan ve
bu kapiller yumagini kusatan glomeriilar (Bowman) kapsiil denen bir gift epitel
tabakasindan olusur. Kapsiiliin i¢ ya da visseral yapragi, ileri derecede degisiklige
ugramis dallanan epitel hiicreleri olan podositlerden olusur. Bu hiicreler glomeriilar
kapillerle bitisiktir ve onu tamamen sararlar. Kapsiiliin dis ya da pariyetal yaprag: tek
katli yass1 epitelden olusur. Her bir bobrek cisimcigi kivrimli bobrek tiibiiliiyle

terkedilir (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Bobrek cisimcigi her nefronun baslangi¢ boliimiidiir. Kan bobrek cisimciginde
glomeriil kapillerleri boyunca siiziilir ve filtrat, glomeriiler kapsiiliin visseral ve
pariyetal yapraklar1 arasindaki kapsiil (idrar) bosluguna girer. Her bobrek cisimcigi,
glomeriilii olusturan arteriyal kan damarlarimin girip ¢iktig1 bir damar kutbuna sahiptir.
Bunun karsit ucu idrar kutbudur. Glomeriil tarafindan iiretilen filtrat, idrar kutbunda
bobrek cisimcigini terkeder ve kivrimli bobrek tiibiiliine girer (Eroschenko, 2008;
Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Bobrek cisimciginde kanin  siiziilmesi  glomeriilar endotel tarafindan

kolaylastirilmistir. Glomeriil kapillerlerindeki endotel deliklidir (pencerelidir) ve
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kandaki bir cok maddeye kars1 olduk¢a gegirgendir; ancak kanin sekilli elemanlarina ve
plazma proteinlerine karst gecirgen degildir. Bdylece, kapsiil bosluguna giren
glomertlar filtrat idrar degildir. Proteinlerin yoklugu disinda, plazmaya benzeyen bir

ultrafiltrattir (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Bobrek tiibiilleri

Idrar kutbunda bébrek cisimcigini terkeden glomeriilar filtrat, toplayici tiibiil
olarak adlandirilan bobrek tiibiillerine ulasmadan Once nefronun farkli boliimleri
boyunca akar. Glomeriilar filtrat once, glomeriilar kapsiilden toplayici tiibiile dogru
uzanan bobrek tiibiiliine girer. Bu bobrek tiibiilii, histolojik ve fonksiyonel olarak farkli
bir ka¢ bolgeye sahiptir. Bobrek cisimciginden baglayan bobrek tiibiilii pargasi ileri
derecede biikliimliidiir, bu ylizden proksimal kivrimli tiibil olarak tanimlanir.
Baslangicta bu tiibiil kortekste yer alir ve sonra Henle kulpuyla devam etmek iizere
medullaya dogru iner. Henle kulpu bir ka¢ boliimden olusur: proksimal kivrimli tiibiiliin
inen kismi olan bir kalin parga; inen ve ¢ikan segmentleri olan bir ince parca; ve distal
kivrimli tiibiiliin ¢ikan kismi olan bir kalin parga. Distal kivrimli tiibiil, proksimal
kivrimli tiibiilden daha kisadir ve daha az kivrintilidir ve bobrek korteksine dogru ¢ikar.
Glomertilar filtrat sonra, distal kivrimli tiibiilden toplayici tiibiile akar. Jukstamedullar
nefronlarda Henle kulpu ¢ok uzundur; bobrek korteksinden medullanin derinliklerine
dogru iner ve sonra geriye kivrilarak kortekse ¢ikar (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016;
Gartner, 2016).

Toplayict tiibiil nefronun bolimii degildir. Cok sayida kisa toplayicr tiibiil, bir
ka¢c tane daha genis toplayict kanal olusturmak igin birlesir. Toplayict kanallar
medullanin papillarina dogru indik¢e daha da genisler ve papillar kanallar adinmi alir.
Daha kiiciik toplayict kanallar agik renkte boyanan kiibik epitelle ortiiliidiir. Medullanin
daha derin kisimlarinda, bu kanallarin epiteli prizmatik epitele degisir. Her papillanin
tepesinde, papillar kanallar igeriklerini minor kalikse bosaltirlar. Papilla iizerinde,
papillar kanalin acilma noktalarin1 sergileyen alan area kribroza olarak adlandirilir

(Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Bobrek korteksinde ayrica, piramitlerin tabanindan dik olarak kortekse uzanan

daha soluk boyanan ¢ok sayida medulla isinlar1 bulunur. Medulla 1sinlar baslica
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toplayict kanallardan, kan damarlarindan ve bir¢ok nefronun diiz kisimlarindan olugur

(Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

2.1.3. Fonksiyonel iliskiler

Bobrek

Bobrekler homeostazisi saglayan yasamsal organlardir. Kan basincini, kan
kompozisyonunu ve viicudun sivi hacmini diizenlerler. Ayrica idrar iiretir ve asit-baz
dengesini saglarlar. Bobreklerde idrar olusumu, ii¢ ana islemi gerektirir: Glomeriillerde
kanin filtrasyonu, besinlerin ve diger yararli maddelerin filtrattan reabsorbsiyonu ve
metabolik artik {iriinlerin ve/veya istenmeyen kimyasallarin ya da maddelerin filtrat
icine sekresyonu ya da ekskresyonu (atilmasi) (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016;
Gartner, 2016).

Bobrek hiicreleri renin ve eritropoitein olmak {izere iki dnemli hormon fiiretir.
Renin, bobrek glomertillerinde uygun filtrasyon basicini saglamak i¢in kan basincini
diizenler. Peritiibiiler kapiller agmin endotel hiicreleri tarafindan {iretildigine ve

salindigina inanilan eritropoitein, kirmizi kemik iliginde eritrosit yapimini uyarir

(Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).
Bobrek tiibiilleri

Biitiin nefronlar idrarin olusturulmasinda rol alir. Glomeriilar filtrattan ¢ogu
maddelerin geri emilimi, proksimal kivrimh tiibiilde gerceklesir. Proksimal kivrimli
tiibiil hiicreleri, aralarinda ¢ok sayida uzun mitokondrilerin bulundugu, bazal hiicre
membranina ait sayisiz derin katlantilar gosterir. Bu ozellikler, molekiillerin ve/veya
elektrolitlerin aktif transportunda rol alan hiicreleri karakterize eder. Mitokondriler,
sodyum gibi iyonlarn filtrattan hiicre membraninin G6te yanina interstisyel dokuya
pompalamak icin gereken ATP'yi saglar (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner,
2016).

Podositlere ve endotel hiicrelerine ek olarak, glomeriilar kapillerler mezangial
hiicreler olarak adlandirilmis dzellesmis hiicreleri de igerirler. Idrar siiziiliirken, bir¢ok

makromolekiil glomeriilin bazal laminasinda takilip kalir. Bu engele takilip kalan
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makromolekiiller, siizlici membrani tikayabilir. Mezangial hiicreler, glomeriil igi
bolgelerde makrofajlar gibi davranir; filtrasyon sirasinda bazal laminada biriken madde

pargaciklarini fagosite ederler (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Glomeriilar filtrat proksimal kivriml tiibiile geldikge, glukozun tiimii, proteinler
ve aminoasitler, karbonhidratlarin hemen hemen hepsi, suyun yaklasik olarak %75-80'i
ve sodyum klorid iyonlari, glomeriilar filtrattan ¢evredeki peritiibiiler kapillerlere emilir.
Proksimal kivrimli tiibiil hiicrelerin ylizeyinde mikrovilluslarin (firgams1 kenar) varligi,
onlarin yiizeyini ileri derecede arttirir ve siiziilmiis materyalin geri emilimini
kolaylagtirir.  Ayrica, proksimal kivrimli tiibiiller belli metabolitleri, hidrojeni,
amonyumu, boyalar1 ve ilaglar1 (6rnegin penisilin) viicuttan glomeriilar filtrat icine
salar. Metabolik artik tirtinler olan iire ve iirik asit proksimal kivriml tiibiiller kalir ve

idrar i¢inde viicuttan uzaklastirilir (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Henle kulpu, bobregin korteksinden renal papillalarin tepesine dogru bir ozmotik
gradiyent olusturarak hipertonik idrar iiretir. Sodyum klorid ve iire, medullanin derin
kisimlarinda yiiksek interstisyel ozmolarite olusturan kompleks bir karsilikli akim
artirict  sistem araciligt ile medullanin interstisyel dokusuna tasinir ve orada
yogunlastirilir. Medulladaki ekstraselliiler sivinin hipertonik olmasi bu tiibiillerde akan
glomeriilar filtrattan suyu uzaklastirir. Jukstamedullar Henle kulpu ¢ok uzundur,
medullanin derinliklerine uzanir ve suyun filtrattan interstisyel (ara) dokuya ¢ikarilmasi
icin gereken yiiksek ozmotik gradiyenti saglamaya yardim eder (Eroschenko, 2008;
Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Distal kivriml tiibiiller, proksimal kivriml tiibiillerden daha kisadir ve daha az
kivrintilidir. Distal kivrimli tiibiil hiicrelerinin bazolateral membranlari, iki elin i¢ ice
geemis parmaklart gibi kenetlenmeler gosterir ve bu membran kalintilart i¢inde ince
uzun mitokondriler vardir. Distal kivrimli tiibiiliin asil fonksiyonu, tiibiiler filtrattan
sodyum iyonlarini aktif olarak geri emmektir. Bu is direkt olarak, hidrojen ve potasyum
iyonlarinin tiibiiler sivi igine verilmesiyle baglantilidir (Eroschenko, 2008; Dudek,
2016; Gartner, 2016).

Distal kivrimli tiibiillerde sodyumun yeniden emilmesi, adrenal korteksten

salgilanan aldesteron hormonu tarafindan kontrol edilir. Aldesteron varliginda, distal
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kivriml tiibiil hiicreleri sodyum ve klorid iyonlarini filtrattan aktif olarak emer ve onlari
hiicre membraninin 6te tarafina, peritiibiiler kapillerler tarafindan emilerek viicuda geri
dondiikleri yer olan interstisyuma tasir. Boylece, distal kivrimli tiibiillerin fonksiyonlari,
viicut sivilarinin asit-baz dengesini saglamak icin yasamsaldir (Eroschenko, 2008;

Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Jukstaglomeriilar aparat (aygit)

Distal kivrimhi tiiblile ve bobrek cisimcigine bitisik, jukstaglomeriilar aparat
olarak adlandirilan 6zel bir hiicre grubu bulunur. Bu aparat, jukstaglomeriilar hiicreler
ve makula densa olmak iizere iki bilesenden olusur (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016;
Gartner, 2016).

Jukstaglomeriilar hiicreler, afferent arterioliin, glomeriilii olusturmak igin
glomeriilar kapsiile girmeden hemen 6nce, duvarinda yer alan degisiklige ugramis diiz
kas hiicrelerinin bir toplulugudur. Bu hiicrelerin sitoplazmasi, renin enziminin
membranla sarili salgit graniillerini igerir. Makula densa, distal kivrimli tiibiiliin
degisiklige ugramis hiicrelerinin bir grubudur. Makula densa hiicreleri ve
jukstaglomertilar hiicreler ince bir bazal membranla ayrilmistir. Jukstaglomeriilar
hiicrelerin makula densaya yakinligi, onlarin fonksiyonlarinin biitiinlesmesine olanak

tanir (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Jukstaglomeriilar aparatin ana fonksiyonu, glomeriilar filtrasyon i¢in bobrekte
normal kan basincini saglamaktir. Bu aparatin hiicreleri baroreseptorler ve
kemoreseptorler olarak 1is goriir. Jukstaglomeriilar hiicreler, aferent arteriyol
duvarindaki gerilmeye tepki vererek, sistemik kan basincindaki degisiklikleri izler.
Makula densadaki hiicreler olasilikla, glomeriilar filtrat distal kivrimli tiibiil i¢inden
akip gecerken onun hacmindeki ve sodyum klorid yogunlugundaki degisikliklere yanit
verirler (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Sistemik kan basincindaki bir azalma ve/veya filtrattaki sodyum yogunlugunda
bir azalma jukstaglomeriilar hiicreleri, kan dolasimina renin enzimini salmalar1 i¢in
uyarir. Renin, plazma proteini olan anjiyotensinojeni anjiyotensin-I'e ¢evirir, ardindan

bu da akciger kapillerlerinin endotel hiicrelerindeki bir bagka enzimce anjiyotensin-II'ye
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dontistiriilir. Anjiyotensin-I1, aktif bir hormon ve arteriyal konstriksiyon (daralma,
biiziilme) yaparak sistemik kan basincini artiran giiglii bir vazokonstriktordiir (damar
daraltici). Buna ek olarak anjiyotensin-l1l adrenal bez korteksinden aldesteron

hormonunun salinmasini uyarir (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Aldesteron baglica, glomeriilar filtrattan sodyum ve klorid iyonlarinin geri
emilimini artirmak tizere distal kivrimli tiibiil hiicrelerine etki eder. Su, ozmoz yoluyla
sodyum kloridi takip eder ve dolasim sistemindeki sivi hacmi artar. Bu etkiler birlikte
sistemik kan basincini yiikseltir, bobrekteki glomeriilar filtrasyon oranini artirir ve daha
sonraki renin salinimi i¢in gereksinimi ortadan kaldirir. Aldesteron ayrica, potasyum ve
hidrojen iyonlarinin uzaklastirilmasini kolaylagtirir ve viicutta elektrolit dengesinin
saglanmasi igin gerekli temel bir hormondur (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner,
2016).

