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I. GIRIS VE AMAG

Obstruktif Gropati, idrar ¢ikisinin engellenmesi, geri kagmasi ve buna
bagli olusabilecek bdbrek hasarini tanimlar (1). Tikaniklik; Griner yolun
olmamasi, lumen ic¢i basincin artmasi, uriner tas ve enfeksiyon sonucu
olusan staz ile meydana gelebilir. Tikanikhdin tek Ureterde ya da her iki
ureterde olmasi tek bobregi ya da her iki bdbregi etkileyebilir. Yetiskinde tek
tarafli Greter obstriksiyonunun (TTUO) en sik nedeni renal taslardir (1). Ust
uriner sistem obstruksiyonlari organ kaybina yol agabilmeleri nedeni ile
uroloji pratiginde énemli bir yere sahiptir. Uriner sistem obstriiksiyonu eger
tedavi edilmez ise renal parankimal hasarin en sik sebebidir (2). Ust Griner
sistem obstruksiyonlari, tedavi spekturumu olduk¢a genig patolojilerdir.
Obstriksiyonun duizeyi, derecesi ve suresi planlanacak tedavinin
belirlenmesine yon vermektedir. Tedavide birincil amag, obstriksiyonu
gidererek bobredin foksiyonel rezervini korumak ve/ veya bir miktar geri
kazanmaktir. Ancak ciddi obstriuksiyonun uzun surmesi halinde bdbregin
fonksiyonel rezervi, nefrektomi yapilmadi§i taktirde, neden olacagi
morbiditeleri goze alamayacak kadar az olabilir.

Hiperbarik Oksijen (HBO) tedavisi, izole bir basin¢ odasinda hastaya
deniz seviyesindeki atmosferik basingtan 2-3 kat daha fazla bir basingta
%100 oksijen solutulmasi ile uygulanan bir tedavi seklidir (3).

GuUnumuzde, yapilan basarili klinik calismalar 1siginda HBO; yara
iyilesmesinde, CO  zehirlenmesinde, nekrotizan  yumusak  doku
enfeksiyonlarinda kullaniimakta, kemoterapotiklerle kombine edilerek tUmor
tedavisinde kullanimi ise arastirma asamasindadir (4-8).

interstisyumdaki degisiklikleri hedef alan deneysel stratejilerin TTUO
tedavisine medikal katki olarak gelecekte rol alacaklari dasunulmektedir.
Ancak literaturde obstruksiyon varliginda HBO uygulanmasinin bdbrekte

olugturabilecegi olasi etkileri arastiran bir calisma yoktur.



Ratlarda iyi diizenlenmis TTUO modelleri ile olugsturulan deneysel
galismalar, insanda TTUO’ya bagh olusan obstriiktif Gropatiyi iyi diizeyde
gOsterebilmektedir (9, 10).

Biz de bu ¢alismamizda, ratlarda deneysel olarak olusturulacak TTUO’
nun bdébrekte neden oldugu hasarin tedavisinde ve/veya dnlenmesinde HBO

tedavisinin etkinligini arastirmayi amacliyoruz.



Il. GENEL BILGILER

2.1. OBSTRUKTIF NEFROPATI

Uriner sistemin herhangi bir yerinde idrar akimini engelleyen bir
yapinin varligi obstriktif Gropati olarak tanimlanir. Obstriktif nefropati terimi
ise Uriner sistemin herhangi bir yerindeki obstriksiyon nedeniyle olusan

bdbrek parankim hasarini tanimlar.

Uriner sistemin herhangi bir yerinde olan direng artisi obstriiksiyonun
proksimalinde volum ve basing artigi ile baslayip renal kan akiminda azalma
ile devam ederek, hicresel atrofi ve nekrozla sonuglanir. Olusan progresif

dilatasyon ve bobrek harabiyeti hidronefrozla sonuglanmaktadir (11).

Obstruktif nefropatiye neden olan durumlar Tablo 1’de 6zetlenmistir.

2.1.1. Embriyoloji

Gebeligin 4. haftasinda distal mezonefrik kanaldan gelisen Ureter
tomurcugu metanefrik blastem ile etkileserek dallanir ve kaliksleri, pelvisi ve
ureteri olusturur. Ureter tomurcugunun distalinde kalan mezonefrik kanal
segmentine ana bosaltim kanali denir. Bu kanal gelismekte olan mesaneyle
birleserek trigonun bir pargasini olusturur. Ureter tomurcugunun baslama
noktasi Ureter orifisidir. Ortak bosaltim kanali mesaneyle birlestikten sonra

ureter orifisleri mesane icinde kranial ve lateral yonde ilerler (12).

2.1.2. Anatomi Ve Fizyoloji

Ust Uriner sistem, bdbrek kaliksleri, renal pelvis ve Ureterleri icerir (13).
Bobrekler c¢ift organlar olup, retroperitoneal alanda vertebral kolonun
yanlarinda, onikinci torakal ve ucguncl Ilumbal vertebralar seviyesinde

bulunurlar. Sag bdbrek, sola oranla bir miktar daha asagida bulunur.



Bobregin uzunlugu 12 cm, genisligi 5 — 7 cm, kalinligi 3 — 4 cm kadardir.
Agirhdr yetiskin erkeklerde ortalama 150 gr, kadinlarda 125 gr kadardir
bdbregin 6n ve arka olmak Uzere iki yuzl, i¢c ve dis iki kenari, Ust ve alt iKi
ucu vardir. Yiizlerden her ikisi de konvekstir. ic kenarin ortasinda hilus
renalis denen bir yarik vardir. Buradan bdobregin iginde bulunan ve sinus
renalis denilen bosluga girilir (14-16).

Bobregdin hilusunu olusturan bu alanda bdbregde giren ve ¢ikan damar
ve sinirler, renal pelvis ve bunlarin arasini dolduran yag dokusu bulunur. Bu
olugumlarin hilustaki siralanigi 6nde renal ven, bunun arkasinda renal arter
ve en arkada renal pelvis seklindedir. Lenf damarlari renal pelvisin, sinirler
ise renal arterin etrafinda bulunurlar.

Bobrekler uzun ekseninden ikiye kesilecek olursa dis kisminda
korteks, i¢ kisminda medulla denilen iki ana bolge ayirdedilir. Bobregin
medullasinda bobrek piramidleri denen koni bigimli ¢ok sayida doku kitleleri
bulunur. Piramidlerin tabani korteks ile medulla sinirindan baslar ve Ureterin
huni bigimli Ust ucunun devamindan olusan bobrek pelvisinin devamina
dogru uzanan papillada son bulur. Pelvisin dig siniri major kaliks denilen agik
ceplerle asagi dogru uzanir ve her papillada tuplerden idrar toplayan minor
kalikslere ayrilir. Kalikslerin, pelvisin ve ureterlerin duvarlari idrari mesaneye
dogru ilerletebilen kasilabilir elemanlari icerir (18). Renal arter hilum
bdlgesinden bobrek veni ve Ureterler ile birlikte bobrege girer ve interlober,
arkuat, interlobuler (radial arter) arterlere ve afferent arteriollere ayrilir.
Afferent arterioller, glomeriler kapillerleri olusturur. Her glomertl kapillerinin
distal ucu, bdbrek tubullerini gevreleyen ve peritubller kapiller denilen ikinci
bir kapiller agi olusturan efferent arteriyolu olusturmak igin bir araya gelirler.
Peritubuler kapillerler arteriyoler damarlara paralel seyreden venoz sistemin
damarlarina bosalirlar ve bunlar da sirasiyla interlobuler ven, arkuat ven,
interlober ven ve en sonunda bobredi renal artere komsu olarak terkeden

bdébrek venini olustururlar (19, 20).



Tablo: 1

Obstruktif Nefropati Nedenleri (17’ den uyarlanmistir.)

Renal Ureter Mesane - Uretra
Konjenital Polikistik bobrek Striktar Posterior Uretral valv
Renal kist Ureterosel Fimozis
Peripelvik kist Ureteral valf Uretral
Ureteropelvik Ektopik bébrek Striktar
bileskede fibroz Retrokaval Ureter Hipospadias
obstriksiyon Ureterovezikal reflii Epispadias
Ureteropelvik Prune-belly
bileskede aberran Sendromu
damar
Neoplastik Wilms timoru Ureterin primer Mesane karsinomu

Renal hiicreli karsinom
Multipl myelom

Renal pelvisin
transizyonel hicreli

karsinomu
Metastatik karsinom

Prostat karsinomu
Uretra karsinomu
Penis karsinomu

karsinomu
inflamatuvar | Tiberkiiloz Tlberktloz Prostatit,
Ekinokok Sistozomiyazis Paraduretral abse
enfeksiyonu Apse
Ureteritis sistika
Endometriyozis
Metabolik Tas Retroperitoneal Benign prostat
ve Diger Travma fibrozis hipertrofisi
Papiller nekroz Pelvik lipomatozis Norojenik mesane.
Renal arter Aortik anevrizma
anevrizmasi Radyoterapi
Lenfosel
Travma
Urinom
Gebelik




insanda her bébrek bir milyon kadar nefrondan olusur. Bébrek hasari,
hastalik veya yaslanma ile nefron sayisi giderek azalir. 40 yasindan sonra
islev goren nefron sayisi her on yil i¢cin %10 azalir. Her nefronun; kandan
baylk miktarda sivinin filtre oldugu glomerul ve filtre edilen sivinin idrara

donustugu toplayici tubul olmak Uzere iki ana boluma vardir.

Glomerul, diger kapiller aglar ile karsilastirildiginda, daha ylksek
hidrostatik basinca (60 mmHg) sahip, dallanan ve anastomoz yapan kapiller
bir agdan olusmustur. Glomeriler kapillerler epitel hicreleri ile ortiimustar ve
tum glomeriller bowman kapsull ile sariimigtir. Glomeruler kapillerden filtre
olan sivi bowman kapsull i¢ine ve sonra bdbrek korteksinde yer alan
proksimal tubul icine akar. Sivi proksimal tibulden bébrek medullasinin
derinliklerine dogru inen henle kivrimina akar. Her kivrimin bir inen bir de
¢ikan kolu vardir. Cikan kolun sonunda, duvarinda bir plak iceren kisma
makula densa denir. Bu kisim nefron fonksiyonunun kontrolinde rol oynar.
Sivi makula densadan distal tubule ulasir. Distal tabudli birlestirici
(connecting) tabull ve kortikal toplayici (collecting) tabdl izler. Sivi buradan
kortikal toplayici kanala ulagir. 8-10 adet kortikal toplayici kanalin baglangi¢
kisimlari birleserek, medullada seyreden ve medduller toplayici kanal denilen
daha genis bir toplayici kanal yaparlar. Toplayici kanallar sonunda papillanin
tepesi araciligi ile bébrek pelvisine bosalirlar (18).

Glomeruler filtrasyon, maddelerin bdbrek tubullerinden kana geri
emilimi ve kandan maddelerin bobrek tubullerine sekresyonu iglemleri
sonucunda bébreklerin siizme fonksiyonu gergeklestirilir. idrar olusumu,
proteinsiz fazla miktarda sivinin glomeriler kapillerden bowman kapstull igine
filtrasyonu ile baslar.Proteinler hari¢ plazmadaki maddelerin gogu serbestce
bowman kapsull igine filtre oldugu igin, bowman kapsull igindeki glomeruler
filtratta, bu maddelerin konsantrasyonlari plazmadakine esittir. Filtre olan sivi
bowman kapsulunu terkedip tlbuller boyunca ilerlerken icindeki spesifik
solUtlerin ve suyun geri emilerek kana gegmesi veya baska maddelerin
peritubuler kapillerden tlbdl icine salgilanmasi nedeniyle degisiklige ugrar
(18, 21, 22).



Glomertler filtrasyon hizi (GFR); kapiller membrana etki eden kolloid
osmotik basing ve hidrostatik basing arasindaki denge ile kapillerin filtrasyon
yapan ylzey ve gegirgenliginin Ol¢itl olan kapiller filtrasyon sabitesi
tarafindan tayin edilir (21). Normal yetiskin bir insanda GFR 125 ml/dakikadir.
Glomertuler kapiller membran; kapiller endoteli, bazal membran ve bazal
membranin dig ylzeyini gevreleyen epitelyal hiicre (podosit) tabakasindan
olugsmaktadir. Bu tabakalar birlikte filtrasyon bariyerini olusturur.

Bobrek kaliksleri intrarenal yerlesimli olup bdbrek parankimi ile yakin
iligkidedir. Minor kalikslerin sayisi 8 ile 12 arasinda degismektedir. Ug
kisimlari  piramidlerin uzantilariyla ¢entiklenmektedir. Minor kaliksler
birleserek bobrek pelvisine bogsalan major kaliksleri olusturmaktadir. Major
kalikslerin sayisi 2 ile 3 arasinda degismektedir. Bobrek pelvisi tamamen
intrarenal veya kismen intrarenal kismen de ekstrarenal olabilmektedir.
Bobrek pelvisi alt i¢ yanda incelerek ureteri olusturur. Yetiskin Greterinin boyu
bireyin boyu ile dogrudan iligkili olup ortalama 30 cm.dir. Oldukga dizgun bir
“S” egrisi cizerek mesaneye kadar uzanir. Ureter boyunca 3 adet rélatif darlik
alanlari mevcuttur. Bunlar; Ureteropelvik bilegke, Ureterin iliak damarlari
caprazladigi bolge ve ureterin mesane igine girdigi yerdir. Yukaridan asagiya
dogru Ureterler psoas kasinin Ustunden sakroiliak eklemlerin i¢ yanina geger,
dis yanda seyrederek iskiyal ¢ikintilarin yanindan gecer. Daha sonra igyana
donerek mesane tabanindan igeriye girer. Kadinlarda uterin arterler
jukstavezikal Ureter segmenti ile yakin komsuluk gdsterirler. Ureterler
posterior peritonla ortuludur. Jukstavezikal kisimlari ise retroperitoneal yag
dokusu igindedir. Vaz deferensler inguinal halkay! gecerken ureterlerin 6n
yuzundeki lateral pelvik duvarlari tzerinden seyrederler. Seminal vezikullerle
birlesmeden ve prostat tabanini delip ejakulatuvar kanallari olusturmadan
once ureterlerin i¢ yaninda lokalizedirler (23).

Ureterlerin mukozasi degisici (tranzisyonel) epitel ve bag dokusundan
olusan lamina propriadan olusmaktadir. Kas tabakalari heliks seklinde
diizenlenmistir. Ureterler mesane duvarina idrarin geri akimini énleyen bir
kapak olusturacak bicimde oblik olarak girerler. Ureterin intravezikal

kisiminda yalniz longitidinal kas lifleri bulunur. Ureterler distan adventisya



membrani ile sariimiglardir (24).

idrarin pelviste toplanmasiyla yiikselen basing, pelvisten bagslayarak

ureter boyunca asagiya dogru yayillan bir peristaltik dalgayr baslatir.
Peristaltik dalga her 2-3 dakikada bir 10 saniye sureyle olusarak 3 cm/sn
kadar hizla yayilir. Peristaltik dalga idrari 50- 100 mmHg’lik bir dirence karsi
hareket ettirebilir. Peristaltik dalganin olusumunu Ureter ¢eperindeki
sinsisyum yapan duz kastan gegen aksiyon potansiyelinin yaratmasi olasidir.
Parasempatik uyarma dalgalarin frekansini arttir, sempatik uyarma ise
frekansi azaltir ve bu yolla kontraksiyon siddetini de kontrol edebilir.
Asag! uclarinda ureterler oblik olarak trigona girerler. Mesane epiteli altinda
birkag santimetre uzanan Ureterler mesanedeki basing altinda
bulunduklarindan, idrarin ¢ikarilmasi sirasinda bu basincin yukselmesiyle
idrarin geriye akigi onlenir.

Ureterler agri liflerinden zengindir. Ureterde tas gibi sebeplerden
dolayl obstriksiyon oldugu zaman, siddetli kasilmayla beraber agri da
meydana gelir. Agri uyarilar gerideki bodbreklerde de sempatik refleks
yaratarak bobrek arteriyollerinin daralmasina ve bdylece bodbrekten idrar
akisinin azalmasina yol acgarlar ki bu etkiye Ureterorenal refleks adi verilir
(25).

2.1.3 Obstruktif Nefropati Klinigi

Uriner sistem  obstriksiyonunun  klinik tablosu  degiskendir.
Asemptomatik (tesadlifen saptanan) olgular yaninda renal kolik tablosu ile
basvuran veya hidronefroza sekonder enfeksiyona bagl gelisen ates ile
basvuran hastalar bulunmaktadir.

Semptom kompleksi:

1) Obstruksiyonun olusma suresine (akut ya da kronik),

2) Tek tarafli ya da bilateral olusuna,

3) Obstriiksiyonun nedenine (intrensek ya da ekstrensek)

4) Komplet ya da parsiyel olusuna goére degisir.



Akut obstruksiyon genellikle ayni taraf kasik ya da uyluk ya da her
ikisine birden yayilabilen lomber agri ile birliktedir. Hastalarda bulanti, kusma
ve Usume sik gorulur. Renal Unite enfekte olmussa yluksek ates de mevcut
olabilir. Akut tek tarafli Ureteral obstriksiyona, iki tarafli Ureteral
obstriiksiyondan (iTUO) daha sik karsilasilir. Eger akut iki tarafli obstriiksiyon
olursa hastada ani gelisen anuri de gorulur. Genellikle asemptomatik olan
hastalarda TTUO ve ITUO uzun bir zaman periyodunda gelismis olabilir.
Bunlarda obstriksiyonun tanisi daha gugctir ve c¢ogu olguda tesadufen
saptanir. Obstriksiyon iki tarafli ve kronik oldugunda hastalar karin gapinda
artma (kemerin dar gelmesi), ayak bileginde 6dem, keyifsizlik, istahsizlik, bas
agrisi, kilo artigi, bitkinlik ve nefes darligi gibi nonspesifik semptomlar ile de
basvurabilir. Mental durumda degisiklik, tremor ve gastrointestinal kanama
gibi Uremik semptomlari da olabilir. Soliter bébrekli ya da kargi taraf bobregi
nonfonksiyone olan hastalar tek tarafli obstriksiyon ve Gremi semptomlari ile
gelebilir.

Obstruksiyon iki tarafli ve kronik ise hasta asiri dilrezler esnasinda
aralikli lomber agridan yakinabilir (bilinen bir ditiretik, alkol alimindan sonra
oldugu gibi). Hidronefroz kiint travma ile birlikte ise, gross hematiri en
belirgin semptom olabilir. ister iki tarafli isterse tek tarafli olsun, ekstrensek
nedenli obstriksiyonlar genellikle daha rastlantisal ve dolayisiyla
semptomsuzdurlar. Bu obstruksiyonlar genellikle primer hastalik surecinin
rutin klinik degerlendirmesi esnasinda tesaduifen saptanir.

Uriner sistem obstriiksiyonunun Klinik belirtileri nonspesifiktir. Fizik
muayenede palpe edilebilen abdominal kitle ile bagvurabildigi gibi, nadiren iki
tarafli alt ekstremitede 6dem, pulmoner konjesyon ve hipertansiyon gibi
volum yuklenmesi belirtileri ile de ortaya c¢ikabilir. Laboratuvar verileri
hematlri (mikroskobik ya da makroskopik), proteinuri, kristallri, piytri ve
idrar silendirlerini icerebilir. Predominant klinik tablo kronik obstriksiyon ise
tanisal idrar gostergeleri genellikle akut tibuler nekrozdakiler gibidir; idrar
sodyum konsantrasyonunda yukselme, idrar ozmolalitesinde azalma ve idrar-
plazma kreatinin oraninda azalma gérulebilir. Obstriksiyon daha akut ve

bobrek yetmezligi eslik etmiyorsa, Uriner indeksler prerenal azotemidekileri



andirabilir; disuk idrar sodyum konsantrasyonu ve artmis idrar ozmolalitesi,
serum analizlerinde serum kan ure azotu (BUN) ve kreatinin dizeylerinde
yukselme, hiperkalemi ve asidoz gorulebilir.

Bakteriyel Uriner sistem enfeksiyonu varliginda akut obstriksiyon
olursa hastalar piyelonefrit ya da sistemik sepsis semptom ve bulgulariyla
gelebilir. Enfeksiyonla birlikte obstruksiyon gercek bir Urolojik acil durumdur
ve uygun goruntuleme galismalari (ekskretuvar Urografi, renal ultrasonografi,
ya da retrograd Ureteropyelografi) mutlaka acil olarak yapiimalidir. Perkitan

nefrostomi ya da bir Ureteral stent ile obstriksiyon mutlaka giderilmelidir.

