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OZET
Obstriiktif nefropati (ON) iilkemizde, ¢ocuk ve infantlarda en 6nemli kronik bobrek
hastalizan (KBH) nedenlerinden biridir. Progresif interstisiyel fibrozis gelismesi tiim
KBH’lan formlarinda oldugu gibi kronik ON’nin en dramatik sonucudur. Bu nedenle ON
tedavisinde fibrozis gelismesinin onlenmesi ¢ok énemli bir tedavi se¢enegidir. Statin grubu
ilaglardan Simvastatin (Simv) ve Eritropoetin (Epo) ¢esitli dokularda antiinflamatuar ve
antifibrotik etkileri deneysel caligmalarla arastirilmaktadir. Bu ¢alismamn amaci, TUO
olusturulmus ratlarda Simv ve Epo’nin nuclear factor kappa B (NFkB), transforming
growth factor-f (TGF-B), basic fibroblast growth factor (bFGF), platelet-derived growth
factor B (PDGF B), fibronektin ekspresyonu ve interstisyel fibrozis geligmesi lizerine
etkilerinin ortaya konmasi ve karsilastirilmasidir.
Calismamizda 48 adet 200-250gr agirliginda Sprague Dawley cinsi rat kullanmldi.
Her grupta 12 rat olacak sekilde sham grubu, Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubu
olusturuldu. Sham grubu digindaki ratlarin iireterleri baglanarak tek tarafli obstriiksiyon
olugturuldu. Kontrol grubuna %1°lik karboksimetilselliiléz, Epo grubuna epoetin alfa ve
Simv grubuna %1°lik karboksimetilselliiléz soliisyonu iginde ¢dziinmiis simvastatin 14 giin
stiresince verildi. Ondérdiincii giiniin sonunda tiim gruplarin sol bobrekleri ¢ikarildi. Tiim
gruplar; intersitisyel fibrozisi géstermek igin Masson trikrom ile boyandi, TGF-3, PDGF
B, bFGF, NFkB ve fibronektin ekspresyonunu gostermek i¢in immunohistokimyasal

yoéntem ile boyandi.

Morfolojik incelemede sham grubunda tiibiil yapilarimin ve tiibiilointerstisiyel alanm
normal oldugu; Epo grubu; Simv grubu ve kontrol grubunda ise proksimal ve distal
tiibiillerde dilatasyon, tiibiiler atrofi ve tiibiilointerstisiyel alanda fibréz genisleme oldugu,
glomeriil yapilarinin ise korundugu goriildii. Sham grubunda TGF-f, NFkB, PDGF B,
bFGF, fibronektin ekspresyonu ve Masson trikrom ile boyanma Epo grubu, Simv grubu ve
kontrol grubu ile karsilastirildifinda anlamh olarak daha digiik bulundu. Eritropoetin
grubu ve Simv grubunda TGF-f, fibronektin ekspresyonu ve Masson trikrom ile boyanma
kontrol grubuna gére daha diisiik bulundu. Ayrica fibronektin ekspresyonu Epo grubunda
Simv grubuna gére de daha diisiik bulundu. Simvastatin grubundan farkli oarak Epo
grubunda NFkB ve bFGF ekspresyonu da kontrol grubuna gére daha diisiik bulundu.

Sonug olarak Epo ve Simv’in ON’de fibrozisi onledigi ve Epo’nin profibrotik
faktsrlerden NFkB ve bFGF ekspresyonunu Simv’e gére daha etkili baskilayarak fibrozisi

II



daha fazla énledigi goriildii. Buna gére ON’de fibrozisi énlemek i¢in EPO’nin Simv’den
daha uygun bir ajan olabilecegi digliniildi. Bu g¢aligma Simv ve Epo’nin ON’de
antifibrotik etkinliginin karsilastirildig ilk ¢aligmadir. Bu sonucun diger deneysel ve klinik

calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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ABSTRACT

Obstructive nephropathy (ON) is one of the most important causes of chronic kidney
disease in infants and children in our country. Progressive interstitial fibrosis, as in all
forms of chronic kidney diseases, is the most dramatic result of ON as well. Therefore
prevention of development of fibrosis is a very important therapeutic strategy in ON
treatment. Anti-inflammatory and anti-fibrotic actions of various mediactions such as
Simvastatin (Simv), a statin group drug, and Erythropoietin (Epo) have been investigated
in various studies. The aim of this study to show and compare the actions of Simv and Epo
in NFkB, TGF B, bFGF, PDGF B, fibronectin expression and development of interstitital
fibrosis in rats with experimentally induced unilateral ureteral obstruction.

In our study 48 Sprague Dawley rats, weighing 200-250 gr on average, were used.

Four groups each having 12 rats were constituted as sham, Epo, simv and control.
Unilaterat ureteral obstruction was induced by ureteral ligation in all rats except Sham
group. Other than sham group, 1% carboxymethyl cellulose to controls, intramuscular
epoietin alfa to Epo group and oral simvastatin dissolved in 1% carboxymethyl cellulose
solution to simvastatin group were given for 14 days. At the end of 14 days rats in all
groups were undergone bilateral nephrectomy. For interstitial fibrosis Masson trichrom dye
and for the expression of TGF-f, PDGF B, bFGF, NFkB and fibronectin
immunohistochemical methods were used in all groups.
In microscopic examination renal tubules and tubulointerstitium were normal in Sham
group. In Epo and Simv groups however, tubular atrophy and fibrous expansion of
tubulointerstitum were seen with glomerular structures spared. In Sham group expression
of TGF B, NFkB, PDGF B, bFGF, fibronectin and staining with Masson trichrom were
significantly less compared to Epo, Simv and control groups. In Epo and Simv groups
expression of TGF-B and fibronectin and staining with Masson trichrom were less
compared to control group. In addition, fibronectin expression in Epo group was less than
Simv group. Different than the Simv group, NfkB and bFGF expression in Epo group were
less when compared to control group.

As a result it was seen that Epo and Simv prevented fibrosis in ON. Epo was
superior in this effect by suppressing the expressions of profibrotic factors NFkB and
bFGF more effectively than Simv. Based on this finding it was thought that Epo might be a

better agent than Simv in the prevention of fibrosis in ON. This is the first study comparing
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the actions of Epo and Simv on fibrosis in ON. Further experimental and clinical studies

should support our results.



KISALTMALAR

ON
KBH
TUO
GFH
Simv
Epo
NFkB
TGF-B
bFGF
PDGF
EGF
a-SMA
MCP-1
ICAM-1
Mac-1
LFA-1
IL 1
ARB
CCR1
CR2
CSF-1
CST
HO-1
PAI-1
iNOS
uPAR
ROCK
DAPK
BMP-7

: Obstriiktif nefropati

: Kronik bébrek Hastalig:

: Tek tarafli tireter obstriiksiyonu

: Glomeriiler filtrasyon hiz1

: Simvastatin

: Eritropoetin

: Nuclear factor kappa B

: Transforming growth factor-f3
: Basic fibroblast growth factor
: Platelet-derived growth factor
: Epidermal growth faktor
: a-smooth muscle actin

: Monocyte chemoattractant protein-1

: Intercellular—adhesion molecule 1
: Macrophage antigen-1
: Leukocyte function-associated antigen-1
: Interleukin 1
: Anjiyotensin reseptor blokorii
: Chemokine receptor 1
: Chemokine receptor 2
: Colony stimulating factor-1
: Cerebroside sulfotransferase
: Heme oxygenase-1
: Plasminogen activator inhibitor-1
: Inducible nitric oxide synthase
: Urokinase receptor
: Rho-associated coiled —coil forming proteinkinase
: Death associate protein kinase

: Bone morphogenetic protein-7

P38 MAPK: p38 mitogen-activated protein kinase

VI



KISALTMALAR (Devami)

TNF-a : Tumur-necrosis factor-a

IGF-1 :Insulin-like growth factor-1

HB-EGF : Heparin bibding EGF growth factor

HGF : Hepatocyte growth factor

EMT : Epiteliyal mezankimal transformasyon
CTGF : Connective-tissue growth factor

tPA : Tissue-type plasminogen activator

ACEI : Angiotensin-converting-enzyme inhibitor
B2 : Bradykinin 2

KCP : Kielin/chordin-like protein

SnoN : Ski-related novel protein N

HMG-CoA : 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzym A
JAK/STAT : Janus kinase /signal transducers and activators of transcription
EPO-R : Eritroid prekiirsor hiicrelerin ylizey reptorleri
rhEPO : Recombinant human EPO
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1. GIRIS VE AMAC

Obstriiktif nefropati (ON) iilkemizde, ¢ocuk ve infantlarda en &nemli kronik
bobrek hastalift (KBH) nedenlerinden biridir (1, 2). Obstriiktif nefropatide cerrahi
diizeltme endikasyonlan kesinlesmemigtir ve tedavi sonrasi uzun dénem takip sonuglari
bilinmemektedir (3). Yapilan deneysel ¢alismalarda tek tarafli iireter obstriiksiyonu
(TUQ) uygulénrmg ratlarda obstriiksiyon diizeltildikten 28 giin sonré ayni taraf bébrekte
glomertiler filtrasyon hizimin (GFH) normale déndiigii ancak interstisiyel fibrozis
gelismesinin devam ettigi gortilmiistiir (3, 4). Obstriiksiyon diizeltildikten 1 yil sonraki
takiplerinde ise GFH’1n azaldi1, proteiniirinin artti§1 ve TUO uygulanan taraf yan: sira
saglam olan karsi taraf bobrekte de gomertilosklerozun, tiibiiler atrofinin, makrofaj
infiltrasyonunun ve interstisiyel fibrozisin belirgin olarak arttifi gdsterilmistir (3). Bu
nedenle ON tedavisinde cerrahi diizeltmenin uzun dénemde bébrek hasarlanmasi ve
KRY gelismesini 6nlemede tek basina yeterli olmadigi goriilmiistiir. Bu nedenle ON’de
fibrozisi dnleyen tedavilerin gelistirilmesi i¢in ¢alismalar devam etmektedir.

Progresif interstisiyel fibrozis gelismesi tim KBH’lar1 formlarinda oldugu gibi
kronik ON’nin en dramatik sonucudur. Aym zamanda fibrozis gelismesi diger dokularin
farkl1 patofizyolojik mekanizmalarla olan kronik hastaliklarinin da temel sonucudur (5).
Bu nedenle fibrozis gelismesinin 6nlenmesi ¢ok Snemli bir tedavi stratejisidir. Ancak
halen fibrozis gelismesini engelleyen etkili bir tedavi yoktur(5). Fibrozis gelismesi
birgok hiicre tipinin ve mediyat6rlerin i¢inde bulundugu oldukca karmasik bir stirectir
(6, 7). Fibrozis patofizyolojisini aydinlatmak i¢in ve fibrozis gelismesini engellemeye
yonelik tedavi stratejilerinin denendigi ¢aligmalar devam etmektedir. Statin' grubu
ilaglardan simvastatinin (Simv) ve eritroid prekiirsér hiicrelerin diferansiyasyonunu ve
proliferasyonunu regiile eden hamatopoetik bir faktér olan eritropoetinin (Epo) ¢esitli
dokularda antiinflamatuar ve antifibrotik etkinlikleri deneysel ¢alismalarla

arastirilmaktadir (8-18).

Simvastatinin bir ¢alismada ON’de transforming growth factor-f (TGF-B)
diizeyini azaltarak interstisiyel inflamasyon ve fibrozisi 6nledigi gosterilmistir (11).
Eritropoetinin de ON’de TGF-B diizeyini azaltarak ve Bcl-2 diizeyini artirarak
inflamasyonu, fibrozisi ve apopitozisi onledigi gosterilmistir (12-14). Eriropoetinin
NFkB  aktivasyonunu  Onledigi  myokard  dokusunda  iskemi-reperfiizyon

hasarlanmasinda, travmatik beyin hasarlanmasinda ve peritoneal fibroziste



gOsterilmistir (18-20). Eritropoetinin NFkB, basic fibroblast growth factor (bFGF) ve
platelet-derived growth factor B (PDGF B) iizerine etkisi ON’de calisiimamisgtir.
Simvastatinin ise ON’de bFGF diizeyini degistirmedigi gosterilmis, NFkB ve PDGF B
tizerine olan etkisi ise ¢alisilmamustir (8).

Bu calismada, TUO olusturulmus ratlarda Simv ve Epo’nin profibrotik
faktorlerden NFkB, TGF-B, bFGF, PDGF B ve fibronektin ekspresyonu ve fibrozis

gelismesi {lizerine olan etkilerinin ortaya konmasi ve karsilastirilmasi planlanmistir.