Toplayici tiibiiller, toplayici kanallar ve antidiiiretik hormon

Glomertilar filtrat, distal kivrimli tiiblilden toplayict tiibiillere ve toplayici
kanallara akar. Normal kosullar altinda, bu tiibiiller suya gecirgen degildir. Ancak
viicutta asirt su kaybi oldugunda ya da dehidratasyon sirasinda, azalmis su seviyesine
yanit olarak hipofizin arka lobundan (norohipofiz) antidiiiretik hormon (ADH) salinir.
Bu hormon toplayici tiibiillerin ve toplayict kanallarin epitelin suya karst oldukca fazla
gecirgen olmasima neden olur. Sonu¢ olarak su, kanallar1 terk eder ve hipertonik
interstisyuma girer. Su, interstisyumda toplanir ve peritiibiiler kapillerler araciligiyla
genel dolasima doner; toplayict kanallardaki glomeriilar filtrat hipertonik idrar haline

gelir (Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).

Dolasimda ADH yoklugunda, toplayici tiibiil hiicreleri suya gecirgen olmaz ve
toplayict tiibiillerde fazla hacimde su kalir. Sonug olarak, idrar ¢ok miktarda su igerir

(Eroschenko, 2008; Dudek, 2016; Gartner, 2016).
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2.2. Diklofenak Sodyum

2.2.1. Tanim

Diklofenak degisik farmasotik dozaj sekillerinde pazarlanan asetik asit tiirevi
nonsteroidal antienflamatuvar (NSAII) bir ilagtir. Sodyum tuzu olan diklofenak
sodyumun gecikmeli ve normal dagilim gosteren (retard) tablet sekilleri mevcuttur.
Diger NSAIl’lar gibi diklofenak da agrikesici ve ates diisiiriicii etkiler sergiler.
Potasyum tuzu olan diklofenak sodyumun normal dagilim gosteren draje veya tablet
sekilleri agr1 ve dismenore tedavisinde endikedir. Oftalmik diklofenak sodyum katarakt
ekstraksiyonundan sonra okiiler enflamasyonun tedavisinde kullanilir. Gecikmeli
saliveren tablet formu osteoartrit, romatoid artrit ve ankilozan spondilit tedavisinde
kullanilir. %3°liik jeli aktinik keratoz tedavisi i¢in Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan 2000 yilinda onaylanmistir. (Willkens, 1985; Small, 1989).

2.2.2. Etki mekanizmasi

Diklofenak antienflamatuvar etkisini prostaglandin sentezi igin gerekli
siklooksijenaz enzimini inhibe ederek gosterir. Ayrica l6kositlerin migrasyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir; antiinflamatuvar aktivitesinde bu etkisi de rol oynayabilir.
Diklofenak NSAII’rn ¢ogu gibi agr esigini degistirmez; analjezik etkileri biiyiik
olasilikla periferik aktivitesine baghdir. Antipiretik etkisi hipotalamustaki santral
aktivitesi sonucu olusan vazodilatasyona bagli olabilir; sonucta cilde giden kan akimi
artar ve viicutta buna bagl 1s1 kaybi1 olur. Prostaglandin sentezinin inhibisyonu bobrek
fonksiyonunda ve gastrik mukozanin sitoproteksiyonunda azalmaya ve trombosit

agregasyonunda inhibisyona neden olabilir (Willkens, 1985; Small, 1989).

Oftalmik NSAII’lar okiiler cerrahi esnasinda kolinerjik mekanizmalardan
bagimsiz olarak miyotik cevabi cevabi inhibe ederler. Diklofenak intraokiiler basing
(IOP) iizerinde 6nemli bir etki yapmamasina ragmen, oftalmik NSAII’lar IOP’ta bir
azalma meydana getirebilirler (Willkens, 1985; Small, 1989).
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2.2.3. Farmakokinetigi

Diklofenak oral yoldan veya oftalmik ¢dzelti halinde kullanilir. Tabletleri hizli
ve gecikmeli saliveren iki farkli formda fdiretilir. Oral yoldan verildiginde
gastrointestinal kanaldan tamamina yakin absorbe edilir. Karacigerde biiyiik oranda ilk
gecis metabolizmasina ugradigi i¢in biyoyararlanimi %50-60 civarindadir. Enterik kapli
tabletleri veya besinlerle birlikte alinmasi absorbsiyon hizin1 yavaglatir, fakat
absorbsiyon kapsamini etkilemez. Antiasitlerle birlikte alinmasi doruk konsantrasyona
ulasma zamanimni etkiler. Doruk plazma konsantrasyonlarina gecikmeli saliveren
potasyum tuzunun verilmesinden yaklasik bir saat sonra (0.33-2 saat aras1) ulasilir. ki
dozaj formu arasinda doruk konsantrasyona ulagsma zamani bakimindan var olan bu
farklilik, her ikisinin farkli endikasyonlarda kullanilmasinin temelini olusturur:
Diklofenak sodyumun gecikmeli saliveren formu artrit olgularinin tedavisinde

kullanilirken, diklofenak potasyum agri ve dismenore tedavisi i¢in endikedir (Willkens,
1985; Small, 1989).

Diklofenak viicutta genis 6l¢iide dagilir; sinoviyal siviya énemli 6l¢iide geger.
Proteinlere yaklasik olarak %99 oraninda baglanir. Anne siitiine dnemli 6l¢iide gegmez.
Karacigerde kapsamli ve hizli hidroksilasyon ve konjugasyona ugrar. Eliminasyon yar1
omrii oral yoldan verildiginde yaklasik 1-2 saattir. Ciddi renal yetmezligi olan
hastalarda yar1 omrii uzar, fakat bu genelde doz ayarlamasimi gerektirmez. Hepatik
yetmezlik klirensini etkilemez, ancak metabolitlerinin Klirensini azaltabilir. Verilen
dozunun %50-70’1 idrar ve %30-35’i fegesle 96 saat igerisinde atilir. %1’den daha
kiigiik bir kism1 degismeden, geri kalan1 ise metabolitleri veya konjuganlar1 halinde

idrarla atilir. Diklofenak safra yoluyla da atilir (Willkens, 1985; Small, 1989).

2.2.4. Fiziksel ve kimyasal yapis1

Ingilizce: Sodium (2-(2,6-dichloroanilino) phenyl) acetate

Tiirk¢e: Sodyum (2-(2,6-dikloroanilino) fenil) asetat
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Tablo 1. Diklofenak sodyum.

Molekiil Agirlig 318.13

CAS No 15307-79-6

EINECS 239-346-4

Kapali Formiilii Cy 4 H1 o Cl; NNaO,
Cli
NH

Cl o Nat
O

Diklofenak sodyum

Sekil 7. Diklofenak sodyumun formiilii (Small, 1989).

Rengi acik sar1 ile beyaz arasinda olan diklofenak sodyum, higroskopik, kristal
gibi bir tozdur. Suda az ¢Oziiniir; alkolde ¢Oziiniir; asetonda hafif¢ce ¢Oziiniir; eterde

pratik olarak ¢oziinmez; metil alkolde serbestce ¢oziintir (Willkens, 1985; Small, 1989).

Saklama Kosullari: Diklofenak sodyum uygun saklama kosullari i¢in, hava
gecirmeye dayanikli kapta olmak iizere 30°C'den diisiik oda sicakligi igerisinde

korunmalidir. Isiga karsi muhafaza edilmelidir (Small, 1989; Willkens, 1985).

Bobrek  Yetmezligi: Orta dereceli bobrek yetmezligi kullanimindan
kaginilmalidir. Diklofenak orta derecede veya siddetli renal yetmezlik durumunda
miimkiin oldugunca kullanilmamalidir. Hafif bobrek yetmezliginde doz azaltilmalidir.
Diklofenak hafif renal yetmezlik durumunda en diisiik dozda kullanilmali ve hastanin
bobrek fonksiyonlar: izlenmelidir. Aksi halde su ve sodyum retansiyonu ve renal
yetmezlige kadar varabilecek sekilde gelisen renal fonksiyon bozuklugu goriilebilir.
Renal bozukluk topikal kullanim sonrasinda da goriilebilir (Willkens, 1985; Small,
1989).
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2.3. Siklooksijenazlar

2.3.1. Eikozanoidler

1930’da  Von Euler’in prostat bezinde buldugu ve buradan esinlenerek
prostaglandin adimi verdigi maddenin diiz kaslar1 kastigimi gostermesinden sonra
1960’larin baslarinda Bergstrom tarafindan yapilari ve biyolojik etkileri tanimlanmaigtir.
Daha sonra prostasiklin, tromboksanlar, 16kotrienler ve lipoksinlerin bulunmasiyla bu
grup maddeleri eikozanoidler (Yunanca-20 = Eikol) adi altinda toplanmislardir
(Dokmeci, 2000).

Eikozanoidler dort ¢ift bagi olan 20 karbon atomlu bir siklopentan halkasi ve
ona bagli doymamis yag asitlerinin oksitlenmis iriiniidiirler. Eikozanoidlerin
numaralanmalar1 yag asidi prekiirsorlerinden tiireyen yan zincirler alkil grubunda
bulunan c¢ift bagin sayisina gore olmaktadir. Eikozanoidler viicutta tiim doku ve
stvilarda yaygin olarak bulunmaktadir. Cesitli uyaranlarla sentezlenmeleri artar.
Saliverildikleri hiicrede ya da yakin ¢evresindeki hiicrelerde lokal hormon olarak etki
gosterirler. Hiicrede depolanmazlar, sentezlendikten hemen sonra serbestlenirler

(Dokmeci, 2000).

Aragsidonik asit membran fosfolipidlerinden fosfolipaz A, enzimi araciligiyla
ayrilir ve daha sonra siklooksijenaz, lipooksijenaz ve epoksijenazlar olmak lizere baglica
tic oksidatif yolak araciligi ile dokulara bagli olarak spesifik son iirlinlere doniisilir

(Dokmeci, 2000).

Prostanoik asit tlirevi (Prostanoidler) olan prostaglandinler (PG) siklopentan
halkasindaki degisikliklere gore bliyiik harf E, F, I, H vb. ile adlandirilirlar. Rakamlar,
halkaya bagl iki zincirde bulunan ¢ift baglart a ve B harfleri de izomerleri belirtir
(Dokmeci, 2000).

2.3.2. Biyosentez

Eikozanoidlerin biyosentezi arasidonik asit serbestlenmesi ve aktif maddeye

doniismesi seklinde iki fazda olusur (Dokmeci, 2000)
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Arasidonik asit,
20:4 A5.8.11,14

Sekil 8. Arasidonik asit (Dokmeci, 2000).

Organizmada yag asitleri —membran  fosfolipidleri  (fosfatidilkolin,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilinositol) i¢cinde biiyiik dl¢lide birlesmis halde bulunurlar.

Metabolize olmak icin yag asitlerinin fosfolipidlerden serbestlenmesi gerekir (Dokmeci,

2000).

Yag asitlerinin serbestlenmesinden sorumlu enzimlerden birisi fosfolipaz
A, ’dir. Bu enzim aktivitesi glikokortikoidlerin etkisi altinda serbestlenen lipokortinler
tarafindan inhibe edilir. Fosfolipidler lizerinde farkli yerlere etkiyen bir ¢ok fosfolipaz

bulunmaktadir (D6kmeci, 2000).

Arasidonik asit demirli metallo-metallo enzimler olan siklooksijenazlar ve

lipooksijenazlar tarafindan oksitlenir (Dokmeci, 2000).

2.3.3 Siklooksijenaz yolu

Siklooksijenazlar tarafindan aragidonik asidin oksidasyonu, prostanoidler adi
verilen PGE, , PGF, , PGI, (Prostasiklin ve epoprostenol diye adlandirilmaktadir) ve
tromboksanlarin  (TXA, ) prostaglandinlerin orijini olan PGH, ve PGB,
endoperoksidlerin olusmasina neden olur. Siklooksijanazlar mide, bdbrek ve
trombositlerde bulunan tip 1 (COX-1) ve fibropblastlar, makrofajlar, kondrositler ve
uterusta bulunan tip Il (COX-2) olarak ayrilirlar. Tip II siklooksijenazlar sitokinler ve

mitojen maddeler tarafindan indiiklenir (Dokmeci, 2000).