2.1.4 Tek Tarafli Ureteral Obstriiksiyonda Tiibiiler Degisiklikler

Gillenwater ve arkadaslari 7’si Ureteropelvik bileske obstriksiyonuna
ve 3’0 Ureteral obstriiksiyonuna sekonder toplam 10 TTUO’lu hastanin
verilerini sunmustur  (26).  Obstriksiyonlu  bobrekteki  fonksiyon
obstriiksiyonun  giderilmesinden bir hafta sonra degerlendirilmistir.
Obstriksiyonun siddeti tim olgularda, ortadan-agira kadar
derecelendirilmistir.

Obstriksiyonlu bdbrekteki GFR (24ml/dak), obstriksiyonlu olmayan
bdbrekten (60ml/dak) belirgin olarak dustk bulunmustur (p<0.0002).
Obstriksiyonun gideriimesinden bir hafta sonra obstriksiyonlu ve
obstruksiyonlu olmayan bdbrek arasinda gercek bir konsantrasyon defektinin
mevcut oldugu, ancak, hastalarin higbirinde postobstruktif ditrez olmadigi
gOrulmustir. Obstrikte boébregin, absolu sodyum ekskresyonu daha dusuk,
ancak fraksiyone sodyum ekskresyonu her iki bobrekte de ayni bulunmustur.
Ureteral obstriiksiyondan sonra proksimal tibiler transportun da bozuldugu
saptanmigtir.  Ancak bu deger, obstriksiyondaki GFR dususune
uyarlandiginda her iki bobrek arasinda farklilik gérilmemistir (J 14).

Parsiyel TTUO’ larda, ozellikle de erken dénemde, tiibller hasar

olugsmadan dnce, renal arter stenozundaki bulgulara benzer sekilde, gercekte
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sodyum ve su ekskresyonunda azalma ve sonucunda idrar osmolalitesinde
artma olmaktadir (27, 28).

Ratlarda yapilan bir galismada TTUO diizeltildikten sonra, benzer
tibuler degisiklikler gézlenmistir. (29). Ratlarda onsekiz saatlik TTUO
esnasinda, medullanin i¢ kismindaki plazma akiminin azaldigi ve bu akimin,
ureteral obstriksiyonun giderilmesinden sonra arttidi bulunmustur (29).
Histolojik ¢alismalarda hem i¢ hem de digs medullada nekroz gértulmustur.
Obstriiksiyonun medulla tizerindeki bu fiziksel etkisi, TTUO sonrasi, bobrekte
idrar konsantre edebilme yetenegdinin azalmasinin nedeni olabilir (29).

Hanley ve Davidson da bobregin obstriksiyondan sonra idrari
konsantre edemedigini tanimlamigtir (30). idrarin konsantre edilememesinin
toplayici kanallarin ya antiditretik hormon (vazopressin) ya da cAMP
stimulasyonuna yanitsizhgi ile iligkili oldugu; bu stimulasyondan herhangi
birine toplayici kanallarin yanitinda %76 azalma goraldugua bildirilmistir (30).
TTUO ile birlikte prostoglandin E2 (PGE2) liretiminde bir artis olmaktadir.
PGE2'nin vazopressinin tibller etkilerini inhibe ederek, TTUO sonrasi
bdbrekte serbest su kaybini arttirdigi da bilinmektedir (30).

Akuaporinler, membran su kanallari ailesinden olup, transmembran su
hareketine molekuler bir taban olusturmaktadir (31). Akuaporin-2, toplayici
kanalin predominant vazopressin-sensitif su kanalidir. Frokiaer ve
arkadaslari TTUO’ da akuaporin ekspresyonundaki degisiklikleri incelemistir
(32). Yirmi dort saatlik TTUO ile akuaporin ekspresyonunda %77’ lik azalma
oldugunu ve bu TTUO giderilmesinden sonra en az 24 saat sirduguni
bildirmistir. Obstruksiyonlu bdbrekte serbest su klirensinin artmasi akuaporin
ekspresyonu azalmasi ile uyumlu olarak bulunmustur.

Obstriksiyondan sonra bdébregin distal hidrojen iyon sekresyonu
bozulur. Bu bikarbonat yuklenmesi sonrasi parsiyel karbondioksit basincinin
(PCO2) artmamasi yani sira sodyum sulfat veriimesiyle bozulan Uuriner
asidifikasyon ile kendini gosterir.

TTUO' nun gideriimesi sonrasi fraksiyone fosfat ekskresyonu
obstriksiyonlu boébrekte belirgin bir sekilde (%3,4) azalirken, saglikli bobrekte

(%35,3) artar. Buna, yine obstruksiyonlu bdbrekte normal bdbreginkine
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oranla iki kat artan fraksiyone sodyum ekskresyonu eglik etmektedir. Ancak,
fosfat ekskresyonundaki azalmanin filtre edilen fosfat yukinun azalmasina
sekonder olduguna inanilmaktadir. Su ve tuzdaki ekskresyon artisi distal
nefrondaki azalmig geriemilime ikincildir.

Haris ve Yarger; 24 saatlk TTUO’dan sonra ipsilateral bdbrekte
potasyum ekskresyonunun belirgin azaldigini tanimlamigtir (33). Potasyum
ekskresyonundaki azalma; "TTUO dan sonra distal tibiiler voliim akim orani
azalmaktadir, TTUO esnasinda distal nefrondan gecen sodyum miktari da
azalmigtir, ve direkt mekanik obstriksiyon nedeniyle normal potasyum

sekretuvar mekanizmalari engellenmigtir" seklinde agiklanmigtir.

2.1.5 Tek Tarafli Ureteral Obstriiksiyonda Fizyolojik Degisiklikler

Ureterin tek tarafli titkanmasi, renal kan akimi (RKA) ve Ureteral basing
arasindaki karakteristik Ugli iliskiyle sonuglanir (34). ik faz, hem Ureteral
basingta hem de RKA’da yaklasik 1 ila 1,5 saat suren bir ylkselmeyle
karakterizedir. Bunu faz II’ de, RKA’ da bir azalma ve Ureteral basingta
oklizyonun besinci saatine kadar slren bir ylikselme izler. Son faz, ureteral
basingta progresif bir disme ile birlikte, RKA’da daha fazla bir azalma ile
devam eder. Hemodinamik olarak, faz | afferent arteriyolde bir
vazodilatasyon ile karakterizedir, bunu takiben faz II' de efferent arteriyolde
vazokonstriksiyon ve faz IlII' te afferent arteriyolde vazokonstriksiyon
meydana gelir. TTUOnun uglincl fazi vazokonstriktif fazdir. Bu faz hem
RKA hem de dreteral basing azalmasina yol agan preglomeruler ve
postglomeruler vazokonstruksiyon ile karakterizedir.

TTUO’ dan 24 saat sonra superfisyel kortikal doku perfiizyonunda
anlamli bir azalma ve jukstaglomeriler glomerullerin perfizyonunda bir
yikselme oldugu bildiriimektedir (35). Yarger ve Griffith TTUO’ dan 24 saat
sonra obstruksiyonlu bobrekte efektif renal plazma akiminin (ERPA), kontrol
degerin %55’i dolayinda oldugunu bildirmigtir. Ayni zamanda, Ureteral
okllzyon sirasinda mikrosfer enjeksiyonu kullanarak, intrarenal kan akiminin

jukstamedullar nefronlarda arttigini, buna karsin dis kortikal nefronlarda kan
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akiminin azaldigini ortaya koymustur (36). intrarenal kan akimindaki bu
degisimin, i¢c medullaya oranla dis kortekste renin seviyesinin nispeten daha
fazla artmasiyla agiklanmaktadir. Glomeriiler yapi ¢alismalari, TTUQ’ya eslik
eden zayif glomerller perflzyonu gdstermektedir. Obstriksiyon sirasinda
GFR’nin direkt Ol¢limesini saglayan “etilendiamintetraasetikasit” (EDTA)
Cr51’in devaml inflzyonu ile yapilan galigmalar TTUO’nun baglangicindan
sonra GFR de %75’lik bir azalma oldugunu goéstermektedir (37).

TTUOnun faz | ve lilGndeki fizyolojik degisikliklerin karakteristikleri
belli zamandir bilinmekle birlikte, altta yatan selliler ve molekuler
degisiklikleri anlayabilmek igin yapilan galismalara hala devam edilmektedir.
Daha onceki calismalar afferent ve efferent arteriol tonuslarindaki
degisiklikleri agiklamak icin lokal fiziksel etkilesimlere odaklanmisti. Bununla
birlikte, arttk bu degigikliklerin o6nemli bir kismindan biyokimyasal
mediatorlerin sorumlu oldugu asikar hale geldi. RKA’daki akut ve kronik
degisikliklerde anjiotensin 1l (All), nitrik oksit (NO) ve endotelin ve
eikosanoidlerin (prostaglandinler ve tromboksan) rolinu belirlemek i¢in birgok

calisma yapilmistir (38).

2.1.6 Tek Tarafli Ureteral Obstritksiyonda Anatomik
Degisiklikler

TTUO bdbrek mimarisindeki degisiklikler ile birliktedir. En 6nde gelen
interstisyel degisiklik fibrozis, kollajen ve diger ekstraselliler matriks
komponentlerinin  birikimidir. Fibrozis ile birlikte Interstisyumun selliler
kompozisyonundaki degisikliklerin yanisira ¢ok sayida diger biyolojik aktif
molekiillerin ekspresyonunda da degisiklikler olur. interstisyel fibrozisin
tubdlleri ve interstisyel kapillerleri oblitere ederek bobrek hastaliklarinin
cogunda renal fonksiyon azalmasinin major belirleyicisi olabilecegi
varsaylimaktadir (39).

interstisyumdaki  degisiklikleri hedef alan deneysel stratejiler
gelistiriimektedir. Bu stratejilerin TTUO tedavisine medikal katki olarak

gelecekte rol alacaklar dustinulmektedir.
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Ureteral obstriiksiyon sonrasi bobregdin goériinimu; pelvisin intrarenal ya da
ekstrarenal olmasi, obstriksiyonun suresi ve derecesi, ve enfeksiyon olup
olmamasina gére degisir. intrarenal toplama sisteminin etrafindaki renal
parankimin varhgi, sistemin dilate olabilmesini kisitlar. Bununla birlikte,
ekstrarenal bir toplama sisteminin ekspansiyonu renal parankim tarafindan
engellenemez. Bundan dolayi, intrarenal sistem ayni derece ve surede
obstriksuyonlu olsalar bile ekstrarenal sistemle ayni derecede hidronefroz
gOstermeyebilir; ancak renal hasarin derecesi daha kotu olabilir.

Akut komplet Ureteral okliuzyon, 6zellikle de intrarenal toplayici sistem
varsa, toplayici sistemdeki degisiklikler gok az olabilir. Bu kogullarda toplayici
sistem dilatasyonunun gelismesi birka¢g gun alabilir. Kronik obstriksiyonda
yine obstriksiyonun uzunlugu ve derecesine gore, ayni zamanda toplayici
sistemin intrarenal ya da ekstrarenal oluguna gore bobrek geniglemis, normal
ya da atrofik olabilir. Toplayici sistem dilatasyonu, 6zellikle de ekstrarenal
toplayici sistemi olanlarda, genellikle zamanla olur ve renal papillaya yavas
yavas giderek artan kompresyona yol agar. Zaman igerisinde toplayici sistem
Oyle bir noktaya kadar genisler ki, kaliksler arasindaki doku incelir. En
sonunda, kaliksler aralarindaki ince septa ile birlesir ve parankim periferde bir

"kenar" ya da "kabuk" seklinde kalir

2.1.7 Ust Uriner Sistem Obstriiksiyonunda Patofizyoloji

Ust Uriner sistemin herhangi bir yerinde olan obstriiksiyon ile toplayici
sistemde idrar birikimi, buna bagh Iimen i¢i dinlenme basinglarinda artis ile
birlikte Ureterde hem uzunlamasina ve hem de capta artigslar meydana gelir
(40). Uzamis obstriiksiyonlarda sirkller kas liflerinin kontraksiyonu ve uyumu
bozuldugundan yuksek intraluminal basinglar bobrege kadar iletilir. Akut
komplet obstriksiyondan sonra obstriksiyonun hemen Ustinde ve pelviste
gittikce artan bir genisleme olur. Ureterin proksimali ve bdbrek pelvisi kas
yapisinda hipertrofi ve hiperplazi meydana gelir. Daha sonra kas dokusunun

yerini kollajen ve elastik lifler alir ve myojenik impuls bozulur. Ureter distaline
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dogru devam eden peristaltik aktivite obstruksiyonun oldugu yerde retrograd
peristaltizme donusebilir. Bu durum iki hafta devam eder. Zamanla kas gergin
ve iskemik hal alir ve atoni baggésterir. Ureterdeki bu basing azalmasi, renal
kan akiminda azalma ile bunun sonucunda glomerduler filtrasyon hizinda ve
intratubller hidrostatik basingta dusus gibi bobrek icindeki hemodinamik
degisikliklerle aciklanabilir (40). Obstriksiyon Ureterde ise, Ust Ureter
segmenti genigler; olay kronik ve inkomplet seyirli oldugunda Ureter uzar ve
kKivrimlar meydana gelerek dekompanze ddneme girer. Deneysel olarak
ureterdeki obstriksiyonun etkisi ¢alisiimis ve 2 haftalik tam obstriksiyon
sonrasi Ureter kesitlerinde kas alaninda %250, Ureteral uzunlukta %24 ve
ureter dis c¢apinda %100 artis oldugu saptanmistir (40). Hem kas
hipertrofisine hem de kasilabilirlikteki artisa ragmen idrar iletisi igin gerekli
basing¢larin olusturulmasinda dilate bir Ureter normal bir Uretere gore daha az
kabiliyetlidir. Bu azalma obstruksiyon sonrasi Ureter c¢apindaki artiga
baglanabilir(40). Gerek parsiyel gerekse komplet obstriksiyonda renal
pelviste kritik volumlerde renal pelvis kapasitesi doluncaya kadar bir uyum
izlenir. Daha sonra pelvisin asiri dilatasyonu sonucu hizli bir basing artisi
olur. Bu asamada iki fizyolojik olay meydana gelir:

1-Renal pelvis

kapasitesinde artma

2-Asiri dilatasyonun

sinirlanmasi

Bu fizyolojik etkilesimin sonucunda da kuguk pelvis veya intraranal
pelvisli bobreklerde daha c¢abuk yuksek basinglar olusurken , buylk veya
ekstrarenal pelvisli bobreklerde daha gecg yukselir ve daha uzun sure bobrek
fonksiyonlari korunur. Bu tip bébrekler obstriiksiyona uzun sure ciddi patolojik
degisiklikler olmadan dayanabilirler.

Dilatasyonun ilerlemesi ve dengeye erigip stabil hal almasi birgok
fizyolojik faktorlere baghdir:

1-idrar miktari ve akim hizi

2-Obstruksiyonun komplet veya inkomplet olusu

3-Pelvisin anatomik konumu
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4-Glomerduler ve tubuler fonksiyon

5-Renal pelvis kompliansi

Yuksek basing ve akut obstriksiyonun ilk birkag gununde pelvis ve
kalikste dilatasyon ve ardindan papillalarda yassilagsma, fornikslerde
yirtiimalar meydana gelir. Bu bulgular 6zellikle bobregin Ust ve alt polundeki
papillalardaki bertini kolonlarinin acildigi yerlerde daha belirgindir. Daha
sonra geri basincin artmasi ile distal nefron ve kollektor kanallarda da
dilatasyon ortaya c¢ikar. Obstriksiyonun 7. gununde dilate kollektor
kanallarda baglayan nekroz ve atrofi, 28. glinde medduller kalinhigin %50’ sinin
kaybi ve 8. haftada ise parankim kalinliginin 1 cm'ye kadar inmesiyle
sonuglanir. Bu arada bobrek agirhigi ilk donemlerde perirenal ve peritretereal
0dem nedeniyle artarken, daha sonra doku atrofisinin gelismesiyle azalis

gOsterir (11).

Obstriksiyonda artan pelvis i¢i basing nedeniyle idrar sentezinin
devamini saglamaya yonelik basing azaltici koruyucu mekanizmalar devreye

girebilir. Bunlar:

1-Pyelointerstisyel Reflu: Basingla yirtilan papilla ve fornikslerden
idrarin bobrek sinUsU ve perirenal alana gegcmesi oradan da hem veno6z yolla
hemde lenfatiklerle tagsinmasidir.

2-Pyelolenfatik Refli: Bobrek lenf sivisi hiler ve kapsuler lenfatikler
araciligiyla drene olur. Bobrek lenfatik volimuU yaklasik idrar akimi kadardir
ve Ureter obstriksiyonu, su dilrezi gibi durumlarda daha da artar. Bobrek

lenfatiklerinin akut obstriiksiyonda natritiez ve ditirez olusur.

3-Pyelovendz Refli: Venalara direkt donusimdur ve en az eftkili

koruma sistemidir (11).

2.1.8 Ust Uriner Sistem Obstriiksiyonunda iskemi - Reperfiizyon

Hasari

Ust Uriner sistem obstriiksiyonlarinda bobrek hasari, ilk agsamada artan

ureteral basincin etkilenmesi ile baglarken daha sonra ortaya ¢ikan renal kan

16



akimindaki azalmayla doku iskemisi ve hucresel atrofi meydana gelir ve
nekrozla sonuglanir. TNF- a, iskemik renal hasar suresince enflamatuar
hdcre infiltrasyonunu ve renal tubuler hiicre apoptozisini uyarma kapasitesine
sahip potent proenflamatuar sitokindir. TNF- a, bu sekilde fibrozise sebeb
olmaktadir.

intrapelvik basincin  artmasiyla RKA arasinda (¢l bir iligki
saptanmistir: ik faz, hem Ureteral basincta hemde RKA'da azalma yaklasik
1-1,5 saat suren bir yukselmeyle karakterizedir. Bu fazda ilk cevap artan
prostaglandin sekresyonu nedeniyle preglomeruler vazodilatasyondur. Bunu
faz II' de, RKA'da azalma ve Ureteral basingta oklizyonun besinci saatine
kadar suren bir yikselme izler. Son faz, Ureteral basingta progresif bir dugsme
ile birlikte, RKA’da daha fazla bir azalma ile devam eder (11, 41).
Hemodimanik olarak, faz | afferent arteriolde bir vazodilatasyon ile
karakterizedir. Bunu takip eden faz llI'de efferent arteriolde vazokonstriiksiyon
ve faz llI'de afferent arteriolde vazokonstriksiyon meydana gelir. Faz llI
vazokonstruksiyon fazidir, bu faz hem RKA’da hem de Ureteral basingta
azalmaya sebeb olan preglomeruler ve postglomeruler vazokonstriksiyon ile
karakterizedir (16). RKA daha da azalir (17,18). Akim 24 saatte %70' e, 72
saatte %50' ye, 1. haftada %30' a, 4-6.haftalarda %18' e ve 8. haftada ise
%12’ ye kadar duser (42, 43, 44).

Bu ge¢ donemdeki renal vazokonstruksiyondan iki mekanizma
sorumludur:

1-Renin -anjiotensin sistemi

2- Prostaglandin -tromboksan sistemi

TTUO’da anjiotensin II'nin inhibe ediimesi ile hem renal fonksiyonlarin
hem de renal parankimin Kkorunabildigi gosterilmigtir. Anjiotensin I,
glomeruler hemodinamikte degisikliklere sebeb olan renal skarlanmayi
arttinr. Bu, profibrotik sitokinlerin ve TGF- B'nin sentez ve etkisi sonucu ile
olusmaktadir (11). Obstruktif Gropatilerde, hidronefrotik bobrekte TGF-B asir
artar (45). A Il inhibitorleri ve anjiotensin reseptoér blokerleri, TGF-B intrarenal
sentez ve aktivitesini azaltmaktadir. Kronik renal yetmezlikte, renin-

anjiotensin-aldosteron sistemi bobrekte artabilir.
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Renin-anjiotensin-aldosteron sistemi tubuler fonksiyonlari bozuk ve Uriner
sodyum kaybi fazla olan obstruktif Gropatili gocuklarda 6nemli olabilir. Tek
tarafli Ureteral obstriksiyonda renal fibroziste sodyum kaybi ¢ok belirginlesir
(11). Siklo-oksigenaz inhibitorleri ile prostaglandin-tromboksan sisteminin
inhibe edilmesi ile sadece renal fonksiyonlarin bir miktar korundugu ortaya
citkmigtir.  Bunlara ilaveten obstriksiyonun 4. saatinde bobrekte,
prostaglandin E2 ve tromboksan A2 (Tromboksan A2 genellikle normal
bdbrekte bulunmayan, guglu renal vazokonstriktordar) salgilandigina inanilan
interstisyel fibroblast proliferasyonu ve mononikleer htcre infiltrasyonu
baslar (46). Ddérdinclu saatte mononukleer hiicrelerden salinmaya baslanan
bu mediatorler 24. saatte tepe seviyesine ulasirlar. Bu infiltratif hicreler
(6zellikle makrofajlar) anlamh sekilde tromboksan A2 Uretimini arttirir ve
intrarenal vazokonstriksiyonun belirginlesmesi, renal vaskuler rezistansin
yukselmesi ve kan akiminin azalmasina sebeb olur. Bu lokal etki, tek tarafh
obstriksiyon modellerinde karsi taraf normal bdbrekte gobzlenmez.
Nonobstriktif dilatasyonlarda, gercek obstriksiyonda goérulen renal vaskuiler
rezistanstaki degisiklikler gdsterilememistir (46).

