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KISALTMALAR
Ang-2: Anjiotensin-2

BT: Bilgisayarli Tomografi

Cm: Santimetre

CYP: Sitokrom P

DNA: Deoksiriboniikleik asit

ED: Erektil disfonksiyon

FGF-9: Fibroblast Growth Faktor-9
KBY: Kronik bobrek yetmezligi

KC: Karaciger

IL-13: Interl6kin-13

IU: Internal iiretrotomi

IYE: Idrar yolu enfeksiyonu

Mm: Milimetre

MRG: Magnetik Rezonans Goriintiileme
mTOR: Mammalian target of rapamycin
RNA: Riboniikleik asit

SsGC: Soluble guanylate cyclase

TH1: T helper 1

TGF-B: Transforming Growth Faktor-Beta
TUR: Transiiretral rezeksiyon

USG: Ultrasonografi

SS: Standart sapma

n: Frekans (kisi sayis1)

r: Etki blyikligii
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1-GIRIS

Uretra darlig1; temelinde fibrozisin yer aldig1 ve iiretra ¢apinda daralma sonucu alt iiriner
sistem semptomlarinin ortaya ¢iktig1 6nemli bir saglik sorunudur. Idiopatik, iyatrojenik, travma
ve enfeksiyon temel nedenlerini olusturmaktadir (1). Insidental olarak saptanabilecegi gibi,
hastalar akut {iriner retansiyon, kronik bobrek yetmezligi, tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlari
gibi farkli klinik tablolarla bagvurabilirler. Hastadan tanm1 amaciyla detayli bir anamnez
almmalidir. Uroflowmetri ve ozellikle retrograd iiretrografi, iiretra darlig1 tanisimimn

konulmasinda kullanilan en yararli araclardir.

Uretra darlig1 tedavisinde; iiretra dilatasyonu, iiretral stentler, internal iiretrotomi ve
liretroplasti gibi cerrahi ydntemler kullanilmaktadir. Uretroplastinin komorbiditesinin yiiksek
olmasi ve bu cerrahiyi yapacak deneyimli merkez sayisinin azligi, diger tedavi modalitelerinin
ise kiiratif olmamasi nedeniyle liretra darligi tedavisinde standart bir yaklasima heniiz
ulagilamamistir. Patogenezinde fibrozisin rolii anlasildik¢a fibrozisi azaltmaya yonelik
caligmalar sayis1 artmaya baslamistir. Literatiir incelendiginde, mitomisin c, paklitaksel,
kollajenaz klostidium histoliticum, tadalafil, docetaxel, plazmadan zengin platelet ve kaptopril
jel gibi ajanlarin ¢alisildigint gérmekteyiz (2-12). Bu ¢alismalarin ¢ogu hayvan ¢alismasi olup
heniiz en uygun ajan veya ajanlarin hangileri olduguna dair kanitlar yeterli degildir. Dolayisiyla
bu ajanlarlarla ilgili daha fazla ¢alismanin yapilmasi veya yeni ilaglarin bulunmasina duyulan
bir ihtiya¢ s6z konusudur. Bu nedenle biz de calismamizda, bagka doku ve organlarda
antifibrotik  etkinligi  kanitlanmis ancak iiretra darhiginda bu etkinligin  heniiz
degerlendirilmedigi losartan ve doksisiklin ile etkinligin bir veya iki ¢aligmayla sinirh kaldig:
rapamisin ve botulinum toksin A’y1 degerlendirmeyi hedefledik. Amacimiz {retral travma
modeli olusturdugumuz ratlarda, verdigimiz tedavilerin {retral fibrozisi azaltigin
histopatolojik, immiinhistokimyasal ve genetik araciligiyla ortaya koymaktir. Daha fazla veriye
ihtiyacimiz olan bu alanda yapacagimiz ¢aligmanin literatiire ve ileride yapilacak ¢aligmalara

katki saglayacagini diislindiiglimiiz i¢in bu ¢aligmay1 planladik.



2-GENEL BILGILER
2.1. Uretra Anatomisi

Erkek iiretrasi;18-20 santimetre (cm) uzunluguna sahip, genisligi ise yer yer farklilik
gosteren bir kanaldir. Mesane boynundan baglayip, eksternal meatusta sonlanir. Erkek iiretrasi
hem tiriner hem de genital sistemin isleyisinde 6nemli rollere sahiptir. Anterior iiretra; eksternal
meatus, fossa navikiilaris, penil iiretra ve bulber iiretray1 icerirken, posterior iiretrada;

membrandz iiretra, prostatik iiretra ve mesane boynu yer alir.

Prostatik iiretra; yaklasik 3 cm uzunlugunda olan prostatik iiretra, liretranin en genis
boliimiidiir. Transizyonel epitele sahip olan bu boliim, prostatin anterior yliziine daha yakin
seyreder. Prostatik iiretranin posterior duvarinda yer alan kabartiya krista tiretralis denir. Krista
iiretralisin kabarip belirginlestigi kismi1 verumontanum olarak adlandirilir. Krista {iretralisin
yanlarinda bez yapilarinin drene oldugu prostatik siniisler mevcuttur. Verumontanumun
apeksinde miiller kanal artig1 olan utrikulus prostatikus bulunur. Ejekiilatuar kanallar utrikulus
prostatikusun yanlarina agilirlar. Prostatik iiretra anteriora dogru yaklasik 35 C°agilanma yapar.
Bu ac¢ilanma prostatik {iretray1 proksimal ve distal olarak ikiye ayirir. Proksimal kisim internal
sfinkterin yer aldig1 alandir. Prostatik liretranin distal kismi ise glandiiler bez yapilar1 sayesinde

hipertrofide biiyiik bir rol oynar.

Membrandz iretra; prostat apeksinden baslayip perineal membranda sonlanir ve
tiretranin en dar boliimidiir. Uzunlugu degismekle beraber 1,2-2,5 cm arasindadir. Eksternal
iiretral sfinkter membrandz liretrayi sarar. Prostat hipertrofisine bagli olarak posterior ve lateral
lifler atrofiye ugrarken, anterior lifler hipertrofiden etkilenmezler. Prostat apeksindeki sirkiiler
lifler distalde yelpaze benzeri agilarak omega goriiniimiinii alirlar. Sfinkter kasildiginda {iretra
posteriora dogru ¢ekilir. Bu durum, ¢izgili sfinkterin posteriorda perineal gévdeye dogru
uzantilar vermesinden kaynaklanir. Membranoz iiretra, ¢evresindeki bag dokular1 sayesinde
posteriorda puboprostatik ligamanlara, anteriorda ise suspensuar ligamana yapisarak stabil

duruma gelir.

Anterior iiretra; liretranin en uzun segmenti olan anterior tiretrayi, korpus spongiosum
sarar. Liimenin dorsalindeki spongiozumun kalinlig1 3-4 milimetre(mm) iken bu kalinlik bulb6z
iiretra civarinda 10-15 mm’ye yaklasir. Bulb6z ve penil iiretra olarak ikiye ayrilir. Bulboz
liretra; anterior {iretranin proksimal ve daha genis olan segmentidir. Bulbospongioz kas bulboz
tiretray1 sarar. Cowper bezlerinin acildigi iiretra segmentidir. Bulboz iiretranin baslangig

seviyesi cerrahi ag¢idan 6nemli bir detay1 igerir. Saat 5 ve 7 hizasindan bulbéz arter, 11 ve 1



hizasindan N. Erigentis gecer. Arter ve sinire zarar vermemek i¢in bu seviyede 6zellikle derin
kesiler yapmaktan kaginmak gerekir. Penil {iretra; iretranin en distal ve hareketli olan
segmentidir. Uretranin en dar yeri olan eksternal iiretral meatusta sonlanir. Fossa navikiilaris,

eksternal meatusun hemen proksimalinde yer alan ve iiretranin en genis ikinci boliimiidiir.

Biilboiiretral arter ¢ifti, internal pudendal arterin dallarindan biridir ve tiretranin arteryel
beslenmesinden sorumludur. Vendz drenaj; emisser venler araciligla penisin dorsal sirkumfleks
dallarina gider ve sonugta internal pudendal vene ulagarak saglanir. Uretral mukozayi, perineal
sinirin dali olan iiretrobulboz sinir innerve eder. Cizgili iiretral sfinkter saat 3 ve hizasindan
bulbokavernéz sinirden dallar alir. Bu sinirler pudendal sinirin dali olduklarindan, pudendal
sinir hem sfinkterin motor innervasyonunu hem de iiretranin duyu innervasyonunu saglar.
Anterior liretrada lenfatik drenaj inguinal lenf nodlar1 aracilifiyla eksternal iliak lenf nodlarina
drene olur. Posterior iiretrada ise lenfatikler eksternal iliak, internal iliak, obturator ve presakral

lenf nodlarina drene olurlar.

Uretra cerrahisi yaparken penisin sinir dokusuna zarar vermekten kaginilmalidir.
Penisin motor innervasyonu sempatik (T10-L2) ve parasempatik (S2-S4) liflerinin birlestigi
pelvik pleksus araciligi ile saglanir. N. Erigentes, pelvik pleksusun verdigi kaudal dallarla
olusur. Pudendal sinir ise (S2-S4) sinir liflerinden aldig1 dallarla penisin somatik duyusundan
sorumludur. Pudendal sinir alcock kanalini terkettikten sonra hem levator ani kasin1 hem de
iskiokaverndz ve bulbokavernoz kaslarini innerve eder. Pelvis ve perinenin sensdryel duyusu

da pudendal sinir tarafindan saglanir (13-15).