Siklooksijenazlarin iki tipi de aspirin ve steroid olmayan antiinflamatuvar diger
ilaclarla inhibe edilirler. Siklooksijenazlarin bu iki tipinden birinin ya da digerinin

spesifik inhibitorlerinin bulunmasi i¢in ¢aligmalar devam etmektedir (Dokmeci, 2000).
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Prostaglandinlerin biyosentezi tiim dokularda ayni sekilde olmamaktadir.
Ormnegin; tromboksanlarin, tromboksan sentaz etkisiyle sentezlenmesi trombositlerde
oldugu halde prostaglandinlerin ve prostasiklininki vaskiiler endotelyumda olmaktadir
(Dokmeci, 2000).

Damar ve kapiler endotelyumuna yerlesik olan prostasiklin sentaz enzimi burada
PGH, ’yi instabil prostasikline (PGIl, ) ve daha sonra da keto6-keto PGF; a’ya
dontstiiriir (Dokmeci, 2000).

Trombositlerde bulunan tromboksan sentaz PGH, ’yi tormboksan A,
(TXA; )’ye donistiirmektedir (Dokmeci, 2000).

2.3.4. Prostaglandinlerin etkileri

PGE ve PGI, genellikle olumlu etkiler olustururlar. Bu etkilerden baslicalari:
-Vazodilatasyon

-Trombositer antiagregan etki

-PGE ve ozellikle PGI, bilinmeyen bir mekanizmayla miyokard infarktiisiiniin
siddetini/tehlikesini  azaltmaktadir. Ayni zamanda aterom gelismesini de

engellemektedirler.
-Bobrek kan debisini artirirlar.
-Gastrik salgilanmayi inhibe ederler.
-Bronkodilatordiirler.

-Interlokin-1B ve TNFa gibi sitokinler tarafindan salgilanmasi uyarilan PGF, a
ates olugmasinin kaynagidir. Ayrica bazi hipotermi olgularinda PGI, sentezinde bir

yetmezlik olustugu da gosterilmistir.

-Baz1 prostaglandinler uyku diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar: PGE,

uyanikliga katkida bulunmasina karsin PGD, uykuyu kolaylagtirmaktadir.
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-Gebe kadinda, serviks wuteri genislemesini ve uterus kasilmalarin
kolaylagtirirlar. Dogum sirasinda anne kaninda ve amniotik sivida prostaglandin diizeyi
yiiksektir. PGF, a dollenme olmadigi durumlarda corpus luteum gerilemesine

(Luteoliz) yol agar.

-Fetiiste arteriyel kanal ya da ductus artereiosusun ag¢ik kalmasini saglarlar.
NSAIl tarafindan sentezlerinin inhibe edilmesi kapanmay: hizlandirabilmektedir

(normalde dogumdan 24 saat sonra olur).

-Bunlara kars1 PGE, bas agrilarina neden olabilmektedir (Dokmeci, 2000).

Arasidonik asit metabolizmasinda etkili ilaglar

Prostaglandinler ve lokotrienler ¢ok sayida olumsuz etkilere neden olurlar.
Farmakolojik yonden bunlarin sentezini inhibe eden maddeler bulunmus olup tedavide
kullanilmaktadir. Ancak etkilerini inhibe edebilen antagonistler heniiz bulunmus
degildir. Arasidonik asit metabolizmasinda rol oynayan cesitli spesifik enzimleri inhibe

eden birgok madde vardir (Dokmeci, 2000).

2.3.5. Siklooksijenaz inhibitorleri

Gilinlimiizde tedavide kullanilan ¢ok sayida siklooksijenaz enzim inhibitorii ilag
bulunmaktadir. Bunlar steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar (NSAIl) adi altinda

toplanirlar (D6kmeci, 2000).

Son yillarda siklooksijenaz enziminin iki izoform seklinde bulundugu ortaya
cikarilmustir; Tip I (yapict sekil) ya da COX-1 ve Tip II (indiikleyici sekil) ya da COX-
2. Tip I siklooksijenaz trombositler, damar endotelyumu, gastrik mukoza ve bobreklerde
daha yogun bir sekilde bulunmasina karsin, tip II siklooksijenaz inflamasyon
reaksiyonlar1 sirasinda sitokinlerin ya da diger inflamasyon mediyatdrlerinin
(mitojenler, endotoksinler) etkisiyle meydana gelmektedirler. Bu nedenle COX-2’nin
selektif olarak inhibe edilmesi NSAIl’larin yarar/zarar oranmi olumlu yénde
etkilemektedir. Ciinkii antiinflamatuar (COX-2) etkinlikleri artmasma karsin
gastrointestinal (COX-1) yan etkileri azalmaktadir. Siklooksijenaz enziminin bu iki

izoformunun ortaya ¢ikarilmasindan sonra COX-2 icin selektif yeni NSAIl’larn
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bulunmas: i¢in ¢aligmalar hizlandirilmistir. Asetil salisilik asit’in COX-1 iizerine etkisi
COX-2 iizerine olan etkisinden 20-50 kez daha fazla olup, diger NSAII (Diklofenak,
naproksen, indometasin, ibuprofen, sulindak vb.)’lar ise ya COX-1 iizerine daha etkili
ya da her iki izoform {izerine esdeger etkilidirler. Son yillarda tedaviye sokulan
meloksikam, nabumeton gibi yeni kusak NSAII’larin COX-2 iizerine segicilikleri daha
fazladir (D6kmeci, 2000).

2.4. Stereoloji

2.4.1.Stereolojik yontemler

Stereoloji, ii¢c boyutlu orneklerin (biyolojik yapi, metalurjik 6rnek vb.) iki
boyutlu kesitlerden alinan bilgilere istinat edilerek, bu 6rneklerin gergekteki {i¢ diizlemli

ozellikleriyle ilgili degerlendirilmesini saglayan bilimdir (Baddeley, 1991).

Stereolojik yontemlerin esasini “Sistematik Rastgele Ornekleme” (SRO) izlemi
olusturmaktadir. Bu 6rneklerle agiklama seklinin ana 6zelligi, bilim adaminin iizerinde
calismay1 diistindiigli yapidan 6rnek tedarik etmenin ihtiyag¢ oldugu zamanlarda, hedef
uzaydaki her alanin galigmaya alinma olasiligina sahip olmasini saglamaktir. Biyoloji
bilimine has unsurlar, genel olarak, ihtiva ettikleri ve arastirma yapan i¢in aragtirma
mevzusu olan komponentlerinin (hiicreler, c¢ekirdekler, vezikiiller vb.) baya iri
olmalarindan, calisilan yapiya ait olusturulan biitiin pargalarin arastirmaya eklenerek
yorumlanmasi, islevsellik agisindan miimkiin degildir. Mesela, insana ait neokorteksteki
total sinir hiicresi miktarin1 bulmaya yonelik bir arastirma igin, hiicre miktar
hesaplanacak binlerce histolojik kesit teker teker incelenme islemi pek miimkiin olamaz.
Boyle bir halde alinacak olasi ornekler (kesit) igerisinden tespit edilmis oranlarda
bazilarin seg¢ilmesi daha pratik olacaktir. Boyle bir se¢imin yapilmasi durumunda,
alman Orneklerin, iizerinde calisilan yapinin en uygun temsiliyetini saglamasi igin,
yapinin her bir tarafinin ayni derecede alinma olasiliginda bulunmasi, istatistiki agidan
bir zarurettir. Rastgele se¢imle alinma islemi de boyle bir meseleyi tamamen ¢ézmede
yetersiz kalmaktadir. Bu yiizden SRO'nin degeri ortaya c¢ikar. SRO, daha once tespit
edilmis sabit bir 6rnek alma mesafesince, birinci aralik igerisinden rastgele bir yerden

baglanmas1 suretiyle, calisilan yapinin biitiiniiniin  6rnekleme durumunu kapsar.
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Ornekleme igin dnce 6rnekleme mesafesi tespit edilir. Ornegin her dokuzuncu parca
veya kesitin segilmesi kararlastirildiginda ilk dokuz pargalik seri, Orneklemenin
sistematik boliimiini, ilk mesafe icerisinde rastgele bir yerden baslanma durumuysa, ilk
dokuz parga igerisinden rastgele bir tanesinin baslama yeri alinmasi bu par¢anin
akabinde gelen her dokuzuncu par¢anin 6rnek olacak sekilde alinmasi 6rneklemeye
rastgelelik 6zellik kazandirir. Istatistiksel yaklasimla bu sekil bir érnek alma islemi,
aliman ornek miktarmin fazlalig ile dogru orantida oldukga, calisilan yapiya ait her
yerin 0rnek olarak alinma sansina sahip olacagi i¢in benzesik ve ise yarar bir érnekleme

kazanma olasilig1 da o denli yiikselir (Gundersen, 1977; Gundersen ve Jensen, 1999).

Stereolojik yontemlerde yararlanilan prensip ve metotlarm ¢ogu, SRO
mantigiin farkli uygulamalar1 gibi alinabilir. Partikiil sayimi, cisme ait yiizey hesabi,
yiizey ve hacim niceliklerinin belirlenmesinde ilk husus, ¢alismaya alinan yapinin tiim
merhalelerinde (kisimlarin alinmasi, pargalarin 6rneklenmesi vb.) sistemli ve tesadiifi

bir sekilde 6rneklenmesidir (Canan ve ark., 2002).

2.4.2. Cavalieri yontemi

Cavalieri yontemi; ilk defa bir matematik bilimcisi olan italyan Bonaventura
Cavalieri tarafindan 17. asirda kullanilmistir ve stereolojik metotlarda en fazla

yararlanilan hacmin hesaplanmasi seklidir (Canan ve ark., 2002).

Cavalieri yontemini pratige dokmek i¢in, iizerinde ¢aligilacak yap1 paralel olacak
sekilde tiimii esit mesafede kesilmis olarak parcalara boliiniir. Pargalarin her birinin ayni
tarafa bakan yiizlerinin alanlar1 makul bir metotla hesap edilir. Biitiin par¢alardan alinan
total ylizey alan miktariyla yapiyr bélerken kullanilan ortalama kalinlik ¢arpildiginda,
total hacmin tarafli olmayacak bir sekilde hesap edilmesi saglanir. Bu siireci

matematiksel olarak asagidaki formiil haline getirebiliriz:

Vref =X ai.t

Formiiliin igindeki Vref c¢aligilan yapiya ait total veya baska bir ifadeyle
referans hacmi; ai, i numarali parcaya ait yapi izdiisim (ya da izdiisim toplami)

yiizol¢timii; t ortalama parga ya da kesit kalinligidir. Bu metotla, ister mikroskobik, ister
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makroskobik kadranda, g¢evresindeki yapilar ile ilgisine bakilmaksizin, her tiir yap1
hacmi, smuirlar1 belirli bir kesinlikteyse hesap edilebilir (Canan ve ark., 2002).

Hacim hesaplamalari icin Kesit yiizey alanlarinin hesaplanmasi

Cavalieri hacim hesaplamasinda ilk etap g¢alismay1 diisiindiigiimiiz kisimlarin
izdiistimlerinin (kesit goriintiilerinin) alanlarin1 hesap etmektir. Bu metotla, bilgisayar
yardimli goriintii ¢6ziimleme araglar1 sayesinde, planimetrik bir sekilde izdiistim
alanlarin1 direkt hesap etmektir. Bu usulle ayar1 uygun halinde (kalibrasyonu) yapilmis,
mikroskoptan aldigi goriintii lizerinde islem yapabilme erkine sahip olacak sekilde
yazilmig bir program vasitasiyla, sinirlart belirlenmis rastgele bir alanin yiizolglimi
yapilabilir. Bu metodun baya hizli ve giivenli olmasina karsin, genellikle kullanilan
araclari pahali olmalarindan 6tiirli boyle bir ekipman elde etmek zor olabilir (Canan ve
ark., 2002). Stereolojik metotlarda en ¢ok yararlanilan izdiisiim alan hesap etme pratigi,

“Noktali Alan Ol¢iim Cetvelleri’dir.

+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + +oF + + + + +
P(a)
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +

Sekil 9. Noktali alan 6l¢iim cetveli (Canan ve ark., 2002).