RKA’daki bu progresif azalma renal metabolizmay! da etkiler. Kan
akiminin azalmasi ile oksijen kullanimi duserken, anaerobik glikoliz ve
anaerobik dekarboksilasyon mekanizmalar artar. Yag asiti ve alfa-
ketoglutarat kullanimi azalir, glukoneogenez durur. Anaerobik glikolizin bir
gOstergesi olan laktat-purivat orani artar ve sitrat Uretimi durur. Renal dokuda
ATP, ADP ve AMP Uretimi obstriksiyondan bir glin sonra normalin %50-
70'ine iner. Obstriksiyonun devam etmesi halinde metabolik fonksiyonlar
giderek bozulur ve 6. haftada geri donusimsuz hale gelir. Bobrek arterleri
son arter oldugu igin ve aralarinda anastomoz olmadigindan interlober
arterlerden uzak bolgelerde iskemiden daha fazla etkilenir (11).

iskemi- Reperfiizyon (i/R) yaralanmasinin temelinde mikrovaskuler
alandaki kan akiminin akut kesilmesi bulunur. Bu akimsiz donemde, hucreler
hipoksik ve hipoglisemik kosullar altinda baskilanir ve hticre disfonksiyonu ile
birlikte metabolik bozukluga bagli hucre olumu gergeklesebilir. Uygulanan

tedaviler ile mikrovaskuler kan akimi tekrar saglanabilir ancak bu dénemde
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ilk iskemi periyodunu takip eden ikinci bir azalmis akim donemi ortaya ¢ikar.
Stazin bu birincil ve ikincil periyodlari akim/akimin geri dénmemesi ( flow/ no
reflow ) fenomeni olarak adlandirilir (47, 48). Stazin bu ikinci fazinin
mekanizmasinda mikrovaskuler alanin  nétrofiller (PMNL) tarafindan
doldurularak tikanmasi rol oynar. PMNL'lerin hasarlanmis dokuya
migrasyonu ile birlikte serbest oksijen radikallerinin Uretimine ve aktive olan
PMNL' lerden salgilanan yikici enzimlere bagl ikinci bir doku hasari dalgasi

ortaya ¢ikar ve doku hasarinin daha da siddetlenmesine neden olur.

Akimin geri ddnmemesi fenomeni buyidk oranda PMNL' lerin vaskuler
endotele adezyonuna ve bunun sonucunda kan akiminin kesilmesine
baghdir. PMNL' lerin endotele baglanmasi mikrovaskuler kan akimini bayuk
oranda etkiler ¢inku bir PMNL' nin volumu bir eritrositin iki katidir ve tek bir
PMNL dahi kapiller kan akimini kesebilir. PMNL' lerin damar duvarina
baglanmasi, PMNL hudcre duvarinda surekli olarak sentezlenen adezyon
molekulleri ile endotel tarafindan sentezlenen indtklenebilir CAM arasindaki
etkilesim sonucunda gergeklesir (49, 50). PMNL'lerin aktivasyonu ve CAM
indiksiyonu icin  gerekli sinyallerin  iskemik alanlarda Uretildigi
dusunulmektedir. Damar endoteline tutunan PMNL daha sonra doku igerisine
infilitre olarak daha fazla hasar meydana getirir (51, 52).

Akimin geri dénmedigi donemde ortaya cikan hasarin bir diger
komponenti de reperfuzyonun saglanmasi ile ortaya ¢ikan serbest radikal
hasaridir. Serbest radikaller hasarli dokudan salinabilecekleri gibi
reperfUzyon sonrasi PMNL tarafindan da Uretilebilirler. Bu sUperoksit
radikallerin buylk kisminin kaynagi ksantin oksidaz enzim sistemidir (53).
Doku oksijenizasyonunun azalmasi ile birlikte disen ATP dretimi enerji
depolarinin azalmasina neden olur ve hucre membraninda bozulan iyon
transportu hucre ici kalsiyum birikimine vyol acar. Artan kalsiyum
konsantrasyonu da ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza donusturecek
proteazlari aktive eder (54). Bu arada ATP miktarinin azalip AMP miktarinin
artmasi ile birlikte hucre igcinde adenozin, inozin hipoksantin donusimunun

oldugu bir sure¢ ortaya cikar (Sekil 1).
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Sekil 1. iskemik Dokularda Ksantin Oksidaz Yolu ile Serbest
Oksijen Radikal Uretimi (53, 54’ ten uyarlanmugtir. )

ATP Ksantin dehidrogenaz
}

iskemi TMP Proteaz l Ca+2
TﬂenOZin Ksantin oksidaz
inozin l
¥ >
Hipoksantin Pt 02+H202

02

reoksijenizasyon ————*

Ozetle, iskemik dokuda iki 6énemli degisiklik olur; birincisi yeni bir
enzim aktivitesi yani ksantin oksidaz, ikincisi ise bu enzimin iki onemli
substratindan birisi olan hipoksantin olugsumudur. Diger substrat yani
molekuler oksijenin (O2) de reperfuzyon ile birlikte ortama girmesi ile dokuda
ani ve ¢ok miktarda superoksit radikali ve hidrojen peroksit olusur. Ortaya
clkan serbest oksijen radikalleri proteinlere, poliansature yag asidlerine
saldirir; enzim inaktivasyonuna ve lipid peroksidasyonuna neden olurlar.
Serbest radikaller hicrede sarkolemma, sarkoplazmik retikulum ve
ekstraselluler kollajen matriks veya kontraktil proteinler gibi organellerde
bozukluklar olusturur. Bunlari takiben kalsiyuma baglh mekanizmalarda
bozukluklar ortaya c¢ikar. Serbest sitozolik kalsiyumun artisi protein kinazlari,
fosfolipazlari ve diger yikici enzimleri aktive eder ve subsellller hasarin
artmasina yol agar. Asirl kalsiyum yuklenmesi, oksijen radikalleri ile baslayan

hasari amplifiye eder.
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2.2 ISKEMi/ REPERFUZYON HASARI

Bir organa gelen kan akiminin bdbrek transplantasyonu, sok,
kardiovaskuler cerrahi, parsiyel nefrektomi gibi ¢esitli nedenlerle yetersiz hale
gelmesine veya durmasina iskemi denir. iskemi sonucunda doku hipokside
kalir ve hipoksik doku hasari ortaya cikar. iskeminin uzun siirmesi
sonucunda hucrelerin batunligu kaybolur hatta hucresel 6lum meydana gelir.
Reperflizyon ise dokuda kanlanmanin yeniden baslamasidir. iskemik bir
dokuda kan akiminin yeniden baglamasi durumunda Ozellikle dokuya gelip
yerlesen PMNL tarafindan salinan SOR dokudaki yikimi artirici etki yapar.
Bu olaya reperfuzyona bagli doku hasari denir (55).

Hucreler oksidatif hasari dnleyen, yok eden ya da kismen azaltan
mekanizmalara sahiptir. iskemi-reperfiizyon hasarinda amag, doku hasarina
yol acan olayin etkisiyle tetiklenen biyokimyasal mekanizmalari, external
yolla verilen maddelerle bir ya da birkag basamakta engelleyerek
organizmaya yardimci olmaktir.

iskeminin siiresine ve siddetine bagli olarak iki tirli hicresel

zedelenme ortaya c¢ikar:

Geri_doénislii_zedelenme: iskeminin ilk zarar verdidi yer, hiicrenin

aerobik solunumudur. Olusan hipoksi mitokondrideki oksidatif fosforilasyonu
engeller. Adenozin tri fosfat (ATP) olusumu yavaslar ve durur. ATP kaybi
hiicre icinde gesitli sistemleri yaygin olarak etkiler. Ozellikle hiicre zarinin
quabain duyarli ATP aktivitesinin azalmasi zarda aktif sodyum pompasinin
yetersizligine yol acarak hucre igi sodyum birikimi ve hicreden potasyumun
disari atilimina yol acgar. Solid materyalin birikimine izoozmotik su birikimi
eslik ederek akut hlicresel sisme olusur (55).

iskeminin ilk dakikalarinda asiri stimile olan glikolitik yol, ortamda
sitrat, laktat, nikotin amid adenin dinUkleotid (NADH) birikimi ve doku
asidozunun gelismesiyle inhibe olur. iskemik dokuda var olan oksijen ise
oksidatif fosforilasyonu desteklemek igin yetersiz kalir ve glikoliz sonucu
olugan piruvatin Krebs siklusuna degil de laktata donusu gergeklesir. Boylece

glikojenden ATP olugsumu ile hucre enerji kaynaklari korunur. Glikojenin hizla
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azaldigi histolojik olarak PAS ile boyamada gorulebilir. Glikoliz, laktik asit ve
fosfat turevlerinden hidroliz sonucu olusan inorganik fosfat birikimine neden
olur. Sonugta hticre igi pH duser ve asidoz gozlenir.

Sonraki safha da granulli endoplazmik retikulumlardan (GER)
ribozomlar ayrilir ve polizomlari monozomlara pargalar. Eger hipoksi devam
ederse, zar gegcirgenligi artar ve mitokondri fonksiyonlari azalir. Hucre
yuzeyinde tomurcuklanmalar olusur. Sitoplazmada ya da disinda organel
zarlari gibi plazmadan kdken alan, konsantrik laminali myelin figurler
sekillenir. Bu sirada mitokondriler normal, sismis ya da yogunlagsmistir, GER
genislemis ve tum hdcre belirgin olarak sigmistir. Tum bu bozukluklar oksijen
verilince geri donudgluddr. Buna ragmen iskemi surerse, geri donussuz

zedelenme olusur (56).

Geri_donussuz zedelenme: Geri donlssliz zedelenme yapisal olarak

mitokondri ve kristalarinda asiri vakuolizasyon, plazma =zarinda asiri
zedelenme, lizozomlarda sisme; 6zellikle iskemik alan yeniden beslenirse
hlcre igi yogun kalsiyum tutulumu ile birliktedir.

Amorf kalsiyumdan zengin yapilar mitokondri matriksinde gelisir.
Mitokondride geri donlsslz zedelenmelerin erken bulgulari 30-40 dakika
sonra gorulebilir. Proteinler, temel koenzimler, ribonlkleik asitler (RNA) asiri
gecirgen zarlardan surekli kaybedilir. Hucreler, hucre igi yuksek enerjili
fosfatin yapiminda kullanilacak ATP'nin yeniden olusumu icin yasamsal
onemi olan metabolitlerini de kaybederler. pH'nin dismesi lizozom zarlarinin
zedelenmesiyle enzimlerinin sitoplazmaya gecerek, asit hidrolazlarin
aktiflesmesiyle sitoplazmik ve c¢ekirdek yapilarin sindirimine neden olur.
Hucre olumunu izleyerek, hucre organelleri devamlh pargalanir ve hucresel
enzimler hicre digi mesafeye sizarlar. Sonugta 6lU hticreler myelin olusumlar
ve fosfolipidden olusan buyuk kitlelere donusurler. Bunlar daha sonra diger
hicreler tarafindan fagosite edilirler veya yag asitlerine pargalanirlar. Bu yag
asitlerinin kalsifikasyonuyla kalsiyum sabunlari olusur (57).

Hucre igine kalsiyum girigsiyle kalsiyumdaki net artis hucrenin iyonik

dengesini bozar. Bundan sonra kalsiyum mitokondri i¢cine sizmaya baglar.
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Mitokondrinin  kalsiyumla yuklenmesi sonucu hicre membranindaki
proteazlar ve fosfolipazlar aktive olur. Fosfolipazlarin aktivasyonu, serbest
yag asidi ve lizofosfolipidlerin salinimina bagh olarak hicre membraninda

toksik etkiler olusur.

Bu etkilerin yaninda aragidonik asit metabolizmasi baslatilarak,
reperflizyon sirasinda sitotoksik Urlnler Uretilir. Proteazlarin aktivasyonu,
hicre iskeletinin pargalanmasina neden olur. Enzim sisteminde degismeler
meydana gelirken yine reperfizyon esnasinda SOR'nin olusumu gergeklesir
ve hatta artar. iskemi sirasinda olusan hasarlarin, reperfiizyon hasarlari icin
baslangi¢ teskil ettigi saptanmistir (58).

Reperflizyon hasarinin bilinen en az U¢ bileseni mevcuttur. Bunlar;
mikrovaskiler hasar, hiicre nekrozu ve hemoraijidir. iskemiye maruz kalan
her organda reperfiizyon hasari olusur. iskemi sirasinda biyokimyasal
olaylarin olusumuyla kendini gdsterir ve sonugta superoksit anyonu (02") ve
hidrojen peroksit (H202) gibi SOR' larin yaninda kalsiyum artar ve
sarkolemmal fosfolipidlerin kaybir meydana gelir (59).

Reperfiizyon hasarinda en énemli roli PMNLler oynar. iskemik
dokuya gelen ve yerlesen bu hucreler birgok yoldan etki ederek iskemik
dokuyu yok ederler. Polimorfonikleer hucreler, endotel I6kosit adezyon
molekuld (ELAM-1), interselluler adezyon molekulu (ICAM-1), vaskuler hicre
adezyon molekdli (VCAM-1) ve L-selektin gibi adezyon molekullerine
tutunarak iskemik dokuya yerlesirler (60).

Bu hucreler, iskemik dokuyu hem oksidatif (oksijen radikalleri ile) hem
de nonoksidatif yolla tahrip ederler. Notrofil grandlleri, vaskiler yaralanmaya
neden olabilen bir ¢ok hidrolitik enzim ve antimikrobiyal polipeptid igerirler
(61).

iskemik dokudaki polimorfoniikleer hiicre bagimli yikimda ayrica
fosfolipaz Granleri tromboksan-A2, prostoglandin E2, I6kotrien C4, D4, B4 ve
platelet agrege edici faktor (PAF) uretilir. Bunlar da cesitli yollardan doku
hasarini artirir (61, 62).
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2.2.1 iskemi - Reperfiizyon Hasarinin Patofizyolojisi

Renal iskemiden sonra olusan intrarenal vazokonstriksiyon ve tubdul
disfonksiyonu; azalmis GFR'nin  iki temel mekanizmasi olarak
tanimlanmaktadir.

Tabul obstruksiyonu ve glomeruler filtratin geriye dogru sizintisinin
ilerlemesi GFR'yi dusurar. Dis medullada yerlesmis olan proksimal tabudlin
pars rektasi ve daha az derecede olmak Uzere henle kulbunun ¢ikan kolu
iskemik hasara en hassas nefron segmentidir. Bunun sebebi belki de aktif
solut transportu icin yuksek ATP ihtiyaci gostermesi ve dig medullanin
bdbregin diger bolgelerinden daha hipoksik olmasidir (63).

Reperfuzyon sirasinda, korteks ve papillada oksijen orani dizelmis
iken, dis medulla tamamen hipoksik kalir. intrarenal vazokonstriiksiyon ve dig
medulla hipoperfizyonundan sorumlu mediatérin endotelin  oldugu

saptanmisgtir (64).

2.2.1.1. Hiicre ici Kalsiyum Artisi

iskemi sirasinda ilk olarak membran potansiyeli azalir ve hiicre
membran gecirgenlidi artar (65). Bu durumda kalsiyum hicre igine girer (66).
Kalsiyum voltaj ya da reseptor bagimh kanallardan sodyum veya hidrojen
iyonu ile degiserek gecer veya hasarli hicre membranindan direkt olarak
geger (67, 68).

Normalde kalsiyumun %10'u hidcre membranina bagh, %60-70'i
intrasellller organellerde, %10-20'si sitozolde serbest olarak bulunur (69).
Biyolojik olarak aktif form serbest kalsiyumdur. iskemi sonucunda kalsiyum
hicre icinde yeniden dagilir ve hicrede kalsiyum birikimi gozlenir. Hucre igi
kalsiyumun artmasi sonucu mitokondriyel solunum fonksiyonu bozulur ve
ATP azalir. Hicre ici yuksek fosfatli enerji kaynaklarinin azalmasi ile aktif
transport mekanizmalari hasarlanir ve sonugta hicre igi kalsiyum daha da

artar ve artmis permeabilite sonucu membran fosfolipazlari aktive olur (70).
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Kalmodulin kalsiyumun regulator proteinidir ve fosfolipaz aktivitesini de
kontrol eder. Kalmodulin metabolizmasi iskemi sirasinda degisebilir
(71).Kalsiyum sitozolik serbest yagd asitlerini artirir ve serbest yag asitleri
hicre membraninda deterjan etkisi gosterir. Ayrica kalsiyum aktin ve
mikrotUbul destriksiyonu sonucu organellerinin hicresel yapisini bozar (72,
73) .Olusan serbest radikaller ve kalsiyum ile birlikte hicre lipidleri; hlcre
membranini yikar. Ayrica hucre i¢i enzimlerinin fonksiyonlarini bozar (74).
NADPH'nin NADP'ye oksidasyonu sirasinda serbest oksijen radikalleri
olusur. Bunlar H202, hidroksil (OH) ve digerleridir. Normal sartlarda olusan
serbest radikaller de huicreye zararlidir fakat glutatyon peroksidaz enzimi ile
etkileri onlenmektedir. Ancak limitli oksijen varliginda serbest oksijen
radikallerinin yapimi belirgin artar. Serbest radikaller lipid peroksidasyonuna

ve kalsiyum ise mitokondiyal disfonksiyona neden olur (75).

2.2.1.2. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri; dis ydringesinde tek sayida serbest
elektron bulunan, kimyasal olarak reaktif atom veya molekillerdir.
Organizmada 'superoksit' ve ‘hidroksil' gibi serbest radikallerin yaninda,
'hidrojen peroksit' ve 'hipokloréz asit' gibi radikal olmayan ancak serbest
radikal olusturma potansiyeli bulunan zararli oksijen tlrevleri de
olusabilmektedir (76, 77).

SOR, aerobik canllarda belirli oranlarda olugmaktadir. Fagositik
hdcrelerin yabanci mikroorganizmalara karsi savunma mekanizmalarinda
onemli rol oynarlar. Serbest radikaller, paylasilmamis elektronlarindan dolayi,
protein, karbonhidrat ve nukleik asitlerle reaksiyona girerek bu molekullerin
oksidatif hasarina neden olurlar (78). Serbest oksijen radikallerinin, hucre
bilesenleri ile olusturduklari reaksiyonlar sunlardir:

e Proteinler: Serbest radikaller, aminoasitler ile reaksiyona girerek

protein yapisindaki enzimlerin spesifik aktivitelerini ortadan kaldirirlar.
Protein baglanma ve enzim aktivitelerinde farklilagsma ortaya c¢ikan

hicrede fonksiyonel bozukluklar olusturur (79).
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o Karbonhidratlar: Serbest radikaller, polisakkarit polimerizasyonunda

artisa neden olurlar. Glukoz gibi monosakkaritlerin oto-oksidasyonu
sonucu hidrojen peroksit, diger peroksitler ve oksi-aldehitler olugur.
Bdylece molekiler yapi bozularak iglevini kaybeder (80).

e Nukleik asitler: Serbest radikaller, DNA zincirinde kirilmalar meydan

getirirler ve DNA hasari sonrasi aktive olan 'polimeraz’ enzimi ile
reaksiyona girerek DNA'nin onarimina engel olurlar (81).

e Lipidler: SOR, hicre membranlarindaki kolesterol ve doymamis yag
asitleri ile reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu baglatirlar (82,
83).

iskemi-reperflizyon hasari sonucunda; serbest oksijen radikalleri aracilig
ile olusan lipid peroksidasyonunun hicre membrani i¢in dnemli yikici etkileri
olduguna inanilmaktadir. Poliansatire yag asitleri membran butunligunu
bozmaktadir. Lipid peroksidasyonu; hucre membraninin akigkanliginin ve
gecirgenliginin degisimine neden olur. Sonugta membran proteinleri de
degrade olur ve tum bu sure¢ reperfizyon hasari sonucunda olusan hucre
O0lumine yol acan o6nemli etkenlerden sayillmaktadir (84). Lipid
peroksidasyonunun doku ve plazmadaki son arunt MDA’dir ve yapilan klinik
ve deneysel calismalarda lipid peroksidasyonunun belirteci olarak yaygin
olarak kullaniimaktadir (85,86).