Prostatk Uretra

Membranoz Uretra : = Urogenital Membran
Buber Uretra
Korpus Spongsozum
Korpus Kavernozum
Penil Uretra

Resim 1: Distalde normal iiretral cap ve distalde iixetra daxh@, ... S¢kik 1: Uretranm bolimleri



2.2. Rat Uretrasi

Erkek rat iiretrasi; proksimal {iiretra, gegis iiretrasi, Uretral divertikiil ve penil iiretra
olmak tizere dort boliimden olusmaktadir (16). Liimen ¢ap1 segmentine bagli olarak farklilik
gosterir. Pelvik tiretrada liimen yaklagik 0,7 mm’dir. Elonge seminal kollikiil, distal iiretrada
iki katlant1 ile birleserek iki adet divertikiil olusumuna neden olur. Uretra duvarmnin tamami,
her boliimiinde ayni olmamakla beraber subepitelyal kaverndz doku igerir. Mukozal kas
dokusu, kollikiiliin kraniali ve bulbdz iiretrada olmak iizere sadece iki kisimda yer alir. Uretral
kas mesane boynundan bagslar ve bulbdz iiretrada sonlanir. Bulboiiretral kas ¢ifti, penis kokiiniin
kaudal kismina kadar uzanir. Iskiokaverndz kaslar ise isiadik arktan baslar, penis krusunu
cevreler ve dorsolateralde sonlanir (17). Proksimal iiretrada bulunan diiz kas, ¢izgili kas
tabakasi tarafindan sarilidir. Uretral tabaka, endodermal iirogenital siniisiin bir uzantis1 olarak
distal penise kadar uzanir. Uretral kivrimlarin ventralde fiizyonu sonucu gelismektedir. Uretra

epitelinin tamamu tirogenital siniis kokenlidir (18).

2.3. Uretra Embriyolojisi

Anterior iiretra; Embriyonel donemin 5. haftasinda kloakal membran ¢evresinde biriken
mezenkim hiicreleri kloakal kabartiyi(katlant1) olusturur. Kloakal membranin anteriorundaki
kabartilar tirogenital tiiberkiil adin1 alir. 6. haftada tretral tiiberkiil uzayarak ventral kisminda
iiretral olufu meydana getirir. Uretral katlantilarm fiizyonu sonucu anterior iiretral
kanalizasyonun olustugu diisiiniilmektedir. Uretral yarigin distal kismi glansin {izerine

uzanarak sonlanir.

Posterior iiretra; Kloakanin bdliinmesi sonrast mezonefrik kanalla birlesen {irogenital
siniis li¢ boliime ayrilarak farklilagir. Ventral, pelvik ve fallik boliimlerine ayrilan iirogenital

siniiste fallik boliimden posterior iiretra meydana gelir (19, 20).
2.4. Uretra Darhginda Tamim ve Terimler

Uretra darligy; cesitli nedenlerin iiretra epitelinde hasara yol agmas: sonucu, epitelin
veya korpus spongiozumun fibrozisi ile sonuglanan bir hastaliktir. Anterior ve posterior
{iretradaki daralma birbirlerinden farkli terimler olarak tanimlanmaktadir. Uretra darlig: terimi,
sadece anterior Uretradaki daralmalar1 kapsar. Anterior iiretrayr saran korpus spongiozum
dokusunun fibrozisi sonucu olusan skar, anterior iiretradaki darligin temel nedenini

olusturmaktadir. Skarin kontraksiyonu sonucu iiretrada daralma meydana gelir. Olusan bu



daralmanin derecesine bagli olarak farkli klinik tablolar ortaya ¢ikar. Posterior {iretrada
meydana gelen daralmalarin etyolojisini travma ve iatrojenik nedenler olusturur. Posterior

tiretradaki daralmalar i¢in ise stenoz veya kontraktiir terimleri kullanilmaktadir (21).

Kadin hastalardaki tiretral daralmalar1 terim olarak aciklayabilen evrensel bir tanimlama
yoktur. Baz1 yazarlar iiretra capinin daralmasi seklinde tammlamislardir (22). Uretra capinin
azalmasindaki kriter degiskendir ve <10 ile <20 mm arasinda kabul edilen ¢alismalar vardir

(23, 24).

Fibrozis: doku yaralanmasi sonrasi baslayan onarim siirecinde normal parankimal
dokunun yerini bag dokusunun almasi olarak tanimlanir. Ozellikle tip-1 ve tip-3 olmak iizere
artmis kollajen sentezi, diger hiicre dis1 matris proteinlerinde birikim, inflamatuar sitokinler ve
immiinolojik parametrelerde diizensiz ¢ogalma ile karakterize bir hastaliktir (sekil 2)(25).
Iyilesen dokudaki proinflamatuar sitokinlerin kontrolsiiz ¢ogalmasi bu patojenik dokunun
olusumuna neden olur. Doku hasar1 sonrast T helper 1’in (TH1) neden oldugu hizli bir
inflamatuar yanit olusur. Ardindan interldkin-13 (IL-13) ve transforming growth factor (TGF-
B) araciligryla TH2 hiicreleri dokuya fibroblast gogiinii arttirarak fibrozis olusumunu tetikler
(25). TGF-B, hem fizyolojik hem de patolojik doku yanitlarinda rol alan bir biiyiime faktoriidiir
ve fibrotik yanitlarin ana diizenleyicisi olarak kabul edilir. Ancak fibrozis olusumundaki tek
diizenleyici faktor degildir. Fibroblast biyiime faktori-9 (FGF-9), janus kinaz-sinyal
transdiiseri (JAK-STAT), soluble guanylate cyclase(sGC) ve ephrin (eph) sinyal yolaklart TGF-
B aktivasyonlarii inhibe ederek, 5-hidroksitriptamin ve WNT sinyal kaskadi ise bu yolagi

aktive ederek fibrozis olusumunda mediator olarak rol alirlar (26).
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2.5. Uretra darhg Epidemiyolojisi

Uretra darhigmin gercek insidansmi ortaya koyabilecek bir &lgiim, dolayisiyla
yayinlanmis bir ¢aligma yoktur. Santucci ve ark. Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) veri
tabanlarin1 inceleyerek elde ettikleri sonuglarda yash niifusunda insidansin yaklasik olarak
%0,6 civarinda oldugunu saptamislardir. Ancak bu sonucun gerce§i yansitmayabilecegi
yorumunda bulunmuslardir (22). Anger ve ark. saglik yararlanicilar1 arasindaki tiretral striktiir
verilerini incelemis ve insidansin 1992°de %1.4 iken 2001°de %0,9 oldugunu ve azaldigini
bulmuslardir. Bu ¢alismada insidansin yasla beraber arttigin1 65-69 yas araliginda %0,6 iken
85 yas tistiinde %1,9 oldugunu bulmuglardir. Bu veriler beyaz 1rka ait olup, afroamerikalilarda
insidans daha yiiksek bulunmustur (23). Kadinlardaki insidansin ise biiyiik gogunlugunu 64 yas
iistli hastalar olusturmakta ve %0,08-5,4 arasindadir (24).

2.6. Uretra Darhg Etyolojisi

Anterior iiretra darligimin etyolojisini olusturan nedenler genel olarak; idiopatik,
iatrojenik, inflamatuar ve travmatik olarak dort gruba ayrilir. Yapilan bir meta analizde
idiopatik(%34), iatrojenik(%32), inflamatuar(%20) ve travma(%214) oranlarinda darliga yol
acan sebeplerdir (27).

Gelismis iilkelerde idiopatik ve iatrojenik nedenler ilk siray1 alirken, gelismekte olan
tilkelerde travma en sik darlik nedenini olusturur. Gelismemis iilkelerde ise cinsel yolla bulagan
iiretrit %41°lik oranla ¢ok ciddi bir risk faktdriidiir. Uretra darligmin etyolojisi ve darligin
lokasyonu cografi farkliliklara bagl olarak degiskenlik gosterebilir (28). Ornegin ABD ve
Italya’da darligin en sik nedenleri idiopatik(%41.3) ve iatrojenik(%35) iken, Hindistan’da en
stk nedenler, travma(%36.1), idiopatik(%23.6) ve liken sklerozis(%21.5) olarak

gozlenmektedir.

Iatrojenik iiretra darliklari, ¢esitli trans-iiretral cerrahiler sonrasi ortaya ¢ikabilir.
Yapilan iglemin farkliligina gore iiretranin boliimleri farkl: risk oranlarina sahiptir. Posterior
tiretra darliklari en ¢ok radikal prostatektomi, pelvik travma ve brakiterapi sonrasi ortaya cikar.
Transiiretral rezeksiyon (TUR), iiretral kataterizasyon ve perineal travma sonrasi bulboz
iiretrada darlik olusma riski 6n plandadir. Hipospadias, liretral kataterizasyon, liken sklerozis

ve timor varliginda ise penil iiretra darligina daha sik rastlanir (29).



Transiiretral prostat cerrahisi sonrasi iiretral darlik olasilig1 %4.5-%13 arasindadir(30).
Etyolojide; yetersiz jel kullanimi, penoskrotal bileskede siirtiinme, rezektoskopun giris ¢ikislar
sonucu mukozanin hasarlanmasi ve monopolar cihazinin yalitminin yetersiz olmasi
suclanmaktadir. Prostat inflamasyonu, operasyon siiresinin uzun olmasi, intraoperatif mukoza
rliptiirli, post-operatif enfeksiyon, yiiksek kalibreli kilif kullanimi {iretral darlik ig¢in

tanimlanmis diger risk faktorleridir (31).

Kadmlardaki nedenlerin %48.5’i idiopatik iken %24.1°i iatrojeniktir. Iatrojenik
nedenler arasinda; Onceki iiretral dilatasyonlar, sondanin travmatik takilmasi, {iretral cerrahiler
ve travma yer almaktadir. Siklikla orta ve orta-distal iiretrada darlik gelisir. Kadinlarda

paniiretral darlik oran1 %4 civarindadir (31).