2-GENEL BIiLGILER

Obstriiktif tiropati normal idrar akimimin engellenmesi ile ortaya ¢ikan yapisal ve
fonsiyonel degisikliklerin tiimiinii kapsayan bir tanimlamadir (21). Obstriiktif nefropati
liriner obstriiksiyona bagl bobrekte meydana gelen yapisal ve fonksiyonel degisikleri
tanmimlar. Obstriiktif tiropati toplurﬁda sik goriiliir ve tim yas gruplarinda olabilir.
Hidronefroz insidans1 32360 otopsi serisinde %3.8 bulunmustur (22). Cocuklarda ise
16100 hastalik bir otopsi serisinde hidronefroz insidanst %2 bulunmustur (23). Bu
hastalarin %80°i 1 yas altindadir. Obstriikksiyon, iriner sistemde iretral meadan bobrek
tiibiiluslarina kadar uzanan genig bir alanin herhangi bir yerinde olusabilir. Kronik
iiriner yol obstriiksiyonu bébrek hasarina ve hatta bébrek yetmezligine neden olabilir.
Erigkinlerde KBH’larim1 en sik nedenleri diyabet ve hipertensiyon olmasina karsin
gocuk ve infantlarda en sik neden bébrek gelisim bozukluklart ve ON’dir (1). North
American Pediatric Renal Transplant Cooperative Study (NAPRTCS) nin 2001 yillik
raporunda 4666 KBH’li hastada etiyolojide %23 oraninda ON’nin yer aldif:
gosterilmistir(1). Tirkiye’de yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada ise 282 hastalik seride
ON’nin %10.7 oraminda KBH etiyolojisinde rol oynadig: ve erkeklerde kizlardan daha
fazla oldugu gosterilmistir (2).

Obstriiksiyonun seviyesi, stiresi, nedeni, enfeksiyon varlifn ve beraberinde
bulunabilen ek patolojiler obstriikksiyonun siddetini ve geligen klinik tabloyu oldukga
etkiler. Obstriiksiyona bagli gelisen hidronefrozla ilgili ilk sistematik bilimsel
aragtirmalar 1900°1{i yillarin basinda Frank Hinman tarafindan baglatilmistir. 1919°da
yapilan hayvan deneylerinde TUO’nun birinci haftada bobekte patofizyolojik
degisikliklere yol a¢tifi ve 60 giin sonunda obstrikksiyon kalktifinda bile kismi
histolojik diizelmenin olabilecegi gosterilmistir. 1970°1i yillarda ¢aligmalar daha yogun
olarak obstriiksiyonun bobrekte yol agtii fonksiyonel ve hemodinamik Bozukluklar
iizerine yogunlagmigken son yillarda ilgi alami hiicresel ve molekiiler diizeydeki

degisikliklere yonelmektedir (21).



2.1.Uriner Obstriiksiyonun Simiflandirilmast:
Uriner obstritksiyonlar oldukca karmagiktir ve anlasilabilmesi ig¢in degisik

smiflamalar kullanilir (Tablo 1) (21, 24).

Tablo I. Uriner Obstriiksiyon Simiflandirmalar

Konjenital Edinsel
Akut Kronik
Komplet Inkomplet
Infravezikal Supravezikal
Unilateral Bilateral
Extrensek Intrensek
-intraluminal

" -intramural

A-Konjenital Uriner Obstriiksiyon:
1- Uretrada:
a. Fimozis (Erkek ¢ocugunda)
b. Parafimozis (Erkek ¢ocugunda)
¢. Meatus eksternus darligi (Erkek cocugunda)
d. Posterior iiretral valv (Erkek ¢ocugunda)
e. Distal iiretral stenoz (Kiz ¢cocugunda)
2- Mesane Boynu ve Mesanede:
a. Mesane boynu darli
b. Verumontanum hipertrofisi
¢. Mesane divertikiilii (Ureter orifisi veya tiretere basi1 yaparak)
d. Spina bifida ve meningo-myelosele bagl nérojenik mesane disfonksiyonlar
e. Trigonal ve iiretral mea yetersizligi (vezikotireteral reflii)
3- Ureterlerde
a. Ureteral valv
b. Ureterosel
¢. Komplet iireteral duplikasyon

d. Uretero-vezikal bileskede darliklar



e. Obstriiktif megaiireter (adinamik treter alt ucu segmentine bagli)
f. Retrokaval iireter
g. Retro-iliak tireter
h. Idiopatik megatireter(non-refluxing non-obstriiktif mega tireter)
1. Ovarian ven sendromu (vena ovarikanin tireter alt ucuna basisi)
j. Prune Belly sendromu
k. Uretero-pelvik darliklar

- Aberan damar basisi

- Yiiksek insersiyon anomalisi

- Adinamik U-P segment

- Intrensek iireter darlig:

4- Bobreklerde

a. Hidrokalikozis (tek kaliks infindibulum darligina bagl)

b. Megakalikozis (bébrek papillalarinin malformasyonuna bagly)

¢. Multikistik displastik bébrek

d. Kaliksiyel divertikiil

e. Mediiller siinger bobrek (kolektdr tiibiillerin obstriiksiyonuna bagli)
f. Fraley sendromu(iist kaliks boynunun arteriyel basisina bagl)

g. Dogmalik artiklara bagh bébrek tiimdori (Wilms timdrii)

h. Polikistik bobrek

1. Renal kist

B-Edinsel Uriner Obstriiksiyon
1- Uretrada:

a. Meatus eksternus darlig1 (infeksiyon veya enstriimantasyona bagli)
b. Uretra darlign (infeksiyon, travma ve {iretra cerrahisine baglt)
c. Uretra tast

d. Peritiretral apse

2- Mesane Boynu ve Mesanede:

a. Beningn prostat hipertrofisi
b. Prostat kanseri
¢. Prostat apsesi

d. Mesane tas:



e. Mesane timorii
3- Ureterlerde

a. Ileri evre genitoliriner maligniteler (serviks kanseri, over tiimérleri, prostat
kanseri, mesane tiimorleri)

b. Ureter taslari

¢. Retroperitoneal fibrozis

d. Retroperitoneal ttimorler (lenfoma ve lenf nodu metastazlarr)

e. Tiiberkiiloz ve sarkoidoz gibi inflamatuar hastaliklar

f. Retroperitoneal hematom ve tirinoma

g. Lenfosel
4- Bobreklerde

a, Bobrek taglar

b. Gros hematiiriye bagli kan pihtilar:

¢. Renal papiller nekroz

d. Pelvis renalis timorit

e. Tiibiiler disfonksiyon (tas olusumuna neden olarak)

f. Toplayici kanal fonksiyon bozuklugu (politiriye neden olarak pyelotiireteral
peristaltik mekanizmay1 zorlar ve fonksiyonel obstriiksiyona neden olur)

Asagidaki sekil tireter obstriiksiyonu nedenlerini 6zetlemektedir (Sekil 1)(24).



Sekil 1. Uriner obstritksiyone neden olan faktorler

2.2. Konjenital Obstriiktif Uropati
Cocuklarda en sik konjenital obstriiktif tiropati goriillir. Ayrica konjenital
obstriiktif tiropati intrauterin donemde biiylimesi ve maturasyonu tamamlanmamis
bobrekte anatomik ve hiicresel degisikliklere neden olur.
Konjenital obstriiktif iiropati nedenleri:
a.” Uretero-pelvik bileske darhf: Konjenital hidronefroz  olarak da
isimlendirilir. Igten veya distan basi nedeni ile idrarin renal pelvisten tiretere
iletilmesinde bozukluk vardir. Goriilme sikligi 1500 dogumda 1°dir ve prenatal

hidronefrozun en sik sebebidir (25, 26). Sol bobrekte daha sik goriiliir (%60),



erkeklerde kizlardan iki kat fazla goriiliir, genellikle tek tarafli olmakla birlikte
%10-40 iki tarafl1 da olabilir (27,28).

b. Uretero-vezikal bélge ostriiksiyonu: Patoloji distal tireter ile mesanenin
birlestigi bolgededir. Primer olabilir veya posterior iiretral valv ve ndrojen
mesaneye bagli mesane duvarinda kalinlagmanin tireter distaline distan basi
yapmasina bagli sekonder olabilir. Uretero-vezikal bolge obstriiksiyonu
obstriiktif megaiireter olarak adlandinlir. Konjenital megatirter %20 oraninda
goriiliir. Konjenital megatireter obstriikksiyona ve refliiye bagh olabilir veya
obstriiksiyon ve reflii olmadan gelisebilir. Uretero-vezikal bélge obstriiksiyonu
tanis1 koyarken sekonder nedenlerin, refliiniin ve nonobstriiktif’ megaiireterin
ayirict tamsinin yapilmasi gereklidir (29).

¢. Posterior Uretral Valv: Prostarik iiretrada obstriiktif membrandz katlanti
olmasi ile gelisir. Sadece erkek infantlarda goriiliir ve konjenital mesane ¢ikig
obstriiksiyonunun en sik nedenidir. Yenidogan hidronefrozlarinin %10’nu
olusturur ve yaklasik 5000-8000 dogumda bir goriiliir (30).

d. Ureterosel: Ureterin distal kisminin kistik dilatasyonudur. Kizlarda daha sik
goriiliir. Kiz: Erkek orami 4:1°dir. Siklikla ¢ift tireter ile birlikte gortillir ve Ust

poliin direnajinin bozulmasina neden olur.

2.3.Uriner Obstriiksiyonun Bobrek Biiyiimesi ve Maturasyonu Uzerine Etkileri
Uriner obstritksiyon gelisim bozukluguna bagl olarak intrauterin doénemde
gelisebilir. Bu durum biiylimesi ve maturasyonu tamamlanmamis bobrekte hiicresel
hasarlanma ve anatomik de@isikliklere neden olabilir. Uriner obstriiksiyonun b&brek
biiylimesi ve maturasyonu {izerine etkileri deneysel galismalarla ortaya konmustur.
Ratlarda, insanlardan farkli olarak, dogduklarinda bobrekte erigkin bir rattaki
miktarin sadece %10°u kadar nefron bulunur. Bu nedenle erken postnatal donemdeki
ratlar nefrogenezin hizli olmasi nedeniyle iiriner obstritksiyonun b&brek biiyilimesi ve
maturasyonu tizerine etkilerinin aragtinlmas: i¢in iyi bir modeldir (31). Ratlarla yapilan
calismalarda kronik kismi obstriiksiyonda aym taraf bobregin bilylimesi zarar goriir.
Tam obstriiksiyonda yenidogan ratlarda aym taraf bgbrekte bobrek kitlesinin ve DNA
igeriginin azaldig, erigkin ratlarda ise DNA igeriginin arttifn gosterilmistir (32, 33).

Kronik TUO primitif nefronun biiylimesinde rolii olan Wnt-4’{in renal lretiminin



uzamasina ve mezankimin epitele doniismesinin engellenmesine neden olur (34). Uc
haftalik kismi TUO’nda yenidogan ratlarda interstisiyel kollajen birikimi artar (35).

Hem insanlarda hem de hayvan modelleri ile yapilan ¢aligmalarda kismi veya tam
{iriner obstrikksiyonda nefron sayismin azaldign ve bu azalmamin miktanmn
obstriisiyonun siiresi ile iliskili oldugu gdsterilmigtir (36, 37, 38, 39). Ratlarda yapilan
calismalarda nefrogenez tamamlandiktan sonra da triner obstriiksiyonun dilate
tiibtillerin cevresindeki nefronlara basi yapmasi ile nefron sayisinin azalmasina neden
oldugu gosterilmistir (39). Aym zamanda insanlarda da triner obstriiksiyonda asir1
tiibtiler dilatasyona baglh nefron kaybi oldugu gosterilmigtir (40).

Kronik TUO bobrekte renin iiretiminin artmasina ve renin dagilimmn fetal
paterninin devam etmesine neden olur (32, 41). Renin {iretiminin artmasi renal vaskiiler
matiirasyonun engellendiginin g&stergesidir (42).

Kronik TUO’da glomeriiler kapilerlerde sayica artma, podositlerde diizlesme,
filtrasyon alaninda artma ve golomeriil maturasyonunda gecikme goriiliir (4, 43).

Tiibtillerin maturasyonu normalde bébrek gelisiminin erken evresinde tretilen
Win-4, clusterin (glikoproteinler) ve KS (bsbrek spesifik gen) diizeyinin azalmasi ile
slgiiliir (44). Kronik TUO, tiibiillerde Win-4, clusterin ve KS Uretiminin artmasina ve
normal tiibill maturasyonunda diizeyi artan epidermal growth faktor (EGF) in
baskilanmasina neden olur (45).

Renal interstisiyel fibroblastlar normal maturasyonda vimentin ve a-smooth
muscle actin (a-SMA) tretimini kaybederler. Ancak kronik TUO’da interstisiyel
‘fibroblastlar tarafindan vimentin ve a-SMA {iretimi devam eder (46).

Sonug olarak kronik TUO’da tiim nefronun matiirasyonu gecikir veya tamamen

durur.