Superoksit radikalinin ana kaynagi, post-iskemik endotelyumdur. Normal
kosullar altinda superoksidin zararli etkileri, stperoksit dismutaz (SOD)
tarafindan engellenir. SOD; superoksidi hidrojen perokside donusturen bir
enzimdir. Reperfuzyon esnasinda bu dogal savunma mekanizmasi eksiktir.
Boylece hidrojen peroksit, aminoasitler, membran transport proteinleri,
sitokrom enzimleri ve nukleik asitlere oldukga zararli olan hidroksil radikaline
donusur (87).

Gunumuzde iskemi-reperfuzyon hasarinin  azaltilmasina yonelik
calismalarin ¢ogu, bu 'serbest oksijen radikallerinin temizlenmesi' Uzerine
yogunlagmaktadir ancak halen pratikte rutin kullanima gececek etkin bir

madde bulunmus dedgildir (88).
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2.2.1.3. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Nitrik Oksit

Endotel tlrevli ve gok 6nemli bir endojen vazodilatér olan NO’nun biyolojik
sistemler Uzerinde c¢esitli fizyolojik ve patolojik etkisi bulunmaktadir. NO
enzimatik olarak NOS enzimi araciligiyla L-argininin terminal guanido nitrojen
atomunun oksidasyonu ile yapilir (89-93).

Ug farkli NOS enzimi vardir; endoteliyal izoform (eNOS), néronal izoform

(nNOS) ve Uguncusu de normal kosullarda dretiimeyen ancak inflamasyon
veya enfeksiyon durumlarinda sitokinler veya endotoksinler tarafindan
indUklenebilen (iINOS) formdur. Ayrica iINOS, endotoksemi, hemorajik $ok,
sepsis gibi olaylarda da rol alir. (89, 92-96). nNOS ve eNOS izoenzimleri NO
{iretimi igin kalsiyum (Ca?+) bagimli iken iINOS bagimsizdir (93, 94).
NO sentezi damarlarda baslica "shear stres" ile tetiklenir. Bu fenomen, kalbin
her sistolde kani damarlara gondermesi sonucu damar endoteli yuzeyinde
olusturdugu mekanik etki (surtinme, yalama) olarak ifade edilebilir. Endotel
hicreleri bu mekanik etki ile sekil degisikligine zorlanirken hucre iskeleti
araciligi ile hicre igine sinyaller gdnderir. Bunun sonucunda Protein Kinaz G
aktive edilerek eNOS'u fosforile eder. Fosforilasyon, bu enzimin
aktivasyonuna neden olur. Sonugcta, endotel hiicresinden stirekli NO Uretilir.
Damar endotelinden NO Uretimine neden olan en ©Onemli fizyolojik
stimulus bu fenomendir ("shear stres"). ilging olarak bu sekilde NO Uretimi
icin Ca®+'a gerek yoktur, eNOS'un fosforile edilerek aktive edilmesi yeterlidir.
Diger taraftan hiicre i¢i Ca®+ diizeylerini arttiran bilesikler de (Ach, histamin,
bradikinin, trombin, glutamat, P maddesi, seratonin, noradrenalin,
tromboksan A,, ET-1, ATP, anjiotensin Il, vd.) vaskuler endotelyumda
fosfolipaz C enzimi {izerinden Ca?+'a bagimli bir enzim olan eNOS enzimini
aktive ederler (97).

NO bir kez sentezlendikten sonra hizla hedef dokulara yayilir ve hicre
icinde guanilat siklaz enzimini aktive ederek duz kas kasilmasini saglayan
cGMP miktarini artirir (98,99) NO ayni zamanda trombositler icindeki
¢Ozulebilir guanilat siklaz aktivitesini de arttirarak trombosit adezyon ve

agregasyonunu azaltir. NO, plateletlerin homotipik (platelet-platelet) ve
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heterotipik (platelet-lokosit) agregasyonunu ve |okosit-endotel hucre
adezyonunu inhibe eder. NO veya nitrovazodilatérler tarafindan sentezi
arttinlan cGMP, cAMP fosfodiestarazi inhibe ederek siklik adenozin
monofosfat (CAMP) dlzeyini yukseltir ve platelet agregasyonunu inhibe eder.
Prostosiklinlerle NO arasindaki sinerjik etkinin nedeni budur (100).

NO, ayrica imminolojik satasma sonucu Ca®+'dan bagimsiz olarak
immadn sistem hicreleri tarafindan da dretilir ve bu hicrelerin selektif
olmayan sitotoksik etkilerine aracilik eder. Ayrica mikroorganizmalarin
mitokondrial proteine bagl demir bilegikleriyle reaksiyona girip DNA sentezini
bozarak yikilmalarina yol agar ve savunma sisteminde rol oynar.

NO ve superoksit anyonu spontan olarak toksik peroksinitrit (ONOQO")
iyonunu olusturmak Uzere reaksiyona girerler. Peroksinitrit olduk¢a kuvvetli
ve degisken bir oksidan olup lipid, protein ve DNA ile reaksiyona girer (90,
101). Bu reaksiyonlar NO' in ¢ok sayidaki sitotoksik etkisini agiklayabilir.
Cunki hem siiperoksit anyonu hemde NO dokuda i/R hasarina katkida
bulunur (101). Peroksinitrit, protein tirozin nitrasyonu yoluyla veya OH ve NO'
e ayrisarak dokuda direk oksidan hasara neden olur (90). Ozellikle bébrekte

peroksinitrit olusumu I/R patofizyolojisinde rol oynar (102).
2.2.1.4 Apoptozis Ve Caspase Arki

Programli hucre olumu anlamina gelen "apoptozis", hem hucresel
homeostazisin devamliigi hem de hlcre ¢odalmasi ve farklilagsmasinda gok
onemli olan hucre eliminasyonu icin gerekli fizyolojik bir igslemdir. Apoptozis
ile organizmada hasar gormus veya tehlike potansiyeli olan hucreler, gevreye
zarar vermeksizin ortadan kaldirilir. Bu iglem hem ¢ok hucreli organizmalarin
normal gelisim sureci olan embriyogenezis sirasinda, hem de erigkinlerde
nerdeyse butin dokularda hucresel ¢ogalma ve yenilenme arasindaki
homeostatik dengenin ve doku igeriginin kararlihginin korunmasi igin
gereklidir (103, 104, 105). Fetusda normal doku gelisimin temel 6zelligidir.
Embriyo doneminden baslayarak tUm yasam boyunca apoptotik mekanizma
ve programli hicre 6lumu vardir. Cesitli uyaranlar apoptozis mekanizmasini

uyarir. Bunlara ornek olarak, TNF-a, hucre i¢i kalsiyum duzeyinin artisi,
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glikokortikoidler, reaktif oksijen Urlnleri, ultraviyole 1sik, radyasyon, viral ve

bakteriyel enfeksiyonlar sayilabilir (104, 106).

Apoptozda asil morfolojik olay, ¢ekirdegin yogunlagsmasi ve pargalara
ayrilmasidir. Apoptozisin erken evresinde hucreler birlesme bdlgelerinden
ayrilir, 6zellesmis ylzey organellerini kaybeder ve hlcre giserken zar yapisi
bozulur. Daha sonra zarda tomurcuklanmalar olusur ve hicre sitoplazma ile
cevrilmis kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere pargalanir.
Apoptotik hiicreler, komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninip fagosite
edilirler. Apoptotik hicrelerin taninmasi, plazma zarindaki degisikliklerle olur.
Normalde hlcre zarinin i¢ tabakasinda olan fosfatidil serin, aminofosfolipid
transferaz enzimiyle zarin dig tabakasina goé¢ eder. Fagositik hlcrelerin
vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfotidilserin ile baglanir ve

fagositozu uyarir (107).

Apoptozisde hicresel yapinin bozulmasinin nedeni, Na, K ve CI
taslyici sistemin durmasi sonucu hucre i¢i ve digi arasindaki sivi hareketinin
olmamasidir. Apoptoz uyarisini alan hicre gevre ile olan baglantilarini keser
ve mikrovilluslarini kaybeder. Elektron mikroskobunda gozlenen degisiklikler
ise Oncelikle hicre zarinin seklinin  bozulmasidir ve bunu takiben
kabarciklanmalar olusur ki bu vyapilar 'zeiozis' adini alirlar. Zardaki
tomurcuklanma ve pargalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili
olmaktadir. Fosfolipitler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin ve
fosfatidiletanolamin ile dis tabakada bulunan fosfatidilkolin asimetrik olarak
dagiimiglardir. Normal hicrelerde bu asimetri ATP'ye bagli translokaz ile aktif
olarak korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezIigi ya da
diger enzim sisteminin aktivasyonu sonucu fosfotidilserin dis yuzey tabakaya
yerlesir. Bu durum apoptotik cisimcigin fagositozu igin bir uyaridir. Apoptotik
cisimcikler, sitokin salgilanmasi ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin,
makrofajlar ya da komsu hucreler tarafindan fagosite edilirler. Apoptoz 30- 60
dakika gibi kisa bir suirede tamamlanir. Elektron mikroskobunda apoptozis
sirasinda, kromatinin yogunlagsmasi, sitoplazmanin buzulmesi, plazma
zarinin kabarmasi, mitokondri dig zarinda sisme, mitokondrial membran

araligina sitokrom c¢ ve bir oksidorediktaz ile iligkili flavoprotein olan
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Apoptozis indikleyici Faktér (AIF) salimmi en dnemli morfolojik
degisikliklerdir (107).

Apoptozisin gerceklesebilmesi icin yuksek ATP seviyelerine ihtiyag
vardir. Apoptoz mekanizmasi hentz tam anlasilamamakla birlikte asil dnemli
olanin kaspazlarin aktivasyonu oldugu dusunulmektedir (103). Proteaz
ailesinden olan ve yapilarinda sistein iceren bu enzimler tum hucrelerde
inaktif pro-enzim halinde bulunurlar. Olim sinyali olarak da kabul edilen
kaspazlara karsi cgesitli virUslerde kaspaz inhibitérleri saptanmistir (108).
Uyarana bagli olmak uUzere 2 temel mekanizma araciligiyle apoptozis
baslatihr (103, 104, 109).

1. Hucre igi uyaranlar aracihgi ile

2. Hucre disi uyaranlar araciligi ile

Bircok apoptotik uyari, sonugta mitokondri/apoptozom 6lim yolagi
olusturacak hucre organellerinde metabolik strese neden olabilirler.
Apoptozisin g¢esitli uyaranlari dogrudan ya da dolayli mitokondriden sitokrom
c serbestlenmesine etki eder. Sitokrom c'nin sitoplazmaya sizmasi
mitokondri/apoptozom badimh (intrinsik) 6lim yolaginda anahtar olaydir. Bcl
2 ailesinin bazi Uyeleri bu yolagin kontroliunde 6énemli rol oynarlar. Bcl 2 gen
ailesi Uyeleri, kendi iglerinde birbirlerine antogonist c¢alisarak apoptozu
uyaran veya engelleyen bcl 2 proteinlerini kodlarlar. Bu proteinlerden pro-
apoptotik olanlar (Bax, Bak, Bok, Bad, bid, Bim, Bmf) apoptozu uyarirken
anti-apoptotik olanlar (Bcl-2, Bcl-xi/ Bcl-w) apoptozu engellerler (110, 111,
112). Bcl 2 gen ailesi Gyelerinin orani, hicrelerin yasamasini veya dlmesini
belirler. Bunlarin ekspresyon duzeyleri ve aktivasyon asamasi sitokrom c,
prokaspaz 2, 3, 9, AIF, endoniikleaz G, Smac/DIABLO gibi apoptoza yol
agan molekullerin salinimina etki eder. Butin bu faktorler Bax/Bak kanallari
ya da mitokondriyal membrandaki spesifik olmayan porlar tarafindan
serbestlenir. Prokaspaz 9'un aktivasyonu dATP ya da ATP'nin varliginda
Apaf 1 ve sitokrom c tarafindan kolaylastirilir. Sitokrom c, Apaf 1, kaspaz 9
ve dATP ya da ATP birleserek molekuler agirligi yaklasik 700 - 1400 kDa

olan apoptozom ile buyuk bir bilesik olusturur. Apoptozom Uretimindeki
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anahtar oyuncu mitokondridir. Bununla birlikte kaspaz 9, aktive olur ve
apoptotik hicre olimu yolaginda kaspaz 3, 6, 7 aktive edilir ve apoptozis
gelisir (105, 109)

Bir diger yolak da tumér nekroz faktor (TNF) reseptoér ailesinden, 6lim
reseptorlerinin aracilik yaptigi hucre disi uyaranlar araciligi ile olusur. Bu
yolak olum ligandinin kendi reseptorine baglanmasi ile baslatilir. Su ana
kadar, 6lum reseptor ailesinin insanda en az sekiz tanesi tanimlanmistir.
Bunlar; Fas (CD95), TNF-R1, DR-3 (Apo-3, WSL-1, TRAMP), DR-4 (TRAIL-
R1), DR-5 (TRAIL-R2), DR-6, EDA-R (ektodermal displazi reseptoru) ve
NGF-R'dir. Olime neden olan reseptérler sitoplazma icinde 6lim alani (DD,
"dead domain") olarak adlandirilan bir bolge tasirlar. Olim reseptdri olan
Fas (CD95), hlicre ylzey reseptori olup timor nekroz faktor ailesinin en iyi
tanimlanmis 6lum reseptorlerindendir. Apoptotik isaretin uyaricisi olan Fas,
bircok hucre tipinde sergilenir. Fas ligandi da (FasL) TNF ailesinin bir
dyesidir. FasL'nin hedef hlicredeki Fas reseptorine baglanmasi ile apoptotik
islem baglar. Bu mekanizma, bir immun tepki sonunda aktive olmus T
hdcrelerinin  uzaklastiriimasi, viris infekte hedef hicrelerin ortadan
kaldiriimasi, tumor hdcrelerinin éldurtdlmesi ve birgok patolojik durumdaki
hicrelerin uzaklastirimasinda énemli rol oynar (105, 112).

Ligandin  hedef hicredeki reseptérine baglanmasini DISC
formasyonunun olusumu takip eder (105, 109, 111). Oliim reseptoriine kendi
ligantlarinin baglanmasi hicre i¢inde adaptor proteinin de FADD reseptore
baglanmasina yol agar. FADD, bu kompleks igerisinde sirasiyla pro-kaspaz 8
ve 10'nun calismasina olanak verir. DISC'deki bu proenzimlerin yakin iliskisi
bunlarin  katalitik aktivitesine, muhtemelen bir allosterik mekanizma
tarafindan pro-kaspaz 8 veya 10 molekulleri arasindaki dimerizasyona neden
olur. Pro-kaspaz 8 aktif hale gecince kaspaz 8 olusur ve kaspaz 8 direk hedef
proteinleri bolerek apoptoza yol acan kaspaz 3'U aktive eder (109, 111).
DISC icindeki kaspazlarin aktivasyonu hucre igi proteinlerden FLICE-inhibitor
proteini (cFLIP) tarafindan inhibe edilebilir. Bu proteinler hem DISC'i

calistirabilir hem de kaspaz 8 ve 10'nun aktivasyonunu baskilar (109).
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Eksojen H,O, gibi SOR'lerinin orta dluzeyleri birgok farkli hicrede
apoptoza neden olur. Endojen Uretilen SOR'lerinin hlicre iginde bulunmasi da
apoptotik hicre olumune yol agmada ¢ok dnemlidir ve UV, kanser tedavi
edici ilaglar ve sitokinler gibi birgok uyarilar tarafindan tetiklenir (113). Son
zamanlarda apoptoza karsi koruyucu etki gosteren antioksidanlarla yapilmis
pek ¢ok ¢alisma vardir (114, 115, 116)

2.2.3. iskemil Reperfiizyon Hasarinda Hiperbarik Oksijen

Tedavisi

HBO tedavisi, literatirde yayinlanmis pek ¢ok galismada miyokard,
iskelet kasi, ince barsak ve karaciger gibi pek cok /R modelinde tedavi
amagli olarak kullaniimis ve yararh etkileri ortaya konmustur (117-126). ilk
bakista, reperfizyon sirasinda ortaya c¢ikan oksijen kaynakh serbest
radikallerin hucre lipidleri, proteinleri ve nukleik asitleri Uzerindeki etkileri
disunildiiginde, HBO tedavisinin I/R hasari Uzerine olumsuz etkilerde
bulunacag! dusinilebilir. iskemik dokunun cok ylksek parsiyel basingli
oksijen ile reperfize edilmesinin in vivo gdzlenen olumlu etkileri “oksijen

paradoksu” olarak adlandirilir. HBO tedavisinin I/R hasarinin tedavisindeki
olumlu etkisinin mekanizmalari gun gegctikge daha iyi anlagiimaktadir. HBO
tedavisi I/R hasarinin nétrofiller, endotel, inflamatuar mediyatorler, lipid
peroksidasyonu ve mikrovaskuler kan akimi gibi pek cok farkli bolimu
uzerine olumlu etkiler gostermektedir.

I/R hasarinda HBO’nun etki mekanizmasi konusunda ilk goriisler
HBO’nun iskemik iskelet kasinda 6demi ve nekrozu azalttigi gbzlemine
dayanmaktadir (117, 127). PMNL doku yikimi ve 6demi ile yakin ilgisinden
dolay! /R hasari sirasinda HBO tedavisi ¢alismalarinin odak noktasi haline
gelmistir (128, 129). Bu konuda yapilan calismalarda HBO’nun PMNL
adezyonu ve mikrovaskuler kan akimi Uzerine olumlu etkileri gosterilmistir
(124). Yapilan in vitro galismalarda HBO’nun PMNL'nin adezyondan sorumlu
CD18 bdlgesinin fonksiyonunu PMNL siklik guanozin monofosfat (cGMP)
sentezini baskilayarak etkiledigi gosterilmistir (130). HBO tedavisi PMNL’nin
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adezyonundan sorumlu bir diger komponent olan endoteli de adezyondan
sorumlu CAM molekdllerinin sentezini baskilayarak etkiler.

I/R hasarinda meydana gelen serbest radikal Uretimi membran
lipidlerinin peroksidasyonunu indukler ve bunun sonucu olarak da hlcre ve
organel membranlarinda hasarlanma, hicre dengesinde bozulma ve 6lum
meydana gelir. Reperfuzyon esnasinda %100 oksijene maruz kalmanin lipid
peroksidasyonunu arttirdigi gosterilmistir (131). Oksijen kaynakli serbest
radikallerin I/R hasarini siddetlendirici etkisi disinuldiginde HBO ile birlikte
artacak olan doku pO2 duzeylerinin hasari arttiracagi akla gelmektedir.
Ancak yapilan c¢alismalarda HBO’ nun lipid peroksidasyonunu azalttig
gosterilmistir (120, 126, 132-135). Bu yararlh sonuglar HBO’nun serbest
radikal Uretimini arttirdigi bilinmesine ragmen ortaya c¢ikmistir. Bu
paradoksun agikliga kavusturulmasi amaci ile yapilan ¢alismada oksijenin
lipid peroksidasyonu uzerine etkileri degerlendiriimis ve yuksek basinglarda
oksijenin lipid peroksidasyonunu antagonize edebilecegi ortaya konulmustur
(136).
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2.3. HIPERBARIK OKSIJEN TEDAVISI

HBO tedavisi, izole bir basing odasinda hastaya deniz seviyesindeki
atmosferik basingtan (1 ATA [atmosphere absolute] = 760 mmHg) 2-3 kat
daha fazla bir basingta %100 oksijen solutulmasi ile uygulanan bir tedavi
seklidir. Maske, baslik veya endotrakeal tlp ile uygulanan HBO ile, arteryel
oksijen basinci 2000 mmHg’ya, doku oksijen basinci da 400 mmHg’'ya kadar
cikarilabilir. Bu basingla yapilan oksijen uygulamasi biyokimyasal, sellller ve

fizyolojik bircok yarar saglar (3).