2.7. Uretra Darhginda Klinik Degerlendirme

Uretra darlig1; higbir semptom gostermeyebilecegi gibi, akut {iriner retansiyona kadar
degisen genis bir yelpazede farkli ve siddetli semptomlar gosterebilir. Hastalar genellikle alt
iriner sistem semptomlari ile hastaneye basvururlar. Sik idrara ¢ikma, zor idrar yapma, idrar ve
ejekiilasyon akis hizinda azalma, rezidii hissi, post-miksiyonel damlama veya tam tikanma
durumunda iiriner retansiyon hastalarin ¢ogunlukla basvuru sebebini olusturur (32). Uzamis
darliklarda; mesane tasi, kronik bobrek yetmezligi (KBY), iiretral abse, tekrarlayan idrar yolu
enfeksiyonu (IYE), prostatit ve epididim-orsit gibi enfeksiyon bulgular1 da hasta klinigini
olusturabilir. Hastanin semptomlar1 sorgulanirken detayli anamnez alinmalidir. Darlik dykiisii,
genital travma varligi, gecirilmis lirogenital cerrahi dykiisii sorgulanmalidir. Fizik muayenede

meatus incelenmeli, 6zellikle liken sklerozis ve hipospadias olup olmadig1 degerlendirilmelidir.

Darlik siiphesi olan hastanin ilk degerlendirmesinde; idrar akim hiz1 ve akim trasesini
gormek icin tiroflowmetri gereklidir. Mesane patolojileri ve rezidii idrar miktar1 dl¢limii i¢in
ultrasonografi ile goriintiileme yapilmalidir. Uroflowmetride akim hizi azalmistir. Bir plato

olusturarak yavas ve uzun akim goriinlimii tiretra darligini akla getirmelidir.

[k degerlendirmede 6n tam olarak iiretra darhg diisiiniiliiyorsa en dogru yaklasim
retrograd iiretrografidir. Ozellikle anterior iiretra darliklarmin tanisinda retrograd iiretrografi
altin standart tan1 yontemidir. Mea temizlendikten sonra fossa navikiilerise foley sonda
konularak 2 cc sisirilir. Kontrast madde verilerek es zamanli supin ve oblik pozisyonda
goriintiilemeler alinir. Posterior iiretra ve mesane boynu darliklarinda retrograt iiretrografi

tanida yetersiz kalabilir. Bu durumda iseme sistoiiretrografisi ile retrograt {iretrografinin



kombine kullanimi gereklidir. Bilgisayarli tomografi (BT) tiretra darligi tanisinda tercih edilen
bir yontem degildir. Retrograd salin verildikten sonra ¢ekilen manyetik rezonans goriintiileme
(MRG) iiretrografi iiretra limeni hakkinda 6nemli bilgi verir (33). Fleksible iretroskopi;

darligin yeri, sayist ve segment uzunlugunu da gosterebilen tan1 yontemlerinden biridir.

- ‘V :

Sekil 3. Bulboz iiretra darh@inin radyolojik ve endoskopik goriintiisii

Uretra darliginin tedavi yonetiminde tanida kullanilan gériintiileme yéntemi énemlidir.
Kullanilan tan1 yontemi darligin yeri ve uzunlugu konusunda net bilgi vermelidir. Elde edilen
bilgiler darlik tedavisinde kullanacagimiz tedavi modalitesinin se¢iminde ana rolii

ustlenmektedir.

2.8. Uretra Darhiginda Tedavi
2.8.1. Uretra Dilatasyonu

Tarihsel agidan bakildiginda, iiretra dilatasyonu en basit yontem ve ilk uygulanan
tekniktir. Balon dilatasyonu, metal ve renal dilatatorler ve nelaton sonda iiretral dilatasyon
amaciyla kullanilabilir. Temel ama¢ olusan skarin basing uygulanarak gerilmesi ve liimen
capiin arttirilmasidir. Dikkat edilmesi gereken nokta gerilmeyi saglarken epitelyal dokunun
yirtilmasini engellemektir. Yirtilma olmasit halinde daha derindeki dokularin hasar alma riski
ortaya ¢ikar. Hangi yontem kullanilirsa kullanilsin, travmayi en aza indirmek i¢in dokuya karsi
nazik olunmali ve agsamali sekilde aletlerin ¢api arttirilmalidir. Kiir saglamak amaciyla tercih
edilen bir yontem degildir. Zemininde spongiofibrozis olan darliklarda kiir saglamaz. Ancak
epitelyum kaynakli darlik varliginda kiiratif olabilir. Genel durumu orta-kotii, komorbiditesi

yiiksek olan ve cerrahi i¢in uygun olmayan hastalarda hastane ortamina ihtiya¢ duyulmadan



yapilabilecek bir tedavi yontemidir. 1 cm’den kiiciik ve 6zellikle bulb6z darliklarda %35-%70
uzun donem basar1 oranlari ile hastalara Onerilebilecek bir segenek olarak tedavi
protokollerinde yerini almaya devam etmektedir (34). Tekrarlayan dilatasyonlarda yapilan
tekrara paralel olarak basar1 oranlar1 azalmaktadir (35). Internal iiretrotomi(iU) ile
karsilagtirilan ¢alismalarda orta donem sonuglarinda iiretra dilatasyonu iistlin goriiniirken uzun

donem sonuglarinda birbirlerine benzer etkinlik gosterirler (36, 37).

2.8.2. Uretral Stent

Ik kez 1988 yilinda Milroy tarafindan kullanim1 yayinlandiktan sonra iiretral stentler
hakkindaki ¢alismalar ve yayinlar ilgi ¢gekmeye basladi (38). Cikarilabilir ve kalici tip olmak

tizere iki ¢esit stent mevcuttur.

Cikarilabilir (memokath) stentler; nikel ve titanyum alasimindan yapilmais, spiral sekilli
bir iiriindiir. Ureter, prostat, mesane boynu, anterior iiretra ve bulbdz iiretra i¢in kullanima
uygun 5 farkli modeli bulunmaktadir. Stent, darligin oldugu alana uygun sekilde yerlestirilir.
Daha sonra 55 C%nin iizerinde su ile temas ettiginde stentin bir veya iki ucu genisleyerek stentin
yerinde kalmasina neden olur. Stent 5 C”nin altinda su ile temas ettirildiginde eski haline

gelerek kolay sekilde ¢ikarilmaya olanak saglar.

Kalic1 (urolime) stentler; kendiliginden genisleyebilen ve manyetik 6zellik tagimayan
stentlerdir. Orgiilii ag yapisinda sahiptir. Elmas benzeri hiicre tasarimi sayesinde iiretranin
icerisine gomiilmesi kolaylasir. Boylece stentin kabuklanma ve migrasyon riski azalmis olur.
Migrasyon, kabuklanma, irritatif semptomlar, agr1 ve epitelizasyon baslica komplikasyonlaridir.
Epitelizasyondan sonra kalic1 stentin ¢ikarilmasi olduk¢a zordur. Ancak klinik veriler uzun
donemde stent ¢ikarilmasinin diisiik ihtimal oldugunu gdstermektedir. Dolayisiyla dogru hasta
secimi ve dogru uygulama sonras1 bu komplikasyon teorik diizeyde kalmaktadir. Daha genis
liimen, birden fazla bolgeye uygulanabilirligi, daha diisiik oranda kabuklanma ve daha diistik

enfeksiyon riski gecici stentlere olan istiinliikleridir (39).

Bunlarin disinda, zaman igerisinde biyolojik olarak parcalanabilen stentler iizerinde
caligmalar devam etmektedir. Belli bir siire icerisinde kendiliginden pargalanabilen, anti-
proliferatif ve anti-inflamatuar stentlerin iretilmesi halinde stent konusunda yeni bakis

acilariin ortaya ¢ikmasi beklenmektedir (40).
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Uretral stentlerin klinik kullanimi; yetersiz veri yayinlar1 ve dar endikasyon bandi
nedeniyle sinirli diizeyde kalmistir. Mevcut 6zellikleriyle iiretra darliginin tedavisindeki ilk
secenek olmaktan uzaktir. Cocuk ve genc¢ yas hastalarinda kullanimi Onerilmemektedir.
Tekrarlayan bulboz iiretra darlig1 olan; iiretroplasti aday1 olamayan veya iiretroplastiyi kabul

etmeyen 50 yas Ustii hastalar i¢in bir segenek olarak sunulabilir.

2.8.3. internal Uretrotomi

[U; darlik segmentinin emdoskopik olarak insize edilmesi ve liimenin genisletilmesi
prensibine dayanan bir tekniktir. 0 derece optik ve iiretroskop ile yapilan bu teknikte insizyonun
derinligi saglikli dokuya ulasilana kadar arttirtlir. Skarli epitel dokusunun uglari birbirinden
ayrilarak, doku sekonder yara iyilesmesine birakilir. Iyilesme siireci ile beraber dokuda yara
kontraksiyonu da baglar. Kontraksiyonun temel amaci yara kenarlarini birbirine yaklagtirarak
epitelizasyon siirecini kisaltmaktir. Dolayisiyla internal iiretrotomide basari; epitelizasyon
miktar1 ile kontraksiyon derecesindeki dengeye baghdir. Kontraksiyona bagli liimen
daralmadan 6nce yeterli epitelizasyon ile genis bir liimen olusmussa yapilan islem basarili olur.

Aksi taktirde hasta bu islemden fayda géremez (41).

Sachse tarafindan tanimlanan ve saat 12 hizasindan insizyon yapma teknigine dayanir.
Amag korpus spongiozum hasarindan kaginmaktir (42). Korpus kavernozumun 6n yiizii en
kalin olan boliimiidiir. On yiizdeki en ince yerler saat 2 ve 10 hizasi oldugundan saat 12 hizasi
tercih edilmektedir. Coklu kesi gibi farkli teknikler de zamanla denenmistir (43). Ancak bu

teknik birgok cerrahin hala en sik uyguladigi yontem olmaya devam etmektedir.

Kolay uygulanabilir olmasi, diisiik maliyet, hastanede kisa yatis siiresi, lokal anestezi
ile yapilabilir ve tekrarlanabilir olmasi, tecriibe istememesi, erken sonug verme nedeniyle hasta
memnuyetinin yiiksek olmasi baslica tercih sebebidir. En biiyiik handikapi ise yiiksek oranda

gecici etkiye sahip olmasidir.