2.4.Uriner Obstriiksiyonda Patofizyoloji

Normal idrar akimi hidrostatik basing ve tireteral peristaltizm olmak tizere iki
fizyolojik olaya baglidir. Ureter peristaltizmi, idrar bolusunun asag dogru itilmesi igin
gereken intraluminal basinci saglar. Ureterde fonksiyonu sirkiiler ve longitudinal adele
lifleri saglar. Longitudiinal lifler peristaltik hareketlerle idrarin bolus tarzinda asagiya
tasginmasin1  saglarken, sirkiiler lifler tireterde olusan ylksek basmcn boébrege

iletilmesini engeller (21).



Uriner sistemin herhangi bir yerinde olan direng artisi, obstrilksiyonun
proksimalinde voliim ve basing artis1 ile sonuglanir. Uzamig obstriiksiyonlarda sirkiiler
kas liflerinin kontraksiyonu ve uyumu bozuldugundan yiiksek intraluminal basimnglar
bobrege kadar iletilir. Akut komplet obstrikksiyondan sonra, obstritksiyonun hemen
iistiinde ve pelvisde gittikce artan bir genisleme olur. Ureterin proksimali ve b&brek
pelvisi muskiiler yapisinda hipertrofi ve hiperplazi meydana gelir. Daha sonra adelenin
yerini kollajen ve elastik liflerin almasiyla myojenik impuls iletimi bozulur ve
peristaltik aktivite azalir. Ureter adele hiicreleri arasinda diisiik elektrik rezistansi igeren,
bu nedenle de elektriksel uyarilar: hiicreden hiicreye kolaylikla ileten neksus adi verilen
baglantilar vardir. Impulslar neksus vasitasiyla asagi dogru iletilir. Ureter distaline
dogru devam eden peristaltik aktivite obstriikksiyonun oldugu yerde retrograd
peristaltizme doniisebilir. Bu durum iki hafta devam eder. Zamanla adele gergin ve
iskemik bir hal alir ve atoni bag gdsterir. Obstriiksiyon fireterde ise iist lireter segmenti
genisler. Olay kronik ve inkomplet seyirli oldugunda tireter uzar ve kivrimlar meydana
gelerek dekompanse doneme girer. Peritireteral dokularda meydana gelen 6dem ve
konjesyon nedeni ile bobrek biiylir. Yer yer nekroz ve infarkt alanlari olusur (21).

Tam ya da parsiyel, obstritkte olan tiim pelvislerde, kritik bir voliimde kapasite
asilincaya kadar basmca karsi uyum vardir. Daha sonra pelvisin aginn dilatasyonu
genisleme siurina ulastiginda hizli bir basing artis1 olur. Bu asamada iki fizyolojik olay
meydana gelir.

1- Renal pelvis kapasitesinde artma
2- Agin dilatasyonun sinirlanmasi.

Bu noktada bobrek ve renal pelvisin anatomik yapist 6nem kazanir. Renal pelvis
yapis1 kiiciik olan veya intrarenal pelvisli bébreklerde daha ¢abuk yiiksek intrepelvik
basinglar olusurken, biiyiikk ya da ekstrarenal pelvisli bébreklerde basing daha geg
yiikselir ve daha uzun siire bobrek fonksiyonu korunur (21). |

Yiiksek basing ile akut obstrilkksiyonun ilk birka¢ giinti igerisinde pelvis ve
kalikslerde dilatasyon ve ardindan papillalarda yassilagsma, fornikslerde yirtilma
meydana gelir. Bulgular 6zellikle bébregin tist ve alt poliindeki papillalarda daha
belirgindir. Daha sonra geri basincin artmasi ile distal nefron ve kolektor kanallarda da

diltasyon kendini gosterir. Obstriiksiyonun 7. giiniinde dilate kolektdr kanallarda
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baslayan nekroz ve atrofi, 28.glinde mediiller kalinligin %50°sinin kayb:1 ve 8. haftada

parankim incelmesi ile sonuglanir (21).

2.5. Obstriiktif Nefropatide Bébrek Hasarinin Degerlendirilmesi

Uriner obstritksiyonda 6ncelikle renin-anjiyotensin sisteminin aktive olmasi ile
renal vazokonstriikksiyon olur. Renin anjiyotensin sistemi aktivasyonunu takiben
makrofaj infiltrasyonu, tiibiiler dilatasyon ve tiibiiler apopitozise baglh tiibiiler atrofi ile
karakterize interstisiyel inflamatuar yanit gelisir. Bu degisikliklerin sonucunda tiim

kronik bébrek hastaliklarinda oldugu gibi interstisiyel fibrozis geligir.

2.5.1-Renin Anjiyotensin Sistemi:

Tek tarafli lireter obstriiksiyonu olusturulan ratlarda yapilan ¢alismalarda ilk 48
saatte jukstaglomeriiler aparatuslarin %55’inde, 4. haftada %75’inde renin diizeyinin
arttign ve makrovaskiiler alanda depolandif1 gésterilmis (41). Renin diizeyinin artmasi
ile anjiyotensinojenden anjiotensin 1 olusur ve anjiyotensin doniistiiriicli enzim ile
anjiotensin 1 anjiotensin 2’ye doniiglir. Anjiyotensin 2 ON’nin baglamasinda ve
gelismesinde hem direk hem de bSbrekte hasarlanmaya yol acan molekiillerin yapimini
artirarak indirek rol oynar (Sekil 2) (47). Anjiyotensin 2 aym1 zamanda normal b&brek
gelisimi i¢in de gereklidir. Nefrogenez sirasinda Anjiyotensin 2’nin inhibe edilmesi
bobrekte gelisim bozukluklarina ve hasarlanmaya neden olur (48). Anjiyotensin 2 hiicre
tizerindeki reseptor tipine gore hiicre biiylimesini diizenler. Anjiotensin 2, AT1 reseptor
izerinden renal vaskiiler ve tiibiiler biiytimeyi arttirirken AT?2 reseptorii aktive ederek
hiicre bﬁyﬁmeéini inhibe eder (49). AT1 reseptorler afferent ve efferent arteriollerde, |
proksimal tiibiillerde ve distal nefronun luminal yiizeyinde bulunur (49). Tek tarafli
treter obstritkksiyonunda 6nce AT1 ve AT2 reseptér dlizeyleri azalir. Daha sonra
anjiyotensin 2 dlizeyi artmasi ile AT1 ve AT2 reseptor diizeyleri artar ve anjiyotensin 2

AT?2 reseptorleri aktive ederek hiicre proliferasyonunu azaltir ve apopitozisi arttirir (50).

2.5.2-Intersitisyel makrofaj infiltrasyonu:
Tek tarafli Ureter obstritkksiyonu olustuktan 4 saat sonra aym taraf bobrek
interstisyumunda 16kosit infiltrasyonu oldugu ve 24 saatte maksimum diizeye ¢iktigi

goriilmiistiir (51). Ilerleyici tiibiiler atrofi ve interstisiyel fibrozis gelismesinde, lenfosit
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infiltrasyonunun &nemli etkisi bulunmazken makrofajlar major rol oynar (52). Kronik
TUO’da makrofajlarm bolgeye toplanmasim saglayan monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1)’in diizeyi obstriiksiyonun siddetine paralel olarak artar. Bu proteinin
infant ve c¢ocuklarda konjenital hidronefrozun prognostik gdstergesi olarak
kullanilabilecegi diistiniilmiistiir(53). Tek tarafl: tireter obstriiksiyonunda mutant MCP-1
geni intramuskiiler verildiginde renal fibrozisin azaldig1 gériilmiistiir (54).

Interstisiyel makrofaj infiltrasyonunu artiran diger etkenler selectin isimli adezyon
molekiilleri, intercellular—adhesion molecule 1(ICAM-1), macrophage antigen-1 (Mac-
1), B2 integrin, leukocyte function-associated antigen-1 (LFA-1) ve interleukin 1 (IL
1ydir. Tek tarafli tireter obstriksiyonu olugturulmus farelerde ve ratlarda yapilan
caligmalarda bu molekiillerin inhibe edilmesinin apopitozisi, tiibiiler atrofiyi ve

interstisiyel fibrozisi azalttig1 gdsterilmistir (Sekil 2) (55-59).
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rho Anjiyotensin 2
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Osteopontin ARB-—4§
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Sekil 2. Renal interstisiyel inflamasyonun patogenezi.

ARB, anjiyotensin reseptdr blokérii; CCR1, chemokine receptor 1, CR2, chemokine receptor 2; CSF-1,
colony stimulating factor-1; CST, cerebroside sulfotransferase; HO-1, heme oxygenase-I; ICAM-1,
intercellular adhesion molecule-1; 1kB, NFxB endojen inhibitérii; IL-1, inferleukin-1; iNOS, inducible
nitric oxide synthase; MCP-1, monocyte chemoatiractant protein-1; NF«B, nuclear factor kappa B,
PDGF, platelet derived growth factor; ROCK, Rho-associated coiled-coil forming protein kinase; TGF-
B1, transforming growth factor-f1; TNF-0, tumor-necrosis factor-a; uPAR, urokinase receptor.

Tek tarafli iiriner obstriiksiyonu takiben Anjiyotensin 2, proinflamatuar genlerin
liretimini saglayan bir transkripsiyon faktorii olan NFkB’yi aktive eder (60). Aym
zamanda anjiyotensinojen geni de NFkB tarafindan aktive edilir (61). Nuclear factor

kappa B proinflamatuar yolda gorevli ¢ok sayida genin aktivasyonunu kontrol ederek
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inflamasyonda merkezi rol oynar. NFkB’nin 232 geni kontro] ettigi bilinmektedir (62).
Bu genlerin kodladigi proteinler; sitokinler, kemokinler, biiyiime faktérleri, immun
reseptorler, hiicresel baglantilar ve adezyon molekiilleridir. Bu molekiillerden bazilari
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), endotelin 1, inducible nitric oxide synthase
(iNOS), HO-1, PDGF B, Bcl-2, EGF reseptor, urokinase receptor (uPAR),
anjiyotensinojen, ICAM 1, fibronektin, IL 1, IL 2 ve IL 6’dir. Nuclear Jactor kappa
B’nin aktivasyonunun inhibe edilmesi apopitozisi ve interstisyel fibrozisi azaltir (63).
Bu nedenle NFkB, fibrozisin énlenmesinde &nemli bir tedavi hedefidir. Anjiyotensin 2
NFkB yani sira makrofaj infiltrasyonunu ve interstisiyel fibrozisi artiran Rho-associated
coiled —coil forming protein kinase (ROCK)’1 aktive eden GTPaz Rho aktivitesini de
artirir. Farelerde ROCK’1in inhibe edilmesi makrofaj infiltrasyonunu ve interstisiyel
fibrozisi azaltmigtir (Sekil 2) (64).

Osteopontin de TUO’nda yapmm artan glikoprotein yapida bir molekiildiir ve
makrofaj infiltrasyonunu ve interstisiyel fibrozis gelismesini arttirir (65) Osteopontin
geni cikarnlmis farelerde TUO olusturuldugunda makrofaj infiltrasyonunun ve
interstisiyel fibrozisin azaldifi ancak tiibiiler apopitozisin arttif goriilmiis (65). Bu
nedenle osteopontinin ON’de hem interstisiyel fibrozisi arttirdigs hem de tiibiillerde
koruyucu oldugu goriilmiistiir (Sekil 2).

Obstriiktif nefropatide uPAR’de benzer sekilde ¢ift etkiye sahiptir. Farelerde
uPAR geni ¢ikandiginda makrofaj infiltrasyonunun azaldigi ancak PAI-1 diizeyinin
artarak tiibiiler atrofi ve interstisiyel fibrozisi arttirdig1 gériilmiistiir (Sekil 2) (66).

2.5.3 Tiibiiler Apopitozis:

Uriner obstriiksiyon distal tiibiiler epitel hiicrelerinde kromatin aginin biiziiserek
pargalanmasi ve sitoplazmik tomurcuklanma olugmast ile karakterize apopitozise neden
olur. Renal tiibiiler apopitozis tiibiiler atrofi ile sonuglamr. Kronik TUO olusturulmusg
farelerde yapilan galismalarda proksimal tiibiil hiicrelerinde nekroz, distal ve toplayici
tiibiil hiicrelerinde apopitozis oldugu gériilmiistiir. Tek tarafli iireter obstriiksiyonunda
proksimal tiibiillerde minimal dilatasyon olur ancak hipoksiye bagh nekroz gelisir.
Distal tiibiil hiicreleri ise mekanik basi ile bariz olarak genisler ve apopitozis gozlenir

(67, 68). Obstriiktif nefropatide tiibiiler apopitozise neden olan etkenler mekanik bas,
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anjiyotensin 2 artisi, makrofaj infiltrasyonu, sphingolipid ceramide, death associate

protein kinase (DAPK) ve Fas ligand artisidir (Sekil 3) (6).