2.3.1. Tarihge

Priestly 1775 yilinda kesfettigi ve sonradan "Oksijen" adi verilen bu
yeni gaz hakkinda su ifadeyi kullanmistir:

"... Bu ¢alismalardan su sonucu da ¢ikarabiliriz: Ayristirdigimiz bu saf hava
tipta bir ilag olarak yararli olabilecekse de, saglikli bir viicutta kullamimi uygun
olmayabilir. Bir kandil bu saf hava ile normal hava ile olandan daha hizli yandigina
gore yasam da cok hizli son bulabilir. Ornegin bir hayvamn giicii bu saf hava ile
hizla tiikenebilir. Ya da en azindan bir ilahiyat¢t bizlere bahsedilen dogal havanin

bizim hakettigimiz en iyi hava oldugunu séyleyebilir. Su anda onu soluma
ayricaligina yalnizca iki fare ve ben sahibiz. " (137)

Hiperbarik tedavi ilk kez 1662 yilinda Henshaw tarafindan yapilan ilk
basing tankinin yapilmasi ile uygulanmistir (138). Ancak Priestly ile
hiperbarik oksijen kavraminin gundeme gelebilmesi igin 200 yil gegmesi
gerekmistir (137).1887 yilina kadar basing tanklari bilimsel bir dayanagi
olmasa da pek ¢ok hastaligin tedavisi amaci ile kullaniimistir (138, 139).
Hiperbarik tip alanindaki asil gelisme, basingh tunel isciliginin onemli bir is
sahasi haline gelmesi ve 1845'te Triger'in Fransa'da Loire Nehri yataginin
kazildigr basingh tunel calismalarinda disbarik problemlerin pek ¢ogunu
tanimlamasi ile baglamistir. 19. yy basinda Paul Bert ve Lorrian Smith
oksijen toksisitesinin yol actigi problemleri tanimladilar. Arntzenius 1887
yihinda kayda deger 300 referansla birlikte o gline kadar olan hiperbarik tip
literatGrunU topladi (138, 140, 141).
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HBO tedavisi, 1930’lardan sonra Amerikan ve ingiliz Donanmalari
tarafindan, dekompresyon hastaliginin tedavisinde rutin olarak kullaniimaya
baslanmistir (142). 1950’lerin sonlarinda ise kan gaz analizi ve gaz degisimi
fizyolojisinin daha iyi anlagiimasiyla, HBO tedavisi modern klinik kullanima
girmistir. 1961 yilinda Boereme ve Brummelkamp’in HBO’yu gazli gangrenli
bir hastada kullanmalari ile klinik uygulamaya ge¢mis ve 1963 yilinda
Amsterdam’da ilk uluslararasi HBO toplantisi yapilmistir (141). Son 20-30
yildir, ¢cok cgesitli akut ya da kronik bozukluklarin tedavisinde primer tedavi
yontemi, veya diger tedavilere yardimci olarak kullaniimaktadir (143).
1970’lerin sonlarinda Sualti ve Hiperbarik Tip Birligi (UHMS) tarafindan
Hiperbarik Oksijen Tedavisi Komitesi olusturulmustur ve bu komite

glunumuzde HBO tedavisi konusunda bilimsel otorite durumundadir.

2.3.2 Hiperbarik Oksijen Tedavisinin Fizyolojik Temelleri

Hiperbarik oksijen tedavisinin temeli hiperoksinin fizyolojik ve
biyokimyasal etkilerine ve gaz kanunlarina dayanir. Boyle-Mariotte yasasina
gore, sabit bir 1sida, bir gazin hacim ve basinci birbiriyle ters orantilidir (144,
145). Baska bir deyisle, belirli bir 1sidaki gazin basinci ile hacminin ¢arpimi
daima sabittir. Bu kanun hiperbarik tedavinin pek ¢ok etkisinden sorumludur.
Bu nedenle tedavi sirasinda basing tanki igerisindeki isi bir miktar yukselir,
Ostaki borusunun tikali olmasi ve basincin dengelenememesi durumunda
orta kulaktaki yUksek basinca bagl olarak siddetli agri duyulabilir. Benzer
sekilde nadir de olsa, ortam basincinin azalmasi sirasinda akcigerlerde
ekspanse olan gaza bagli olarak pnomotoraks gelisimi s6z konusu olabilir.
Dalton kanunu, bir karigim igerisinde bulunan her gazin karigim icerisindeki
miktari oraninda bir basing meydana getirecegini ortaya koyar (parsiyel
basing) (146). Henry yasasi ise; sabit bir i1sida, bir sivi icinde ya da dokuda
¢6zUnmus olan gaz miktarinin sivinin ya da dokunun temasta oldugu gazin
parsiyel basinciyla dogru orantili oldugunu belirtir (147). Bu HBO tedavisi

sirasinda olusan artmis doku oksijen duzeyinin nedenidir. Bununla birlikte bu
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kanun, basin¢ altinda normal hava soluyan kigilerde oksijen digindaki inert
gazlarin Ozellikle de azotun kanda yuksek oranda g¢bzunmesine neden olur.
Basing altinda kanda ¢6zinmus halde bulunan bu nitrojen dekompresyon
esnasinda hava kabarciklari olusturarak hava embolilerine neden olur.

Kanda tasinan oksijenin blylk ¢ogunlugu hemoglobine (Hb) bagli olarak
tasinir (146). Normal atmosfer sartlarinda (1 ATA=760 mmHg) hemoglobin
%97 oraninda doymus halde bulunur. Bununla birlikte bir miktar oksijen de
plazmada ¢dézUnmus olarak tasinir. HBO tedavisi esnasinda ¢ézinmus halde
bulunan bu oksijenin miktari artarak doku oksijenlenmesinde artis saglanir.
Normal basingh hava solundugunda, kandaki oksijen basinci 100 mmHg,
dokudaki oksijen basinci ise 55 mmHg civarindadir. 3 ATA basing altinda
%100 oksijen solundugunda ise kan oksijen basinci 2000mmHg’ya, doku
oksijen basinci 500mmHg’ya yukselir (147). Normal basingta 1 litre kanda 3
ml O2 tasinabilirken bu sartlarda 60 ml O2 tasinabilir ve bu sayede istirahat
halindeki dokulara hemoglobin ile yarigmaya girmeden O2 ihtiyacini
kargilama olanagi saglar (148, 149). Oksijen ¢dzUnmus halde bulundudu igin,
karbonmonoksit zehirlenmesi ve ciddi anemi gibi durumlarda dahi
eritrositlerin giremedigi obstrikte dokulara ulasabilir. HBO tedavisi dokuda
serbest oksijen  radikallerinin Uretimini arttirarak membran lipidlerinin
peroksidasyonu ve DNA hasari yolu ile anti bakteriyel etki gdsterir. Ozellikle
anaeroblara karsi etkinligi bulunmaktadir. Ayrica I0kositlerin bakterileri
oldirme mekanizmasi olan O2 bagimli peroksidaz sistemini uyarir (150).
HBO ayrica bazi antibiyotiklerin hiicre icerisine girisini arttirarak siner;jistik
etki gosterir. HBO, iskemik dokular ile c¢evre dokular arasindaki O2
gradientini arttinr ve angiogenesis igin gerekli olan oksijen bagimh kollajen

matriks Uretimini uyarir (151, 152).
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2.3.3 Hiperbarik Oksijen Tedavisinin Endikasyonlari

Hiperbarik oksijen tedavisi kimi Ulkelerde etkinligi bilimsel olarak
kanitlanmis hastaliklarin bile bir kisminda kullanilirken, kimi Ulkelerde
kontrendikasyonlar  diginda  kalan neredeyse tum  hastaliklarda
denenmektedir.

Ulkemizde ise Saglik Bakanligrnin ézel hiperbarik oksijen merkezleri

icin kabul ettigi endikasyon listesi Tablo 2’de verilmigtir (153).

Tablo 2. Saglik Bakanligi HBO Endikasyon Listesi (153).

—_—

Dekompresyon hastaligi

Karbonmonoksit, siyanid zehirlenmesi, akut duman inhalasyonu
Gazli gangren

Yumusak dokunun nekrotizan infeksiyonlari (deri-kas-fasya)
Yara iyilesmesinin geciktigi durumlar (Diyabetik ve non-diyabetik)
Hava veya gaz embolisi

Kronik refrakter osteomyelit

Kafa kemikleri, sternum ve vertebranin akut osteomyelitleri

A A T

Ani goérme kaybi (Retinal arter okluzyonu)

10. Ani igitme kaybi

11. Crush yaralanmasi, kompartman sendromu ve diger akut
travmatik iskemiler

12. Tutmasi supheli deri greft ve flepleri

13. Radyasyon nekrozlari

14. Beyin absesi

15. Anoksik ensefalopati

16. Termal yaniklar

17. Asiri kan kayiplari
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Sualti ve Hiperbarik Tip Birligi (Undersea and Hyperbaric Medicine-
UHMS) de 2003 yilinda kesinlesmis Hiperbarik Oksijen Tedavisi endikasyon
listesi yayinlamistir. Bu liste de Tablo 3'te verilmistir (154).

Tablo 3. UHMS Tarafindan Belirlenen HBO Endikasyon Listesi (154).

1.Hava veya gaz embolisi

2.Karbondioksit intoksikasyonu/ siyanur intoksikasyonu
3.Gazli gangren

4.Akut travmatik iskemiler (crush yaralanmasi / kompartman
sendromu)

5.Dekompresyon hastaligi

6.Secilmis problemli yaralarda yara iyilesmesine destek
7.Asiri kan kaybi (anemi)

8.intrakranial abse

9.Nekrotizan yumusak doku infeksiyonlari

10. Osteomyelit (direngli)
11. Geg radyasyon hasari (yumusak doku ve kemik nekrozu)
12. Tutmasi supheli greftler ve flepler

13. Termal yaniklar
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Bunun diginda Avrupa Hiperbarik Tip Komitesi'nin (European
Committee of Hyperbaric Medicine - ECHM) 2004'te belirledigi endikasyon
listesi bulunmaktadir (155). ECHM endikasyonlari 3 tipe ayirmigtir. Tip 1'deki
endikasyonlar HBO'nun mutlaka uygulanmasi onerilen hastaliklardir. Tip 2
endikasyonlar HBO uygulanmasinin iyi olacagi, tip 3 endikasyonlar ise
tedavinin opsiyonel oldugu hastaliklar icerir. Ayrica tum endikasyonlar,
tedavinin yararlligini inceleyen yayinlara gore A, B, C, D, E, F gruplarindan
birine dahil edilir. 1. derece kanita dayali 6neriler derece A, 2. derece kanita
dayali oneriler derece B, 3. derece kanita dayal Oneriler derece C olarak
kabul edilir. Sadece kontrolli olmayan c¢aligmalarla desteklenmis ve
konsensusun uzman gorusl olmayan durumlar derece D, fayda
saglanacagina dair kanit bulunmayan yada yanli yorum veya metodolojilerin
sonuca varmayi engelledigi durumlar derece E, HBOT kullanilmamasi
yoninde kanitlarin bulundugu durumlar derece F olarak verilmigtir (Tablo 4)
(155).
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Tablo 4. ECHM'nin Belirledigi HBO Endikasyon Listesi (155).

DURUMLAR KABUL

Kanit Derecesi

A (B [C |D

KUVVETLE ONERILIR

Karbonmonoksit zehirlenmesi

Crush yaralanmasi

Dis cekimi sonrasi osteoradyonekrozun énlenmesinde

Osteoradyonekroz (mandibula)

XXX [ X X[ >

Yumusak doku radyonekrozlar (sistit)

Dekompresyon hastaligi

Gaz embolisi

x| XX

Anaerobik ya da karigik bakteriyel anaerob infeksiyonlar

ONERILIR

Diyabetik ayak lezyonlari X

Riskli deri grefti ve muskulokutan flep

Osteoradyonekroz (diger kemikler)

Radyasyon hasarina bagl proktit / enterit

Yumusak dokunun radyasyona bagl lezyonlari

irradiye doku cerrahisi ya da implanti (koruyucu olarak)

Ani igitme kaybi

iskemik tlser

Direngli kronik osteomyelit

XX XX X[ X[ > [ XX

Noroblastom Evre 4

ISTEGE BAGLI

Post anoksik ensefalopati

Larenks radyonekrozu

Radyasyon hasarina bagl merkezi sinir sistemi lezyonu

Vaskiler girisim sonrasi reperfliizyon hasari

Uzuv reimplantasyonu

> % 20 ve > 2. derece yaniklar

Akut iskemik oftalmolojik hastaliklar

Segilmis inflamatuar stirece sekonder iyilesmeyen yaralarda

XXX X[ X[ > [ XX

Pnémotozis kistoides intestinalis

DIGER ENDIKASYONLAR

Sternotomi sonrasi mediastinit

inme

Orak hiicre anemisi

Malign otitis eksterna

Akut miyokard infarktisi

XXX XXX

Femur basi nekrozu

Retinitis pigmentoza

Tinnitus

interstisiyel sistit

Fasiyal (Bell's) paralizi

XX [ XX

Serebral palsi

Multiple skleroz

Fetoplasental yetmezlik

XX ([X
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2.3.4. HBO Tedavisinin Kontrendikasyonlari

HBO tedavisinin kesin kontrendike oldugu tek durum, gégus tupu
yerlestirilerek tedavi edilmemis olan pnémotorakstir.

Diger kontrendike oldugu durumlar ise gorecelidir. Bunlar:

1. Ust solunum yolu enfeksiyonlari: Otobarotravma ve sinlis
sikigmasina yol agabilir.

2. Bayllma ve biling kaybi ndbeti ile gelen hastalar. Ancak bu tip
hastalari tedaviye alirken yine de gok dikkatli olmak gerekir. Hatta
HBO tedavisi bazi durumlarda ndbeti geciktirir.

3. Akciger grafisinde asemptomatik pulmoner lezyonun varligi.

4. Gecirilmis gégus veya kulak ameliyati hikayesinin bulunmasi.

5. Malignite varliginda, HBO tedavisinin, bazi hastalarda timor
olusumunu provake ettigi, bazi hastalarda ise metastazi hizlandirdigi
gorulmustar.

6. Hamilelik: Cesitli hayvan deneylerinde, hamileligin ilk dénemlerinde
HBO tedavisi uygulandiginda, konjenital malformasyon insidansinin
arttigr saptanmistir.

7. Optik ndrit: Bu durum gdérme bozukluguna sebep olabileceginden,
HBO tedavisinin kontrendike oldugu haller arasindadir (156-160).

2.3.6. HBO Tedavisi Alan Hastalarda Dikkat Edilmesi Gereken
Noktalar

insan viicudunun hava dolu bosluklari olan orta kulak ve sinislerdeki
gazlar sikigtirilabilir nitelikte olduklarindan basing degisikliklerinden
etkilenirler. HBO tedavi odasina girenlerde en sik rastlanan problemlerin
basinda orta kulak ve paranazal sinUs sikayetleri gelir (BAROTRAVMA).

Hastalara esitleme egitimi verilmelidir (161).

Vazokonstriktér burun damlalari, HBO tedavisi sirasinda olusan
problemleri azaltmada yardimci olur. Ust solunum yolu infeksiyonlari bu

esitleme iglemindeki zorluklari arttirir. Boyle durumda olan hastalar kulak
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burun bogaz tedavisi olmadan tedavi odasina alinmamalidir veya bilingsiz
hastalarda timpan zarinin perforasyonunu énlemek igin iki tarafli myringotomi

ve ventilasyon tlpu yerlestiriimesi uygulanmalidir (162).

Boyle Yasasi'na uygun olarak genisleyen solunum gazlar alveoler
geriime ve yirtilmaya neden olur. Yirtilma sonucu pndmomediastinum,
pndémotoraks veya gaz embolisi gelisir. Boyle bir tehlikeden korunmak igin
hasta tedavi odasi iginde iyi gdozlenmeli ve daha 6nceden akcigerlere ait
hastalik olup olmadigi belirlenmelidir. Hasta hikayesinin tam alinmadigi
durumda dekompresyon hizi ¢ok yavas ayarlanmalidir. Endotrakeal tip ve
buna benzer balonlu aletler iyi gézlenmelidir. Atmosferik basingta sisirilmis
balonlar, HBO sirasinda hacimleri kiiglleceginden hipoventilasyona yol agar.
Buna karsilik, dekompresyon sirasinda balon hacmi geniglemesi trakea
yirtilmalarina yol acar. Bu nedenle, balonlarin istenilen basingta kalmalari
saglanmaldir. Bu etkiler, balonlara hava yerine fizyolojik serum doldurmakla
onlenebilir (163).

GUnumuize dek yapilan c¢alisma ve sonuclari HBO'nun birgok
hastaligin tedavisinde vyer alabilecegini gdstermektedir. Cesitli tedavi
protokolleri yaygin sekilde kullanilarak genis kabul gormustir. Tedavi
sonugclari ve basari yuzdeleri Gzerine yapilmis calismalara gére HBO'nun
hangi hastaliklarda tedaviye ne oranda katilabilecegi saptanmigtir ve

gunumuze kadar geliserek 150' nin Uzerinde farkli klinik tabloda denenmistir.

2.3.7. Hiperbarik Oksijen Tedavisinin Uygulanmasi

HBO tedauvisi, tek veya ¢ok kisiyi icine alan kabinlerde, %100 O2'nin
direkt solunarak, endotrakeal tip, maske veya siki bir baslik yardimi ile
solutulmasi ile yapilabilir. Tedavi suresi tek seans igin 45 dakika (CO
zehirlenmesi) ile 5 saat (ciddi dekompresyon hastaligi) arasinda degisir.
Debridman ve antibiyoterapiye yanit vermeyen problem yaralarda tedavi
protokoll, ortalama 90 dakika suren 20-30 seans olarak duzenlenir. Tedavi
sirasinda yogun bakim monitorizasyonu ve tedavisini saglayacak sartlar

(mekanik ventilator dahil) hazir tutulmahdir.
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lll. MATERYAL - METOD

Arastirmamizin yontemi; tek tarafli Ureter obstriksiyonu ile bdbrekte

olusturulmak istenen iskemik nefropatiyi histolojik bulgular, NOS ve caspase
aktivitesi ve apoptozis ile ortaya koymak ve HBO tedavisinin etki
mekanizmasini bu parametreler Uzerinden agiklamaktir.
Bu caligmanin cerrahi islem boélumi Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastaneleri Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvarlari'nda, hiperbarik
oksijen tedavisi, Neoks Hiperbarik Oksijen Tedavi Merkezi'nde uygulandi.
Mikroskobik incelemeleri Celal Bayar Universitesi Tip Fakiltesi Histoloji ve
Embriyoloji AD Laboratuvari'nda yapildi. Calismada kullanilan deney
hayvanlarina uygulanan tiim iglemlerde etk kurallar dikkate alindi. (DEU
Deney Hayvanlari Etik Kurulu Protokol No: 02/2009)

3.1. DENEY HAYVANLARI

Ege Universitesi Tip Fakdltesi Hastanesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuvarlari'nda Uretilmis; dort grupta, yediser adet olmak Uzere toplam
28 adet Spraque-Dawley cinsi rat kullanildi. Her gruptaki 12 — 20 haftalik
erigkin ratlarin agirliklari 200-250 gram arasinda degismekteydi. Ratlar deney
sonuna kadar 3 ve 4’erli kafeslerde, 22+3C° oda i1sisinda, 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanlik 1sik kosullarinda tutuldu. Hayvanlarin beslenmesinde standart pellet

yemi ve sehir igme suyu kullanildi.

3.2. DENEY GRUPLARI

Calismamizda kullanilan doért grubun Ozellikleri Tablo 5 de

siralanmigtir:
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Tablo 5: Deney Gruplari

Deney ve Kontrol gruplari Grup basina hayvan adedi
Grup 1 (Kontrol grubu) 7
Grup 2 (Cerrahi Sham grubu) 7
Grup 3 (Obstruksiyon Grubu) 7
Grup 4 (Obstriksiyon + HBO Tedavi Grubu) 7
Kullanilan toplam hayvan sayisi 28

Grup 1 (Kontrol grubu): 10 gln sure ile ginde 2 kez HBO tedavisi alan
grup.

Grup 2 (Cerrahi Sham grubu): Sol orta hat abdominal insizyonu ile

laparatomi yapilarak karin bosluguna girildi, sol Uretere ulagildi. Ureter
mobilize edildi. Hi¢bir islem uygulanmadan, laparatomi kesileri atravmatik 4/0
ipek dikisle kapatilarak ratlar kafeslerine alindi. 10 gun sdreyle normal

sartlarda beslendi.

Grup 3 (Obstruksiyon Grubu): Sol orta hat abdominal insizyonu ile

laparatomi yapilarak karin bosluguna girildi, sol Uretere ulasildi, Ureter 5/0
serbest ipekle baglanarak, Ureterin 2/3 proksimalinde tam tikaniklik
olusturuldu. Laparatomi kesileri atravmatik 4/0 ipek dikigsle kapatilarak ratlar

kafeslerine alindi. 10 gun sureyle normal sartlarda beslendi.