[U’niin komplikasyonlar1 hakkinda kontrollii randomize calisma olmadig1 icin
yayinlanan veriler, muhtemelen cerrahi deneyim ve kullanilan cerrahi teknige bagli olarak farkl
oranlarda yayinlanmistir. Insidanslari yaymlarda farklilik gosterse de hemoraji, perineal
hematom, skrotal 6dem, rektal perforasyon, epididimit-orsit, bakteriiiri, liriner sepsis, skrotal

abse gibi komplikasyonlar bildirilmistir (44).
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Internal {iretrotominin basar1 oranlar1 yapilan ¢alismalarda olduk¢a farkli sonuglar
ortaya koymustur. Darligin yeri, uzunlugu ve daha 6nceki cerrahi gecmisi yapilan islemin
basarisin1 dogrudan etkilemektedir. 2 cm’den kii¢iik darliklarda 1 yillik rekiirrensiz basar1 orant
%060 civarindayken, 4 cm’den biiyiik darliklarda bu oran %20 civarindadir. Darlik uzunlugunun
her 1 cm artmasi rekiirrens riskini 1.22 kat arttirmaktadir (45). Tekrarlayan 1U’lerde basari sans1

bir 6ncekine gore azalmaktadir (46).

Soguk bigak yerine lazer kullanimi da tiretrotomi internada yerini almistir. Ancak Klinik
sonuclar benzer bulunmustur. Niiks oranlari, inkontinans, idrar eksravazasyonu ve IYE

acisindan her iki teknik arasinda fark olmadigi bildirilmistir (47).

Sonu¢ olarak ulasilabilirligi ve uygulanmasi nispeten kolay olsa da internal
iiretrotominin basit bir cerrahi yontem olmadigi bilinmelidir. Dolayisiyla cerrahi islemin

etkinligi ve sonraki siiregler de goz dniinde bulundurularak iU tercihine karar verilmelidir.
2.8.4. Uretroplasti

Uretroplasti; iiretra darliginin altin standart tedavisi olarak kabul edilir. Diger tedavi
yontemleriyle karsilatirildiginda oldukea yiiksek basar1 oranlarina sahiptir. Eksizyon ve primer
anastomoz veya greft/flep kullanilarak yapilan iki teknigi vardir. Darligin yeri ve uzunluguna
bagli olarak bu teknikler secilmesine ragmen birbirlerine istiinliikleri olduguna dair kanit

bulunmamaktadir (48).

Eksizyon ve primer anastomoz tekniginde darligin oldugu iiretral doku serbestlenir ve
fibrotik dokunun tamami eksize edilir. Eksizyon sonrasi iki liretral ug spatiile edilerek gergin
olmayacak sekilde primer anastomoz yapilir. Uretroplastide hangi teknigin secilecegine dair
tam bir standardizasyon saglanamamistir. Ancak primer anastomoz sec¢iminde darligin
uzunlugu etkilidir. Bir-iki cm aras1 darliklarda primer anastomoz uygulanabilmektedir (49).
Eksizyon ve primer anastomoz sonuglarinin degerlendirildigi 1200 vakalik bir meta-analizde
ortalama basar1 oran1 %93.8 olarak elde edilmistir. Bu caligmada komplikasyon orani %5’in
altinda bulunmustur. Erektil disfonksiyonun ihmal edilebilecek diizeyde oldugu, 6zellikle yasl
ve uzun segment darligi olan hastalarda ortaya c¢iktigi ve cogunlugunun gecici oldugu
paylasilmistir. Hematom, enfeksiyon, kurvatiir, inkontinans ve fistiil karsilan diger

komplikasyonlardir.
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Yiiksek basar1 oranina ragmen uzun darliklarda penis boyunda kisalma, penil kurvatiir
ve erektil disfonksiyon riski nedeniyle 2 cm ve tlizerindeki darliklarda anastomoz liretroplastisi
yerine augmentasyon tiretroplasti tercih edilmektedir (50). Greft igin penil deri, skrotal deri,
mesane ve kolonik mukoza gibi dokular denenmis olsa da oral mukoza en etkili se¢cenek olarak
on plana ¢ikmaktadir. Kolay ulasilabilmesi, kil igermemesi, diisiik komplikasyon ve yiiksek
hasta memnuniyeti nedeniyle en ¢ok tercih edilen grefttir (51). Yogun elsatin igerigi nedeniyle
kolay sekil alabilmesi, sahip oldugu mikroorganizmalar sayesinde enfeksiyon ve inflamasyona
kars1 direngli olmasi ve gerilmeye kars1 dayanikli olmasi tiretroplastide ilk secenek olmasini

saglamistir (52).
2.9. Tlaclarin Genel Ozellikleri

2.9.1. Doksisiklin

Doksisiklin; C22H24N20g kimyasal formiiliine sahip, tetrasiklin analogu yar1 sentetik bir
antibiyotiktir. Protein sentez inhibiyonu yaparak etkinlik gosterir. Bu etkinligini ribozomun 30s
alt birimine tRNA’nin birlesmesini engelleyerek gosterir (53). Gram pozitif ve gram negatif
etkinliginin yan1 sira anaerobik etkinlige de sahip olan doksisiklin, bu 6zelligi ile ¢gok sayida
bakterinin yol actig1 enfeksiyonlarda kullanim endikasyonu almistir (54). Oral alim sonrasi

%95 emilim oranina sahip olan bu ajan %30-40 civarinda bobrekten atilir (55).

Doksisiklinin fibrozise etkilerini degerlendiren ¢aligmalar in vitro ve hayvan

deneylerinde ortaya ¢ikarilmistir.

Akciger fibrozisinde; inflamasyon sitokinlerini baskilayarak ve TGF- 8 sinyal yolunun

inhibisyonunu saglayarak fibroziste azalmaya yol agabilir (56).

Trahom; metalloproteinaz kaynakli olarak ortaya ¢ikan bir konjuktival skar hastaligidir.

Doksisiklin, metalloproteinaz inhibisyonu yaparak fibroziste azalmaya yol agabilir (57).

Doksisiklinin lokal kullanimi antifibrotik etkiye sahiptir. Deri yaralanmalarindaki lokal
kullanim1 kollajen tip-1’in (COL-1) ve profibrotik fibroblastlar1 azaltarak skar olusumunu
inhibe eder (58).
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2.9.2. Losartan

Losartan; C22H23CINeO formiiliine sahip, anjiotensin 2 (Ang-2) reseptor antagonistidir.
Baglica metabolik yolu sitokrom P450 sistemi tizerinden olup, oral alinan dozun %14 kadar1 aktif
metabolitine dontismektedir (59). Gliniimiizde; hipertansiyon, kalp yetmezligi tedavisi ve inme
profilaksisinde kullanim endikasyonlarina sahiptir. Birgok dokuda reseptorleri bulunan anjiotensin
2’nin sempatik aktivasyon, diiz kas proliferasyonu, fibroblast hiperplazisi, fibrinolitik
aktivitenin azalmasi gibi etkinlikleri bulunmaktadir. Bu grubun ilk {iyesi olan losartan yaklasik

40 y1ldir antihipertansif ve kalp yetmezligindeki etkinlikleri nedeniyle kullanilmaktadir.

Ang-2’nin fibrotik etkinligi net olarak agiklanamamistir. Ancak, TGF-B1 iiretimini
ve/veya salinimini arttirarak ve DNA sentezi, prokollajen Al ve inflamatuar sitokinlerin
salinimini arttirarak fibrozise yol agtigini belirten ¢alismalar mevcuttur (60, 61). ANG-2
reseptor antagonistlerinin  karaciger(KC) hiicreleri tizerindeki antifibrotik etkinliginin
kesfedilmesi, bu ajanlarin fibrozisle sonuclanan KC hastaliklarinin tedavisinde kullanilmasi
fikrini ortaya ¢ikarmigtir. KC transplantasyonu yapilan hastalarda greft fibrozisini, hepatitli

hastalarda KC fibrozisini azalttigina dair kanitlar yapilan ¢aligmalarda sunulmustur (62, 63).

ANG-2 yolagmin bobrekte tiibiilointerstisyel fibrozis tizerindeki etkisi bilinmektedir.
Bu yolagin inhibisyonu TGF-f ve kollajen 4 ‘lin azaltilmasina paralel olarak ortaya ¢ikar (64).
Bobrek transplantasyonu sonrast ANG-2 antagonistlerinin kullanimi hem hasta yagam siiresini

hem de greft dmriinii uzatmaya yardimci olmustur (65).

ANG-2 reseptor antagonistlerinin antifibrotik 6zelliginin farkli organlardaki etkileri
arastirtlmaya devam etmektedir. Lokal losartan kullaniminin derideki fibrozisi azaltabilecegi

yoniinde bulgular ortaya ¢ikarilmistir (66)
2.9.3. Rapamisin

Rapamisin  Cs:H79NOg3 formiiliine sahip, makrolid grubu bir antibiyotiktir.
Streptomyces hygroscopicun iirettigi bu molekiil; antifungal, immiin siipresan ve anti-tiimoral
ozelliklere sahiptir (67). Etkisini mammalian target of rapamycin (mTOR) kompleksi tizerinden
MTOR inhibisyonu yaparak gosterir. Bir serin/treonin kinaz olan mTOR kompleksi hiicre
biiyiimesinin ana diizenleyicilerinden birisidir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyalleri birlestirerek;
biiylime, ¢ogalma ve hayatta kalma gibi 6nemli fonksiyonlarda rol alir (68). Protein ve lipit

sentezinin artmasi, otofajinin azaltilmasi, genotoksik stres ve inflamasyon artis1 gibi hiicresel



14

olaylarda yer alir (69). Sitokrom P (CYP) 3A4, CYP3A5 VE CYP2CS8 enzimleri tarafindan
metabolize edilen bu molekiil; 6dem, trombositopeni, gastrointestinal semptomlar,

16kositopeni, yara iyilesmesinde azalma gibi yan etkilere sahiptir (70).