Anjiyotensin 2

l —— EGF

TGF-p NFkB «— TNF-¢/ ¢—— HB-EGF
B —— IGF-1
—— iNOS

Caspase §4——— Becl-2 «———— HGF

Ceramide
BMP-7 p2le«— HO-1
DAPK
Fas v
\ : ¢———— Osteopontin
pS3 ?:

————— Katalaz

Makrofajlar
— p27°"'«— Decorin

Sekil 3. Obstriiktif nefropatide renal tiibiiler apopitozis patogenezi

BMP-7, bone morphogenetic protein-7, DAPK, death associate protein kinase; EGF, epidermal growth
Jactor; HB-EGF, heparin binding EGF-like growth factor; HGF, hepatocyte growth factor; HO-1, heme
oxygenase-1; 1GF-1, insulin-like growth factor-1; iNOS, inducible nitric oxide synthase; TGF-B1,
transforming growth factor-f1; TNF-a, tumor-necrosis factor-a.

Mekanik bast tiibiil hiicrelerinde TGF-J {iretimini artirir ve TGF-p apopitozise p38
mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK) bagimli mekanizma ile neden olur.
Antagonist antikor ile TGF-f’in tamamen inhibe edilmesi basiya bagh gelisen

apopitozisi bariz olarak azaltir (69). Mekanik basimn apopitozisi arttirmasindaki bir
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diger yol tumor-necrosis factor-a (INF-a) Uretimini artirmasidir. Bu yol caspase
bagimlidir (70). Tumor-necrosis factor-o. aym1 zamanda NFkB’yi aktive ederek tiibiiler
apopitozisi artirir (71) Onkojenik protein olan Bcl-2 ailesinden proapopitotik etkili Bad
ON’de mekanik basi ile defosforile olarak tiibliler apopitozisi arttinr (72).
Antiapopitotik etkisi olan Bcl-2’nin artmasi ise apopitozisden koruyucu etki yapar.
Hepatocyte growth factor (HGF) ile lipozom aracilt gen tedavisi yapilmasi Bcl-2 nin
artmasini ve tiibiiler apopitozisin azalmasini saglamigtir (73, 74). Mekanik basiya bagh
tiibiiler apopitozisi 6nleyen diger faktorlerler ise endojen nitric oxide tiretimi, iNOS gen

tedavisi, EGF, IGF-1, HB-EGF’1i artiran tedaviler oldugu gosterilmistir (75-79).

Anjiyotensin 2°de TGF-f yapimini arttirarak renal tiibiiler hiicrelerde apopitozisi
arttirir. Anjiyotensin 2’nin bu etkisi hemeoxygenase-1(HO-1) ile inhibe edilir (80).
Diger bir yontem tiibiil hiicrelerinin émriinii uzatmak i¢in HO-1 gen tedavisi olabilir.

Diizeyi artan HO-1, p21°i artirarak tiibiil hiicrelerinde apopitozise karsi direng saglar.

Tek tarafli Gireter obstritksiyonunda yapimi artan sphingolipid ceramide diger bir
apopitozis artirici molekiildiir. Hipokside ceramide synthase renal tiibiiler hiicre
6limiinde merkezi rol oynar. Obstriiktif nefropatide ceramide olusmasinin engellenmesi
tiibiiler atrofiyi azaltir (81). Artan reaktif oksijen radikalleri de TUO’nda tiibiiler
apopitozise katkida bulunur. Catalase antioksidan enzimdir ve eksikliginde tiibiiler
apopitozisde artma goriiliir. Tek tarafli iireter obstrilkksiyonunda fluvastatin gibi

antioksidanlarin verilmesinin tiibiiler apopitozisi azalttif1 gérilmistiir (82).

2.5.4- Interstisyel Fibrozis:

Obstriiktif nefropatide en dramatik sonug¢ bitlin kronik boébrek hastaliklarinda
goriilen interstisiyel fibrozis gelismesidir. Fibroblastlar inerstisiyel renal fibrozis
gelismesinde temel rolli oynayan hiicrelerdir ve normalde bobrek parankiminde kortikal
interstisiyel alanda ve perivaskiiler alanda bulunurlar. Obstriiktif nefropatide
hasarlanmis tiibiil boyunca fibroblast birikimi olur. Bu fibroblastlarin %49’u 6nceden
bolgede blunan fibroblastlardan, %15°1 kemik iliginden, %36°s1 ise bazi tiibiil
hiicrelerinin epiteliyal mezankimal transformasyon (EMT)’a ugrayak fibroblasta

doniismesinden kaynaklanir. Fibroblastlar aktive olarak myofibroblasta déniisiir ve a-

16



SMA ve vimentin tiretmeye baglarlar (6). Cogalan fibroblastlardan fibronektin, kollajen
I, I, IV ve V gibi ekstraselliiler matriks tirtinleri sentezlenir ve interstisiyel alanda
birikir. Fibronektin ve kollajen prolifere olmusg fibroblastlarin yam sira proksimal tubul
epitel hiicrelerinde de sentezlenir (83). Fibronektin ve kollajen sentezini PDGF-B ve

bFGF artirirken, salimmin1 TGF-§ artirir (84) (Sekil 4).
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Sekil 4. Obstriiktif Nefropatide Fibroblast Proliferasyonu

EMT, epiteliyal mezankimal transformasyon; bFGF, basic fibroblat growth factor; PDGF, platelet-
derived growth factor; TGF-PB, transforming growth factor-§,
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Interstisiyel fibrozis gelismesinde anjiyotensin tarafindan artirilan TGF-B merkezi
rol oynar (6). Kronik tek tarafl {iriner obstriiksiyonda interstisiyel fibrozis gelismesinde
anjiyotensinin  etkisini arastiran bir ¢alismada anjiyotensinojen geni hig
kopyalanmadiginda fibrozis oranit %25 iken bir kez kopyalanmasinin fibrozis oranim
%50 artirdign ancak 3 ya da 4 kez kopyalanmasimin fibrozis oranini degistirmedigi
gorilmiis. Sonug TUOda interstisiyel fibrozis gelismesinden %50 anjiyotensin bagliml
yolun sorumlu oldugu anlagilmigtir (85). Tek tarafli {iriner obstriiksiyonda anjiyotensin-
doniigtlirtici-enzim  inhibitérii  verilerek yapilan ¢aligmalarda ratlar yenidogan
donemindeyken interstisiyel myofibroblast miktarinda artma goriiliirken, yenidoZan
déneminden sonra hem anjiyotensin 2’nin azalmasi hem de bradikininin artmasi ile
fibrozisi azalttigi goriilmiistiir (Sekil 5) (86).

Tek tarafli iireter obstritksiyonunda interstisiyel fibrozis gelismesinde en 6nemli
sinyal yolu TGF-B’nin yonettigi ve Smad transkripsiyon faktSrlerinin aracilik ettigi
EMT olmasidir. Mekanik basiya maruz kalmug tiibiil hiicrelerinde ve makrofajlarda
tretilen ve anjiyotensin 2 tarafindan yapimi artinllan TGF-B, apopitozisi ve Smad
transkripsiyon faktorlerinin aracilik ettigi EMT u artinir (69, 87). Ayrica PDGF B ve
bFGF’nin aktivitesini artrarak da EMT’un artmasma ve interstisiyel ~ fibrozis
gelismesine neden olur (83, 88). Tiibiil epitel hiicrelerinin fenotipik o6zelliklerini
kaybederek mezankimal fenotip kazanmasina neden olan EMT’nun geri donstimlii
olabilecegi gosterilmis (84). Epiteliyal mezankimal transformasyonda major rol
oynayan TGF-B’rnin inhibe edilmesi bobregin kronik zedelenmesinin ilerlemesini
durdurabilir. Tek tarafli {ireter obstrikksiyonunu takiben profibrotik Smad
molekiillerinden olan Smad 2 ve Smad 3 yapimi artar, inhibitor etki yapan Smad 7 ise
azalir (87). Tek tarafl iiriner obstriiksiyon olusturulmus ratlarda Smad7 gen tedavisi ile
Smad 2 ve Smad 3 diizeylerinin azalarak fibroblast ve kollajen birikiminin azaltti$1
gosterilmistir (89). Hepatocyte growth factor’de Smad 2 ve Smad 3 fiiretimini
engelleyerek myofibroblast aktivitesini azaltir (Sekil 5) (90). »

Transforming growth factor-fi tarafindan kontrol edilen diger fibrojenik
molekiiller PDGF B, bFGF ve connective-tissue growth factor (CTGF)’diir (6, 83, 88).
Platelet-derived growth factor B ve bFGF’nin fibroblast proliferasyonu, fibroblastin
myofibroblasta dénmesi ve EMT’un aktive edilmesinde rolii vardir (83, 88, 91). Tek

tarafli tireter obstriiksiyonunda PDGF reseptoér blokorili uygulanmasinin interstisiyel
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fibrozisi azalttigi goriilmustiir (92). Bir bagka ¢alismada p38a MAPK inhibisyonunun
renal TGF-f {iretimi devam etmesine ragmen CTGF diizeyini azaltarak interstisiyel
fibrozisi azalttign gosterilmistir (93). Bu ¢alisma p38a MAPK blokajmin antifibrotik
terapotik etkinligi oldugunu gostermistir (Sekil 5).

Plazminojen-plazmin aksinin da interstisiyel fibrozis gelismesinde rolii vardir. Tek
tarafli tireter obstrikksiyonunda PAI-1 ve tissue-type plasminogen activator (tPA)
diizeylerinin arttifn gériilmiistiir (94). Plasminogen activator inhibitor-1 ve tPA
molekiillerinin ortadan kaldirildign ¢alismalarda interstisiyel fibrozisin azaldig:

gorilmistir (Sekil 5)(95, 96).

Dej:’riﬂ Anjiyotensin 2 > ACEI » Bradikinin
TGF-p —_— > PDGF B
bFGF
KCP

Smad7 ——§ Smad?2 v

/\ Smad 3
SaoN T B2 Resepti
T Ski
HGF ~iNOS

v v
P21
P38a MAPK > /
PAI-1 & uPAR

PA /

Sekil 5. Obstriiktif nefropatide interstisiyel fibrozis patogenezi

- ACEl, angiotensin-converting-enzyme inhibitor; B2, bradykinin 2; BMP-7, bone morphogenetic
protein-7; CTGF, connective tissue growth factor; EMT, epiteliyal mezankimal transformasyon; HGF,
hepatocyte growth factor; iNOS, inducible nitric oxide synthase; XCP, kielin/chordin-like protein;
p21CIP1/WAF1, p38a MAPK, p38a mitogen-activated protein kinase; PAI-1, plasminogen activator
inhibitor-1; PDGF, platelet-derived growth factor; - SnoN, Ski-related novel protein N; TGF-B,
transforming growth factor-f3; 1PA, tissue-type plasminogen activator; uPAR, urokinase receptor.
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Ttibiil epitel hiicrelerinin fenotipik 6zelliklerini kaybederek mezankimal fenotip
kazanmasina neden olan EMT’nun geri dongiimlii olabilecegi gosterilmistir (84).
Epiteliyal mezankimal transformasyonu inhibe edecek ilag¢ tedavileri b6bregin kronik
zedelenmesinin ilerlemesini durdurabilir. Bu nedenle ON’de fibrozis ¢nlemek igin
EMT’da temel rol oynayan TGF-B, PDGF B ve bFGF {iretiminin baskilanmasini hedef
alan tedavi stratejilerinin geligtirilmesi ve bu faktorlerin patogenezdeki rollerinin

aragtirilmasi 6nemlidir (5, 83, 97).

2.6. Obstriiktif Nefropatide Deneysel Farmakolojik Tedavi Yaklasimlar:

Uriner obstritksiyon prenatal erken dénemde gelisebilir. Bu dénemde gelisen
obstriiksiyon bobrek bitylimesini ve maturasyonunu etkileyebilir. Siddetli obstritksiyon
varlifinda intrauterin cerrahi diizeltme yapilmasi bébrek bilyiimesi tamamlanana kadar
bobrek kitlesinin korunmasim saglayabilir. Ancak prenatal dénemde idrar yolu
obstriiksiyonunun siddetini gdsteren uygun bir belirte¢ yoktur. Benzer sekilde postnatal
dénemde de hidronefroz varliginda obtriiksiyon siddetini g&steren ve cerrahi diizeltme
endikasyonunu belirleyen belirtegler yoktur. Bu nedenle hangi hastalarin cerrahi
diizeltmeden fayda gorecegi tartigmalidir (67).