Grup 4 (Obstriiksiyon + HBO Tedavi Grubu) : Sol orta hat abdominal

insizyonu ile laparatomi yapilarak karin bosluguna girildi, sol Uretere ulasildi,

ureter 5/0 serbest ipekle baglanarak, Ureterin 2/3 proksimalinde tam tikaniklik
olusturuldu. Laparatomi kesileri atravmatik 4/0 ipek dikisle kapatilarak ratlar
kafeslerine alindi. Ratlara 10 gin sire ile ginde 2 kez HBO tedavisi

uygulandi.
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3.3. ANESTEZI

Cerrahi islem yapilacak olan tum gruplardaki siganlara genel anestezi
amach 2 mgr/kg ketamin HCI (Ketalar, Parke-Davis Eczacibasi-istanbul) +

ksilazin intraperitoneal verilerek sedasyon saglandi.

3.4. CERRAHI iISLEM

Siganlar tespit tahtalarina supine pozisyonunda yerlestirildi. Karin 6n
duvari cildi 6nce PVD iyodin (Batticon st solisyon Adeka-Samsun) ile
sterilize edildikten sonra tiraslandi. Cilt tragsindan sonra tekrar PVD iyodin ile
sterilizasyon saglandi. Yalnizca insizyon uygulanacak saha agik kalacak
sekilde steril olarak ortulerek, steril aletler kullanilarak sol midline abdominal
insizyon uygulandi.

Calisma bitiminde, 11. gunde ratlara anestezi/ tranklizan altinda
laparotomi ve sol nefrektomi yapildi. Sol nefrektomi sonrasinda ratlarin kan
kaybindan olmesi saglandi. Butin olarak cikarilan sol bdbrekler serum
fizyolojik ile yikanarak yuzeyel temizlikleri yapildi. Sol bobreklerden alinan
doku ornekleri %10’ luk formalin iginde histopatolojik incelemeler igin tespit
edildi.
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Sekil 2: Ratlarin hazirlanmasi

Ratin supin pozisyonda tespiti (a), cildin traglanmasi (b),

Batticon solUsyonuyla boyanmasi (c) ve ortilmesi (d).

46



Sekil 3: Sol bdbregin bulunmasi (a), sol Ureterin diseksiyonu (b,c)

ve baglanmasi (d)

Sekil 4: Laparatominin anatomiye uygun kapatilmasi
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3.5. HIPERBARIK OKSIJEN TEDAViSI

Tedavi, operasyonun hemen ardindan 1. saatte baslatildi ve glinde 2
kez olacak sekilde 10 gin sure ile uygulandi. 20 seans sonunda tedavi
sonlandirilarak hayvanlar sakrifiye edildi. Tedaviler 2.4 ATA basingta ve her
biri 70 dakika surecek olan seanslar halinde uygulandi. Tedavi 6ncesinde
kabin 5 dakika sure ile %100 oksijen ile yikandi, ardindan 5 dakikada istenen
tedavi derinligine ulasildi. 2.4 atmosfer basingta 60 dakika sure ile tedavi
uygulandi, dekompresyon ise 5 dakikada saglandi. Toplam 70 dakikada
tedavi sonlanmis oldu (Sekil 6).

Hiperbarik oksijen tedavisi deney hayvanlari igin 6zel olarak yapiimis
Barotech Ltd marka B2 model monoplace basing odasi iginde gerceklestirildi
(Sekil 7).

Sekil 6: HBO Tedavi $Semasi

Derinlik (metre)

A

14 1_ __

%100 Oksijen

[
»

0 5 65 70
sure (dakika)
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Basin¢ Odasi Barotech Ltd. marka (2009) DB1 model Ar-Ge basing odasi
olup teknik 6zellikleri agsagida siralanmigtir:

e Calisma basinci: 2.6 Bar, 3.6 ATA,
e Test basinci: C4 ATA,

e Iccap:40cm
e Toplam uzunluk: 55 cm,

e Kapi capi: 46 cm,
e Malzeme: pleksiglass maddesinden yapilmistir. Bitlinlyle seffaf olup
net hacmi 70 It.dir.

o Basin¢c gostergeleri: Hat basinci ve basing odasi gostergesi olmak

uzere iki adet olup guvenlik regulatort bulunmaktadir.
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Sekil 7: HBO Uygulamasi

—_—

a,b,c: Iki gruba ait ratlar iki ayri kafeste tedaviye alindi.

d: Post-op ilk doz, opere ratlar henlz anestezi etkisinde iken verildi.

3.6. HISTOLOJIK DEGERLENDIRME

Tdm gruplara ait deneklerin bobrek dokulari ¢ikartildiktan sonra
Olmeleri saglandi. (Sekil 8) Dokular %10 formalin sollisyonu igerisinde 24-48
saat tespit edildikten sonra rutin parafin takip islemi uygulandi. Parafin
bloklardan elde edilen kesitler histomorfolojik inceleme igin histokimyasal, e-
NOS, i-NOS ve kaspaz-3 dagilimi i¢cin immunohistokimyasal ve apoptotik
hacrelerin tespiti icin TUNEL boyamalari igin kullanildi. Histokimyasal

inceleme icin kesitler rutin protokoller uygulanarak hematoksilen-eozin ile
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boyandi. immunohistokimyasal inceleme igin ise kesitler rutin boyama
protokoli uygulandiktan sonra anti-eNOS, anti-INOS ve anti-kaspaz-3
antikorlari ile indirekt immunohistokimyasal boyama yontemi kullanildi.
TUNEL yontemi igin ise kesitler rutin boyama protokolu uygulandiktan sonra

tdt uygulamasi yapilarak apoptotik hicrelerin boyanmasi saglandi.

Sekil 8: Cikarilan bdbrek dokularinin makroskobik gérintimleri

a: Sag ve sol bobrekler , b: sag bobrek kalisiyel yapilar ,

c,d: solda genislemis kaliksler
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3.6.1. Parafin Doku Takibi

Tespit edilen deri érnekleri, fiksatiflerin uzaklastiriimalari amaciyla 1
gece akar su altinda yikandiktan sonra, dehidratasyon amaciyla 30’ar dakika
%60’dan %80’ e artan etil alkol serilerinden gegirildi. %95 alkol igerisinde 1’er
saat iki degisim saglanarak tutulan 6rnekler 30 dakika 1:1 oraninda ksilen-
alkol karigsimina ve seffaflastirma amaciyla 1’er saat iki degisim ksilene tabi
tutuldu. 1:1 ksilen:parafin icerisinde 30 dakika 60° C’ lik etlvde tutulan
ornekler bir saat 2 degisim parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra blok
kaplarina alinarak parafin igerisinde gémuldi (Tablo 6). Alinan 5 p’luk kesitler
histokimyasal inceleme igin hematoksilen-eozin, immunohistokimyasal

inceleme icin indirekt immunoperaksidaz boyamasi yapildi.

Tablo 6: Parafin doku takibi

islem Madde Siire
Tespit %10 formalin, 24 saat-48 saat
Fiksatifin Akar su 1 gece
uzaklastiriimasi
Dehidratasyon % 60 etil alkol 30 dk
% 70 etil alkol 30 dk
% 80 etil alkol 30 dk
% 95 etil alkol 1 saat
% 95 etil alkol 1 saat
Seffaflastirma Ksilen — Alkol 30 dk
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Emdirme %60 C etluv Ksilen parafin 30 dk
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Gomme Parafin
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3.6.2. Hematoksilen- Eozin Boyamasi

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) aracihidi ile alinan 5 ym’ lik parafin
kesitler deparafinizasyon islemi igin 1 gece 60° C’lik etlivde birakildiktan
sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon
islemi icin %95’ den %60’ a azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler 5
dakika akar su altinda yikandi. Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton,
Peter Borough, Cambridgeshire) ile 30 dk. boyandiktan sonra, boyanin
fazlasinin dokudan uzaklastiriimasi igin 5 dk. akar suda yikandi. Daha sonra
kesitler 2 dk. eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Ayni sekilde 5 dk. akar su altinda
yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve %95’ lik alkol serilerinden gegirilip
havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ ar dakika iki degisim
ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany)
ile kapatildi (Tablo 7).

Tablo 7: Hematoksilen-Eozin Boyamasi

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlvde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Hematoksilen 30 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Diferansiyasyon Asit alkol 2-3 saniye
Boyama Eosin 2 dakika
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Yikama Akar su 5 dakika
Dehidratasyon % 80 alkol 1 dakika
Dehidratasyon % 95 alkol 1 dakika
Seffaflagtirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan

3.6.3. TUNEL Boyamasi

Bu teknik igin Dead-End Colorimetric TUNEL system kiti (Trevigen
Insitu Detection Kit, Cat. No: 4810-30-K) kullanildi. Kesitler boyama igin bir
gece 60°C’ lik etlivde tutulduktan sonra, 30’ ar dk. iki degisim ksilen ile
seffaflastira islemi gergeklestirildi. Ardindan azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak fosfat tampon soltiisyonunda (PBS: Posphate buffer
solution) 5 dk yikandi. Daha sonra oda sicakhginda 15 dk 20 ug/ml
proteinase K ile inkube edilen kesitler 3 defa 5 er dk PBS ile yikandi.
Endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’lik H,O, (TA-015-
HP, Lab vision, Fremont, CA) uygulanan kesitler PBS ile oda sicakliginda 10
dakika yikandi. Equlibration tampon solusyonu ile oda sicakliginda 5 dakika
inkiibe edilen kesitler, TdT enzimi ile 37 °C de 1 saat bekletildi. Kontrol
boyama kesitleri TdT enzimi konmayip, sadece reaksiyon solusyonunda
bekletildi. Daha sonra kesitler oda sicakliginda 10 dakika tampon solusyonu
ile, 3 defa 5’er dakika PBS solusyonu ile yikandi. Anti-digoxigenin konjugat
solusyonu ile 30 dakika oda sicakliginda inkube edilen kesitler 4 defa S’er
dakida PBS ile yikandi. TUNEL reaksinonun gorunurlliguni saptamak amaci
ile kesitler 5 dakika diaminobenzidine (DAB) ile boyandi. Distile su ile
yikandiktan sonra Mayer's hematoksilen ile artalan boyamasi saglanan
kesitler %80 ve %95’lik alkollerde dehidratasyon ve 30 dk ksilen ile
seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi. TUNEL pozitif hicre
sayimi iki histolog tarafindan ayri zamanlarda Image-Pro Plus 5.1.2 hice
sayim programinda her gruptan her bir denkten alinan kesitlerde en az 5
farkli alanda boyali ve boyanmayan hucreler belirlenerek sayim yapildi
(Tablo 8).
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Tablo 8: TUNEL Boyamasi

islem Madde Sire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
Proteinaz K solusyonu 10 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
% 3’lUk hidrojen peroksit 5 dk
Yikama PBS 3x5 dakika
Tamponlama Equilibration tampon sol. 5 dk
Primer antikor Enzim solusyonu 37°De 1 saat
Yikama PBS 3x5 dakika
Anti-digoxigenin konjugat 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB boyasi 10 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Z1it boyama Mayer hematoksilen 4 dakika
Dehidratasyon %80-%90’lik alkol serileri 2 dakika
Seffaflastirma Ksilen 30 dakika
Kapama Entellan
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3.6.4. indirekt immiinoperoksidaz Yéntemi

Alinan bdbrek kesitleri immunohistokimyasal boyama igin bir gece 60
C® lik etlvde tutulduktan sonra, 30’ ar dakika iki degisim Kksilen ile
seffaflastirma islemi gergeklestirildi. Ardindan %95’ ten %60’ a azalan
derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 10 dakika
bekletildi. isaretleyici kalem (IM3580, Immunotech, Marseille, France) ile
sinirlandirilan % 0,5’lik tripsin (EK001-10K, Biogenex, San Ramon, USA)
solusyonu iginde oda sicakliginda 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen
peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’ lik H,O, uygulandi. 3 defa
5’er dakika fosfat tampon sollisyonu (PBS; Posphate buffer solution) ile
yikanan kesitler 10 dakika bloklama solusyonu (85-6543, Histostain plus kit,
Zymed, San Francisco, USA) ile muamele edidi. Bloklama solusyonu
dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar anti-e-NOS (Genetex Cat.
No:GTX15280), anti-i-NOS (Genetex Cat No: GTX15323) ve anti-kaspaz-3
(Genetex Cat. No:GTX73090) ile bir gece inkibe edildi. Ertesi giin tampon
solUsyonu ile 3 defa yikanan kesitler, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen
peroksidaz ikincil antikoru (85-6543, Histostain plus kit, Zymed, San
Francisco, USA SKU#:85-9043) ile 30’ar dakika boyandi. Yine u¢ defa S’er
dakika  tampon  solusyonu ile  yikanan kesitler, olusturulan
immunohistokimyasal reaksiyonun gorunurligund saptamak amaciyla
diaminobenzidine (DAB, Histostain plus kit, Zymed, San Francisco, USA
Spring Bioscience Cat. No:DAB-125) ile 5 dk boyandi. Mayer’'s hematoksilen
(02274390059, J.T.Barker, Deventer, Holland ScyTek Ref: HMM999) ile
artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler
kapatma medyumu (K002, DBS, California, USA) ile kapatildi (Tablo 9).

indirekt immunohistokimya isleminden sonra érnekler iki histolog
tarafindan farkh zamanlarda degerlendirilerek, immunoreaktiviteler negatif (-),

zayif (+), orta (++) ve siddetli (+++) pozitif olarak degerlendirildi.
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Tablo 9: indirek immunohistokimya boyamasi

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
Tripsin 10 dakika
%3’ Uk hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok solusyonu 10 dakika

Antikor ile inkiibasyon

e-NQOS, i-NOS, kaspaz-3

1 gece, 4°C de

Yikama PBS 3x5 dakika

ikincil antikor 30 dakika

Avidin-biotin kompleksi 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB 5 dk
Yikama Distile su 15 dakika
Z1t Boyama Mayer hematoksilen 15 dakika
Yikama Distile su 3x5 dakika
Kapama Kapatma mediumu
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3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZz

Verilerin analizi SPSS 11.5 paket programinda goésterildi. Tanimlayici
istatistikler  histopatoloji sonuglarindaki degisim ortanca (minimum-
maksimum) bigiminde gésterildi. immunohistokimyasal ve TUNEL ydntemleri
Image Pro-Plus 5.1 analiz programi ile degerlendirilerek elde edilen verilerin
istatistiksel olarak anlamlihdr Kruskal Wallis testiyle incelendi. p<0, 05 igin

sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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IV. BULGULAR

4.1. Bobrek Dokusu Histokimyasal Sonuglari

Bobrek dokulari histolojik agidan degerlendirildiginde;

1. Hematoksilen-eozin ile yapilan tim gruplara ait kesitlerde, korteks ve
medulla ayrimi kolaylikla yapilabiliyordu.

2. Kontrol ve sham gruplarina ait orneklerde bobrek dokusu normal
olarak degerlendirildi.

3. Obstruksiyon uygulanan grupta, glomeral vyapilari normal iken,
proksimal ve distal tubuluslarda 6dem, konjesyon ve yer yer piknotik
cekirdekli hucrelere rastlandi. Bununla beraber tubuluslarda dilatasyon
da izlendi. Henle kulbunun inen, c¢ikan ve ince kisimlarinda ve
toplayici kanallarda yer yer piknotik ¢ekirdekli hticreler gozlendi.

4. Tedavi uygulanan grupta ise; obstruksiyon grubuna benzer oOzellikte
bulgulara rastlandi. Glomerller vyapilar korunurken, tubuluslarda

o0dem, sisme ve piknotik ¢ekirdekli hiicrelere rastlandi (Tablo 12).

4.2. immunohistokimya Sonuglar

immunohistokimyasal ~ boyanmalarin  intensiteleri  boyanmanin
Ozelligine gore negatif (-), ¢cok zayif (), zayif (+), orta siddette (++) ve
kuvvetli (+++) olarak de@erlendirildi. intensite dagilimlari ayni denek iginde
dokular arasinda farklihk gostermesi Uzerine immunohistokimya
degerlendiriimesinde HSCORE analiz yontemi kullanildi.

Burada kullanilan formulde; HSCORE= X Pi (i+1)

i = intensite derecesini (yukarida tarif edildigi gibi), Pi degeri ise

boyanan hucre sayisini belirtmektedir.
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4.2.1. e-NOS dagilimi

immunohistokimyasal analiz sonucunda e-NOS immunoreaktivitesinin

tum gruplarda goézlendigi saptandi.

1.

Kontrol grubunda e-NOS immunorektivitesi kortekste ¢ok zayif, yer yer
zayIf siddette oldugu, medullada ise zayif siddette oldugu gozlendi.
Sham grubunda ise e-NOS immunoreaktivitesinin kortekste zayif
siddette oldugu, medullada ise ¢ok zayif veya zayif siddette oldugu
izlendi,

Obstruktif grupta immunoreaktivitenin hem kortekste hem de

medullada kontrol ve sham grubuna oranla arttigi gézlendi.

. Tedavi grubunda ise e-NOS immunoreaktivitesinin zayif giddette

oldugu ve obstruksiyon grubuna oranla azaldigi izlendi.

4.2.2. i-NOS dagilimi

i-NOS immunoreaktivitesinin tim gruplarda gézlendigi ve tim gruplarda

e-NOS immunoreaktivitesine oranla daha fazla oldugu saptandi.

1.

2.

3.

4.

Kontrol grubunda hem korteks hem de medullada zayif siddette
oldugu gozlendi,

Sham grubunda hem korteks hemde medullada zayif yer yer ise orta
siddette oldugu izlendi.

Obstruksiyon uygulanan grupta ise i-NOS immunoreaktivitesinin hem
korteks hemde medullada orta siddette yer yer ise kuvvetli oldugu
saptandi,

Tedavi uygulanan grupta i-NOS immunoreaktivitesinin obstriksiyon
grubuna oranla azaldigi ve hem korteks hem de medullada orta

siddette oldugu gozlendi.
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4.3. TUNEL Boyama Sonuglari

TUNEL (Tdt-mediated dUTP-biotin nick end-labeling) boyamasi ile

yapilan apoptotik hulcrelerin belirlenmesi c¢alismasinda; TUNEL pozitif

hacreler, kahverengi ¢ekirdekli apoptotik hucreler olarak belirlendikten sonra,

her bir denekte 5 farkli alanda 100 hlcre sayildi. Elde edilen veriler %
olarak belirtildi.

1.

3.

4.

Kontrol ve sham grubunda TUNEL pozitif hicrelerin sayilarinin
sirasiyla kortekste % 0.33 £ 0.50 ve % 1.56 + 1.01, medullada ise %
1.89 + 1.45 ve % 4.56 + 1.24 oldugu saptandi. istatistiksel olarak
inceleme sonucunda ise kontrol ve sham gruplarinin korteks ve
medulladaki apoptotik hicre sayilarinin istatistiksel olarak anlaml
olmadigi izlendi (P>0.05).

. Obstriksiyon uygulanan grupta ise apoptotik hicre sayisinin kortekste

% 6.67 £ 1.73, medullada ise % 10.33 £ 3.43 oldugu izlendi.

Tedavi uygulanan grupta apoptotik hiicre sayilarinin obstruktif gruptan
daha az oldugu ve kortekste: % 3.34 + 1.32, medullada: %5.78 + 2.39
oldugu izlendi. Veriler obstrUksiyon uygulanan grup ile
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh oldugu gozlendi
(Kortekste P<0.01, Medullada P<0.001)

Tedavi grubundaki apoptotik hiicre sayilarinin kontrol grubundan daha
fazla oldugu (Kortexte P<0.05, Medullada P<0.001) fakat tedavi
grubunun korteksdeki apoptotik hucre sayisinin sham grubu ile benzer
oldugu gozlendi (P>0.05).
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4.4. Kaspaz-3 dagilimi

Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin kontrol grubunda negatif iken, sham
grubunda ¢ok zayif siddette gézlendi (P>0.05). Bununla beraber obstriksiyon
grubunda kaspaz-3 immunoreaktivitesini korteks ve medullada zayif siddette
go6zlenir iken, tedavi grubunda immunoreaktivitenin azaldigi ve ¢ok zayif
siddette oldugu bulundu. Ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05).

Obstruksiyon grubu kontrol ve sham grubuyla karsilastinldiginda anlamli bir

kaspase 3 artisi saptandi (Kontrol-Obstriksiyon P<0.001, Sham-
Obstriksiyon P<0.05)
immunohistokimyasal teknigin  kontrol boyama grubunda ise

immunoreaktivitelerin negatif olmasi immunoreaktivitelerin spesifik oldugunu

gOstermektedir.