Rapamisinin bobrek transplantasyonu sonrasi kullanimi akut greft reddini azalmaktadir.
Yapilan bir ¢alismada siklosporin (%8.5) ile kiyaslandiginda %32 oraninda greft reddini
azaltarak etkili olmustur (71). 1999°da bobrek transplantasyonunda reddi 6nlemek igin FDA
tarafindan kullanim onay1 alan ilag bununla beraber karaciger transplantasyonunda da reddi
onlemek icin etkilidir (72). Kalp ve akciger nakillerinde gelisen kronik reddedilmeyi
engellemek veya kalsinorin inhibitorlerine bagl gelisen toksisiteyi azaltmak igin alternatif bir
segenektir (73). Topikal kullanimi tiiberoskleroz kompleksine bagli anjiofibromlarda etkinlik
gostermektedir (74). Tiroid goz hastaligi, ekstraokiiler kas fibrozisi ile sonuglanan inflamatuar
hastaliktir. Insanlarda terapétik dozda rapamisin kullanimi orbitadaki fibroblastlarda mTOR

inhibisyonu yaparak fibrozisi azaltir (75).

Rapamisinin iretra darligma olan etkisini gosteren c¢alismalar mevcuttur. Lokal
rapamisin kullanimi {iretra darligini, fibroblast proliferasyonunu ve kollajen ekpresyonunu

inhibe ederek azaltmaktadir (76).

2.9.4. Botulinum Toksin A

Botulinum toksin A(BOTOX); Clostridium Botulinum tarafindan salinan bir toksindir.
Clostridium botulinum; ¢ubuk seklinde, gram pozitif, anaerobik bir bakteridir. 7 ayr1 serotipe
sahip olan bu bakteri 8 farkli toksin salinimini gergeklestirir. Botulinum toksin A bu toksinlerin
en giicli formudur. Enzimler tarafindan pargalanamayan protein yapist nedeniyle oldukca
dayaniklidir. 1700’li yillarin sonlarinda kontamine gida yoluyla ¢ok sayida salgina neden
olmustur. Gérme, konusma ve yutma bozukluklar1 gibi semptomlari igeren bu toksin asfiksiye

bagli olarak 6liimlere yol agmustir (77).

Gilglii bir zehir olarak bilinen botulinum toksini, biyolojik silaha doniistiiriilme
konusunda c¢aligmalara neden olmus ancak bu alanda yeterli goriilmediginden ¢aligmalardan
vazgecilmistir (78). Insanlardaki terapétik giivenlik marji oldukca genistir ve 3000 {initelik
kullanimda minimal yan etkiler olusturur. Diisiik ihtimal dahilinde disfaji, solunum sikintist
nekrotizan fasiit, fournier gangreni, servikal kifoz, pitoz gibi yan etkilerinin olabilecegi akilda
tutulmalidir (79).
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Noromiiskiiler kavsakta asetilkolin salinimini inhibe ederek kasin gegici bir siireligine
gevsemesine yol agarak etkisini gosterir. Ik kez 1946 yilinda bu toksinin insan kullanimina
uygun formu iretildi (80). Terapotik formu ilk kez distoni ve servikal distoni iligkili sasilik ve

g6z kapag1 spazmi tedavisinde kullanildi (81).

Dermatolojide yaygin kullanim alanina sahip olan BOTOX, bir¢ok farkli hastalikta
yarar saglamaktadir. Asir1 kollajen birikimiyle karakterize hipertrofik skar ve keloidlerde
kullanim1 bu lezyonlarin azalmasina katki saglar. Bu etkinligini; fibroblast proliferasyonunu
inhibe ederek ve TGF-B1 ile COL-1 ve kollajen tip-3’iin (COL-3) miktarin1 azaltarak gosterir
(82). Bu anti-inflamatuar etkinlik BOTOX’un cerrahi sonrasi yara yerindeki inflamasyonun

azalmasina yardimci olur.

BOTOX néroloji pratiginde; distoni, bleofarizm, hemifasial spazm, servikal distoni,
esansiyel ve istirahat tremoru, tik ve tourette sendromu ve spinal myoklonus gibi hareket
bozuklugu hastaliklarinda tedavi amaciyla kullanilmistir (83). Bunlarla beraber sialore,
hiperhidrozis, kozmetik amacli, kronik migren, ndropatik agri, trigeminal nevralji ve post-

travmatik agri tedavisinde de kullanilmaktadir (84).

Uroloji pratiginde ise asir1 aktif mesane tedavisinde; inkontinans atak siklig1, mesane
kapasitesi, maksimum detriissor basinci ve yasam kalitesinde diizelme saglamakta ve bu

nedenle endikasyon dahilinde kullanilmaktadir (85).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hayvan ve Gruplarin Se¢imi

Calismada Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel
Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilen, 60 adet 260-460 gr agirliginda Wistar cinsi erkek
sicanlar kullanildi. Deneyler etik ve deney hayvanlari konusunda sertifikali arastiricilar
tarafindan yiiriitiildii. Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’ndan onay alind1 (08.07.2020/04/02) ve deneylere izin alindiktan sonra baslandi.

Siganlar deney hayvanlart merkezinden alinarak sicakhigi 22,4 °C ve 12 saat
karanlik/aydinlik olacak sekilde 15181 ayarlanmis odada 5 tanesi bir kafeste olacak sekilde
tutuldular. Ad libitium beslenme uygulandi ve su kisitlamasina gidilmedi. Hayvanlar 6 gruba

randomize edildi:

Grup: Sham Kontrol (n:10)
Grup: Darlik (n:10)

Grup: Darlik + Losartan (n:10)
Grup: Darlik + Doksisiklin (n:10)
Grup: Darlik + Rapamisin (n:10)

L

Grup: Darlik + Botulinum Toxin A (n:10)

3.2. Cerrahi Prosediir ve Deneyin Yapilmasi

Sifiriner glinde tiim hayvanlarin agirliklar hassas tarti ile dl¢iilerek kaydedildi. Biitiin
hayvanlara anestezi saglamak amaciyla xylazin hidroklorid (10 mg/kg) (Rompun®; Bayer
Healthcare, Leverkusen, Almanya) ve ketamin hidroklorid (100 mg/kg) (Ketalar®; Pfizer,
Istanbul, Tiirkiye) intraperitoneal olarak uygulandi. Ardindan penoskrotal bolge tras edilerek
%10’luk povidone iodine (Batticon®; Adeka, Samsun, Tiirkiye) soliisyonu ile temizlendi.
Supin pozisyonda 1. gruba penoskrotal insizyon yapildiktan sonra cilt monoflaman siitiirlerle
tek tek dikildi. 2-5. gruplarda insizyon sonrast kiint ve keskin diseksiyonla iiretra ortaya
konuldu. Ardindan iiretraya 5 mm’lik araliklarla 3 noktaya 1 saniye siiren 10 watlik
elektrokoagiilasyon uygulandi. Kanama kontrolii saglandiktan sonra cilt monoflamant

stitiirlerle tek tek dikildi. 6. gruba elektrokoagiilasyon yapildiktan sonra {iretranin submukozal
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dokusuna 10 {inite/0,5 ml BOTOX(Botox®, Allergan, Mayo, Irlanda) enjekte edildi. Kanama
kontrolii yapildiktan sonra 6. Grubun cilt dokusu da monoflamant siitiirlerle tek tek dikildi.
Cerrahi sonrast;

3. Gruba Losartan(Cozaar®, Merck Sharp Dohme, Istanbul, Tiirkiye) 30mg/kg/giin,

4. Gruba Doksisiklin(Tetradox®, Teva, Istanbul, Tiirkiye) 10mg/kg/giin,

5. Gruba ise Rapamisin(Rapamune®, pfizer, Kildare, Irlanda) 2mg/kg/giin olacak sekilde 14
giin boyunca gavaj halinde verildi.

14. giinde tiim hayvanlarin agirliklar1 hassas tart1 ile dlgtilerek kaydedildi. Anestezi
(xylazin hidroklorid (10 mg/kg) ve ketamin hidroklorid (100 mg/kg) intraperitoneal )
uygulandiktan sonra hayvanlar sakrifiye edildi. Ardindan supin pozisyonda penoskrotal
insizyon yapilarak iiretra ortaya konuldu ve eksize edildi. Elde edilen {iiretra dokular

histopatolojik ve genetik degerlendirme i¢in iki par¢aya boliinerek toplandi (resim 2,3,4,5).

Resim 2: Kontrol grubu normal jiretra dokusu Resim 3: Darhik grubu trayvmatik tiretra dokusu

Resim 4:Rapamisin grubu, belirgin iyilesme gosteren iiretra dokusu
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7 I

Resim 5:Doksisiklin grubu, belirgin iyilesme gosteren iiretra dokusu

[

3.3. Histopatolojik Calismalar
3.3.1. Materyal

3.3.1.1. Kullamilan Malzemeler ve Aletler
1- Mikrotom (RM2125 RTS, Leica)
2- Su banyosu (HI 1210 Leica)
3- Inkiibatér (D63450, Heraeus)

4- Goriintiileme destekli binokiiler 151k mikroskobu (ECLIPSE Ni-U, Nikon)

3.3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Formaldehit %37 (Tekkim), Sodyum Fosfat Monobazik Dihidrat (Sigma), Sodyum
Fosfat Dibazik Dihidrat (Sigma), Etanol Absolu (Isolab), Hematoksilen soliisyonu (merck),
Hematoksilen Kristal, Ferrik klorid, Hidroklorik asit, Pikrik Asit soliisyonu, Ponceau S, Fuchsin
Asit, Asetik asit %100, Orange G, Molybdatophophoric asit hidrat, Light green SF yellowish,
Eozin G-Soliisyonu (Merck), Parafin (Tekkim), Entellan (Sigma), IL-1B primer antikor,
Sekonder antikor kiti, Antikor diliient, DAB kiti, Martius Scarlet Blue Kit.
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3.3.2. Metod
3.3.2.1. Doku Orneklerinde Histokimyasal Cahsmalar
3.3.2.1.1. Fiksasyon ve Yikama

Hayvanlardan elde edilen dokular fiksasyon i¢in %10’luk nétral formaldehit soliisyonu

icerisinde bekletildi. Fiksasyonun tamamlanmasinin ardindan dokular bir gece akar su altinda

yikanarak doku takip islemlerine baglandi.