Bir diger 6nemli nokta cerrahi diizeltmenin sonuglanidir. Yapilan deneysel bir
¢aligmada yenidogan ratlara 5 giin siire ile TUO uygulanmis ve 5. giin sonunda
obstriiksiyon diizeltilmis. Tek tarafli obstriksiyonun 5. giiniinde glomeriiler filtrasyon
hizinm(GFH) azaldigi, renin diizeyinin arttii, glomeriil sayismin %40 oraminda
azaldigy, tiibiillerde proliferasyonun azaldigi, apopitozisin arttigs, tiibiiler EGF {iretimi
azalirken TGF-P, clusterin, vimentin ve a-sma diizeylerinin artti31, interstisiyel alanda
kollajen birikiminin artt1g1 goriilmiistiir. Tek tarafli obstriiksiyon diizeltildikten 28 giin
sonra bu parametreler tekrar degerlendirildiginde GFH’min normale déndiigii ancak
glomeh‘il sayisindaki %40 kaybin devam ettigi, EGF diizeyinin arttign, TGF-B, clusterin
ve vimentin diizeylerinin azaldifi ancak normal seviyeye donmedigi gosterilmistir.
Obstrﬁksiypnun diizeltilmesi sonrasinda GFH’mun normale donmesinin kalan
glomeriillerin hipertrofiye ugramas ile oldugu diistiniilmiistiir (4). Bir diger calismada
TUO olusturulan ve 5. giinden sonra obstriiksiyonun diizeltildigi ratlar 1. yilin sonunda
tekrar degerlendirilmis ve glomeriil sayisimn %40 azaldips, karsi bobrekte

kompanzatuar hipertrofi gelismesine ragmen GFH'min %80’e diistiigii, proteiniirinin
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artifi ve hem TUO olusturulan bobrekte hem de saglam olan diger bdbrekte
gomeriiloskleroz, tiibiiler atrofi, makrofaj infiltrasyonu ve interstisiyel fibrozisin
belirgin olarak arttift gosterilmigtir (3). Bu g¢alismalarin sonucunda ON tedavisinde
cerrahi diizeltmenin yani sira fibrozis gelismesini 6nlemek igin antifibrotik ajanlarin
tedaviye eklenmesinin uygun olacag diisiiniilmiistiir.

Giinlimiize kadar gesitli ajanlarin deneysel TUO modelinde fibrozis iizerine
etkileri arastirilmistir. Asagidaki tabloda segilen tedavi stratejilerinin fibrozis tizerine

etkileri 6zetlenmistir (98)

Tablo II. Obstriiktif nefropatide tedavi stratejilerinin fibrozis tizerine etkileri

Hedef Strateji Kollajen Apoptozis  Myofibroblast ~ Makrofaj TGF B1

Anj2 ACE inhibitérii ~ Azald Bilgi yok Azald Azaldi Azaldi

Anj 2 AT antagonisti  Azalda Bilgi yok Azald: Degismedi  Azald:

Anj2 AT?2 antagonisti  Yitkseldi Azaldr Azald: Degismedi  Degismedi

Anj 2 AT2 genin  Yitkseldi Azaldi Cogaldi Degismedi  Bilgi yok
¢ikarilmasi

TGF 1 1D11 Antikor Azald: Azaldi Bilgi yok Bilgi yok Azalda

TGF Bl Antisense Azaldi Bilgi yok Azald Degismedi  Azald:

INOS Genin Yikseldi Cogaldi Bilgi yok Cogald: Cogald1
¢ikarilmasi

Nitrik Arginine Azaldi Bilgi yok Azaldi Azaldi Degismedi

oksit (NO)prekiirsor

Anj 2, Anjiyotensin 2, ACE, angiotensin konverting enzim; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz;
TGF B1, transforming growth faktor- p1

Statin grubu ilaglar ve Epo obstriiktif nefropatide fibrozis {iizerine etkileri

arastirilan ajanlardandir.

2.6. Statinlerin Antifibrotik Etkinligi

Statin grubu ilaglar 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzym A (HMG-CoA)
rediiktaz inhibirorleri olup kolesterol sentezini baskilarlar ve yaygin olarak
hiperkolesterolemi tedavisinde kullamlirlar. Antihiperlipidemik etki yami sira statinlerin
antiinflamatuar, antiproliferatif ve immunomodiilatér etkilerinin oldugu goésterilmistir

(99, 100). Statinlerin fibrozisten koruyucu 6zellikleri hipertansiyona bagli vaskiiler
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hasar, siklosporin toksistesi, diyabetik nefropati ve ON gibi deneysel bobrek hastaligi
modellerinde ¢ahsilmistir (8, 101, 102, 103). Statinler antiinflamatuar etkilerini
transkripsiyon faktérii olan NFkB sinyal yolunu bloke ederek yaparlar (104). Statin
grubu ilaglardan simvastatinin NFkB’yi inhibe etmesinin TNF-o’'nin NFkB’yi
indiikleyerek neden oldugu apopitozisi azalttig1 gosterilmistir (11). Bir bagka ¢alismada
da statinlerin glomeriiler mesangial hiicrelerde hipergliseminin ve anjiyotensin 2’nin
indiikledigi janus kinase /signal transducers and activators of transcription
(JAK/STAT) yolunu bloke ettigi gosterilmistir (9). Aynt zamanda statinlerin antifibrotik
etkinligini anjiyotensin 2 tarafindan aktivitesi artirilan ve interstisiyel fibrozise neden
olan Rho/ROCK yolunu ve p38 MAPK’1 bloke ederek gerceklestirdigi gOsterilmigtir
(105).

2.6. Eritropoetinin Antifibrotik Etkinligi

Eritropoetin eritroid prekiirsér hiicrelerin diferansiyasyonunu ve proliferasyonunu
regiile eden hamatopoetik bir faktdrdiir (106). Biyolojik etkisi Epo’nin eritroid
prekiirsdr hiicrelerin yiizey reptorleri (EPO-R) ile spesifik etkilesimi ile olusur. Bu
EPO-R’ler endoteliyal hiicreler, néronlar ve trofoblast hiicreler gibi hematopoetik
olmayan hiicrelerde de bulunur (107-109). Bu hiicrelerde Epo’in EPO-R ile
etkilesmesinin anjiyogenezisi arttirarak doku oksijenizasyonunu artitirdig1 ve bu sayede
antiapoptotik etkisi oldugunu gosteren caligmalar vardir (110). Deneysel olarak
olusturulan siklosporine bagli nefropatide recombinant human eritropoetin (thEPO)’nin
proinflamatuar sitokinlerden osteopontin ve C-reaktif protein diizeyini ve profibrotik
mediyatérlerden TGF-f diizeyini azaltarak ve apopitozisi diizenleyen genlerden Bcl-
2’yi artinp caspase-3°U azaltarak interstisiyel fibrozis ve apopitozis {izerine
renoprotektif etkisi oldugu gosterilmistir (17). Yapilan bir bagka calisgmada da
rhEPO’nin tek tarafli tireter obstriiksiyonu olusturulmus ratlarda obstriiktif nefropatide -
TGF-B, o-SMA ve fibronektin diizeylerini azaltarak renoprotektif etkisi oldugu

gOsterilmistir.
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3-GEREC VE YONTEM

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Nefroloji Bilim
Dali tarafindan Patoloji ve Uroloji Anabilim Dallarinin katkilari ile yapildi. Calismanin
deneysel asamasi Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma
Laboratuarinda gerceklestirildi. Calisma oncesi Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan (29/11/2007-28) onay alindi. Deneyde
cerrahi arastirma merkezinde yetistirilen, standart yem ve ¢esme suyu ile beslenen, ayni
odada 12 saat gece ve 12 saat giindiiz ortaminda tutulan 48 adet 200-250gr agirliginda
Sprague Dawley cinsi rat kullanildi.

Cerrahi Islemler

Deneye alinan tiim ratlara cerrahi islemden 6nce sefazolin sodyum 20mg/kg
dozunda IM yolla verilerek cerrahi antibiyotik profilaksisi yapildi. Anestezi 5-13 mg/kg
ksilazin hidrokloriir ve 40-87 mg/kg ketaminin IM enjeksiyonu kombinasyonu ile
saglandi. Ratlarin karin cildi tiraslandiktan sonra iyot ile temizlenip, ventral orta hat
kesi ile abdominal kaviteye girildi. Gobek alti medyan kesi ile karin i¢ine girildi(Resim
1,2). On iki ratin iireterleri baglanmadan batini kapatildi ve sham grubu olarak ayrildi.
Diger 36 ratin sol {iireter ve sol bobregi ortaya cikarildi (Resim 3). Sol iireter
iireteropelvik bileskenin hemen altindan 5-0 prolen ile baglandi ve iireter kesildi (Resim

4, 5). Batin kapatildiktan sonra ratlar iyilesmesi i¢in kafeslere alindi.

Karin 6n duvari

Resim 1:Karin 0n cildinin hazirlanmasi Resim 2: Karin 6n duvari kesisi
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U-P Bileske | Renal pelvis

Sol bobrek

Resim 3: Sol bébrek Resim 4:Sol {ireteropelvik(U-P) Bileske

Resim 5: Obstriiksiyon uygulanmis sol iireter

Tek tarafli obstriiksiyon yapilan 36 rat 3 gruba ayrildi ve cerrahi islem sonrasi 1.

glinden itibaren 14 giin siiresince tedavi verildi.

Calisma Gruplari:

Sham Grubu: Tek tarafli iireter obstriiksiyonu yapilmayan ve tedavi verilmeyen 12 rat

icermektedir.

Eritropoetin Grubu (Epo Grubu): Tek tarafli iireter obstriiksiyonu yapilan 12 rat
icermektedir. Bu gruba cerrahi sonrasi 1. giinden itibaren 14 giin siiresince 1000U/kg

epoetin alfa (Giirel) giin asiri intraperitoneal yoldan verilmistir (Resim 6).

Simvastatin Grubu (Simv Grubu): Tek tarafli iireter obstriiksiyonu yapilan 12 rat
igermektedir. Bu gruba cerrahi sonrasi 1. giinden itibaren 14 giin siiresince giinde 2 kez

Simv (Eczacibasi) 2mg/kg dozunda %1’lik karboksimetilselliiloz soliisyonu icinde
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¢Oziinmis olarak gavaj ile oral yoldan verilmistir. Bu doz ve uygulama yolu Simv ile
yapilmis daha 6nceki galismalarda kan lipid seviyesini degistirmedigi gbzlenen doz ve

yontemdir (8, 111).

Kontrol Grubu: Tek tarafli {ireter obstriiksiyonu yapilan 12 rat icermektedir. Bu gruba
cerrahi sonrasi 1. giinden itibaren 14 giin siiresince glinde 2 kez %!1’lik

karboksimetilselliiloz soliisyonu 1ml/kg dozunda gavaj ile oral yoldan verilmistir.

Resim 6: Eritropoetin intraperitoneal ~ Resim 7: Simvastatin gavaj ile oral
verilmesi verilmesi

Ondordiincti giiniin sonunda sham grubu, Epo grubu, Simv grubu ve kontrol
grubunda bulunan ratlara 5-13mg/kg ksilazin hidrokloriir ve 40-81 mg/kg ketamin im.
enjeksiyonu kombinasyonu ile anestezi saglandiktan sonra abdominal duvar kesisi
yapilarak ve histolojik ¢alisma i¢in sol bobrekleri ¢ikarildi (Resim 7, 8§, 9). Deneklerin
sol bobrekleri Once iginde serum fizyolojik bulunan kabin igerisine atildi (kan
hiicrelerinin temizlenmesi i¢in) sonra %10 luk tamponlanmis nétral formalin

sollisyonunda tespit edildi (Resim 10, 11)
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Resim 8: Hidronefroz olmus sol bobrek  Resim 9: Hidronefrotik sol bébrek
normal sag bébrek cikarilmasi

Resim 10: Hidronefroz olusmus sol bobrek  Resim11: Serum fizyolojik i¢eren
normal sag bébrek kap

Resim 12: Formaldehit i¢inde hidronefrotik
sol bobrek
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Patolojik Inceleme

Yiizde 10°luk formaldehit iginde tespit edilen bdbrekler, koronal kesit alinarak
doku takip islemine alindi (Resim 12,13). Hazirlanan parafin bloklardan 4pm
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler interstisiyel fibrozisi géstermek i¢in Masson
trikrom ile boyandi. Fibrozis gelismesinde rolii olan TGF-B, PDGF B, bFGF, NFkB
ekspresyonu ve fibrozisde dokuda biriken fibronektin immunohistokimyasal yontem ile

calisildi. Ornekler etiketlenerek gruplari gizlendi ve patolog BC gézetiminde tez asistani

tarafindan degerlendirildi.

Resim 13: Formaldehit ile tespit edilmis Resim 14: Formaldehit ile tespit
bbbrek edilmis bobrek

Immunohistokimya

Immunohistokimyasal uygulama her bir antikor i¢in tiim gruplara tek seansta
uygulanmistir. Streptavidin-biotin peroksidaz saptama yontemi kullanilmis olup

kullanilan primer antikorlar ve yapilan uygulamalar Tablo III’de dzetlenmistir.
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Tablo II- Immunohistokimyasal galismada kullanilan primer antikorlar

Primer Klon; Tip Diliisyon | I.S Antijen agiga Firma
Antikor ¢tkarma islemi
TGF B Monoklonal, 1:50 90° | Na sitrat 60’ SantaCruz, USA
Mouse Proteinaz K 15°
NFkB Poliklonal, rabbit 1:200 60’ | Na sitrat 30’ GeneTex, USA
bFGF Monoklonal, 1:25 180 | Na sitrat 60’ GeneTex, USA
Mouse
PDGF B Monoklonal, rabbit | Hazir kit 15> | Na sitrat 35° Thermo Scientific, USA
Fibronektin | Poliklonal, rabbit 1:50 90’ | Na sitrat 30’ GeneTex, USA

Adeziv kapli lama hazirlanan 4 pm kalinlifindaki parafin kesitler 57°C’lik
etivde 16 saat bekletildikten sonra agagidaki immunohistokimyasal c¢alisma

basamaklar1 uygulandi:

1. Dereceli alkolde deparafinizasyon tamamlandi.

2. Distile su ile yikanan kesitler soguk %100°liikk metanol i¢inde %3°liik hidrojen
peroksit iceren soliisyonda 30 dakika bekletilerek endojen peroksidaz aktivitesi
bloke edildi.