Tablo 10 : HSCORE Degerleri (Veriler MeantSD )

l. K* 6.1+2.69 12.8 £3.26 0 0.33+0.50
M**  3.00+0.67 14.00+3.77 O 1.89+1.45
Il K 16.8 £3.30 27.4+6.11 2.1+0.88 1.56+1.01
M 12.00+2.11 20.9+7.40 4+1.05 456+1.24
Mll. K 33.5+3.36 61.1+6.76 10.1+£3.29 6.67+1.73
M 20.6 £1.90 113.6+14.17 11.7+2.83 10.33+3.43
V. K 15.8+2.20 53.4+5.88 3.3+£0.95 3.34+1.32
M 10.00+1.89 76.2+5.93 581161 5.78 £2.39
Kontrol Boyanma Boyanma Boyanma Boyanma
Boyama YOK YOK YOK YOK

K*: Korteks, M**: Medulla
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Tablo 11: Bdbrek Korteksine Ait Tum Gruplarin Birbiriyle
Karsilagtirmali istatistiksel Sonuglari ve p degerleri.

GRUP e-NOS i-NOS CASPACE 3 TUNEL

1. 6.1+2.69 12.8+3.26 0 0.3340.50

P<0.001 ——————— P<0.001 ——————— P50.05 —————— P>0.05
2. 16.8+3.30 274+6.11 2.10.88 1.56+1.01
1. 6.12.69 12.8+3.26 0 0.33+0.50
3. 3358336 0001 o676 PO00L Tioii3ng  PO001 o173 Pe000L
1. 6.1£2.69 12.8+3.26 0 0.33+0.50
4. 1581220 P00l To3aisgg  P<O001 Tooi595  PPO0S Tiguisy POOS
2. 16.8+3.30 27.4+6.11 2.10.88 1.56+1.01
3. 3358336 0001 o676 PO00L Tioiizng P00 o753 Pe000L
2. 16.8+3.30 27.4+6.11 2.10.88 1.56+1.01
a. 158+220 005 To3aisgg  P<O001 Tooggs PP00S Thgiiisy PPOOS
3. 33.5+3.36 61.1¢6.76 10.1%3.29 6.67+1.73
a. 15.842.20 53.4+5.88 3.3+0.95 3.34+1.32
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Tablo 12: Bdbrek Medullasina Ait Tim Gruplarin Birbiriyle
Karsilagtirmali istatistiksel Sonuglari ve p Degerleri.

GRUP e-NOS i-NOS CASPACE 3 TUNEL

1. 3.00 £0.67 14.00+3.77 0 1.89+1.45

P<0.01 —— P>0.05 P>0.05 —— P>0.05
2. 12.00+2.11 20.9+7.40 4+1.05 4.56+ 1.24
1. 3.00+0.67 14.00+3.77 0 1.89+1.45

P<0.001 —————— P<0.001 —————— P<0.001 —— —— P<0.001
3. 20.6£1.90 113.6+14.17 11.7+2.83 10.33+3.43
1. 3.00+0.67 14.00+3.77 0 1.89+1.45

p>0.05 ————— P<0.001 — P>0.05 ——  P<0.001
4. 10.00+1.89 76.2£5.93 5.8£1.61 5.78 £2.39
2. 12.00+2.11 20.9+7.40 4+ 1.05 4.56+1.24

P<0.01 —————— P<0.001 ——————— P<0.05 ——————— P<0.001
3. 20.6 £1.90 113.6+14.17 11.7+2.83 10.33+3.43
2. 12.00+2.11 20.9+7.40 4+ 1.05 4.56+1.24

p>005 -———— P<0.00l ———— P>005 ——— P>0.05
4. 10.00+1.89 76.2 £5.93 5.8+1.61 5.78 £2.39
3. 20.6 £1.90 113.6+14.17 11.7+2.83 10.33+3.43

P<0.001 == P<0.001 ————= P>0.05 ——= P<0.001
4. 10.00+1.89 76.215.93 5.8+ 1.61 5.78+£2.39
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Tablo 13: Hematoksilen —Eozin Boyasi

X40

X200 Korteks

X200 Medulla
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Tablo14: e-NOS ve i-NOS immunoreaktivitesine Ait Resimler

i-NOS

e-NOS
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Tablo 14’Un devami
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Tablo 15: Kaspaz-3 dagilimi ve TUNEL pozitif hiicrelere ait resimler

KASPASE 3

TUNNEL
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Tablo 15’'in devami

. | K
M
V. |K
M
Kontrol
Boyama
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4.5. Histolojik Degerlendirme Sonuglari

Obstriksiyon uygulanan grupta histolojik degisikliklerin gézlenmesi
kronik obstruksiyon varligini gosterirken, apoptotik hucrelerin  6zellikle
obstriksiyon grubunda fazla olmasi  hlcre hasarinin  varligini
desteklemektedir. Bununla birlikte HBO tedavisi ile histolojik olarak farkllik
gozlenmez iken, molekuler duzeyde apoptotik hucre sayisinin bir miktar
azaldig1 saptanmigtir.

Obstruksiyon ile bobrek dokusunda hem e-NOS hem de i-NOS
immunoreaktivitelerinin  kontrol ve sham gruplarina oranla daha fazla
oldugunun gézlenmesi doku hasari ile birlikte e-NOS ve 6zellikle de i-NOS
salgisinda artis oldugunu desteklemektedir. HBO tedavisi sonrasi molekuler
acidan dokuda e-NOS, i-NOS immunoreaktivitelerinde azalmanin gézlenmesi
ile HBO’nun doku hasarina karsi koruyucu etkisinin bu molekdllerin salgisini
azaltarak da saglayabildigi dasunulda.

Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin beklenenin aksine obstriksiyon ve
tedavi gruplarinda ¢ok siddetli gézlenmemesi, doku hasarinda apoptotik
yolaklarin en son Urdnu olan kaspaz-3 Un saliniminin ¢ok fazla olmadigi;
buna karsin, apoptotik yolakta kaspaz-3 den once salgilanan diger kaspaz ve
molekullerin salgilarinin tamamlanmamis olmasindan dolayl apoptotik son
yolaga henuz giriimemesi nedeniyle olabilecegi dusunuldu.

HBO tedavisinin, tek tarafli Ureter obstriksiyonuna bagli gelisen bdbrek
hasarinda  6zellikle  apoptotik  hicre  sayisi, e-NOS, i-NOS
immunoreaktiviteleri ile bir miktar da kaspaz-3 saliniminda azalmaya neden

olarak iyilesmeye olanak sagladigi sonucuna varildi.
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V. TARTISMA

Bu calismada literatirde ilk olarak tek tarafli Greter obstriksiyonuna
badli bobrekte meydana gelen iskemik hasarin tedavisinde HBO nun etkili
olabilecegi gdsterilmistir.

Ust Uriner sistem obstriksiyonlari, tedavi spekturumu oldukga genis
patolojilerdir. Obstriksiyonun dlzeyi, derecesi ve slresi planlanacak
tedavinin  belirlenmesine yon vermektedir. Tedavide birincil amag,
obstriksiyonu gidererek bdbregin foksiyonel rezervini korumak ve/veya bir
miktar geri kazanmaktir.

Ust Uriner sistem obstriiksiyonlarinda bobrek hasari, ilk agamada artan
ureteral basincin etkilenmesi ile baslarken daha sonra ortaya ¢ikan renal kan
akimindaki azalmayla doku iskemisi ve hucresel atrofi meydana gelir ve
nekrozla sonuglanir (11). /R sirasinda; mitokondriyal  oksidatif
fosforilasyonun degismesi, ATP' nin azalmasi, hicre igi kalsiyum artigi ve
hicre iskeleti ile membran fosfolipidlerinin bozulmasina 6nculik eden
proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi sonucu asiri miktarda serbest oksijen
radikalleri olusarak, oksidatif strese neden olur (110). Oksidatif streste ise
serbest oksijen radikalleri ve antioksidanlar arasindaki denge serbest
radikaller lehine bozulur (92, 164). Serbest oksijen radikalleri de hlicrede
DNA hasarina ve bunu takiben hicre 6limune yol agar (102).

GUnumuz tibbinda HBO uygulamalari, birgok hastaligin tedavi ve
yardimci tedavisinde yaygin olarak kullanima girmis bulunmaktadir. Oyle ki,
refrakter osteomyelit, gazli gangren anaerob mikroorganizmalarin da ise
karistigi mikst yumusak doku enfeksiyonlari, akut iskemi ile sonuglanan
travmatik yaralanmalar, cesitli deri greftleri ve iyilesmeyen yaralar gibi zor
vakalar bile HBO’ nun tedavi spektrumuna girmistir (165).

HBO tedavisinin /R hasarinin tedavisindeki olumlu etkisinin
mekanizmalari giin gectikge daha iyi anlagsiimaktadir. HBO tedavisi /R
hasarinin nétrofiller, endotel, inflamatuar mediyatorler, lipid peroksidasyonu
ve mikrovaskuler kan akimi gibi pek ¢ok farkl elementi Gzerine olumlu etkiler

gOstermektedir.
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HBO tedavisi, literatirde yayinlanmis pek c¢ok calismada miyokard,
iskelet kasi, ince barsak ve karaciger gibi pek ¢ok I/R modelinde terapotik
amagcli olarak kullanilmig ve yararli etkileri ortaya konmustur (117-126).

Uzun ve ark. calismasinda da HBO'nun testisin i/R hasari (zerine
yararl etkileri oldugu sonucuna varilmistir ancak bu ¢alismada da HBO'nun
hangi mekanizmalar Uzerinden etki gosterdigi ve testis dokusunda ne gibi
immuanohistokimyasal ve  biyokimyasal degisikliklere yol acgtigi
degerlendiriimemigtir (166).

Kolski ve ark. galismalarinda bilateral testis torsiyonu uyguladiklar
ratlarda iskemi sirasinda ve reperfiizyon sonrasinda uyguladiklari HBO'nun
etkilerini histolojik olarak degerlendirmigler ve sonugta reperfizyon sonrasi
uygulanan HBO'nun olusan i/R hasarini belirgin olarak azalttigini ortaya
koymuslardir (167).

Literatlr tarandiginda Urolojide iskemik defektlerin tedavisinde HBO
tedavisinin  etkinliginin  arastinldigir  goértulmektedir.  Ancak  Ureter
obstriksiyonuna bagli nefropatide HBO etkinliginin arastirildigi bir ¢alisma
yoktur.

Yontem olarak en yakin arastirma Gdurer ve ark.larinin renal pedikul
klemplenerek bébrekte i/R hasari olusturulan ¢alismadir (168). Bu calismada
4 grup olusturulmus, kontrol grubunda 6, diger gruplarda 8’er adet olmak
uzere rat kullaniimistir. Bununla birlikte HBO tedavisinin verilis zamani ve
dozu da bizim calismamizdan farkhdir. Gurer ve ark.lari HBO tedavisini
cerrahiden 30 dakika once 75 dakikalik tek doz olarak uygulamiglardir. Bu
calismada arastirmacilar bobrekte iskemi olusturan  girisimlerden
(transplantasyon, parsiyel nefrektomi gibi) 6nce uygulanacak HBO
tedavisinin etkinligi arastinimistir. Bu nedenle amaclar farkh oldugu igin
gruplarda ve HBO uygulanma seklinde de farklihk olmasi dogaldir. Bizim
calismamizda ise obstruksiyonla olusan iskemi durumlarinda (tas hastaligi
gibi) tedavinin hemen mumkin olmadigi hastalarda bu dénemde uygulanan

HBO tedavisinin etkinligi arastirildi.
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Yine Gdlrer ve ark.larinin c¢alismasinda HBO tedavisinin I/R
hasarindaki potansiyel etkisi bobrek dokusunda MDA ve GSH duzeylerine
bakilarak arastirimistir. Biz ise HBO tedavisinin etkinligini asagida
acikladigimiz gibi sadece immuno-histokimyasal verilerle arastirdik. Ancak
her iki caligmanin da ortak yani olan histolojik incelemelerde benzer
bulgulara rastlandi. iskemi olusturmadan tek doz HBO uygulanmasi sonrasi
kontrol grubuna goére doku MDA dlzeylerinin dustugu ve GSH duizeylerinde
bir degisme olmadigi bulunmustur. I/R gruplarinda da ayni sekilde HBO
tedavisi ile MDA seviyelerinde anlamli dismeye ragmen GSH’da anlaml fark
bulunmamistir. Ancak her iki tedavi grubunda da histopatolojik skorlarda
dizelme saptanmistir. Bizim c¢alismamizda ise; bdbrekte iskemik hasar
TTUO yoluyla olusturuldu. HBO tedavisi ise Ureter obstriiksiyonu sonrasi 1.
saatte baslayan 70’er dakikalik dozlarla, ginde iki kez olmak Uzere 10 gun
boyunca uygulandi. Boylece tedavi grubunda bobrekte olusturulan iskemik
nefropatinin neredeyse tum safhalarinin HBO tedavisi altinda gelismesi
saglandi. HBO tedavisinin normal dokuya etkisi ise kontrol grubuna 20 seans
HBO uygulanmasi ile arastirildi.

Literatlr incelendiginde obstriktif UGropatinin en iyi ortaya konan
modeli, tek tarafli Greter obstriiksiyon modeli oldugu icin biz de galismamizda
bu yontemi uyguladik (169).

Tek tarafli tikanikhk Gropatileri siklikla bobrek taglarinin bir sonucudur.
Populasyonun %12’sinde 70 yasina kadar bir kez tas gorilur. Hastalarin
%70’'inde tikaniklik duzeyi Ureteropelvik bilegke, geri kalanda Ureterovezikal
bileske ile Ureter orta kesimdir (170-172). Calismamizda taglarin en ¢ok
goruldugu Ureteropelvik bileskenin hemen altinda Ureterin 2/3 proksimali
baglanarak tam ureter tikanikligi olusturuldu. Boylelikle akut olarak meydana
gelen tikanmaya verilen cevap degerlendirildi.

Renal hasarin ciddiyeti obstriuksiyonun suresi ile iligkilidir.
Obstruksiyon periyodu uzadikga obstriksiyon sonrasi fonksiyonlarda
dizelme bozulmaktadir. Obstriksiyonun ilk birka¢ guninde papillarda
duzlesme, distal nefronda genis alanda dilatasyon ve proksimal tubulide

gegici dilatasyon sonrasi yavasca atrofiye yonelis olur. 7. gununde dilate
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kollektor tubulide atrofi ve nekroz geligir. 14. ginde distal tubulide dilatasyon
artar, proksimal tubuli epitelinde atrofi gozlenir. 28. ginde ise meduller
kalinlikta %50 azalma olusur. (11, 41). Bander ve ark.lari, obstrukte bobregin
yuzeyel ve jukstameduller nefronlarinin 24 saatlik obstriksiyon sonucu
%15'nin kaybedildigini tespit etmis ve bu kaybin 60 gun kadar sitrddgunu
goérmustar (173). Tabulis fonksiyonlardaki geri dénus incelendiginde bir
haftalik obstriksiyon sonrasi konsantrasyonun tamamen duzeldigi izlenmistir.

Heyman ve ark.larinin calismasinda, ratlarda 24 saatlik TTUO’dan
sonra bobredin papilla ve forniksinde hemoraji ve nekroz tespit edilmigtir.
Obstriksiyondan 30 dakika sonra bile apopitozise ugrayan hucreler
gOrulmustir. Henle kulpunun ¢ikan kolunda hafif hasar saptanmigtir (174).

Capelouto ve ark.lari ise dort haftalik obstriksiyonda idrari konsantre
etme yeteneginin belirgin bozuldugu saptamistir (175). Bununla birlikte bir
diger caligmada, Fink ve ark.lari kopeklerde obstriksiyondan dort gun sonra
dizeltme yapilirsa fonksiyonlarda tama yakin geri donus oldugu gérmustar.
Obstruksiyondan 14 gun sonra dizeltme yapilir ise yaklasik 4 ay igcinde GFR
ve tubuler fonksiyonlarin kontrol dizeylerinin %46'sina kadar diuzeldigi tespit
edilmistir. Dérdlincl aydan sonra fonksiyonlarda bir degisiklik gériimemistir
(176).

Batin bu bilgilerin 1s191nda, bizim c¢alismamizda obstriksiyon suresi;
obstriksiyonun bdbrekte geri donlusumsiz hasar olusturmadigr suregle
sinirlandiriimaya c¢alisildi. Bu nedenle de on gunluk Ureter obstruksiyon
modeli olusturuldu.

Ratlarda yapilan c¢alismalarda obstriksiyonun birinci haftasinda
proksimal tubulUslerde dilatasyon tespit edilmigtir. Ryuji ve ark.larinin
calismasinda komplet obstriksiyon uygulanmistir (177). Gleasson ve ark.lari
ise parsiyel obstriksiyon yapmistir (178). Her iki modelde de tibuluslerde
birinci haftada obstriksiyona sekonder dilatasyon bildirilmistir. Komplet
obstriksiyon calismasinda; obstriksiyondan bir hafta sonra interstisyumda
mononukleer hicre infiltrasyonu, orta dizey 6édem ve fibrozis gértlmustur.
Obstriksiyonun 2. ve 3. haftalarinda ise inflamatuar hicrelerin infiltrasyonu

korteks ve medullada maksimuma ¢ikmistir. Etkilenen tubulUslerin etrafinda
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yogun bir sekilde interstisyel fibrozis goriimugstir. Obstriksiyonun 4.
haftasinda ise inflamatuar hucre infiltrasyonu azalmis, interstisyel bdlge
genislemis ve bobrekte yogun fibrozis goralmustar (177).

Calismamizda yapilan histolojik degerlendirme sonucunda; on gunluk
obstruksiyon uygulanan grupta, glomerul yapilari normal iken, proksimal ve
distal tubuluslarda 6dem, konjesyon ve yer yer piknotik ¢ekirdekli hucrelere
rastlandi. Bununla beraber tubuluslarda dilatasyon da izlendi. Henle
kulbunun inen, ¢ikan ve ince kisimlarinda ve toplayici kanallarda yer yer
piknotik ¢ekirdekli hucreler gozlendi. Bu bulgular yukarida sozu edilen birgok
calismanin verileriyle uyumludur ve istenilen dlzeyde obstriktif hasar
olusturuldugunu kanitlamaktadir.

Daha eski calismalar driner obstriksiyonun renal hemodinamik ve
fonksiyonel neticeleri Uzerine yogunlasmaktaysa da, son 15 yildaki
calismalar hicresel ve molekuler olaylar Gzerinde durmaktadir (179). Akut
tikanikhda bagh nefropatilerde oksidatif stresi arttirici pek ¢ok etki
gosterilmigtir. Tikanikhiga bagl nefropatilerde ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerinin en onemli kaynagi membranin aktive ettigi PMNL'dir. Aktive
olan PMNL'den salinan superoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil
radikalleri ve hipoklorik asit gibi reaktif oksijen Urlnleri protein ve lipid
yapilarinda hasara neden olmaktadir ( 180).

Screiner ve ark.ari c¢alismalarinda ilerleyen renal hasarin,
glomerullerde ve tubllointerstisyel alanlardaki mononukleer hucre
infiltrasyonu ile baglantisi oldugu goéstermistir (181). Obstriksiyonun ilk 24
saatinde mononukleer hucrelerin kortekse ve medullaya go¢ ettikleri
gorulmasgtur (182).

Nathan ve ark.larinin galismasinda, tek tarafli Greteral obstriiksiyonda
mononukleer hicrelerin  interstisyumdaki  fibrozisde rol alabilecedi
gosterilmigtir (182).

Haris ve ark.larinin calismasinda, obstruksiyonda |6kosit invazyonu
onlendiginde, postobstriktif donemde GFR ve renal kan akim oranlarinin
kontrol grubuna goére daha iyi oldugu gorilmustir (183). Lokosit

invazyonunun obstruktif nefropatide 6nemli rol oynadigi dusunulmektedir
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(183). Obstruksiyona sekonder olusan vazokonstriksiyonda ve fibrozisde
makrofajlarin yanisira dnemli rolleri oldugu dusunulen vazoaktif maddeler de
unutulmamalhdir.

PMNL doku yikimi ve ddemi ile yakin ilgisinden dolayi /R hasari
sirasinda HBO tedavisi galismalarinin odak noktasi haline gelmistir (128,
129). Bu konuda yapilan calismalarda HBO’ nun PMNL adezyonu ve
mikrovaskuler kan akimi Uzerine olumlu etkileri gosterilmistir (124).

Chen ve ark.lari tarafindan yapilan in vitro ¢alismalarda HBO’nun
PMNL’nin adezyondan sorumlu CD18 bdélgesinin fonksiyonunu PMNL siklik
guanozin monofosfat (cGMP) sentezini baskilayarak etkiledigi gdsterilmigtir
(130). HBO tedavisi PMNL’nin adezyonundan sorumlu bir diger komponent
olan endoteli de adezyondan sorumlu induklenebilir hlcresel adezyon
molekullerinin (CAM) sentezini baskilayarak etkiler.