3.3.2.1.2. Doku Takibi

Yikama isleminin ardindan dokulardaki suyun uzaklastirilmasi amaciyla dokular

dereceli olarak artan alkollerde belirlenen siirelerde bekletildi (tablo 1).

Tablo 1. dehidratasyon asamasinda kullamilan alkol dereceleri ve uygulama siireleri

Alkol Derecesi Siire
%50 45 dakika
%60 45 dakika
%70 45 dakika
%80 45 dakika
%90 45 dakika
%96 45 dakika
%100 1 saat
%100 1 saat

Dehidratasyon agsamasmin ardindan dokularin durumlari kontrol edilerek 5-15 dk

ksilolde seffaflandirildi. Ardindan dokular parafin emdirme islemi i¢in 60 °C deki siv1 parafin

icerisinde ve etiivde 1 saat, kat1 parafin icerisinde 1 gece oda sicakliginda bekletildi. Tekrar

etlivde 60 °C de sivilastirilan parafin igerisindeki dokular bloklar halinde gomiildii.
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3.3.2.1.3. Kesit Alma

Parafin bloklardan mikrotom yardimi ile 4-5 um kalinliginda kesitler elde edildi ve sicak

su banyosu yardimiyla lamlara aktarildi. immunohistokimyasal islemler igin polizinli lamlar

kullanildi.

3.3.2.1.4. H-E Boyama

Histokimyasal degerlendirmelerin yapilabilmesi amaciyla elde edilen kesitler belirtilen

protokol uyarinca Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyandi (tablo 2).

Tablo 2. H-E boyama protokolii

ISLEM

SURE-TEKRAR

Deparafinizasyon (60 °C)
Deparafinizasyon (ksilol)
Deparafinizasyon (ksilol)
Alkol  serisi (%100, %90,
%80, %70, %60, %50)
Distile su

Hematoksilen

Yikama

Asit Alkol (%1 lik)

Yikama

Eozin

Yikama

Alkol serisi (%50, %60, %70,
%80, %90, %100)

Ksilol

Entellan ile Kapatma

3.3.2.1.5. Masson Trikrom Boyama

1 gece
30 dk
30 dk
10 dk

10 dk — 2 kez
4,5 dk

5dk —2 kez
Batir-gikar

5 dk

3,5 dk

5dk —2 kez
Batir- ¢ikar

30 dk — 2 kez

Bag dokunun daha iyi degerlendirilebilmesi amaciyla Masson Trikrom boyama yapildi.

Bu amacla kesitlere sirasi ile tabloda belirtilen islemler uyguland: (Tablo 3). Bu islemler i¢in

hazirlik gerektiren bazi kimyasallar kullanimdan hemen 6nce taze olarak hazirlandi;
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Tablo 3. Masson Trikrom boyama protokolii

ISLEM SURE-TEKRAR
1 Deparafinizasyon (60 °C) 1 gece
2 Deparafinizasyon (ksilol) 30 dk
3 Deparafinizasyon (ksilol) 30 dk
4 Alkol serisi (%100, %90, 10dk
%80, %70, %60, %50)
5 Distile su 10 dk — 2 kez
6 Boin soliisyonunda (60 °C) 1 saat
7 Cesme suyu ile yikama 10 dk
8 Distile su 10 dk
9 Weigert’s demirli 10 dk
hematoksileni
10 Cesme suyu ile yikma 5dk —2 kez
11 Ponceau S/ Asit fuksin 5dk
sollisyonu
12 %1 Asetik asit Batir-gikar
13 Orange-G soliisyonu 3 dk
14 %1 Asetik asit Batir-gikar
15 Light Green SF soliisyonu 5 dk
16 %1 Asetik asit Batir-gikar
17 %96 Etanol 1dk
18 %96 Etanol 1dk
19 %100 Etanol 1dk
20 %100 Etanol 1dk
21 Ksilol 5 dk -2 degisim
22 Entellan ile Kapatma -

3.3.2.1.5.1. Bouin’s Soliisyonu
Pikrik asit soliisyonu (75 ml)
%37’ lik Formalin soliisyonu (25 ml)

% ml Glasiyal Asetik asit

3.3.2.1.5.2. %1 Asetik Asit Soliisyonu
%100 asetik asit (10 ml)

Distile su (990 ml)
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3.3.2.1.5.3. Weigert’s Demirli Hematoksilen Boyama Soliisyonu

Bu soliisyon i¢in A ve B soliisyonu olmak tizere iki ayr1 soliisyon hazirlanarak esit

hacimlerde karistirildi.
3.3.2.1.5.3.1. Soliisyon A
Kristal Hematoksilen (4 gr)
%380 lik Etanol (200 ml)
3.3.2.1.5.3.2. Soliisyon B
Ferrik Klorid (8gr)
Distile su (190 ml)

HCL konsantre (2 ml)

3.3.2.1.5.4. Ponceau S/Asit Fuksin Soliisyonu
Ponceau S (0.2 gr)
Asit Fuksin (0.1 gr)
Distile su 300 ml

% 100 Asetik asit (0.6 ml) ile birlikte ¢cozdiiriilerek filtre edildi.

3.3.2.1.5.5. Orange G Soliisyonu
Orange G (2 gr)
Molybdatophophoric asit hidrat (5 gr)

Distile su (100 ml) icerisinde ¢ozdiiriilerek filtre edildi
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3.3.2.1.5.6. Light Green SF Soliisyonu
Light green SF Yellowish (0.2 gr)
%100 Asetik Asit (0.2 ml)

Distile Su (100 ml) igerisinde ¢ozdiiriilerek filtre edildi

3.3.2.1.6. Martius Scarlet Blue Boyama

Masson Trikrom boyamanin bir modifikasyonu olan bu yontem de benzer sekilde bag
dokunun degerlendirilmesi amaciyla uygulandi. Bu amagla Martius Scarlet Blue (MSB) Kiti

tiretici tarafindan saglanan tablodaki protokole uygun olarak kullanildi (tablo 4).

Tablo 4. Martius Scarlet Blue boyama protokolii

ISLEM SURE-TEKRAR

1 Deparafinizasyon (60 °C) 1 gece

2 Deparafinizasyon (ksilol) 30 dk

3 Deparafinizasyon (ksilol) 30 dk

4 Alkol serisi (%100, %90, %80, 10 dk
%70, %60, %50)

5 Distile su 10 dk — 2 kez

6 Weigerts Demirli Hematoksilen 10 dk

7 %1 Asit Alkol Batir-Cikar

8 Cesme suyunda yikama 5dk

9 Martius Yellow Soliisyonu 3dk

10 (Cesme suyunda yikama 5dk

11 Crystal Ponceau Soliisyonu 5 dk

12 (Cesme suyunda yikama 5dk

13 Phosphotungstic asit soliisyonu 5 dk

14 Distile su ile yitkama 5 dk

15 Methhyl Blue soliisyonu 5 dk

16 (Cesme suyunda yikama 5dk

17 %100 etanolde dehidratasyon -

18 Ksilol -

19 Entellan ile kapatma -
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3.3.2.1.7. Histopatolojik Degerlendirme

H-E ile boyanan dokular histopatolojik degerlendirme amaciyla goriintiileme destekli
binokiiler 151k mikroskopunda incelendi ve fotograflar elde edildi. Kesitler submukozal
hemoraji, vaskiiler konjesyon, epitelyal dejenerasyon, inflamasyon ve fibrozis agisindan
degerlendirildi. Tespit edilen bulgunun derecesine gore histopatolojik skorlama su sekilde

yapildi;

0: hig bir bulgu yok
1+:zay1f diizeyde bulgu
2+:orta diizeyde bulgu

3+:yiiksek diizeyde bulgu

3.4. immunohistokimyasal Cahismalar
3.4.1. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Doku takibi sonrasi polilizinli lamlara alinan 4-5 um kalinlifindaki kesitlere sirasiyla

tabloda belirtilen islemler uygulandi (Tablo 5).
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ISLEM

Tablo 5. immunohistokimya protokolii

SURE-TEKRAR

A OwLOWDN -

0o N o O1

11
12

13

14
15

16
17
18
19

20
21
22
23

24
25

Deparafinizasyon (60 °C)
Deparafinizasyon (ksilol)
Deparafinizasyon (ksilol)
Alkol  serisi (%100, %90,
%80, %70, %60, %50)
Distile su

PAP Pen ile doku sinirlamasi
PBS ile yikama
Sitrat buffer
mikrodalgada
PBS ile yikama
H20- blok

PBS ile yikama
Ultra-V blok (non immun
serum)

Uygun sekilde antikor diliient
ile dilie edilmig primer
antikor

PBS ile yikama

Primer antikor ile uyumlu
sekonder antikor

PBS ile yikama

Streptavidin peroksidaz

PBS ile yikama

DAB soliisyonu

600W

PBS ile yikama
Hematoksilen ile zit boyama
Cesme suyunda yikama

Swrasiyla %80, %96 ve
%100k etil alkolde

ksilol

Mounting medyum ile

kapatma

1 gece
30 dk
30 dk
10 dk

5dk — 2 kez

5dk — 2 kez
2 dk

5dk — 2 kez
10 dk
5dk — 2 kez
1 saat

1 gece, nemli ortam,
+4°C

5dk — 2 kez
1 saat, oda 1s1s1

5dk — 2 kez

30 dk, oda 1s1s1

5dk — 2 kez

10-15 dk, karanlik
ortamda

5dk -2 kez

4 dk

5 dk

1erdk

5dk- 2 kez
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3.4.2. immiinohistokimyasal Degerlendirme

Immunohistokimyasal ydntemle boyanan dokulardaki IL-1B(poliklonal diliisyon:1/100,
elabsience, E-AB-66749, ABD) aktivitesinin degerlendirilmesinde yar1 kantitatif skorlama

sistemi kullanildi. Bu amagla;
(-): isaretlenme yok

(+): zayif isaretlenme

(++): orta derece isaretlenme

(+++): kuvvetli isaretlenme olarak derelendirildi.