Noktali alan 6lgiim cetvelleri (Sekil 9), birbirlerinden esit mesafelerde olacak
sekilde dagitilmis noktalardan (tablodaki +'larin kollarinin birlestikleri yer) meydana
gelen sistematize nokta dizgelerdir. Bu tiir bir dizgede, her bir + semboliiniin ortasina
denk gelen nokta, temsili cetvelde bir noktayken, bahsedilen noktalarin her biriyse, bir
birim cetvel alani denilen dort nokta arasindaki bolimdiir (P(a)). Bu sekilde birbirleri

arasindaki belirli mesafesi mevcut bu tiir bir noktali alan 6l¢iim cetveli, yiizeyi 6l¢tilmek
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istenen yap1 kesitinin veya gorlintiisiiniin iizerine rastgele atilmasi suretiyle, yapiya ait
kesit tizerindeki izdiisiimiine denk gelen nokta miktari, izdiisiimiin kesitte gosterildigi
alan dlciisii dogru oramiyla olusacaktir (Canan ve ark., 2002). Ozetle, izdiisiim

bliyiidiikce icerisine denk gelen nokta miktar1 da o denli artacaktr.

S6z konusu noktalar belirli birim alanim1 (P(a)) gosterdiginden, caligilan
izdiislim alani igerisinde bulunan nokta miktarinin (XPi) hesapladigimiz birim alanin
degeriyle ¢arpimi, calistigimiz kesite ait izdiisiimiin total alaninin (A1) hesabini tarafli

olmayacak sekilde bize verecektir (Canan ve ark., 2002).

| Ai=ZXPi. P(a)

Bu sekilde hesap edilen bir alan 6l¢iimii, uygulamasinda basitliginin yani sira
istatistiki agidan dogruya daha yakin neticeler sunacaktir. Bu cetvellerle yapilan alan
hesaplamalarin makul siklikta noktalar ihtiva eden cetvellerden yararlanildiginda, 6biir
goriintii ¢ozlimlemesi yapan sistemler kadar dogru neticeler sunmaktadir (Gundersen ve
Jensen, 1999). Cogunlukla, saydam bir asetata yerlestirilmis nokta dizgeleri kafi
olabilmekte ve biiyiitme seviyesi dogru bir sekilde belirlendikten sonra, mikroskop ile
bakilan, ekrana ya da farkli bir gdsterim ortamina yansitilan veya fotograflanmis tiim
goriintli ¢esitler1 {izerinde kolaylikla uygulama yapilabilmektedir. Unutulmamasi
gereken husus, cetvelde goriinen noktalar arasinda olan mesafenin, biiyiitme seviyesine
gore doku diizeyine denk gelen reel uzunluk olgisiidiir. Mikrometrik bir 6lgtim cetveli

kullanimi biiyiitme seviyesini bulmada en giivenilir yoldur (Canan ve ark., 2002).

Bir bagka 6nemli husus kullanilan cetvelin nokta yogunlugudur. Genel olarak,
sinir uglar1 kompleks bir olusum sergileyen i¢ ige izdiisiimlerde noktalarinin daha az
aralikli olanlarindan yararlanmak daha uygun olabilirken, muntazam sinirlarinin oldugu
hatli olusumlarda daha fazla aralikli noktalarin kullanimi yeterli olabilmektedir. Hesap
islemlerinde nokta siklik oranlarmin artinmi hesaplamalarin dogruluk katsayisim
yiikseltse de belirli bir yanilma marj1 igerisinde, imkan dahilindeki seyrekligi en yiiksek
olan nokta dizgesini kullanmak bu 6l¢iim islemlerinde daha mantikli olacaktir (Canan
ve ark., 2002).
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Toplam hacmin hesaplanmasi

Total hacme wulasmak igin, Oncelikle, Kesitlerde ilgilenilen bdolgeye ait
izdiisiimlerinin total alanin1 hesap ettikten sonra, bu total alan degerini, dilimleri ya da
kesit olusumunda yararlandigimiz ortalama kesit kalinlik degeri ile ¢arpilmasi yeterlidir.
Bu sayede yapiya ait total hacmin tarafsizca hesaplanmasi saglanmaktadir. Kesit alim
esnasinda, total Kkesit adedinin fazla miktarda olmasindan &tiirii belli bir drnekleme
yapiliyor ise, hacim hesap islemlerinde bahsedilen konu bu husus goéz Oniinde

bulundurularak hesap edilmelidir (Canan ve ark., 2002).

Sekil 10. Paralel dilimlenmis bobrek kesitleri (Pazvant ve ark., 2009).

Alan hesabi1 yapilan kesitlerin yiizeyindeyse dilimlerin makroskobik veya
mikroskobik ozellikleri 6nemsiz olacak sekilde, belirli ve sonu olan bir kalinliga
sahiptirler ve iki kesme diizlemiyle olusturulmalari saglandiginda ‘tist’ ve ‘alt’ diye iki
yiizeyden meydana gelirler. Cavalieri yontemiyle hacim hesabi i¢in, yilizeysel alan
Ol¢iimii, yapidan alinan biitiin kesitlerin daima ayni tarafa bakacak yiizlerinde

gergeklestirilmeli, bu durum (Sekil 10)’da gosterilmektedir (Canan ve ark., 2002).

Nokta sayim yontemi ile alan ve hata miktarinin hesaplanmasi

Genel olarak nokta sayim metoduyla hacim ya da hacim oranit hesap
islemlerinde, uygulanan metodun total degiskenlik (Hata katsayisi (HK)) miktar
hesaplama islemi bir formiil ile yapilir. Burada HK %10 ve daha diisiik bulunuyorsa
gerceklestirilen islemlerin dogru olduguna kanaat getirilir. Obiir yandan uygunluk
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bulunamazsa HK elde edilene degin noktalarin siklig1 veya kesit adedi degistirilir. HK
hesaplama iglemleri i¢in sirasiyla: Karmagsiklik degeri (Noise) bulunur, toplam alan
degisimi (VarSRO) tespit islemleri yapilir ve toplam noktalarin total degisim islemi
gerceklestirilip HK bulunur. Bu islem basamaklarindan Noise, dilim veya kesitlere
ayrilan, Ornegin dilim veya kesitlerde meydana gelen kesit yiizey alanlarinin
karmagiklik degerini gdsteren veridir. VarSRO, incelenen yapida belirli dl¢iide kesitler
alma neticesinde meydana gelen kesitlerin arasinda hacmi hesap edilecek yapinin
kesilmesiyle meydana gelen alanlar arasindaki degisimine verilen addir. HK
hesaplamasinin son basamagi olan toplam noktalarin toplam degisimi agsamasindan 6nce
toplam varyans bulunur. Bulunan toplam varyansin karekokii toplam nokta sayisina

boliinerek HK hesaplanmis olur. Bunlar sirayla formiilize edersek:

(1)Noise = 0.0727x (%)x /nxz P

Burada (\7_6)’ dilimlere ayrilan Ornegin kesit goriintiillerinde ortaya ¢ikan

ortalama izdiisiim seklini ifade eder.

n
(Z)VarSR(")(Z a) = (3XZ Pz — Noise) — 4xz P;xP;, 1 + Z P;xP;,,)/12
i=1

Formiildeki VarSRO(X, a), n sayidaki kesitte ortaya ¢ikan alan degisimi,
D Pl-z, i numarali kesitte sayilan noktanin karesini, ), P;xP;,,, i numarali kesitte sayilan
nokta sayisinin kendisinden sonraki kesitte sayilan nokta sayisina carpilmasi sonucu
elde edilen sayidir. ), P;xP;,,, i numarali kesitte sayilan nokta sayisinin kendisinden iki

kesit sonraki kesitte sayillan nokta sayisiyla carpilmasi sonucu elde edilen sayidir.

(3) Toplam Varyans = Noise + VarSRO

Son olarak HK asagidaki formiille bulunur:

J/ Toplam Varyans
HK(Z P) = 5

Tespit edilen HK degeri hesaplamanin sonucudur ve %210'dan daha az olmalidir.
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Daha ¢ok olmasi halinde elde edilen kesit adedi veya noktali alan Sl¢iim cetvelindeki

nokta sikliklar1 degistirilir ve amaglanan HK elde edilir (Canan ve ark., 2002).

2.4.3. Disektor

Disektor ilk defa 1984'te Sterio tarafindan tanimlanmustir. Bu metotla; calisilan
nesnenin biytikligl, sekli, doku veya organ igindeki tanecik adedi, alinan pargalarin
yonleri, sayilacak taneciklerin biyiikliigli, doku icerisindeki meyilleri ve dokunun
histolojik islem esnasinda genisleme Ve biiziismesi gibi hesaplama hatalarina neden
olabilen biitiin yanilma kaynaklarindan bagimsiz olarak ‘tarafsiz’ sekilde hesap
edilebilmektedir (Unal ve ark., 2002).

Fiziksel disektor

Ilk meydana getirilen disektor formatidir (Sterio, 1984). Bu metotta, birbiri
ardindan gelen ya da aralarinda belirli bir mesafeyle ayrilmis olan iki kesit alinir, ilk
kesitte mevcut olup, obiiriinde var olmayan tanecikler sayima alinir. Alinan iki parga
arasindaki mesafeye “disektor yiiksekligi” denir ve gergeklestirilen islem neticesinde,
disektor yiikseklikleri uzunlugunca Orneklenebilen pargacik uclarmin miktarlar:
hesaplanir. Bu bulgu da c¢alismaya alinan taneciklerin sayisal yogunlugunu (NV) bize
sunar (Unal ve ark., 2002).

Disektoriin esas pratigi, aralarinda minimum pargacik uzunlugundan daha diisiik
mesafede bulunan iki kesitin alinip kiyas edilmeleri halidir. Bu Kesitler arasindaki
mesafenin, minimum partikiil genisliginden ufak olmasmim sebebi, partikiillerin
kesimler arasinda, kesilmeden, atlanmasinin Oniine gegilmesi hedefidir. Sadece bir
tanecigin bir kesitte tespit edilmesi, o tanecigin alinan kesit dogrultusundaki
yiksekligiyle iligkiliyken; “Bir kesitge Kkesilip bir sonraki paralelince kesilmeme”
olasiligy, irili-ufakli biitiin taneciklerde aynidir (Pakkenberg, B; Gundersen, 1988). Bu

baglantidan baslanarak, belirli bir ebatta mevcut olan total tanecik miktari ol¢iilebilir.

xQ”

= x> alcer) S a(cer) x V(ref)
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Burada, N, total partikiil miktarni; Q~, disektor partikiillerinin miktarmni; h,
alinan pargalar arasindaki uzakligi (Disektor yiiksekligini); a(cer), sayim esnasinda
yararlanilan tarafsiz sayim ¢erceve alanini ve V(ref) ise, incelenen yapinin total (ya da
referans) hacmini gostermektedir. S6z konusu formiilden V(ref) degeri ¢ikartilirsa,
neticede bulunacak deger, total hacim hesap edilmediginden partikiillerin niimerik
yogunlugu olacaktir. Ancak ¢ogu halde, sayisal yogunluk degeri, total partikiil adedi
degisimiyle alakali direkt bilgi sunmadigindan, bilhassa karsilagtirmali arastirmalarda
s6z konusu degerin kullanilmasi ve bununla baglantili biyolojik degerlendirmeler
yapilmas1 sakinca arz edebilmektedir (Unal ve ark., 2002).

Disektor partikiilii, disektor metodu araciligiyla yapilan sayim esnasinda
sayilabilen partikiillere verilen addir. Fiziksel disektérde, sayimda kullanilan parca
ikililerinden biri 6rnek kesit ve digeriyse gozlem kesiti olarak kullanima alinir. S6z
konusu kesitler gozlemlenir ve 6rnek kesitte var olup, gozlem kesitinde var olmayan
partikiiller, disektor partikiilii olarak sayim islemlerine eklenir ve “Q™ isaretiyle
gosterilir.  Bunlar, disektor yiiksekligi i¢inde orneklenebilmis olan partikiil
terminalleridir (Sekil 11) (Unal ve ark., 2002).

Ornek Kesit

Gazlem Kesit /

Sekil 11. Fiziksel disektdr uygulamasi (Unal ve ark., 2002).

Disektor sayimi esnasinda, gozlem ve ornek Kesitleri, bulunduklart durumlari
degistirilip, yani, gozlem kesiti olarak alinan kesit 6rnek; 6rnek kesitiyse gozlem kesiti
olarak yorumlanip, iki tarafli sayim da yapilabilir. Bu sayede, ek Kkesit almayi
gerektirmeden disektor adedinin fazlalagtirmasini, boylece daha ¢ok 6rnekte ¢aligmanin

yapilmasi saglanmis olunur (Sekil 12) (Unal ve ark., 2002).
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Sekil 12. Disektor 6rneklerinin sayisini arttirmak {izere, kesitlerin rolleri
degistirilerek iki yonlii bir disektdr sayimi uygulanmasi (Unal ve ark., 2002).