3. PBS (fosfate buffer saline, PH: 7,4) soliisyonu ile yikama sonrasi primer
antikora gére antijen ag13a ¢tkarma iglemi uygulandi. (Bkz. Tablo-3).

4. Deterjanli PBS (bir damla Tween 20 igeren) ile yikama yapildiktan sonra
bloking solusyonunda 30 dakika bekletildi.

5. Yikama yapilmadan primer antikor ile Tablo III’de gosterilen diliisyonda oda
1s1s1nda inkiibasyon yapilda.

6. Deterjanli PBS ile yikama yapildiktan sonra biotin ile igaretli baglayici sekonder
antikor (rabbit&mouse) ile 30 dakika inkiibe edildi.

7. Deterjanhi PBS ile yikandiktan sonra streptavidin-konjuge peroksidaz ile 30
dakika inkiibasyon uygulandi. |

8. PBS ile yikandiktan sonra kromojen olarak kullamilan diaminobenzidin

soliisyonunda 10 dakika bekletildi.
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9. Musluk suyunda yikandiktan sonra 10 saniye Harris’ hematoksilende tutularak
niikleus boyanmasi yapildi.

10. Musluk suyunda yikanda.

11. Dereceli alkolde dehidrasyon ve ksilen ile seffaflastirma yapilarak lamel ile
kapatildi.
Negatif kontrol olarak primer antikor olmaksizin PBS ile inkiibe edilen dmek

kullanildi ve bu 6rneklerde boyanma saptanmadi.
Immunohistokimyasal Degerlendirme

TGF-B, NFkB, PDGF B ve bFGF Degerlendirilmesi:
TGF B, PDGF B, NFkB ve bFGF igin tiibiil epitellerinde ve interstisyel

inflamatuar hiicrelerdeki sitoplazmik boyanma pozitif i¢ kontrol olarak kabul edildi. Her
bir kesit immunuhistokimyasal boyanma yayginhig ve yogunlugu agisindan
degerlendirildi. Boyanma yayginligi ve yogunlufu nokta sayma metodu ile kantitatif
olarak yapild: (112). Her bir kesitte i¢ korteks bolgesinde birbiri {izerine binmeyen 10
biiyiik biliylitme alani (40x magnifikasyon) Olympus BX51 mikroskopta degerlendirildi.
Her bir alan Olympus DP71 kamera ile bilgisayar ekramina aktarilip lizerine elle
hazirlanmis 2500pm® lik (50x50pm’lik) otuz iki (4x8 adet) kareye ayrilmis sablon
yerlestirildi. Boyanma yayginhigi igin pozitif boyali kareler sayildi ve asagidaki formiil
kullamilarak pozitif boyali alan yiizdesi hesaplandi:

Pozitif boyali % alan: Pozitif boyah kare sayis1 x 100
Tiim alandaki kare sayisi

Pozitif boyali1 % alan 0’dan 4’e kadar skorlandi. Yayginlik skoru 0: boyanma
yok, 1: pozitif boyali alan <%25, 2: %25-50, 3:%50-75, 4: %75-100 olarak belirlendi.

Boyanma yogunlugu 0-3 arasinda derecelendirildi. Derecelendirmede boyanma
yok: 0, hafif boyanma (sitoplazmada hafif boyanmé var, niikleusta boyanma yok): 1,
orta siddette boyanma (sitoplazmada daha belirgin boyanma var, niikleusta boyanma
var/yok): 2, siddetli boyanma (sitoplazmada ve niikleusta yogun boyanma var): 3 olarak
ifade edildi. Bilgisayar ekraninda derecesi 0, 1, 2 veya 3 olan kareler sayilarak énce her

bir alanin daha sonra da o denek igin ortalama yogunluk derecesi hesapland:
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Her bir denek i¢in hesaplanan yayginlik ve yogunluk skoru toplanarak kombine

skor elde edildi (min 0- max 7).

Fibronektin ve Masson trikrom boyanmasmin degerlendirilmesi:

Her bir kesitte korteks ve kortiko-meduller bslgede birbiri {izerine binmeyen 10
aynt alanm 40x biiylitmede fotografi OlympusBXS51 mikroskop ve fiizerine monte
edilmis Olympus DP71 kamera kullanilarak g¢ekildi. Fibronektin ve Masson trikrom ile
boyali alanin hesaplanmasi i¢in image J programi kullanildi (113). Her bir alanda tiibiil
bosluklar;, bowman Kkapsiilii boslugu, biiyiik damarlarin bosluklar isaretlenip
¢ikarilarak tiim alan hesaplandi. Sonra pozitif boyal alanlar igaretlenerek hesapland1 ve

agsagidaki formiil kullamlarak pozitif boyali alan yiizdesi hesaplandi:

Pozitif boyali % alan: Pozitif boyali alan x 100

Tiim alan

Istatistik

Istatistiksel degerlendirme Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for
Windows 16.0 programinda yapildi. Veriler degerlendirilirken siirekli degiskenler
ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi. Istatistiksel analizlerde degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Veriler
normal dagilima uymadifi i¢in gruplar arasi karsilastirmalarda Kruskal Wallis testi
yapildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Gruplarn ikili
karsilagtirilmasinda Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi- yapildi. Bu testte
istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.01 kabul edildi.
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4-BULGULAR

Calismaya alnan 48 ratin hepsi ¢aligmay: tamamladi. Obstritksiyon olusturulan

tiim bobreklerde hidronefroz oldugu goriildii.

Morfolojik Degerlendirme:

Obstriiksiyon olusturulmayan sham grubunda morfolojik olarak tiibiil yapilarinmin
ve tiibiilointerstisiyel alamin normal oldugu ve TGF-B, NFkB, PDGF B, bFGF ve
fibronektin immunohistokimyasal boyanmasinda hafif yogunlukta boyanma oldugu
goriildii (Resim 15). Obstritksiyon olusturulan Epo grubu, Simv grubu ve kontrol
grubunda proksimal ve distal tiibiillerde dilatasyon, tiibiiler atrofi ve tiibiilointerstisiyel
alanda fibroz genisleme oldugu, glomeriil yapilarimin ise korundugu goériildi (Resim

15).

Immunohistokimyasal ve Masson Trikrom Boyanmanin Degerlendirilmesi:
Obstritktif nefropati olugturulan Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubunda
TGF-B, NFkB, PDGF B ve bFGF immunohistokimyasal boyanmasinda tiibiil hiicreleri
sitoplazmasinda, NFkB’de tiibiill epiteli stoplazmasi ile birlikte niikleer boyanma
goriildii (Resim 15). Fibronektin igin tiibiil hiicreleri sitoplazmasinda ve interstisiyel
alanda boyanma goriildii (Resim 15). Fibroziste kollajen birikimini gdsteren Masson
trikrom boyama ile interstisiyel alanda mavi renkte boyanma goriildii (Resim 15). Ttim

boyalarda kontrol grubunda en yogun boyanma saptandi.
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Sham Grubu Epo Grubu Simv Grubu Kontrol Grubu

TGF-f}

NFkB

PDGF B

bFGF

Fibronektin

Masson
trikromrom

Resim 15. Obstriiktif nefropatide TGF-B, NFkB, PDGF B, bFGF ve Fibronektinin
immunohistokimyasal ydntem ile boyanmasinin ve kollajen birikimi igin Masson
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trikrom boyanmasiin gériintiileri. A-D: TGF-B sham grubunda hafif yogunlukta
boyanma, kontrol grubunda en fazla olmak tizere diger gruplarda tiibiil epiteli
sitoplazmasinda boyanma. E-H: NFkB sham grubunda hafif yogunlukta boyanma,
kontrol grubunda en fazla olmak tizere diger gruplarda tiibiil epiteli sitoplazmasinda ve
yogun boyanmalarda niikleusta boyanma. I-L: PDGF B sham grubunda hafif
yogunlukta boyanma, kontrol grubunda en fazla olamak {izere diger gruplarda tiibiil
epiteli sitoplazmasinda boyanma. M-P: bFGF sham grubunda hafif yogunlukta
boyanma, kontrol grubunda en fazla olamak tizere diger gruplarda tiibiil epiteli
sitoplazmasinda boyanma. R-T: Fibronektin sham grubunda hafif yogunlukta boyanma,
kontrol grubunda en fazla olamak tizere diger gruplarda tiibiil epiteli sitoplazmasinda ve
interstisiyel alanda boyanma. U-Z: Masson trikrom sham grubunda boyanma yok, Epo
grubu ve Simv grubunda interstisyel alanda mavi boyal fibrozis alanlari, kontrol
grubunda bu alanlarda belirgin artma.

Obstriiktif nefropatide fibrozis gelismesinde diizeyleri artan TGF-B, NFkB, PDGF
B, bFGF, fibronektin ve Masson trikrom boyama ile gosterilen interstisyel fibrozisin
¢alisma gruplan arasinda karsilastirilmas: Tablo 1Vde gosterildi. Transforming growth
Jactor-f3, NFkB, PDGF B ve bFGF i¢in yaygmlik ve yogunluk skorlarinin toplamu ile
elde edilen kombine skor ortalama + standart sapma degerleri, fibronectin ve Masson

trikrom boyanmasinda pozitif % alan ortalama + standart sapma degerleri kullanildi.
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Tablo IV- TGF-B, NFkB, PDGF B, bFGF kombine skor ortalama (+SD) degerlerinin ve

fibronektin, Masson trikrom igin % alan ortalama (+SD) degerlerinin kargilagtirilmasi

Sham Grubu Epo Grubu  Simv Grubu Kontrol P
Grubu

TGF-Bort+SD  2.67+0.49 500+095 508+0.79 6.17+0.38 <0.01 *
NFkB ort+SD  3.17+0.57 433+£0.77 5.08+£090 5.58+0.51 <0.01f%

PDGF B ort 2.50+0.52 5.67+0.88 533+0.88 625+£0.75 <0.017
+SD

bFGF ort £SD 2.08+0.28 4.75+0.86 542+0.79 567+£0.77 <0.01§

Fibronektin 5.30+2.49 12.7+5.03 2035+ 647 38.44 + <0.01¥
ort £5D 19.44

Masson 4779+1.84 21.79+8.53 2635+£544 39.45+1.20 <0.01£
Trikrom ort

+SD

*Sham grubu ile Epo grubu,Simv grubu ve kontrol grubu, * kontrol grubu ile Epo grubu ve Simv grubu

1 Sham grubu ile Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubu, § kontrol grubu ile Epo grubu

+ Sham grubu ile Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubu,

§ Sham gurubu ile Epo grubu, § Simv grubu ve kontrol grubu, § kontrol grubu ile Epo grubu

¥ Sham grubu ile Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubu, ¥ kontrol grubu ile Epo grubu ve Simv grubu,
¥ Epo grubu ile Simv grubu

£ Sham grubu ile Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubu, £ kontrol grubu ile Epo grubu ve Simv grubu

Sham grubunda TGF-B doku ekspresyonu; Epo grubu, Simv grubu ve kontrol
grubu ile kargilagtinldiginda anlaml olarak daha diisiik bulundu (p<0.01). Eritropoetin
grubu ve Simv grubunda ise kontrol grubuna gére TGF-B ekspresyonunun anlamli
* olarak daha diisiik oldugu goriildii (p<0.01). Ancak TGF-f ekspresyonﬁ acisindan Epo

grubu ve Simv grubu arasinda anlaml fark goriilmedi (Sekil 6).
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Sekil 6. Obstriiktif nefropatide eritropoetin ve simvastatin tedavilerinin TGF-f
ekspresyonu iizerine olan etkileri. * p<0.01 Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubunun
sham grubu ile karsilagtiriimalari. # p<0.01 Epo grubu ve Simv grubunun kontrol grubu

ile karsilastirilmalari.

Sham grubunda NFkB doku ekspresyonu; Epo grubu, Simv grubu ve kontrol
grubu ile kargilastirildiginda anlamli olarak daha diigiik bulundu (p<0.01). Eritropoetin
grubunda NFkB ekspresyonunun kontrol grubuna gore anlaml olarak daha diisiik
oldugu goriildii(p<0.01) Simv grubunda ise NFkB ekspresyonu kontrol grubuna gore
daha diisiik bulunmakla birlikte istatistiksel anlamh fark gériilmedi. Nuclear factor
kappa B ekspresyonu Epo grubunda Simv grubuna gore daha diigtik bulunmakla
birlikte istatistiksel anlaml fark gortilmedi (Sekil 7).