3.5. Genetik Calismalar
3.5.1. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
3.5.1.1. RNA izolasyonu

Elde edilen dokular serum fizyolojik ile yikanarak steril, DNaz/RNaz ve pirojen icermeyen
onceden etiketli ependorf tiiplerine konularak prosediir uygulanincaya kadar -80 derece derin
dondurucuya kaldirilmigtir. RNA izolasyonu Geneall Ribosipin RNA izolasyon Kiti ile

iireticinin protokoliine gore asagidaki gibi yapildi.

1. Yaklasik 20mg doku tizerine 350 pul RAL buffer (%1 Beta merkaptoetanollii) eklendi
pipetaj ve vortekslenerek ile homojenize edildi.

2. 11.000 g de 2 dakika oda 1sisinda santrifiij edilir ve siipernatan 1.5 ml lik mikrosantrifiij
tiipline aktarilir.

3. Siipernatanin iizerine %70 lik etanolden 1-1 hacimde olacak sekilde eklendi ve santrifiij
edilmeden pipetajla karigtirildi.

4. Karisim mini spin kolona aktarildi.

5. 11.000g de oda 1s1sinda 1 dakika sanrifiij edildi. Spin kolondan koleksiyon tiipiine gegen
stv1 atilir ve spin kolonun altina tekrar yerlestirildi.

6. 700 ul RW buffer ilave edilerek 11.000g de 30sn santrifiij edildi. Koleksiyon tiipti
bosaltildi ve spin kolon tekrar yerlestirildi.
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7. 500 ul RSW buffer ilave edilerek 11.000g de 30 sn santrifiij edildi. Spin kolondan gecen
stvi1 atilirak koleksiyon tiipii tekrar yerlestirildi.

8. 500 pl RSW buffer eklendi ve 11.000g de 30sn santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii tekrar
bosaltilarak spin kolon yerlestirildi.

9. >13.000g de 1 dakika santrifiij edilerek wash buffer kalintilar1 uzaklastirildi. Spin kolon

1,5 pl lik ependorflara yerlestirildi

10. 50 pl niikleaz free water spin kolona eklenerek 1 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
11.12.000 g de 1 dakika oda 1sisinda santrifiij edildi.

Elde edilen RNA 6rnekleri cDNA sentezinde kullanilmak iizere nanodrop cihazi ile
miktar ve saflik tayini yapilmistir. 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde edilen dlgiimlerin
birbirine orani (260 nm / 280 nm) RNA safligin1 gostermektedir. Saflig1 1,7 - 2,0 arasinda olan
RNA numulerinin miktar tayinleri cDNA sentezinde kullanilmak iizere not edilmis, saflig1 bu
oranlar disinda olan orneklerin RNA’lar1 tekrar izole edilmistir (Tablo 6). Izole edilen her bir
RNA 6rneginin konsantrasyonu 500ng/pul*“de standardize edilmis ve cDNA sentez asamasinda

kullanilmak tizere -80 dereceye kaldirilmistir.
3.5.1.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, A.B.T. ™ cDNA Sentez Kit (Atlas Biyoteknoloji, Tiirkiye) protokoliine
gore termal dongii cihazinda gerceklestirilmistir. Her 6rnek i¢in total reaksiyon hacmi 20 pl
olacak sekilde 0.2 mI’lik PCR tiiplerine buz iizerinde asagidaki konsantrasyonlarda karigim

hazirlanmistir (Tablo 6).

Tablo 6. 20 pl revers transkriptaz reaksiyon karisimi

10X reaksiyon tamponu 2 ul
dNTP karsimi (2.5 mM) 1 ul
Random hekzamer (50 pM) 2 ul
Revers Transkriptaz (200 U/ul) 1 ul
RNaz inhinit6r 0.5 ul
RNaz igermeyen su 3.5ul
RNA 06rnegi 10 pl




Hazirlanan karigim termal dongii cihazina yerlestirilmis ve asagidaki kit protokolii
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kullanilmistir (Tablo 7). Elde edilen cDNA’lar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 7. Revers transkriptaz termal dongii protokolii

RT basamaklari Sicaklik °C Siire Siklus
1. Basamak 25 10 dak 1
2. Basamak 37 120 dak 1
3. Basamak 85 5 dak 1
4. Basamak 4 %0 1

3.5.2. Primer tasarimi ve hazirlanmasi

Primer tasarimlari, NCBI internet sitesi kullanilarak spesifik mRNA dizilimlerinin
saptanmas1 ve olas1 primer dizilimlerinin denenmesi ile yapilmistir. Ekspresyon asamasinda

kullanilan genler ve spesifik primer dizilimleri Tablo 8 de verilmistir.

Dizayn1 yapilan primerler ticari olarak sentezlettirilmis, liyofilize olarak temin
edilmistir ve DNaz/RNaz ve pirojen igermeyen, ticari olarak satilan hazir steril su ile stok 100
uM olacak sekilde sulandirilmistir. Daha sonra stok primer soliisyonu kantitatif ger¢ek zamanh
PCR prosediiriinde, kit {ireticisi firmanin talimatlarina gére son hacimde 500 nM olacak sekilde

tekrar sulandirilmistir.
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Tablo 8. Genler ve genlere spesifik primer dizilimleri

Gen Spesifik Primer Dizilimi
Forward (F)-Revers (R)
TGF-B F:AGAACTCCCAACTACAGAAAAGCA
R:AAGTGCAATGCAGACGAAGC
COL-1 F:CACTGCAAGAACAGCGTAGC
R: AGTTCCGGTGTGACTCGTG
COL-3 F: TGGTGGCTTTCAGTTCAGCTA
R: TTGCCATTGGCCTGATCCAT
ELASTIN F:AGGAGTCAAGGCCAAGGTTC
R:CTGCACCAGCCACTCCATAG
a SMA F: CAGAGGAGCATCCGACCTTG
R: GAGTCCAGCACAATACCAGTTG
PDGF a F: ACAGGACGCGTAGAACAATCG
R: TGAACGGGTTGCTCGAGGT
PDGF B F: TGAAGACGAACCATCGGCTG

R: GAACCAGCCAAGGCGTCTA

GUSB (HouseKeeping)

F: GGCTGGTGACCTACTGGATTT

R: AAGTTGACCCTGGTTCCCTG

3.5.3. Ekspresyon seviyelerinin 6l¢iilmesi

Ekspresyon seviyeleri A.B.T.™ ¢DNA Synthesis Kit with RNase (Atlas Biyoteknoloji/
Tiirkiye) kitleri kullanilarak Biorad CFX96 (California/USA) gercek zamanli PCR cihazinda
Olclilmiistiir. cDNA sentezi yapilan Ornekler calismadan 10 dakika once +4°C*“de ki blok
lizerine alnarak bir siire bekletilmistir. Calismada GUSB geni housekeeping gen olarak
kullanilmis ve normalizasyon i¢in bu genin ct degerleri kullanilmistir. Cihazda 0.1 ml’lik per
tiipleri kullanilmis reaksiyon son hacmi 20 pL olarak ayarlanmistir. Reaksiyon karisimi iiretici

protokoliine gére asagidaki gibi hazirlanmistir (Tablo 9). Reaksiyonun cihaza yiiklemeden

baslamasini engellemek i¢in prosediir buz lizerinde siirdiiriilmiistiir.
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Tablo 9. PCR reaksiyon karisimi

Hacim Final konsantrasyon
ABT™ 2X qPCR SYBR-| 10 pl 1X
Green MasterMix  (without
ROX)
Forward Primer (10 uM) 1 ul 1 uM
Reverse Primer (10 uM) 1 ul 1 uM
cDNA 1 ul I ul
DNaz/RNaz igermeyen su 7 ul 7 ul

Elde edilen reaksiyon karigimi kit {ireticisinin protokoliine gore belirlenen termal dongii
(Tablo 10) ile gergek zamanli qPCR cihazina yelestirilmis ve her bir 6rnek 3 tekrarli olarak
calisilmstir.

Tablo 10. Gercek zamanh PCR dongiisii

PCR basamaklar1 Sicaklik (°C) Siire Siklus
Baslangic 95 300 sn 1
denaturasyonu

Denaturasyon 95 15sn

Primer baglanmasi/ | 60-65 30sn 35
Uzama

Melt-Curve Analizi | 65-95 2-5 sn/basamak 1

Elde edilen ct degerleri ekspresyon seviyesinin degerlendirilmesi i¢in her bir 6rnek ve
grup icin ayri ayri not edilmistir. Normalize edilen 6rneklerin verilerine 2 ¢t formiilii
uygulanmis ve elde edilen ham veriler kullanilacak olan istatistik ¢aligmasina uygun hale

getirilmistir.
3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler, IBM SPSS.23 (IBM Inc., Chicago, IL, ABD) programina aktarilarak
istatistiksel analizlerle degerlendirilmistir. Istatistiksel analizlere gegmeden once veri giris

hatasinin olmamasi ve parametrelerin beklenen aralikta olup olmadigi ile ilgili kontroller
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yapilmustir. Siirekli degiskenlerin normallik varsayimlar1 Kolmogorov Smirnov testi, varyans
homojenlikleri ise Levene’s Testi ile incelenmistir. Siirekli degiskenlerin tanimlayict
istatistiklerinde ortalama ve standart sapma, kategorik degiskenlerin tanimlanmasinda ise
frekans (n) ve yiizde (%) degerleri verilmistir. iki diizeyli bagimli 6rneklem karsilastirmalari,
veriler normal dagiliyor ise T testi kullanilmistir. Verilerin normal dagilmadig {i¢ diizeyli
karsilagtirmalar i¢in Kruskal Wallis-H Testi, normal dagilim goriildiiginde ANOVA
kullanilmigtir. Kategorik degiskenler arasindaki iligkiler Ki kare test analizi ile incelenmistir.
[liski goriilmesi durumunda Cramer’s V kat sayis1 ve Post Hoc analizlerinden yararlanilmugtir.
Stirekli degigkenlerin korelasyon analizi i¢in Sperman’s rho korelasyon testi kullanilmistir.