Tarafsiz sayim c¢ercevesi

Partikiil sayimi1 yapmada partikiil izdiistimlerinden faydalanilan durumlarda,
kesitlerde meydana gelen partikiil izdiisiimlerinin belirli bir bolgede sinirlandirilarak
sayllma isleminin yapilmast gerekir. Boylece, izdiisiim siniflandirmalarinin ne tiir
kurallara gore sinirlandirilmasit gerektigi hususu belirir. Klasik halde uygulanan daha
onceki yontemlerde, kare ya da dikdortgen yapisindaki bir gergeve izdiisiimler {izerine
kondurularak, direkt cerceve igerisine denk gelen partikiil izdiisiimlerinin sayilmasi,
oldukg¢a yaygin olarak kullanilmis bir metottur. Sonraki zamanlarda, bu tiir bir sayimin
partikiil adedini daha ¢ok hesaplamaya sebebiyet verdigi anlasilinca, bu defa da basit bir
sekilde ortadan, kosegenlerinden biri tarafinca ikiye ayrilan bir sayim cergevesinin
kullanimina baslanmistir. Bu ¢er¢eveye ait sayim kuraliysa, ¢erceve kenarlarinin bir
yarisina denk gelen partikiillerin sayilarak, obiiriine denk gelenlerin sayim islemine
alinmamasi seklindedir. Fakat bu g¢ergevenin de gergek partikiil degerini veremedigi
sonradan tarafsiz sayim c¢ergevesinin ortaya ¢ikisiyla goriilmistir.  Sayim
cergevelerinden meydana gelen bu tarz sayim hatalarinin nedeni, “kenar etkisi” denilen
bir etki ile tanimlanmaktadir. Ozetle kenar etkisi, sayim cercevelerinden herhangi birisi
kullanima alindiginda, ¢ercevenin igerisine denk gelen partikiillerin sayilmasinda bir
problem olmadigi halde, ¢ergeve kenarlari ile kesisen partikiillerin hangi kaidelere gore
yorumlanmasi gerektigi problemine vurgu yapmaktadir. 1970’lerde Gundersen
tarafindan getirilmis tarafsiz sayim g¢ercevesi, yapilan hesaplamalarla, kenar etkisini en

dogru sekilde yok eden dzelliklere haizdir (Gundersen, 1977; Unal ve ark., 2002).
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Sekil 13. Ekran {izerine yerlestirilmis bir tarafsiz sayim ¢ercevesi

Tarafsiz sayim gergevesi (Sekil 13), yaygin kullanilan bi¢imiyle, bir diiz ve
kalin, bir de kesikli ve ince iki tip ¢izgiyle isaretlenen dort kenari olan basit bir kare ya
da dikdortgendir. Goriiniirde ¢ok fazla bir degisiklik olmamasina kargm, sayimda
kullanilan kurallar bakimindan diger c¢ercevelerden farklilik gostermektedir. Esast,
kesikli ve ince cgizgiler “dahil” kenarlar, kalin ve devamli ¢izgiler de “hari¢” veya
“yasak” kenarlardir. Bagka bir degisle kesikli ¢izgilere denk gelen izdisiimler sayima
alinirken, devamli ¢izgilere denk gelen izdisiimler sayima alinmaz. Tarafsiz sayim
cergevesinin en dnemli farkliligi, yasak kenarlarinin uzantilaridir. S6z konusu uzantilar,
cercevenin konuldugu goriiniim alaninin biitiinlinii kapsayacak bir bi¢imde uzatilirlar
(Unal ve ark., 2002).

Tarafsiz sayim gergevesi, partikiil sayiminda, mevcut durumdaki en etkili ve
dogru sayim c¢ercevesidir. Geometrik hesaplamalara bu ¢ercevenin partikiil
izdiistimlerini en dogru sekilde sayilmasinda aracilik ettigi ispatlanmistir (Gundersen,
1977; Unal ve ark., 2002).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gere¢

Yaptigimiz ¢alismada Van Yiiziincii Y1l Universitesi (YYU) Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi’nden edinilen, 150-200 g arasinda degisen
agirlikta, calisma evvelinde hig ¢iftlesmemis, erigkin 12 adet Wister albino disi sigandan
yararlanildi. Calisma i¢in Van YYU Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun 28.07.2016 tarih ve
2016/07 sayili karari ile izin alindu.

Ciftlesme icin her bir kafeste ticer disi ve birer erkek sican olmak lizere 24 saat
stire ile ayni kafeste tutuldular, bu siirenin sonunda her bir disi sican ayr1 kafeste olmak
tizere dogum yapmalarina kadar beslendiler. Siganlar; diklofenak sodyum ve kontrol
olmak {izere iki gruba ayrildi. Tartimlar1 her giin yapilan siganlarin kilolarindaki
yiikselme hamileliklerinin belirtisi olarak alindi ve akabindeki giin vaginal plak
gozlenen disi sicanlarda, hamileligin sifirinci “0.” giinii olarak alindi. Standartlara uygun
bir sekilde su ve yemleri verilen siganlar, dogal 151k ve karanlik dongiisiiyle (21 +2 °C)
izleme alindi. Ciftlesmeden sonra diklofenak sodyum grubu siganlara gebeliklerinin
besinci giiniiyle beraber i.p. (intraperitoneal) yolla 15 giin boyunca giinde bir defa 1 cc
(1 mg/kg) diklofenak sodyum (Voltaren 75 mg/3 ml ampul, CIBA GEICY, Istanbul)

enjeksiyonu yapildi. Kontrol grubu siganlara ise bir islem yapilmadi.

Hayvanlar enjeksiyon boyunca her giin tartilip agirliklart kayit altina alindi.
Sicanlar doguma yaklasinca her biri ayr1 bir kafese nakledildi. Dogum sonras: (ii¢ ile
dort haftalik) yavrular erkek ve disi olarak ayrilip farkl kafeslere alindi. Eril siganda
perine disi olana gore daha genis, disideyse perine araligi daha dar olmasina gore
ayrima gidildi. Buna gore disi ve eril ayrimi perine mesafeleri incelenerek
gerceklestirildi. Dort haftalik siganlardan (Sekil 14), 6 adet diklofenak sodyum grubu ve

6 adet kontrol grubu olusturuldu.

Disi yavru siganlar ketalar anestezisi 50 mg/kg ile derin anesteziye alinip
transkardiak sol kalpten bir tiip araciligiyla perfiizyonu saglandi (Sekil 15). Kalbin sol
ventrikiiline ise 0.5 ml’lik heparin verildi. Daha sonra serum fizyolojik verilmeye

baslandig1 anda kalbe ait sag kulakg¢ik kesisi olusturularak berrak akkan meydana
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gelinceye kadar kan bosalinca %10 noétral tamponlu formaldehit ile tespiti
gerceklestirildi. Viicudun s6z konusu bolgeleri beyazlasincaya degin islemin devami
saglandi. Calismaya baslamadan oOnce kullanilacak hayvan adedi, kesit sayis1 ve
orneklemenin belirlenmesi i¢in pilot caligma yapildi. Literatiirde Yyapilacak bir
stereolojik ¢alismada yaklasik 0,05°1ik bir hata katsayisi elde etmek igin hesaplamalara
gore her grubun en az bes hayvandan olugmasi gerektigi bildirilmektedir (Cruz-Orive ve
Weibel, 1990). Bu bilgiye dayanarak calisma gruplarindaki sayilarin yeterli oldugu
belirlendi. Dogan 12 adet (6 adet kontrol ve 6 adet diklofenak sodyum olmak iizere)
dort haftalik yavru sicanlar gruplandirildi. Daha sonra bu gruplardan sag bobrekler
alinarak %10’luk nétral tamponlu formaldehitte fikse edildi.

Sekil 14. Deney hayvanlari
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Sekil 15. Perfiizyon uygulanmasi

3.2. Yontem

3.2.1. Histolojik doku takip islemleri, kesit alma ve dokularin boyanmasi

Dokular nétral tamponlanmis %10'luk tamponlu formalin ¢ozeltisinde 24 saat
fiksasyon saglandi. Tespit akabinde dokular Leica ASP 300 (Leica microsystems,
Germany) otomatik vakumlu doku takip cihazinda takip edildikten sonra parafin
bloklarina gomiildii. Hazirlanan parafin bloklardan Leica RM 2125 RT (Leica
microsystems, China) marka rotary miktorom cihaziyla kesit alma islemleri yapildi
(Sekil 16). Kesit alma igleminde rastgele baslanip 40 um kadar ilerlendikten sonra, her
200 um’da bir, kalinlig1 4 um olan kesitler polilizinli lamlara alindi1 (Birinci kesit ile
ikinci kesit arasinda 200 pm olacak sekilde). 6 diklofenak sodyum grubu ve 6 kontrol
grubu olmak tizere 12 bobrekten ortalama bes kesit alinarak toplamda 60 kesit meydana
getirildi. Bu kesitler ikili halde olmak tizere 30 adet polilizinli lama alindi. Kesitler
alindiktan sonra 30 dk etiivde bekletildi. Primer antikor olarak COX-2 monoklonal
antikor (SP21) (Diliisyon: 1/50, Catalog number MA5-14568, ThermoFisher Scientific,
USA) kullanildi. Van YYU Tibbi Patoloji Laboratuvarinda bulunan immiinohistokimya
otomatik boyama sistemi (Ventana Benchmark XT) ve Ultraview Dab Detection Kit

Ventana kullanilarak uygun pozitif kontroller esliginde boyama yapildi.

36



Sekil 17. Sayimda kullanilan fotograf atagmanli aragtirma 1s1k mikroskobu (Carl Zeiss
Axioskop 40 (Carl Zeiss, Gottingen, Germany)).

Immiinohistokimyasal degerlendirmede Olympus BXS53F (Olympus, Tokyo,
Japan) 151k mikroskobu, Stereolojik analizler i¢in Carl Zeiss Axioskop 40 (Carl Zeiss,

Gottingen, Germany) arastirma 1s1k mikroskobu kullanildi (Sekil 17). Kesit aldigimiz
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Rotary mikrotom (Leica Model 2125RT, China (Nussloch) Sekil 16’da goriilmektedir.

COX-2 immiinohistokimyasal incelemede bobrekte makiila densa, proksimal
tibiil, distal tiibiil, korteksteki tiibiiller, medulladaki tiibiiller, toplayici tiibiiller ve
glomertiler alanlarda boyanma yogunlugu degerlendirildi. Boyanma yogunluklari,
Boyanma yok: (-), Zayif boyanma: (+), Orta derecede boyanma: (++) ve Kuvvetli

boyanma: (+++) olarak degerlendirildi.

3.2.2. Hiicre sayisinin hiicre izdiisiimii sayisina gore analizi

Hiicre sayisinin izdiisiim sayisina gore hesaplandi. Hacim hesaplanmasinda total
doku hacim oranlari noktali alan cetveliyle 6lgiildi. Cavaileri prensibi kullanildi.
(Howard ve Reed, 1998; Gundersen ve ark.,, 1999). Tanecik sayimlarinda
immunohistokimya kiti yliksek maliyeti oldugundan ardisik kesit alinamadi. Fiziksel
disektor metodu yerine tek kesit sayim i¢in kullanildi. Burada tarafsiz sayim
cergevesinde yapilan tanecik sayimlari, diger bir ifadeyle izdiisim sayilarinin
belirlenmesi i¢in biyiitme objektif x100 (NA:1.25) kullanildi. Fotograflar i¢in Canon
DS126191, No: 3650625172, Taiwan kullanild.

3.2.3. istatistiksel analiz

Calismamizda kontrol ve diklofenak sodyum olarak alinan iki grup tizerinde
meydana getirilen degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler; ortalama, medyan, standart
sapma, minimum ve maksimum degerler olarak ifade edilmistir. Gruplarin
karsilastirmalar1 igin Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Hesaplamalarda istatistik
anlamlilik diizeyi %5 olarak alinmis ve hesaplamalar igin SPSS (SPSS for Windows,

ver.24) istatistik paket programlari kullanilmisgtir.
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4. BULGULAR
4.1. immiinohistokimyasal Bulgular

Calismamizin immiinohistokimyasal degerlendirmesinde; bdbregin makiila
densa, proksimal tiibiil, distal tiibiil, korteksteki tiibiiller, medulladaki tiibiiller, toplayici
tibliller ve glomeriiller bolgelerinde 151k mikroskobu altinda COX-2 ekspresyonu
gozlemlenmistir (Sekil 18).