36



NFkB

Kombine Skor

Sham Grubu Epo grubu Simv Grubu Kontrol Grubu

Sekil 7. Obstriiktif nefropatide eritropoetin ve simvastatin tedavilerinin NFkB
ekspresyonu {izerine olan etkileri. * p<0.01 Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubunun
sham grubu ile kargilastinilmalari. # p<0.01 Epo grubunun kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.

Sham grubunda PDGF B doku ekspresyonu; Epo grubu, Simv grubu ve kontrol
grubu ile kargilastinldifinda anlamh olarak daha diigiik bulundu (p<0.01). Eritropoetin
grubu ve Simv grubunda PDGF B ekspresyonu kontrol grubuna gore daha diigiik
bulunmakla birlikte istatistiksel anlamli fark goriilmedi (Sekil 8).
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Sham Grubu Epo Grubu Simv Grubu Kontrol Grubu

Sekil 8. Obstriiktif nefropatide eritropoetin ve simvastatin tedavilerinin PDGF B
ekspresyonu lizerine olan etkileri. * p<0.01 Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubunun

sham grubu ile karsilagtirilmalari.

Sham grubunda bFGF doku ekspresyonu; Epo grubu, Simv grubu ve kontrol
grubu ile karsilastinldiginda anlamli olarak daha diigiik bulundu (p<0.01). Eritropoetin
grubunda bFGF ekspresyonu kontrol grubuna gore anlaml olarak daha diisitk bulundu
(p<0.01). Simv grubunda ise bFGF ekspresyonu kontrol grubuna gére daha diisiik
bulunmakla birlikte istatistiksel anlamli fark gériilmedi. Basic fibroblast growth factor
ekspresyonu Epo grubunda Simv grubuna goére daha diisiik bulunmakla birlikte

istatistiksel anlaml fark gériilmedi (Sekil 9).
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Sekil 9. Obstriiktif nefropatide eritropoetin ve simvastatin tedavilerinin bFGF
ekspresyonu lizerine olan etkileri. * p<0.01 Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubunun
sham grubu ile karsilagtiilmalari. # p<0.01 Epo grubunun kontrol grubu ile

karsilagtirilmasi.

Sham grubunda fibronektin doku ekspresyonu; Epo grubu, Simv grubu ve kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda anlamli olarak daha diistik bulundu (p<0.01). Eritropoetin
grubu ve Simv grubunda fibronektin ekspresyonunun kontrol grubuna gore anlamh
olarak daha diisik oldugu goriildii (p<0.01). Ayrica fibronektin ekspresyonu Epo
grubunda Simv grubuna gére istatistiksel olarak anlamli daha diisiik bulundu (Sekil 10).
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Sekil 10. Obstriiktif nefropatide eritropoetin ve simvastatin tedavilerinin fibronektin
ekspresyonu tizerine olan etkileri. * p<0.01 Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubunun
sham grubu ile karsilagtirilmalari. # p<0.01 Epo grubu ve Simv grubunun kontrol grubu

ile karsilagtirilmalari. & p<0.01 Epo grubunun Simv grubu ile karsilagtiriimasi.

Sham grubunda Masson trikrom ile boyal: alan; Epo grubu, Simv grubu ve kontrol
grubu ile karsilastinldifinda anlamli olarak daha az bulundu (p<0.01). Eritropoetin ve
Simv grubunda Masson trikrom ile boyali alanin kontrol grubuna gére anlamli olarak
daha az oldugu goriildii (p<0.01). Ancak Masson trikrom boyali alan Simv grubuna
gére Epo grubunda daha az olmakla birlikte istatistiksel anlamli fark olmadigi goriildii

(Sekil 11).
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Sekil 11. Obstriiktif nefropatide eritropoetin ve simvastatin tedavilerinin interstisiyel

fibrozisi gosteren Masson trikrom boyali alan {izerine olan etkileri. * p<0.01 Epo grubu,

Simv grubu ve kontrol grubunun sham grubu ile karsilastirilmalari. # p<0.01 Epo grubu

ve Simv grubunun kontrol grubu ile karsilagtirilmalari.
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5-TARTISMA

Progresif interstisiyel fibrozis, tlim kronik b&brek hastaliklarinda oldugu gibi
ON’nin de en dramatik sonucudur. Deneysel ¢alismalarda, TUO uygulanmug ratlarda
obstriiksiyon diizeltildikten 28 giin sonra aym taraf bébrekte GFH’nin normale déndiigii
ancak interstisiyel fibrozis gelismesinin devam ettigi goriilmiis. Bir yil sonraki
takiplerinde ise GFH’in azaldigi, proteiniirinin arttifi ve saglam olan kargi taraf
bobrekte de gomeriiloskleroz, tiibiiler atrofi, makrofaj infiltrasyonu ve interstisiyel
fibrozisin belirgin olarak arttigi gésterilmistir (3, 4). Bu nedenle ON’de bébrek
hasarlanmasini ve KRY gelismesini 6nlemek i¢in cerrahi diizeltmenin yant sira fibrozisi
onlemek icin cesitli ajanlar denenmistir. Renal fibrozis patogenezinde rolii olan
profibrotik ajanlar fibrozisin 6nlenmesinde tedavi hedefleridir (5). Fibrozisi dnlemede
en etkili tedavi hedefini ve bu hedefi en etkili inhibe eden ajant belirleyebilmek i¢in
antifibrotik ajanlarin etkiledigi mekanizmalarimin arastirilmast ve bu etkilerin
karsilastirilmast oldukea 6nemlidir.

Bizim ¢aligmamizda statinlerden Simv ve hematopoetik bir faktér olan Epo’nin
ON’de fibrozisi 6nleyici etkileri; NFkB, TGF-B, PDGF B, bFGF, fibronektin
ekspresyonu ve Masson trikrom boya ile gosterilen intersitisyel fibrozis lizerine olan
etkileri karsilastirilmigtir. Bu ¢alisma Simv ve Epo tedavilerinin ON’de fibrozis iizerine
olan etkilerinin karsilastirildigi ve ON’de Simv’in NFkB ve PDGF B iizerine olan
etkisinin, Epo’in ise NFkB, PDGF B ve bFGF {izerine olan etkisinin arastirildign ilk
¢alismadir. Daha 6nce Vieira ve arkadaglarinin yaptifi bir calismada Simv’nin TUO
olusturulmus ratlarda kollajen 1, kollajen 3, fibronektin, MCP-1, TGF-f, bFGF, PCNA,
vimentin ve a-SMA ekspresyonu,' makrofaj infiltrasyonu ve lenfosit infiltrasyonu
tizerine olan etkileri degerlendirilmistir (8). Bu ¢alismada Simv’nin kontrol grubuna
gdre bFGF ve PCNA’da degisiklik yapmamakla birlikte kollajen 1, kollajen 3,
fibronektin, MCP-1, TGF-B, vimentin ve o-SMA’y:1 azaltarak fibrozisi azalttifi
gosterilmistir. Eritropoetin ve Epo’nin noneritropoetin tiirevinin de dnceki ¢alismalarda
ON’de tiibliler hasar1 ve fibrozisi azaltmadaki etkinlikleri aragtinlmigtir (12, 13, 14).
Eritropoetinin noneritropoetin tiirevi kemik iligindeki homodimer Epo reseptorlerine
baglanamayarak eritrosit sayisim arttirmayan ve dokudaki heterotrimerik reseptérlere
baglanarak etki eden carbamylated erythropoietin (CEPO)’dir. Park ve arkadaglarimin
yaptig1 ¢alismada Epo’in TUO olusturulmus ratlarda TGF-B, a-SMA ve fibronektin
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ekspresyonunu azaltarak renoprotektif etkisi oldugu gosterilmistir (14). Iki ayn
calismada ise CEPO’nin ON’de renoprotektif etkisi ¢alisilmistir (12, 13). Srisavat ve
arkadaglarimin yaptifi c¢alismada Epo ve CEPO’nin kollajen, ED-pozitif hiicreleri
(Ienfositler ve makrofajlar) ve TUNEL-pozitif hiicreleri azaltirken, a-SMA-pozitif
hiicrelerin ve TGF-p mRNA diizeylerinin sadece CEPO ile azaldig1, Bcl-2 diizeyinin
ise sadece Epo ile azaldig1 gosterilmistir.

Nuclear factor kappa B dogal bagisiklik yamitinda aktive olan ve inflamatuar
olaylan baslatan en ¢nemli sistemlerden biridir (114). Bu sistem hiicrede strese neden
olan biiylime faktorleri, vazoaktif ajanlar, sitokinler, bakteriyel lipopolisakkaritler,
mikrobiyal ve viral patojenler ve oksidatif stres gibi faktdrlerle aktive olur. Nuclear
Jactor kappa B aktive oldugunda inflamatuar yanitta rolii olan bir ¢ok proteini kodlayan
genleri diizenlenleyerek inflamasyon ve fibrozisin artmasina neden olur (115). Cesitli
dokularda; diyabetik nefropatide, travmatik beyin hasarlanmasinda, myokardin iskemi-
reperfiizyon hasarlanmasinda, peritoneal fibrozisde NFkB’nin rolii aragtinlmistir (18,
19, 20, 62). Obstrikktif nefropatide de fibrozis gelismesinde NFkB’nin rolii
aragtirilmistir. Tek tarafli lireter obstriiksiyonu yapilmig ratlarda AT1 inhibisyonun
NFkB aktivitesini azaltarak fibrozis gelismesini 6nledigi gosterilmistir (116, 117). Bir
bagka tedavi segenefi olarak ON’de NFkB aktivitesini baskilamak igin protozom
inhibitérii uygulayarak NFkB endojen inhibitdrii olan IkB diizeyini devam ettirmek
denenmis ve fibrozisin azaldig1 goriilmiistiir (118). Iki ayn ¢alismada da TUO yapilmis
ratlarda curcumin (diferuloylmethane) ve sulfosalazinin NFkB tizerine etkisi
aragtirlmistir. Her iki ¢alismada da ON’de NFkB’nin inhibe edilmesinin fibrozisi
azalttig1 gésterilmigtir‘(llo, 119). Simvastatinin, antiinflamatuar etkisinin arastirildiga
calismalarda; serebral iskemide ve ateroskleroziste NFkB aktivitesini azalttig
gosterilmistir (104, 120). Simvastatinin ON’de NFkB tizerine etkisi ise ¢aligilmamistir
(8). Eritropoetinin NFkB aktivitesini azalttigi myokardin iskemi-reperfiizyon
hasarlanmasinda, travmatik beyin hasarlanmasinda ve peritoneal fibroziste
gosterilmistir (18, 19, 20). Ancak Epo’inde ON’de NFkB aktivitesi lizerine etkisi
calisilmamistir. Bizim c¢alismamizda Simv grubunda NFkB ekspresyonu kontrol
grubuna gore daha diigiik bulunmakla birlikte istatistiksel anlamli fark goriilmedi
(p:0.08). Eritropoetin grubunda ise kontrol grubuna gore anlamli olarak daha
diisiik(p<0.01) olmakla birlikte Simv grubu ve Epo grubu arasinda NFkB ekspresyonu
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a¢isindan istatistiksel anlamli fark goriilmedi. Epo grubunda NFkB diizeyinin kontrol
grubuna gore daha diisik olmasi nedeniyle Epo'nin ON’de NFkB aktivitesini
baskiladif1 goriildii. Bu ¢aligma ON’de Simv’nin NFkB ekspresyonu iizerine etkisinin
aragtirilldig ve bu etkinin Epo ile karsilagtirnldigi ilk ¢aligmadir. Bizim ¢alismamizin
sonucuna gore Simv’'nin ON’de fibrozisi 6nlemede NFkB aktivitesi iizerine énemli bir
etkisinin olmadig1 diigtiniildii. Epo’nin ise ON’de fibrozisi NFkB aktivitesini
baskilayrak &nledigi ve NFkB ekspresyonu iizerine Simv’den daha fazla etkili oldugu

diigtiniildii. Bu sonuglarin bagka ¢aligmalarla ve yontemlerle desteklenmesi gereklidir.