Calismamizda PMNL hucrelerinin obstruktif dokuya invazyonu ve HBO
tedavisinin PMNL adezyonuna etkisi degerlendiriimedi. Bunun yerine olasi
mekanizmanin arastiriimasinda daha ¢ok NO sentez aktivitesi ve apopitotik
sureg¢ Uzerinde duruldu.

Deneysel olarak i/R ile olusturulmus bobrek hasarinda, serbest oksijen
radikalleri direk hucrede hasara yol agcmaktadir ve bu hasarin siddetine gore
hicrenin ya apopitoz ya da nekroz ile 6lume gittigi gosterilmistir. Vinas ve
ark.lari bébrek I/R hasarindan sonra apopitoz pozitif hiicre sayisinda artis
oldugunu gostermistir (184). Nagle ve ark.arinin, TTUOlu tavsanda
interstisyel hlcrelerin proliferasyonunu incelemek icin yaptigi ¢calismada en
fazla isaretlenmenin interstisyel fibroblastlarda oldugu bulunmustur. Fazla
isaretlenmis olan korteks ve digs medullada hicreler genislemis bir interstisyel
mesafe ile ayrilmistir. isaretlenmenin az oldugu ic medullada ise hiicreler
normal uzaysal iligkilerini strdirmusglerdir (185). Tubuler apopitozis 15.
gunde maksimum iken, interstisyel apopitozizin 45. ginde hala arttigi
gérilmustir. Chevalier ve ark.lari calismalarinda Gg¢ giinlik TTUO’lu erigkin
ratlarda hem tubuler hem de interstisyel kompartmanlarda apopitozis ve

proliferasyonda artis oldugunu tespit etmistir (186).
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Calismamizda TUNEL teknigi ile yapilan apopitotik hicre sayimi
sonucunda; literatirle uyumlu olarak obstriksiyon uygulanan grupta diger
tum gruplarla kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli duzeylerde
apopitotik aktivite artisi saptandi (korteks: p<0.001, medulla p<0.001).

HBO tedavisi uygulanan grupta (Grup 4) apopitotik hicre sayisinin
obstriktif gruptan (Grup 3) daha az oldugu ve farklligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu gézlendi (Korteks’te 6.67+1.73 ya karsin 3.34+1.32, p<0.01,
Medulla’da 10.33+ 3.43 karsin 5.78 + 2.39, p<0.001).

Apopitoz mekanizmasi henuz tam anlagiimamakla birlikte asil dnemli
olan yolagin kaspazlarin aktivasyonu oldugu disunulmektedir (103). Kaushal
ve ark. bdbrek tlbdl hucrelerinde ve I/R hasarinda kaspazlarin katilimini
gOstermigtir (187, 188). Kaspazlar, sistein igceren hicre igi inaktif bulunan
proteazlardir. Apopitoziste hucre igi sinyaller mitokondri aracihgr ile
kaspazlari aktive ederler. Aktive olan kaspazlar ise DNA baglantisini kirarak
endonukleazlarin ortaya c¢ikmasina yol agarlar, aktini yikarlar ve hucre
membraninda konfigurasyon degisiklikleri meydana getirirler.

Apopitozda baslangic fazi icin sinyal gereklidir ve bu sinyaller
ekstrensek reseptor aracilikh yol veya intrensek mitokondrial yolla olusabilir.
Her iki yol da kaspazlar aktive ederek apopitozisi baglatir. Ekstrensek yol;
olim ligantlarinin (TNFa, Fas) hicre membraninda bulunan reseptorlerine
baglanmasi ve kaspaz-8 aktivasyonu ile seyreden bir surectir. Buna karsilik
intrensek yol; hipoksi, oksidan maddeler gibi etkenler sonucunda tetiklenen
ve kaspaz-9'un aktive oldugu bir suregtir. Her iki yol da sonucgta kaspaz-3
aktivasyonuna neden olur. Calismamizda yapilan immunohistokimyasal
inceleme sonucunda; kaspaz-3 immunoreaktivitesinin kontrol grubunda
negatif iken, cerrahi sham grubunda c¢ok zayif siddette oldugu gdzlendi.
Bununla beraber obstruksiyon grubunda kaspaz-3 immunoreaktivitesinin
korteks ve medullada zayif oldugu, tedavi grubunda ise azaldigi ve ¢gok zayif
siddette oldugu bulundu. Obstriksiyon grubuyla karsilastirildiginda tedavi
grubunda azalmig kaspaz-3 reaktivitesine ragmen istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi (P> 0.05).
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Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin beklenenin aksine obstruksiyon ve
tedavi gruplarinda c¢ok siddetli gozlenmemesi, doku hasarinda apopitotik
yolaklarin en son Urund olan kaspaz-3 Un saliniminin ¢ok fazla olmadig;
buna karsin, apopitotik yolakta kaspaz-3 den 6nce salgilanan diger kaspaz
ve molekullerin salgilarinin tamamlanmamis olmasindan dolay! apopitotik
son yolaga henuz girilmemesi nedeniyle olabilecegi dusunuldu.

Ancak bu galismada obstriksiyon grubunda yapilan apopitotik htcre
sayimlarinda, kontrol ve sham grubuna gore istatistiksel olarak da artmis
gorilen apopitozis oranlari, zayif siddetle de olsa kaspaz-3 reaktivitesinin
gruplar arasinda hicre 6limU acisindan anlamli bir fark olusturabildigini
gOstermektedir.

Apopitozis, TNFa ve Fas ligantlari ile baslayan ve 14 farkh kaspaz
molekulinin ardisik aktivasyonu ile gergeklesen komplex bir suregtir. HBO
tedavisinin apopitotik yolakta hangi mekanizmalarla etki gosterebilecegi
konusu tim bu basamaklari irdeleyen bir arastirmaya konu olabilir.

I/R hasarinda iNOS geninin de olaya karistigi bilinmektedir.
Bobreklerde, /R hasari olusturulup immiinohistolojik olarak calismalar
yapilmig; sonu¢ olarak artmis apopitotik hicrelere ilaveten iINOS mRNA
dizeyinin de arttigi gosterilmistir (96).

NO bobrekte birgok fonksiyonu etkiler. Bunlar; bobrek kan akiminin
otoregulasyonu, renin sekresyonu, glomeriler, mezengial ve epitelyal hicre
aktivitesi, tubuloglomertler geri donus mekanizmasi ve tubdler
fonksiyonlardir. NO'in bazal diizeyde Uretimi normal glomeriler fonksiyon igin
gereklidir. NO sentezinin inhibisyonu efferent arteriol rezistansinda artmaya,
dolayisiyla glomeruler kapiller basingta artmaya yol acar (189).

NO'in /R hasarindaki rolii tartisma konusudur (190). iskemik dokunun
reperflizyonu notrofil aktivasyonuna ve permeabilite degisikliklerine yol acar.
Kubes ve ark.lan, NO'in in vitro olarak postkapiller venullerdeki endotelyal
hdcrelere notrofil yapismasini module ettigini ve burada endojen NO
sentezindeki bozuklugun endotelyuma I0kosit yapismasi ile sonuglandigini

géstermistir (191). Ancak baska arastirmalarda eksojen NO'in renal i/R'da
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faydali olurken, endojen NO'in renal iskemi-reperflizyon veya septik sokta
onemli bir katkisinin olmadigi gosterilmigtir (192, 194).

NO Jdretiminin artmasi renal hasarin olusmasinda o6nemli bir
basamaktir. NO guglu bir vazodilatér olmasina ragmen proinflamatuar
aktivitesi bunun 6nine gegerek I/R'da faydali hemodinamik etki yapmasini
engellemektedir. I/R sirasinda NO sentezi icin iNOS aktivitesi artis gosterir
(195). iNOS tarafindan Uretilen NO gesitli dokularda oldugu gibi bébrek I/R
hasarinin patofizyolojisinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (93, 195, 196).

Ratlarda 30 dk iskemiyi takiben 30 dk reperfizyon uygulanan bir
calismada I/R sonrasinda NO metabolltlerinin  plazma seviyelerinde
azalmaya karsin, renal NO metabolltlerinin klirensi ve atiiminda artma
oldugu gosterilmistir. Atimdaki bu artisin RKA veya GFH'dan badimsiz
oldugu fakat NO metabolitlerinin tibuler reabsorbsiyonunda bozulmadan ve
intrarenal NO Uretiminde artigtan kaynaklandigi ifade edilmistir (189).

indiklenebilir NO sentaz (iNOS) enzim geni bulunmayan ratlarin
kullanildigi bir calismada renal I/R hasarinin azaldigi gosterilmistir (197).
Diger bir calismada; hipoksinin iINOS genini aktive ederek NO Uretimini
arttirdigi, boylece inflamasyonu arttirici etki yaparak zararli etkilerin aciga
ciktigt ileri strtlmasttr (198).

Bazi yayinlarda endojen NO'in zararh etkilerinin serbest oksijen
radikalleri ile reaktivitesinden dolayl olabilecegi 6ne surtlmekte ve bu
radikaller ile beraber kendisi serbest bir radikal olan NO'in reperflizyon
sonrasi gozlenen hasardan sorumlu olabilecegi bildiriimektedir (199, 200).

NO ve slUperoksit anyonu spontan olarak toksik peroksinitrit iyonunu
olusturmak Uzere reaksiyona girerler. Peroksinitrit oldukga kuvvetli ve
degisken bir oksidan olup lipid, protein ve DNA ile reaksiyona girer (90, 101).
Bu reaksiyonlar NO' in ¢ok sayidaki sitotoksik etkisini acgiklayabilir. Clinku
hem slperoksit anyonu hem de NO dokuda i/R hasarina katkida bulunur
(101). Peroksinitrit, protein tirozin nitrasyonu yoluyla veya OH ve NO' e
ayrisarak dokuda direk oksidan hasara neden olur (90). Ozellikle bdbrekte

peroksinitrit olusumu I/R patofizyolojisinde rol oynar (102).
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Yapilan c¢alismalarda bébrek /R hasarinda, bobrek fonksiyon
bozukluklarinin  iINOS  aktivitesinin  inhibisyonu ile  azaltilabilecegi
bildiriimektedir (90, 96, 102, 201). Oksidatif hasarin baskilanmasi sebebiyle
NOS inhibisyonu yararli olmakla beraber NOS'un kuvvetli vazoaktif
inhibisyonu I/R hasarini arttirmaktadir (202). Bu durumda agirt NO Uretimini
ve reperflizyonda peroksinitrit yapimini azaltan ancak fizyolojik NO Gretimine
minimal etkili bir NOS inhibitdérinin seg¢imi ve konsantrasyonu ¢ok onemli
olabilir.

Calismamizda tim gruplarda e-NOS ve i-NOS immdunreaktiviteleri
degerlendirildi. Obstriktif grupta e-NOS ve i-NOS immunoreaktivitesinin hem
kortekste hem de medullada kontrol ve sham grubuna oranla arttigi, tedavi
grubunda ise zayif siddette oldugu ve obstriksiyon grubuna oranla azaldigi
izlendi. Obstriksiyon sonrasi e-NOS ve i-NOS artisi literatur ile uyumluydu
ve istatistiksel olarak da anlamliydi. Tedavi sonrasi degerler de istatistiksel
olarak anlamli duzeylere gerilemisti (Tablo 11, 12) . Bu sonug¢ da bize HBO
nun tedavi etkinligini literatirle uyumlu olarak e-NOS ve i-NOS inhibisyonu
uzerinden yapabilecegdini gosteriyordu.

HBO'nun bu yaygin kullanimi ve bildirilen yararlarina ragmen, 2
ATA'nin Uzerindeki hiperbarik sartlarin (zaten aerobik hayatin bir zorunlulugu
olan) serbest oksijen radikali Uretiminde artisa yol acarak, oksidatif strese
neden oldugu yoénunde gorusler de mevcuttur (203, 204). Calismamizda
HBO tedavisinin saglikli dokulara olasi toksik etkisini degderlendirebilmek
amaciyla hi¢gbir mtudahalede bulunulmayan saglikli ratlardan olusan kontrol
grubuna 2.4 ATA basingta 20 seans HBO tedavisi de uygulandi. Calisma
sonunda kontrol grubunda yapilan degerlendirmede; histolojik degisiklikler,
apopitotik hucreler, kaspaz-3 ve e-NOS, i-NOS immiunreaktivitelerinde
istatistiksel olarak anlamli degisimler izlenmedi. Literatirde de, HBO kaynakli
oksidatif stresin boyutlarini ortaya c¢ikarmaya yodnelik ¢alismalardan ¢ok
antioksidan savunma sistemlerini kuvvetlendiren cesitli maddeler veriimesi
yoluyla HBO'nun zararli etkilerinin bertaraf edilmesinin amaclandigi, ya da
tam aksine antioksidan enzimleri inhibe ederek oksijen toksisitesinin ne

Olclde arttigini arastiran galismalar yer almaktadir. Bu ¢galigmalar, 3 ATA' nin
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uzerindeki toksik dozlarda gergeklestirilmistir (205- 209). Oysa ki tedavide
kullanilan HBO dozlari genellikle 2-3 ATA arasinda yer almaktadir (210, 211).
Bu nedenle bu ¢aligsmanin kontrol grubu verilerine baktigimizda uygun tedavi
basincinda (2.4 ATA) HBO tedavisi uygulandigi igin korkulan yan etkilerin
olmadigini dugsunuyoruz.

Bilindigi gibi TTUO’nun tedavisi, obstriiksiyon sebebiyle yerlesen geri
donlugu olmayan fibrotik degisimler nedeniyle sinirhdir. Halen altin standart
tedavi cerrahi olarak obstriksiyonun ortadan kaldiriimasi olsa da, cerrahi
oncesi ve sonrasi donemde uygulanacak ek tedaviler bu hasari
azaltabilecektir.

Bu calismada HBO nun TTUO ve benzeri Uriner obstriiksiyona ikincil
gelisen doku hasarlarinda asil tedavi olan obstriksiyonun dizeltimesine
kadar gecen surede etkili olabilecegi yonunde veriler elde edildi. Ancak
uygulamanin hasta bazinda yapilabilmesi igin en iyi doz, sureyi 6ne ¢ikarak

calismalara gereksinim vardir.
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VI. SONUCLAR

Ratlarda akut tek tarafli Greteral tam obstriksiyona bagli gelisen renal

hasarin tedavisinde hiperbarik oksijen tedavisinin etkinligini arastirdigimiz

deneysel calismanin sonugclari sunlardir:

1.

Obstriksiyon uygulanan grupta histolojik degisikliklerin gézlenmesi
obstriksiyon varhgini gosterirken, apopitotik htcrelerin  6zellikle
obstriksiyon. grubunda fazla olmasi hicre hasarinin varhigini
desteklemektedir.

HBO tedauvisi ile histolojik olarak farklilik gézlenmez iken, molekuler
dizeyde apopitotik hlicre sayisinin azaldigi saptanmistir.

Obstruksiyon ile bobrek dokusunda hem e-NOS hem de i-NOS
immunoreaktivitelerinin kontrol ve sham gruplarina oranla daha fazla
oldugunun gdézlenmesi doku hasari ile birlikte e-NOS ve 6zellikle de i-

NOS salgisinda artis oldugunu desteklemektedir.

. HBO tedavisi sonrasi molekiler acidan dokuda e-NOS, i-NOS

immunoreaktivitelerinde azalmanin gézlenmesi ile, HBO’nun doku
hasarina karsl koruyucu etkisinin bu molekullerin salgisini azaltarak
da saglayabildigi dustnulmustar.

Kaspaz-3 immunoreaktivitesi beklenenin aksine obstruksiyon ve tedavi
gruplarinda ¢ok siddetli gdézlenmemistir.

HBO tedavisi Urolojide c¢ok yeni bir konu olup Ozellikle etki
mekanizmasinin aydinlatilmasini amacglayan ek calismalara ihtiyag

vardir.
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OZET

AKUT TEK TARAFLI URETERAL
TAM OBSTRUKSIYONA BAGLI GELISEN RENAL HASARIN TEDAVISINDE
HIPERBARIK OKSIJEN TEDAVISININ ETKINLIGININ ARASTIRILMASI:
RAT MODELI ILE DENEYSEL GALISMA

AMAG:

Ratlarda deneysel olarak olusturulacak akut tek tarafli Greter obstruksiyonu’nun
(TTUO) bobrekte neden oldugu hasarin tedavisinde ve/veya o6nlenmesinde
hiperbarik oksijen (HBO) tedavisinin etkinligi arastiriimigtir.

MATERYAL METOD:

Calismaya alinan 28 rat 4 gruba ayrildi: Kontrol (HBO), Cerrahi Sham,
Obstriksiyon ( TTUO) ve Tedavi (TTUO + HBO).

Ureter obstrilkksiyonu olusturmak igin: sol Ureter 3/0 ipekle sitir konularak
klemplendi. Operasyon sonrasi ratlara 10 guin sure ile giinde 2 kez HBO tedauvisi
uygulandi. Calisma sonunda tim gruplara ait denekler sakrifiye edildi. Boébrek
dokularindan elde edilen kesitler histokimyasal inceleme igin hematoksilen-eozin ile
boyandi. immunohistokimyasal inceleme icin ise anti-eNOS, ant,-iNOS ve anti-
kaspaz-3 antikorlari kullanildi. Apoptotik hiucreler TUNEL yontemi ile tanimlandi.
BULGULAR:

HBO tedavisi ile histolojik olarak farklihk gbzlenmez iken, molekiler dizeyde
apoptotik hlicre sayisinin bir miktar azaldigi saptanmistir.

HBO tedavisi ile dokuda e-NOS, i-NOS immunoreaktivitelerinde azalma
gbzlenmistir. Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin beklenenin aksine obs ve tedavi
gruplarinda ¢ok siddetli gézlenmemisgtir.

SONUGC:

Akut tek tarafli Ureter obstriksiyonununda Hiperbarik Oksijen Tedavisinin yararli
etkileri gérilmus, bdbrek hasarinda bir miktar iyilesmeye olanak saglamistir.

Ek calismalara ihtiyag vardir.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF HYPERBARIC OXYGEN THERAPY EFFICENCY IN THE
TREATMENT OF RENAL INJURY DUE TO UNILATERAL URETERAL
OBSTRUCTION: AN EXPERIMENTAL STUDY IN RAT MODEL

Aim: The aim of this study was to determine the effect of hiperbaric oxygen (HBO)
treatment on renal injury due to acute unilateral ureteral obstruction (UUQ) in rats.
Materials and Methods: Twenty-eight male Wistar albino rats were randomly
divided into four groups. Group I, underwent a control group and only HBO
treatment was performed for 10 days. Group Il sham operation; Group Il left UUO
and Group IV left UUO and HBO treatment was performed for 10 days.

All surgical procedures were performed while the rats were under a single
intramuscular injection of 60 mg/kg ketamine and 9 mg/kg xylazine. An incision was
made in the midline of the abdomen, and the left proximal ureter was exposed and
was ligated using 3-0 silk.

HBO treatment was performed with a monoplace chamber. The rats in groups | and
IV were subjected to two session of HBO (2.8-ATA treatment for 60 minutes) per
day during 10 days after the surgery.

Kidneys from all groups were collected from animals after sacrification. Histological
specimens were fixed in 10% formalin solution. After routine paraffin embedding
procedure for specimens, sections were stained routinely with hematoxyline-eosine
stain for histochemical observation. In addition, e-NOS and i-NOS distributions were
also detected using indirect immunohistochemistry technique.

Results: After histochemical observation, cortex and medulla of kidney were
observed as normal in group 1 and group 2. However, while glomerules were
normal in both group 3 and group 4, there were picnotic nuclei and edema in
collecting tubule cells. After TUNEL staining, while the TUNEL positive cells were
negative in control group, they were detected other groups. TUNEL positive cells
were rarely observed in sham group, they were increased in obstructive groups.
However, after treatment with HBO, the number of TUNEL positive cells decreased.
After immunohistochemical observation, weak immunoreactivities of e-NOS and i-
NOS were detected in group 1 in both cortex and medulla, weak immunoreactivity of

e-NOS and moderate immunoreactivity of i-NOS were observed in group 2. In group
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3, e-NOS and i-NOS immunoreactivites were increased when compared with group
1, 2 and 4, after treatment with HBO, sligtly decreased intensity of e-NOS and i-NOS
were detected. Glomerules in all group were not stained positively. Caspase-3
immunoreactivity was negative in both control and sham groups, it was slightly more
detectable in obstructive group when compared with treated group.

Conclusion: After obstruction of kidney, the apoptosis and the secretion of e-NOS,
i-NOS and caspace-3 were slightly inhibited after short time period of HBO

treatment.
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