Bu bolgelerdeki boyanma yogunlugu derecelendirilirken; "0 = Boyanma yok",
"1 (+) = Zayif boyanma", "2 (++) = Orta derecede boyanma”, "3 (+++) = Kuvvetli
boyanma” ve "X = Alan / Doku yok" olarak o6lgli kabul edilmis ve bu sayede

yogunluklarin skorlanmasina gidilmistir (Tablo 2).

Yapilan gozlemlerde hem prenatal diklofenak sodyum uygulanan hem de kontrol
grubu postnatal sican bobreklerinin makiila densa, proksimal tiibiil, distal tiibiil,
korteksteki tiibiiller, medulladaki tiibiiller, toplayic tiibiiller ve glomeriillerinde takribi

olarak boyanma, yogunluklar1 degisen derecelerde olmak {izere degerlendirilmistir.

Sekil 18. DR2-3P, diklofenak grubu ikinci sag bobrek kesiti, (40x).
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Tablo 2. Bobrek kesitlerinin boyanma dereceleri.

JI[[NIdWO[D)

J9|mnqnJ,
iAedo],

9mqnL
Prepe|Inpsin

Ja|mqny
181539110

mqnr feisig

mqny,
[ewis)oid

BSU(J B BIAI

3
3
3
3
3
X
3
3
2
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
X
3
3
3
3
3
X
3
3
3
3

IS ¥a.1q0d

CR-1-1

CR-1-2

CR-1-3

CR-1-4

CR-1-5

CR-1-6

CR-2-1

CR-2-2

CR-2-3

CR-2-4

CR-3-1

CR-3-2

CR-3-3

CR-3-4

CR-3-5

CR-3-5

CR-4-1

CR-4-2

CR-4-3

CR-4-4

CR-4-5

CR-4-6

CR-5-1

CR-5-2

CR-5-3

CR-5-4

CR-5-5

CR-5-6

CR-6-1

CR-6-2

CR-6-3

CR-6-4

Tablo 2'nin devami arka sayfadadir.
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Tablo 2 (devami). Bobrek kesitlerinin boyanma dereceleri.

JI[[NIdWO[D)

J9|mnqnJ,
iAedo],

9mqnL
Prepe|Inpsin

Ja|mqny
181539110

mqnr feisig

mqny,
[ewis)oid

BSU(J B BIAI

3
3
3
3
3
X
3
3
2
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
X
3
3
3
3
3
X
3
3
3
3

IS ¥a.1q0d

CR-1-1

CR-1-2
CR-1-3

CR-1-4

CR-1-5

CR-1-6

CR-2-1

CR-2-2

CR-2-3

CR-2-4

CR-3-1

CR-3-2

CR-3-3

CR-3-4

CR-3-5

CR-3-5

CR-4-1

CR-4-2

CR-4-3

CR-4-4

CR-4-5

CR-4-6

CR-5-1

CR-5-2

CR-5-3

CR-5-4

CR-5-5

CR-5-6

CR-6-1

CR-6-2

CR-6-3

CR-6-4

Tablo 2'nin devami arka sayfadadir.
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Tablo 2 (devami). Bobrek kesitlerinin boyanma dereceleri.

JI[[NIdWO[D)

J9|mnqnJ,
iAedo],

9mqnL
Prepe|Inpsin

Ja|mqny
181539110

mqnr feisig

mqny,
[ewis)oid

BSU(J B BIAI

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
X
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
2
3
3
3
3
3
3

IS ¥a.1q0d

CR-6-5

CR-6-6

DR-1-1

DR-1-2

DR-1-3

DR-1-4

DR-1-5

DR-1-6

DR-2-1

DR-2-2

DR-2-3

DR-2-4

DR-2-5

DR-2-6

DR-3-1

DR-3-2

DR-3-3

DR-3-4

DR-3-5

DR-3-6

DR-4-1

DR-4-2

DR-4-3

DR-4-4

DR-4-5

DR-5-1

DR-5-2

DR-5-3

DR-5-4

DR-5-5

DR-5-6

DR-6-1

Tablo 2'nin devami arka sayfadadir.
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Tablo 2 (devam). Bobrek kesitlerinin boyanma dereceleri.

= b — =
‘7 2| = BF X ~ s
S| E| Ez £/ 25 85| 25| =
> =| B2 Hl X35 25| &% 5
®| 5| $E| T| £&| Z&| 22| E
2 < X 2 SF| 2F| =F =
2 S a = o
DR-6-2 3 2 1 2 1 2 0
DR-6-3 3 2 1 2 0 2 0
DR-6-4 3 1 1 1 X X 0
DR-6-5 3 0 0 0 X X 0
DR-6-6| X X X X X X X
CRort| 3.0 1.7 1.3 1.7 0.6 2.5 0.2
DRort| 3.0 11 0.7 1.1 0.3 2.3 0.1

Incelemede COX-2 boyanma derecelerinin hem diklofenak sodyum hem de
kontrol grubu bobreklerinin makiila densa ve toplayict tiibiillerinde diger bolgelere

nispeten daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Gozlemde kullanilan skorlama yontemiyle yapilan degerlendirmede; makiila
densa haricindeki bahsedilen diger tiim bdlgelerde, kontrol grubuna nazaran diklofenak
sodyum grubun COX-2 ortalama boyanma yogunlugunun daha az oldugu tespit edilmis
olup; proksimal tiibiil, distal tiibiil ve korteksteki tiibiillerde boyanma yogunlugu kontrol

grubuna kiyasla en farkli skorla boyanma azligi tespit edilmistir (Tablo 3).
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Sekil 19. CR1-1P, kontrol grubu birinci sag bobregin kesiti, (40x)

4.2. Hiicre Sayisimin Hiicre Izdiisiim Sayisina Gore Analiz Bulgular

Yaptigimiz calismada hiicre sayimi i¢in CR-1 bdbreginden alinan beg kesitten
ilk ti¢ii hiicre sayim gergevesinde 64; CR-1 bobreginin son iki Kkesiti ile CR-2, CR-3 ve
CR-4 bobreklerinden alinan kesitler 96; CR-5, CR-6 ve diger tiim diklofenak sodyum
grubu bobreklerinden alinan kesitler 128 adim atlanarak 100x biiyiitme ile ¢ekilip, 1 183
goriintii elde edildi (Sekil 20-21). Elde edilen fotograflarin tamami 62500 pm Kareli
alanli tarafsiz sayim c¢ergevesi ile degerlendirmeye alindi. Fotograflarda tarafsiz sayim
cergevesinde COX-2 tespit edilmis olan tiim hiicreler sayildi. COX-2 tarafindan niifuz
edilmis 2229 adet hiicre tespit edildi.

Kantitatif analiz ¢alismalarinda, 6rnekleme ve sayim metotlarindan meydana
gelen total yanilma niceliginin istatistiksel bir deyisi olan hata katsayis1 (HK) dikkate
alinarak oOrnekleme sikligi ve Ol¢iim yogunlugu denetlenebilir (Gundersen ve ark.,
1999). Ornekleme stratejisinin uygunlugu analizinde fikir veren hata katsayisinin 0.05
degerinde olmasi yeterli olmaktadir. Analizlerimizin Degisim Katsayilar1 (DK)

bulgular1 Tablo 3 ve Tablo 4'te goriilmektedir.
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Sekil 20. CR4-3P, kontrol grubu dordiincii sag bobregin kesiti, (100x)

Sekil 21. DR2-3P, diklofenak grubu ikinci sag bobregin kesiti, (100x)
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Tablo 3. Kontrol ve diklofenak grubu bobreklerin HK degerleri

Bobrek HK (Hata Katsayisi)
Kontrol Grubu Sag Bobrek -1 (CR-1) 0.03
Kontrol Grubu Sag Bobrek -2 (CR-2) 0.03
Kontrol Grubu Sag Bobrek -3 (CR-3) 0.03
Kontrol Grubu Sag Bobrek -4 (CR-4) 0.02
Kontrol Grubu Sag Bobrek -5 (CR-5) 0.02
Kontrol Grubu Sag Bobrek -6 (CR-6) 0.02

Diklofenak Grubu Sag Bobrek -1 (DR-1) | 0.02

Diklofenak Grubu Sag Bobrek -2 (DR-2) | 0.02

Diklofenak Grubu Sag Bobrek -3 (DR-3) | 0.02

Diklofenak Grubu Sag Bobrek -4 (DR-4) | 0.02

Diklofenak Grubu Sag Bobrek -5 (DR-5) | 0.02

Diklofenak Grubu Sag Bobrek -6 (DR-6) | 0.02

Tablo 4. Kontrol ve diklofenak grubu bobreklerin DK degerleri

Bobrek DK (Degisim Katsayisi)
Kontrol Grubu Sag Bobrek (CR) 0.4
Diklofenak Grubu Sag Bobrek (DR) 0.2

Calismamizda kontrol ve diklofenak olarak alinan iki grup iizerinde meydana
gelen degiskenler i¢in tanimlama yapan istatistikler; ortalama, medyan, standart sapma,
minimum ve maksimum degerler olarak bildirildi. Gruplarin karsilastirmalari igin
Mann-Whitney U testi kullanildi. Hesaplama islemlerinde istatistik agidan anlamlilik
seviyesi 0.05 alinip ve yapilan hesaplama islemleri sonucunda gruplar arasindaki fark

(p<0,05) istatistiki acidan anlamli (6nemli) bulunmustur (Tablo 5).
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Tablo 5. Gruplarin voliim ve hiicre sayilarina gore karsilastirilmasi (SPSS)

Ort. Medyan Std. Sap. Min. Max. *p
Hiicre Sayisi Grup CR 226 2.10 64 165 345 010
(COX) DR 1.35 1.27 .38 97 197 °
Nokta Sayisi Gru CR 158.96 156.68 13.56 146.78 180.75 037
(Bobrek Voliim) DR 173.94 176.75 11.19 156.64 184.33 °

*Mann-Whitney Test
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5. TARTISMA VE SONUC

COX-2; sigr, kiigiikbas hayvan, kenevir, kopek ve kemirgenler dahil birgok
hayvan tiirlinde ve yetiskin insanlarda, podositler ve arteriyal diiz kas hiicrelerinde,
makiila densa ve kortikal Henle kulpunun yiikselen kalin pargasi hiicrelerinin etrafinda,
medular intertisyel hiicreler ve ayrica medular vaza rektada lokalizediler (Guan ve ark.,
2017).

Calismamizda COX-2 ekspresyonu, inceledigimiz her iki grup bobrek
dokularinin ayni bolgelerinde varlig: tespit edildi. Farkli grup bobreklerinde boyanma
dansiteleri farkli olmakla birlikte; bobreklerin makiila densa, proksimal tiibiil, distal
tiibiil, korteksteki tiibiiller, medulladaki tiibiiller, toplayici tiibiiller ve glomeriillerinde
COX-2 tespit edildi.

Yeni dogan hayvanlarda yapilan bir¢ok ¢alismada, COX izoformlar1 gelismekte
olan bobrekte tespit edilmistir. Ornegin, yeni dogan siganlarda, Stubbe ve arkadaslari
COX-1 eskpresyonunun renal medullanin aksine renal kortekste gelisim siiresince sabit
kaldigin1 gostermistir. COX-1 ekspresyonu dogum sonrasi ilk haftadan dordiincii
haftaya kadar sekiz kat artar. COX-2 ekspresyonu i¢in ise, yeni dogan siganlarda dogum
sonras1 gelisimlerinin ikinci haftadan {iigiincli hafta siiresince kortekste bir artisinin

oldugu tespit edilmistir (2003).

COX-2 ekspresyonunun en yiiksek goriildiigii donem dogum sonrasi 14. giindiir,
COX-2 mRNA diizeyi kortekste medullaya oranla on kat fazladir. Zhang ve arkadaglari
(1997) sigan bobregindeki COX-2 ekspresyonu, organogenez doneminde higbir
ekspresyon bulunmayan makula densada 20. giinde basladigini1 belirtmislerdir. Bununla
birlikte, embriyonik giinden itibaren hem dallanma toplama kanallarmin (iireter
tomurcuklar1) hem de S seklindeki gdvdelerin (mezenkim) hiicreleri i¢inde yaygin
sitoplazmik boyama vardir. 20. embriyonik giinde yogun COX-2 pozitif tiibiiler epitel
hiicrelerinin odaklari, makula densa hiicrelerine bitisik kalin ylikselen kolu i¢inde
bulunur. Ekspresyon ilk 6nce jukstamediiller nefronlarda bulunmustur, ancak santrifiijlii
nefron gelisimi ile, COX-2 pozitif hiicrelerinin disa dogru korteks icine hareketinin
oldugu tespit edilmistir. Glomeriillerin vazkiilarizasyonundan sonra, COX-2 pozitif

hiicreleri ilk olarak makiila densanin etrafinda goriiliir ve daha sonra gelismekte olan
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sican bobregi Henle kulpunun yiikselen kalin kolunda sonraki yedinci giinden onuncu
giine sayilari artar. COX-2 seviyesinin gestasyon boyunca artmasit yasamin erken
doneminde bobrekte gelisimsel veya fonksiyonel olarak rollerinin bulunduguna dair

kanittir (Komhoff ve ark., 1997).