Transforming growth factor-f fibrozis gelismesinde merkezi rol oynayan bir
mediyatdrdiir ve immun sistemde oldukc¢a karmagik sinyal yollarinda fonksiyonu vardir
(7). Transforming growth factor-f’mn giiglii endojen immun baskilayic: etkisi nedeni
ile tam bloke edilmesi ciddi yan etkilere neden olur. Deneysel bir ¢alismada TGF-B
eksik farelerin multifokal inflamatuar sendrom nedeni ile sldiikleri gézlenmistir (121).
Bununla birlikte TGF-B regiilasyonunun karmagik yapist sayesinde TGF-B’min
baskilanmasi ile ciddi immunolojik reaksiyonlara neden olmadan fibrozisi azalttip:
gosterilmigtir (7). Bu y&nii ile fibrozisin énlenmesinde iyi bir tedavi hedefi oldugu
gosterilmigtir. Tek tarafli {ireter obstritksiyonu olugturulmus ratlarda TGF-B sinyal
yoluna inhibitér etki yapan Smad 7 ekspresyonunun artirilmasinin fibrozisi énledigi
gOsterilmistir (97) Bizim ¢aligmamizda Simv ve Epo’nin ON’de fibrozis iizerine etkileri
degerlendirilirken TGF-B diizeyi lizerine olan etkileri incelenmistir. Simvastatinin
ON’de interstisiyel fibrozis {izerine olan etkilerini aragtiran bir ¢alismada TGF-p mRNA
diizeyinin tastyic1 gruba gére azalmadigi ancak TGF-B proteini diizeyinin Simv alan
grupta kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu gdsterilmistir. Buna gére Simv’nin
TGF-B mRNA {iretimi agamasinda degil mRNA’dan protein sentezi asamasinda etkili
oldugu bulunmustur (8). Bizim ¢aligmamizda da Simv’nin TGF-B diizeyini etkili olarak
azalttify gosterildi. Obstriiktif nefropatide fibrozis tizerine etkisini inceledigimiz diger
ajan Epo ile yapilan bir ¢alismada TUO olusturulmus farelerde TGF-B’1 inhibe ederek
EMT’u onledigi ve fibrozisi azalttigy gosterilmistir (14). Ancak Epo ve CEPO’nin
ON’de fibrozis lizerine etkilerinin kargilagtirnldigs bagka bir calismada ise Epo’nin TGF-
B diizeyini anlamli azaltmadigi, CEPO’nin TGF-B’y1 inhibe ettigi gosterilmistir (12).
Bizim ¢alismamizda ise Epo’nin TGF-B diizeyini azaltarak fibrozisi énledigi gdsterildi.

Simvastatin ve Epo verilen gruplar TGF-B diizeyi agisindan karsilastindiginda ise
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aralarinda anlamli fark goriilmedi. Sonu¢ olarak her iki ajamin da ON’de TGF-f
ekspresyonunu azaltarak fibrozisi 6nledigi diigtiniildii.

Kronik renal hasarlanma sonucu fibrozis gelismesinde nemli rol oynayan EMT’u
etkileyerek fibrozisi artiran bir diger faktér PDGF B’dir. Platelet derived growth factor
ailesinde A, B, C ve D olarak isimlendirilen 4 izoform vardir. Renal tiibiiler hasarin
oldugu durumlarda artan ve fibrosis gelismesinde rolii olan izoformlar PDGF-B ve
PDGF-D’dir (91, 122). Bu profibrotik ajanlar fibroblast proliferasyonunu, fibroblastin
myofibroblasta déonmesini ve EMT’u aktive ederek fibrozis olugmasinda rol oynar (91,
83, 88). Tek tarafli tireter obstritkksiyonunda PDGF reseptdr blokéril uygulanmasinin
interstisiyel fibrozisi azalttig1 goriilmiistiir (92). Simvastatinin ve Epo’nin antifibrotik
etkilerinin arastirildifn onceki ¢alismalarda PDGF-B fiizerine etkileri ¢alisilmamastir.
Bizim g¢alismamizda ON’de tedavi hedefi olarak degeri tam ortaya konmamus olan
PDGF-B diizeyi iizerine Simv ve Epo’nin etkileri aragtirildi. Calisma sonucunda Simv
ve Epo tedavilerinin TUO olusturulmus ratlarda PDGF-B diizeyini azaltmakla birlikte
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farka neden olmadig: goriildii. Buna goére her
iki ajamin da fibrozisi onlemede PDGF-B {izerine 06nemli etkilerinin olmadig:
diistintildii.

Normal bobrek dokusunda ¢ok az eksprese olan bFGF’nin interstisiyel fibrozisin
derecesi ile dogru orantili olarak tiibiilointerstisiyel skar gelisiminde tiretiminin arttig:
gosterilmistir (88). Basic fibroblast growth factor EMT’u artirarak fibrosis
patogenezinde rol oynar (83). Obstriiktif nefropatide bFGF diizeyini azaltan stratejilerin
fibrozisin 6nlenmesinde etkili olacag diigiiniilmiistiir. Obstriiktif nefropatide fibrosis
lizerine etkileri aragtinlan ajanlardan sadece Simv’nin bFGF iizerine olan etkisi
¢alisilmis ve Simv tedavisinin bFGF diizeyini deZistirmedigi gosterilmistir (8).
Eritropoetinin bFGF tizerine ekisi ise daha dnce ¢alisilmamistir. Bizim ¢alismamizda da
TUO olusturulmus ratlarda Simv tedavisi verilen grupta bFGF. diizeyinde kontrol
grubuna gore anlamli fark goriilmedi. Ancak Epo verilen grupta bFGF diizeyinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azaldign gériildii. Bu calisma ile
Epo’nin ON’de fibrozisi énlemesinde bFGF ekspresyonunu azaltmasinin da rolii oldugu
diislintildii. Obstriiktif nefropati patogenezinde ve fibrozisin énlemesinde tedavi hedefi

olarak bFGF’nin degerini gosteren bagka ¢alismalara ihtiyag vardir.
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Interstisyel fibrozis ve tiibiiler atrofi gelismesi tiim KBH’larinda oldugu gibi
ON’nin de en 6nemli yapisal sonucudur. Ayrica interstisiyel fibrozis derecesi de organ
yetmezliinin en &nemli prognostik gdstergesidir (83). Tubulointerstisiyel alanda
biriken fibronektin ve Masson trikrom ile boyanma interstisiyel fibrozisin
gostergelerindendir. Bizim c¢aligmamizda TUO yapilan ratlarda Simv ve Epo
tedavilerinin fibrozis tizerine etkilerini degerlendirirken interstisiyel fibrozis derecesini
belirlemek igin bobrek dokusundaki fibronektin ekspresyonu ve Masson trikrom ile
boyanma kullanmildi. Caligmamizda tiibiilointerstisiyel alanda fibronektin birikimi ve
Masson trikrom ile boyanma diizeyi hem Epo grubu hem de Simv grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel anlaml diigiik bulundu. Bu sonug daha énce Epo ve Simv’nin
ON’de renal fibrozis {izerine etkilerini arastiran ¢aligmalarla uyumlu bulunmustur (8,
14). Buna gore hem Simv hem de Epo ON’de fibrozisi etkili olarak 6nlemektedir. Buna
ek olarak bizim ¢alismamizda grup Epo’de fibronektin diizeyinin grup Simv’e gore
istatistiksel anlamli daha diigiik, Masson trikrom ile boyanmamin da de istatistisel
anlamli olmamakla birlikte daha diisiik oldugu gériildi. Bu sonuca gére Epo’nin ON’de
antifibrotik etkisinin Simv’den daha fazla oldugu diigtintildti. Eritropoietinin ON’de
interstisiyel ~fibrozis gelismesini Simv’e gore daha fazla azaltmasinim profibrotik
faktorlerden NFkB’yi ve bFGF’yi daha etkili inhibe etmesine baghi olabilecegi
diiglintildii. Bu ¢alismamn sonucuna gére ON’de fibrozisi 6nlemek igin EPO’nin

Simv’den daha uygun bir ajan oldugu diisiiniildii.

Sonu¢ olarak ON’de fibrozis patogenezinin aydmlatilmasi ve fibrozisin
onlenmesinde tedavi hedefleri ve uygun tedavi edici ajanlarin belirlenmesi igin
calismalar devam etmektedir. Simvastatin ve Epo’nin cesitli dokularda fibrozis
gelismesini azalttign 6nceki ¢alismalarla gosterilmistir. Bu galisma Simv ve Epo’nin
antifibrotik etkinliginin karsilagtinldig: ilk ¢aligmadir. Calismamizin sonucuna gore
Epo’nin ON’de profibrotik faktérlerden NFkB ve bFGF ekspresyonunu Simv’e gére
daha etkili baskilayarak fibrozisi daha fazla o6nledigi goriildii. Buna gére ON’de
fibrozisi 6nlemek i¢in EPO’nin Simv’den daha uygun bir ajan olabilecegi diisiiniildii.

Bu sonucun diger deneysel ve klinik ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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SONUCLAR

Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Nefroloji Bilim Dali tarafindan
Patoloji ve Uroloji Anabilim Dallarimin katkilari ile yapilan ve TUO olusturulan ratlarda
Epo ve Simv tedavilerinin ON’de fibrozis iizerine etkilerinin arastirildigi bu ¢alismada

agagidaki sonuclar elde edilmigtir.

1- Sham grubunda morfolojik olarak tiibill yapilarmin ve tiibiilointerstisiyel alanin
normal oldugu ve TGF-B, NFkB, PDGF B, bFGF ve fibronektin immunohistokimyasal

boyanmasinda hafif yogunlukta boyanma oldugu goriildii (Resim 15).

2- Eritropoetin grubu, Simv grubu ve kontrol grubunda proksimal ve distal tiibiillerde
dilatasyon, tiibiiler atrofi ve tiibiilointerstisiyel alanda fibr6z genisleme oldugu,

glomeriil yapilarinin ise korundugu gortildii (Resim 15).

3- Sham grubunda TGF-PB doku ekspresyonu; Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda anlamli olarak daha diigiik bulundu (p<0.01) (Tablo IV) (Sekil 6).

4- Eritropoetin grubu ve Simv grubunda kontrol grubuna gére TGF-$ ekspresyonu

anlaml olarak daha diisiik bulundu (p<0.01) (Tablo 4) (Sekil 6).

5- Transforming growth factor-f ekspresyonu agisindan Epo grubu ve Simv grubu

arasinda anlamli fark goriilmedi (Tablo 4) (Sekil 6).

6- Sham grubunda NFkB doku ekspresyonu; Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubu
ile kargilagtirildiginda anlamli olarak daha diisiik bulundu (p<0.01) (Tablo 4) (Sekil 7).

7- Eritropoetin grubunda NFkB ekspresyonunun kontrol grubuna gore anlamli olarak

daha diisiik oldugu goriildii(p<0.01) (Tablo 4) (Sekil ).

8- Simvastatin grubunda NFkB ekspresyonu kontrol grubuna gore daha diisiik
bulunmakla birlikte istatistiksel anlamli fark gériilmedi (Tablo 4) (Sekil 7).

9- Nuclear factor kappa B ekspresyonu Epo grubunda Simv grubuna gére daha diisiik
bulunmakla birlikte istatistiksel anlamli fark gériilmedi (Tablo 4) (Sekil 7).

10- Sham grubunda PDGF B doku ekspresyonu; Epo grubu, Simv grubu ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak daha diisik bulundu (p<0.01) (Tablo 4)
(Sekil 8).
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11- Eritropoetin grubu ve Simv grubunda PDGF B ekspresyonu kontrol grubuna goére
daha diigiik bulunmakla birlikte istatistiksel anlaml fark goriilmedi (Tablo 4) (Sekil 8).

12- Sham grubunda bFGF doku ekspresyonu; Epo grubu, Simv grubu ve kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda anlamli olarak daha diisiik bulundu (p<0.01).

13- Eritropoetin grubunda bFGF ekspresyonu kontrol grubuna gore anlaml olarak daha
diisiik bulundu (p<0.01) (Tablo 4) (Sekil 9).

14- Simvastatin grubunda bFGF ekspresyonu kontrol grubuna gbre daha diigiik
bulunmakla birlikte istatistiksel anlaml fark goriilmedi (Tablo 4) (Sekil 9).

15- Basic fibroblast growth factor ekspresyonu Epo grubunda Simv grubuna gore daha

diigiik bulunmakla birlikte istatistiksel anlaml fark goriilmedi (Tablo 4) (Sekil 9).

16- Sham grubunda fibronektin doku ekspresyonu; Epo grubu, Simv grubu ve kontrol
grubu ile karsilagtinldiginda anlamli olarak daha diisik bulundu (p<0.01) (Tablo 4)
(Sekil 10).

17- Eritropoetin grubu ve Simv grubunda fibronektin ekspresyonunun kontrol grubuna

gore anlamh olarak daha diigiik oldugu goriildii (p<0.01) (Tablo 4) (Sekil 10).

18- Fibronektin ekspresyonu Epo grubunda Simv grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli daha diigiik bulundu (Tablo 4) (Sekil 10).

19- Sham grubunda Masson trikrom ile boyal alan; Epo grubu, Simv grubu ve kontrol
grubu ile kargilagtirildifinda anlamli olarak daha az bulundu (p<0.01) (Tablo 4) (Sekil
11).

20- Eritropoetin ve Simv grubunda Masson trikrom ile boyali alanin kontrol grubuna

gore anlamh olarak daha az oldugu gériildii (p<0.01) (Tablo 4) (Sekil 10).

21- Masson trikrom boyali alan Simv grubuna gére Epo grubunda daha az olmakla

birlikte istatistiksel anlamh fark olmadig goriildii (Tablo 4) (Sekil 11).
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