Calismamizda, COX-2 boyanma yogunlugu olarak her iki grup bdbreklerinin
toplayict tiibiilleri ve makiila densasinda diger bolgelere gore daha fazla yogunlukta
oldugu goriildii. Kontrol grubu bobreklerinin COX-2 tarafindan niifus edilen hiicre
miktarinin daha yiiksek oldugu dolayisiyla prenatal uygulanan diklofenak sodyumun
postnatal bobreklerde bir inhibisyon gergeklestirdigi goriildii.

Skorlama metoduyla yapilan analizde; incelenen bobreklerin hemen hemen
biitiin  kisimlarinda  kontrol grubunun ortalama COX-2 ekspresyon boyanma
yogunlugunun diger diklofenak sodyum grubuna kiyasla daha fazla oldugu goriilmiis;
makiila densadaki boyanma yogunlugu her iki denek grubunda ayni derecede boyandigi
bulunmustur. Diklofenak sodyum grubuna nazaran, kontrol grubu bdobreklerinin COX-2
ekspresyon boyanma yogunluklarinin en farkli skorla yiiksek oldugu bdlgeler:

proksimal tiibiil, distal tiibiil ve korteksteki tiibiilde oldugu goriildii.

Renal fizyoloji kismen siklooksijenaz bagimli bir sistemdir. Bobrekler hem
COX-1 hem de COX-2 enzimlerini eksprese eder. Bir ¢alismada, renal kortekste
diklofenak sodyumun, bir diiiretik olan furosemid ile veya furosemidsiz bir sekilde
farelere verilmesinin plazma renin aktivitesi, serum ve irin elektrolitleri, kreatin
kleransi ile COX-1 ve COX-2 ekspresyonlar: {izerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi
amaglanmistir. Denekler G1, G2, G3 ve G4 olmak ilizere dort gruba ayrilmustir.
Bunlardan G1 (plasebo) grubuna yedi giin boyunca intraperitonal (IP) 2 ml/kg %0,9
NaCl ve dordiincii giinden baslamak {izere bes giin boyunca intramiiskiiler (IM) 0,1
ml/kg NaCl; G2 (furosemid) grubuna yedi giin boyunca (IP) 20 mg/kg furosemid ve
dordiincii giinden baslamak iizere bes giin boyunca (IM) 0,1 ml/kg NaCl; G3 (furosemid
ve diklofenak) grubuna yedi giin boyunca (IP) 20 mg/kg furosemid ve dordiincii giinden
baslamak {izere bes giin boyunca (IM) 2,5 mg/kg diklofenak sodyum; G4 (diklofenak)
grubuna yedi giin boyunca (IP) 2 ml/kg %0,9 NaCl ve dordiincii giinden baslamak
lizere bes glin boyunca (IM) 2,5 mg/kg diklofenak sodyum verilmistir. Arastirma

neticesinde plasebo (G1) grubu viicut agirliginin artarken diger iic grubun azaldigi
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goriilmiistiir. Diklofenak grubunda agirlik kaybi ilacin anorektik etkisine bagh
olabilecegi savunulmustur. Ayrica COX-1 tiirevi prostaglandin inhibisyonunun bir
sonucu olarak diklofenak tarafindan indiiklenen gastrointestinal toksisitenin agirlik

degisikliklerine katkida bulunabilecegine deginilmistir (Besen ve ark., 2009).

Prenatal donemde uygulanmis diklofenak sodyum ve melatoninin bobrek
tizerinde etkilerini amaglayan bagka bir arasgtirmada, fiziksel disektér ve Cavalieri
prensibi kullanilarak glomeriil yogunlugu ve bdbregin voliimetrik parametleri
degerlendirilmistir (Khoshvakhti ve ark., 2015). Stereolojik sonuglar gebelik siiresince
diklofenak sodyum uygulamasinin ortalama bobrek hacminin, glomeriil sayisal
yogunlugun ve toplam glomeriil miktarinin azalmasina yol actigint géstermistir. Buna
ek olarak diklofenak ile melatoninin kullaniminin yukarida bahsedilen negatif etkileri
diizelttigi gosterilmistir. Ayrica diklofenak verilen grubun bobreklerinde bag dokuda
artis ve nefronlarda dejenerasyon tespit edilmistir. Fakat diklofenak ile melatonin
kullaniminin bdbrekteki bu patolojik degisiklikleri dnledigi tespit edilmistir. Stereolojik
sonuclarda, diklofenak sodyum grubunun bobreklerindeki proksimal ve distal tiibiillerin
toplam hacmi kontrol ve plasebo grubuna gore anlamli bir diizeyde yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ortalama glomeriil hacimlerinde kontrol ve diklofenak gruplari arasinda
anlamli bir farklilik gériilmistiir. Ayrica diklofenak sodyum grubunun glomeriil hacmi
ve yogunlugunda diger gruplara nazaran anlamli derecede bir azalma oldugu
goriilmistir (Khoshvakhti ve ark., 2015).

Bir ¢aligmada sicanlarda stereolojik ve biyokimyasal parametreler kullanilarak
diklofenak kaynakli akut nefrotoksisitenin etkileri degerlendirilmistir (Bolat ve Selguk,
2013). Fareler dort esit gruba ayrilarak 0, 10, 50 ve 100 mg/kg gibi degisik dozajlarda
intraperitonal olarak diklofenak verilip, kesimden sonra sol bobrekler stereolojik olarak
degerlendirilmistir. Anlamli olmamakla beraber, total bobrek ve medulla voliimleri
diisme egilimi gosterirken, buna karsin 6zellikle 50 mg/kg diklofenak zerk edilmis
grupta pelvik voliimiin artma egiliminde oldugu tespit edilmistir. Buna paralel olarak bu
gruptaki fare bobreklerinin medulla fraksiyonlar: diiserken, pelvik fraksiyonlariin diger
gruplara nazaran arttig1 goriiliip bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Bolat ve

Selcuk, 2013).
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Civcivlerde, yiiksek doz (200 veya 400 mg/kg) asetil salisilik asit (ASA) veya
sodyum salisilat (SS) uygulamasinin viicut lizerinde agirlik artist (kilo alimi), kan
biyokimyasi, beyaz ve kirmizi kan hiicre miktar ve patolojilerine etkisinin ¢alisildigi bir
arastirmada; 400 mg/kg ASA veya SS dozunun kiitle kilo alimini diisiirdiigii tespit
edilmistir. Bobrek / viicut agirligi orani doza bagl olarak artmis, ancak serum kreatinin

ve iirik asit konsantrasyonlari etkilenmemistir (Pozniak ve ark., 2012).

Gebelik siirecince diklofenak sodyum verilen siganlarin yavrularinin karaciger,
bobrek ve testis dokular1 {lizerindeki postnatal etkilerini inceleyen bir aragtirmada
(Gok¢imen ve ark., 2001), gebeliklerinin besinci giiniinden 20. giiniine kadar her giin
bir mg/kg diklofenak sodyum enjekte edilen diklofenak grubu olan 25 si¢an ile bir
cm®/kg fizyolojik serum enjekte edilen kontrol grubu olan 25 sigandan meydana gelen
yavrulart dogumlarindan dort hafta sonra anestezi altinda perfiize edilerek, 20'si
diklofenak grubundan 20'si kontrol grubundan olmak {izere toplamda 40 adet yavrudan
dokular alinip fikse edilmistir. Daha sonra rutin islemler gegirilip mikroskop altinda
incelenmistir. Isik mikroskobu altinda yapilan incelemede her iki grup arasinda bobrek
dokularinda morfolojik olarak bir degisim goriilememistir. Dolayisiyla tiim grup
yavrularinda bobregin morfolojisi iizerinde diklofenak sodyumun kapsamli bir etkisi

bulunamamastir.

Istatistiksel olarak bobrek voliimii hesaplanma neticesinde, diklofenak sodyum
grubu bobreklerin bobrek voliimiiniin diger kontrol grubu bobrek voliimlerinden daha

yiiksek oldugu tespit edildi.

NSAIi’lar prostaglandinlerin biyolojik olusumlarin1 baskilayarak, plasental
bariyeri gegip cenin dolasimina dahil olarak zehirli etkilerini farkli doku ve organlarda
gosterirler (Kayaalp, 2012). NSAIQ kullanimindan dolay1 en fazla etkilenen organlar
bobrekler ve karacigerdir. Bu anlamda cenin ve yeni dogmuslarda ciddi yan etki ve
sakatliklara sebebiyet verebilirler. PG sentezini diisiirdiiklerinden 6tiirii rahmin tonus ve
kasilmalar1 azalir. Bundan dolayr NSAII kullanimlar1 dogum suresinin ve de dogumun
uzamasina sebep olabilir (Turner ve Collins, 1975). NSAIl’lar PG sentez durdurucular:
oldugundan cenine ait bobreklerdeki etkilerine bagli olarak oligohidroamniosa ve
bobrekte yan etkilere neden olabilirler. Bununla beraber duktus arteriosusun

kapanmasina, boylelikle pulmoner arter basicinin yiikselmesine sebep olabilirler
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(Ozbudak ve ark., 2016). Yeni doganlarda karacigere giden kanin oksijence yetersiz
olusu, bunun sonucunda karaciger parankiminde bozulmalar gézlenmistir (Gokgimen ve

Malas, 2003).

Calismamizin COX-2'nin eksprese oldugu dokularin Kantitatif metotlar
sayesinde yapilan degerlendirmesinde, istatistiki anlamsal deger olarak, kontrol grubu
bobreklerinde COX-2 eskpresyonunun mevcut oldugu hiicre adedinin diklofenak
sodyum grubu sigan bobreklerinin dokularindaki COX-2 eksprese hiicre sayilarindan
daha fazla oldugu tespit edildi. Bu da prenatal anneye uygulanan diklofenak sodyumun
bobrek COX-2 ekspresyonunun postnatal yavru si¢an istatistiksel olarak anlamli oranda

inhibisyona neden oldugunu gosterdi.

Hamilelik esnasinda diklofenak sodyum verilen yavru farelerin karaciger,
bobrek ve erbezlerindeki olasi etkileri incelemeyi amaclanan bir aragtirmada, diklofenak
uygulanan farelerde gebeligin anlamli bir sekilde uzadigi goriilmistiir. Erkek ve disi
fare yavrularinin karacigerleri, bobrek ve testislerinde morfolojik olarak anlamli bir
degisiklik gozlemlenmemis, diklofenak sodyumun bunlarin iizerinde anlamli bir

morfolojik etkisi saptanamamustir (Gok¢imen ve ark., 2001).

Yaptigimiz ¢alismada, incelenen bobrek dokularindaki COX-2 ekspresyonu
daha 6nce yapilan galismalarla ortiismektedir. Gebeliklerinde COX-2 inhibitorii olarak
verdigimiz diklofenak sodyumun yeni dogan dort haftalik sican bobreklerinde hem
stereolojik hem de immiinohistokimyasal skorlama teknigiyle COX-2'nin inhibe edildigi
goriilmiis, bu sonu¢ daha Onceki ¢aligmalar ile benzer dogrultuda oldugu anlagilmstir.

Daha once yapilan galigmalarca, COX-2'nin gestasyon boyunca ve dogumdan
hemen sonradan itibaren normal sigan bobreklerinde arttiginin tespiti bu hususta daha
ileri ¢aligmalarin yapilmasint 6nemli kilmaktadir. COX-2 inhibisyonu hakkinda yapilan
bazi caligmalarda bobrek voliimlerinde istatistiki anlamli bir degisim gozlenemezken,
bazilarinda inhibisyon etkisinden dolay1 ortalama voliimiin azaldig1, proksimal ve distal
tiibiillerde voliim artis1 goriilmiis yine baska bir calismada bobrek/viicut agirlig
oraninin arttif1 tespit edilmistir. Istatistiki acidan anlamli bulunan total bdbrek
voliimiiniin diklofenak sodyum grubunda arttigini tespit etmemiz s6z konusu durumun
tekrardan calisilmasinin  kayda deger olabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla

¢alismamiz sonucunda bir sonraki arastirmada:
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Gebelik siiresince COX-2 inhibitdrii NSAIl uygulanarak postnatal yavrularda
total volim hesaplamasi i¢in ileri ¢alisma yapilmasi; deneysel olarak prenatal COX-2
inhibitdrii NSAII kullanilip, yasa bagli olarak COX-2 ekspresyonunun incelenmesi;
bobrek damar voliimii ile COX-2 ekspresyon iligkinin arastirilmasi; prostatta COX-2
inhibitorlerinin ekspresyona olan etkilerinin incelenmesi; kanser-COX-2 iliskisinin

arastirilmasi Onerilebilir.

53



KAYNAKLAR

Baddeley A. Spatial Statistics and Digital Image Analysis. Washington: National
Research Council; 1991. Chapter 10, Stereology; 181-216.

Besen A, Kése F, Paydas S, Gonliisen G, Inal T, Dogan A ve ark. The effects of
the nonsteroidal anti-inflammatory drug diclofenac sodium on the rat kidney , and
alteration by furosemide. Int Urol Nephrol. 2009;41(4):919-926.

Bolat D ve Selcuk ML. Stereological and biochemical evaluation of diclofenac-
induced acute nephrotoxicity in rats. Revue Méd Vét. 2013;164(6):290-294.

Borek¢i E. Orta Anadoluda Uciincii Basamak Bir Hastanede Non-Steroid Anti-
Inflamatuar Ilag Regeteleme Tercihleri. J Contemp Med. 2017; 7(2):203-207.

Canan S, Sahin B, Odac1 E, Unal B, Aslan H, Bilgi¢ S ve ark. Toplam hacim,
hacim yogunlugu ve hacim oranlarmin hesaplanmasinda kullanilan bir stereolojik
yontem, Cavalieri Prensibi. T Klin T1p Bilimleri. 2002;22(1): 7-14.

Dawood MY. Nonsteroidal antiinflammatory drugs and reproduction. Am J Obstet
Gynecol. 2013;169(5):1255-1265.

Dede H, Uzel M, Melek I, Okuyucu E. Gebelikte izlenen primer bas agrilar1 ve bu
nedenle recete dis1 ilag kullanimi. Mustafa Kemal Univ Tip Derg. 2015;5 (18):26—
33.

Dokmeci I. Farmakoloji Temel Kavramlar. Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri Ltd Sti;
2000.

Dudek RW. BRS Embriyoloji. Istanbul: istanbul Medikal Yaymcilik; 2016.
Eroschenko VP. diFiore Histoloji Atlasi.10. Ankara: Palme Yayincilik; 2008.
Esrefoglu M. Genel Histoloji. Istanbul: Istanbul T1p Kitabevi; 2016.

Gartner LP. BRS Hiicre Biyolojisi ve Histoloji.Istanbul: Istanbul Medikal
Yayincilik; 2016.

Glover D, Rybeck B, Tracy T. Medication use in a rural gynecologic population:
prescription, over-the-counter, and herbal medicines. Am J Obstet Gynecol.
2004;190(2):351-357.

Gokgimen A, Malas M. Nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaglarin gebelikteki

toksisiteleri ile ilgili literatiirlerin gézden gecirilmesi. Stileyman Demirel Univ Tip
Fak Derg. 2003;10(3):50-52.

Gokgimen A, Aydin G, Karadéz E, Malas MA, Oncii M. Effect of diclofenac
sodium administration during pregnancy in the postnatal period. Fetal Diagn Ther.
2001;16(6):417-422.

Guan Y, Chang M, Cho W, Zhang Y, Redha R, Davis L ve ark. Cloning,
expression, and regulation of rabbit cyclooxygenase-2 in renal medullary
interstitial cells. Am J Physiol. 2017;273(1):F18-F26.

Gundersen HJ, Jensen E. The efficiency of systematic sampling in sterology and its
prediction. J Microsc. 1999;193(3):199-211.

54



Gundersen H. Notes on the estimation of the numerical density of arbitrary
particles, the edge effect. J Microsc. 1977;111(2):219-223.

Hersh EV, Pinto A, Moore PA. Adverse drug interactions involving common
prescription and over-the-counter analgesic agents. Clin Ther. 2007;29(11):2477—
2497.

Karakog S, Colgimen N, Ragbetli MC. An investigation of the effects of diclofenac
sodium applied to pregnant rats on postnatal uterus: A stereological study. Van Tip
Derg. 2018;25(2):155-159.

Kayaalp O. Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji. Ankara: Pelikan
Yayincilik; 2012.

Khoshvaghti H, Yurt K, Altunkaynak B, Tiirkmen A, Ayranct E, Aydin I ve ark.
Histopathological alterations kidney in adult male rats that prenatally exposed to
diclofenac sodium: A histopathological study. J Exp Clin Med. 2014;31(2):133.

Khoshvakhti H, Yurt K, Altunkaynak B, Tirkmen A, Elibol E, Aydin | ve ark.
Effects of melatonin on diclofenac sodium treated rat kidney : a stereological and
histopathological study Effects of melatonin on diclofenac sodium treated rat
kidney: a stereological and histopathological study. Ren Fail. 2015;37(8):1379-
1383.

Komhoff M, Grone HJ, Klein T, Seyberth HW. Localization of cyclooxygenase-1
and -2 in adult and fetal human kidney: implication for renal function. Am J
Physiol Renal Physiol. 1997;272(4):F460-F468.

Ozbudak H, Unal A, Sabuncuoglu S. Gebelikte non-steroidal antiinflamatuvar
ilaglarin kullaniminin degerlendirilmesi. Marmara Pharm J. 2016; 20(2):64-71.

Pai A. Keeping kidneys safe: The pharmacist’s role in NSAID avoidance in high-
risk patients. J Am Pharm Assoc. 2015;55(1):e15-€25.

Pakkenberg B, Gundersen H. Total number of neurons and glial cells in human
brain nuclei estimated by the disector and the fractionator. J Microsc.
1988;150(1):1-20.

Pazvant G, Sahin B, Kahvecioglu KO, Giines H, Ince NG, Bacinoglu D. The
volume fraction method for the evaluation of kidney: A stereological study.
Ankara Univ Vet Fak Derg. 2009; 56(1):233-239.

Pozniak B, Switala M, Bobrek K. Adverse effects associated with high-dose
acetylsalicylic acid and sodium salicylate treatment in broilers. Br Poult Sci.
2012;53(6):777-783

Ross MH, Pawlina W. Histology: A Text and Atlas: With Correlated Cell and
Molecular Biology. 7. Philadelphia: Wolters Kluver; 2011.

Sadler TW. Langman’s Medical Embryology. 11. Philadelphia: Wolters Kluver;
2009.

Schoenfeld A, Bar Y, MP. Nsaids: maternal and fetal considerations. Am J Reprod
Immunol Microbiol. 1992;28(3-4):141-147.

Small R. Diclofenac sodium. Clin Pharm.1989;(8):545-548.

55



Sterio DC. The unbiased estimation of number and sizes of arbitrary particles using
the disector. J Microsc. 1984;134(2):127-136.

Stubbe J, Jensen BL, Bachmann S, Morsing P, Skett O. Cyclooxygenase-2
contributes to elevated renin in the early postnatal period in rats. Am J Physiol
Regul Integr Comp Physiol. 2003;284(5):R1179-R1189.

Tillett J, Kostich LM, VandeVusse L. Use of over-the-counter medications during
pregnancy. J Perinat Neonatal Nurs. 2003;17(1);3-18.

Turner G, Collins E. Maternal effects of regular salicylate ingestion in pregnancy.
Lancet. 1975;306(7930):335-338.

Uyemura SA, Santos AC, Mingatto FE, Jordani MC, Curti C. Diclofenac sodium
and mefenamic acid: potent inducers of the membrane permeability transition in
renal cortex mitochondria. Arc Biochem Biophys. 1997;342(2):231-235.

Unal B, Aslan H, Canan S, Sahin B, Kaplan S. Biyolojik ortamlardaki objelerin
sayimi yapilirken kullanilan eski (tarafli) metotlarin 6nemli hata kaynaklari ve
¢ozim onerileri. T Klin Tip Bilimleri. 2002;22(1):1-6.

Unal B, Canan S, Aslan H, Sahin B, Cataloluk O, Kaplan S. Doku 6rneklerindeki
objelerin sayilarmin hesaplanmasinda tarafsiz stereolojik metodlar: fiziksel
disektor. T Klin Tip Bilimleri. 2002;22(1):15-24.

Warden S. Cyclo-Oxygenase-2 inhibitors musculoskeletal injuries. Sports Med.
2005;35(4):271-283.

Willkens RF. Worldwide clinical safety experience with diclofenac. Semin
Arthritis Rheum. 1985;15(2):105-110.

Zenker M, Klinge J, Kruger J. Severe pulmonary hypertension in a neonate caused
by premature closure of ductus arteriosus following maternal treatment with
diclofenac: a case report. J Perinat Med. 1998;26(3):231-234.

Zhang MZ, Wang JL, Cheng HF, Harris RC, McKanna JA. Cyclooxygenase-2 in
rat nephron development. Am J Physiol Renal Physiol. 1997;273(6):F994-F1002.

56



OZGECMIS

1987 yilinda Siirt ilinin Kurtalan lgesine bagli Kayabaglar beldesinde dogdu.
[Ikégrenimini Kayabaglar beldesinde tamamladi. Ortadgrenimini ise 75. Y1l Saglik
Meslek Lisesi'nde tamamladi. 2008 yilinda Dicle Universitesi Siirt Saglik Yiiksek
Okulu Saglik Memurlugu lisans, 2015 yilinda Anadolu Universitesi AOF Adalet
Onlisans, 2017 yilinda Siirt Universitesi Sosyal Bilimler Meslek Yiiksekokulu
Uygulamali ingilizce ve Cevirmenlik 6nlisans, 2019 yilinda Anadolu Universitesi AOF
Uluslararas: iliskiler lisans programlarmdan mezun oldu. 2013 yilinda Van YYU Tip
Histoloji-Embriyoloji Ana Bilim Dalinda Yiiksek Lisansa bagladi. Halen Siirt Il Saglik
Midiirliigi, Kamu Hastaneler Hizmetleri Baskanligi, Evde Saglik Hizmetleri biriminde

Saglik Memuru olarak gorev yapmaktadir.

57



EKLER

EK 1. Etik Kurul Onay Belgesi

WL Gy,

48 VAN YUHADYEK
K j VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

ARASTIRMA KESIN SONUC ONAY BELGESI
VAN YUZUNCUYILUNIVERSITY (TURKEY)
ANIMAL RESEARCHES LOCAL ETHIC COMMITTEE
RESEARCH FINAL REPORT APPROVAL CERTIFICATE

Aragtirmanin Ad Prenatal Uygulanan Diklofenak Sodyumun Postnatal Siganlarda Renal Cox-2 Dagiliminin
Stereolojik Yontemlerle Aragtirilmasi

Research Title A Stereological Study Of Renal Cox-2 Expression In Rats Treated Prenatally With
Diclofenac Sodium
Yiiriitiicii / Chief investigator : Prof. Dr. Murat Cetin RAGBETLI

Arastirici(lar) -

Investigator(s) Yardimer Arastiriei(lar) / Co-investigator(s): Yiik. Lis. Ogr. Murat SEVEN

Arastirmanin Baslama Tarihi / Research Starting Date:28.07.2016

Aragtirmanin Bitis Tarihi / Research Completion Date:28.01.2017

Proje Siiresi / Total Time of Project:6 Ay
Proje No / Project Number:

Arastirmay Destekleyen Kurulus (varsa)/ Funding institution(s) (if
Destek Sekli ve Miktari / Type and of funding
Karar: g
Yukarida bilgileri verilen aragtirma projesinin kesin sonug raporu Van Yiizineti Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 30/05/2019 tarih ve 2019/05 sayih karari ile kabul edilmistir.

1 hin)-

Decision:
Final report of the research project detailed above was approved by Van Yuzuncu Yil University Animal Researches Local
Ethic Co ittee in the session held on 30/05/2019 (decision number 2019/05
BASKAN/CHAIR
Prof. Dr. Semiha DEDE
UYE/Member UYE/Member
Prof. Dr. N. Tugba BINGOL Prof. Dr. Siddik KESKIN
I UVE UYE/Member
Prof” Dr. Atilla DURMUS Dog. Dr. Ferda KARAKUS
, JUYE/Member UYE/Member UYE/Member
/ Dr. Ogr. Uyesi Dr. Ogq Uyesi Canser Yilmaz DEMIR Dr. Ogr. Uyesi Hace SAMIN AYDINYURT
Oruc ALLAHVERDIYEV
UYE/Membgr UYE/Member YEMlemb
‘e%‘——l QK . (M.
Dr. Ogr. Uyesi $ukrt ONALAN Vet. HeN. KeremOGRAK Vet. Hak. Ismail Hakki BEHCET
UYE/Member
Zir. Moh. Kenan YILDIRIMOGLU

58



59