Biitlin analizlerde anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 degeri kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Olciimsel Bulgular

Calismaya kontrol, darlik, BOTOX, losartan, doksisiklin ve rapamisin gruplarindan
10’ar sican katildi. BOTOX grubundaki 1 adet sican, deney basladiktan sonraki 12. giinde ex

oldu ve ¢alismay1 tamamlayamadi.

Gruplara gore siganlarin deneyin 0. glinlindeki ve 14. glintindeki ortalama agirliklar1 ve

bu verilerin istatistiki anlamlilik durumlar1 Tablo 11’°de sunuldu.

Tablo 11. Gruplara goére ratlari 0 ve 14. giindeki agirhik degisimleri

Agirhik 0.giin  Agirhk 14.giin

Ort. =SS t p
Kontrol 339,50 + 83,22 344,00 + 83,99 -1,051 0,321
Darhk 353,70 + 36,66 356,40 + 36,35 -2,024 0,074
BOTOX 393,78 +41,48 396,22 +41,91 -1,670 0,133
Losartan 341,90+ 17,05 344,60+ 16,76 -2,024 0,074
Doksisiklin 364,00 + 21,48 367,10+ 19,37 -1,767 0,111
Rapamisin 337,10+ 36,07 339,20 + 36,23 -1,703 0,123

Bagimli 6rneklem T testi

Kontrol grubundaki sigcanlarin 0.glindeki ortalama agirliklar1 339,50+83,22 g,
14.glindeki ortalama agirliklart ise 344,00+£83,99 gramdi. Kontrol grubunda, siganlarin
agirhiklarinin giine gore degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlenmedi

(p=0,321).

Darlik grubundaki sicanlarin 0.glindeki ortalama agirliklart 353,70+36,66 gr,
14.glindeki ortalama agirliklar1 ise 356,40+36,35 gramdi. Darlik grubunda, siganlarin

agirliklarinin giine gore degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir etki saptanmadi (p=0,074).

BOTOX grubundaki siganlarin 0.giindeki ortalama agirliklar1 393,78+41,48 gr,
14.glindeki ortalama agirliklart ise 396,22+41,91 gramdi. BOTOX grubunda, siganlarin
agirliklarinin giine gore degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdézlenmedi

(p=0,133).
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Losartan grubundaki si¢anlarin 0.glindeki ortalama agirliklar1 341,90+17,05 gr,

14.giindeki ortalama agirliklar1 ise 344,60+£16,76 gramdi. Losartan grubunda, siganlarin

agirliklarinin giine gore degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi

(p=0,074).

Doksisiklin grubundaki sicanlarin 0.glindeki ortalama agirliklart 364,00+21,48 gr,

14.glindeki ortalama agirliklart ise 367,10+19,37 gramdi. Doksisiklin grubunda, siganlarin

agirliklarinin giine gore degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi

(p=0,111).

Rapamisin grubundaki siganlarin 0.giindeki ortalama agirliklar1 337,10+£36,07 gr,

14.glindeki ortalama agirliklart ise 339,20 + 36,23 gramdi. Rapamisin grubunda, sicanlarin

agirliklarinin gline gore degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir etki saptanmadi (p=0,123).
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Tablo 12. Ratlarin 0 ve 14. giin agirhiklarinin gruplara gore kiyaslanmasi

Kontrol Darhk BOTOX Losartan Doksisiklin  Rapamisin

Ort. £SS p
Agirbk 0. 33950 + 353,70 + 393,78 £ 341,90 + 364,00 + 337,10 + 0,025*
Giin 83,22 36,66 41,48 17,05 21,48 36,07
Agirhk 14. 344,00 £ 356,40 + 396,22 + 344,60 =+ 367,10 + 339,20 =+ 0,079
Giin 83,99 36,35 41,91 16,76 19,37 36,23
*: p<0,05

ANOVA
Gruplar arasinda 0. giindeki agirliklar karsilastirildiginda BOTOX grubu, losartan
(p=0,034) ve rapamisin (p=0,039) gruplarina gore istatistiksel olarak farklilik gésterdi. 14. giin

agirliklar karsilastirildiginda gruplar arasinda istatiksel oranda farklilik gézlenmedi.

4.2. Histolojik Bulgular

Sican iiretralarindan elde edilen liretra kesitleri histokimyasal metotlar ile boyandi.
Uretra kesitlerinde gdzlemlenen; submukozal hemoraji, epitelyal dejenerasyon, vaskiiler
konjesyon, inflamasyon ve fibrozis durumlart 4 kategoriye (hig, zayif, orta, yiiksek) ayrilarak
siiflandirildi. Gruplarin iiretra kesitlerinin histolojik siiflama verileri Tablo 13°te 6zetlendi.
Kesit alma ve boyama esnasinda bazi hayvanlarin dokularinda olusan teknik nedenlerden dolay1
degerlendirme net yapilamadigindan her gruptan 8 adet hayvan histolojik degerlendirmeye

alindi.
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Tablo 13. Histolojik bilgilerin, gruplara gore karsilastirmasi

Kontrol Darhk Botox Losartan Doksisiklin  Rapamisin

n (%) P
- Hig 3(375) 0(0,00 0(0,00 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
5 = Zayif  4(50,00 0(0,0) 1(125) 2(250)  1(125) 5 (62,5)
X © X
2 5 Orta 1(125) 2(250) 6(750) 6(750)  5(625) 3(37,5) =
s 5 Yiiksek 0(0,0)  6(750) 1(12,5) 0(0,0) 2 (25,0) 0(0,0) S
wn I Vv
o Hig 4 (50,00 0(0,00 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
_ 7 Zayif  4(50,0) 0(0,0) 0(00) 2(250)  0(0,0) 4 (50,0)
25 Orta 0(0,00 1(125) 6(750) 5(625)  6(75,0) 4 (50,0) ¥,
23 Yikksek 0(0,0)  7(87,5) 2(250) 1(125)  2(250) 0 (0,0) S
o8 < 7
c Hig 2(250) 0(00 0(00 1(125)  0(0,0) 2 (25,0)
55 Zayif  6(750) 0(0,0) 5(625) 7(875)  2(250) 6 (75,0) x
2 = Orta 0(0,00 5(625) 3(37,5 0(0,0) 4 (50,0) 0(0,0) S
S Yiiksek 0(0,00  3(37,5) 0(0,0) 0(0,0) 2 (25,0) 0(0,0) S
= Hig 6(750) 0(0,00 2(250) 6(750)  2(25) 6 (75,0)
. Zayif  2(250) 3(375) 6(750) 2(250)  6(75,0) 2 (25,0)
% Orta 0(0,00 5(625) 0(0,00 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) =
e ¢
Hig 5(25) 0(0,00 0(00) 2(250)  0(0,0) 2 (25,0)
2 Zayif ~ 3(375) 0(0,0) 5(625) 5(625)  4(50,0) 6 (75,0) X,
= Orta 0(0,00 2(250) 3(375) 1(125)  3(37.5) 0(0,0) S
(i Yiiksek 0(0,0)  6(750) 0(0,0) 0(0,0) 1(12,5) 0(0,0) v
* p<0,05

Ki Kare testi

Kontrol, losartan ve rapamisin gruplarinda yiiksek diizeyde submukozal hemoraji

iceren, liretra kesit alan1 gozlemlenmedi. Darlik, Doksisiklin ve BOTOX gruplarinda ise yiliksek

diizeyde submukozal hemoraji goriilme orani sirast ile %75 (n:6), % 25 (n:2) ve %12,5 (n:1)

idi. Gruplara gore submukozal hemoraji oranlar1 ve dagilimi Tablo 13 ve Sekil 5’te 6zetlendi.

Submukozal hemoroji agisindan gruplar arasinda istatistiki olarak %57,7°lik bir bag ve arada

anlamli bir fark vardi (p<0,001) ve bu fark darlik grubundan kaynaklanmakta idi.
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5 Group
E control
M Stricture
M Botox
[H Losartan
[ Doxyeyeline
I Rapamycin
4
1
o

Mone Average High

W

Count

=]

Submucosal Hemorrhage

Sekil 5. Submukozal hemoraji diizeylerinin gruplara gore dagilim
(count: say1, none: hig, low: zayif, average: orta, high: ytliksek)

Darlik, BOTOX, Doksisiklin ve Losartan gruplarinda yiiksek derecede epitelyal
dejenerasyon goriilme orani sirasi ile %87,5 (n:7), % 25 (n:2), % 25 (n:2) ve %12,5 (n:1) idi.
Gruplara gore epitelyal dejenerasyon goriilme oranlart ve dagilimi Tablo 13 ve Sekil 6°da
ozetlendi. Epitelyal dejenerasyon agisindan gruplar arasinda istatistiki olarak %63,3’1ik bir bag

ve arada anlamli bir fark vardi (p<0.001) ve bu fark darlik grubundan kaynaklanmakta idi.

Group

E Contral

M Stricture

M Botox

M Losartan

[ Doxycycline

B Rapamycin
o J | IJ

MNone Average High

@

Count

]

Epithelial Degeneration

Sekil 6. Epitelyal dejenerasyon diizeylerinin gruplara gore dagilimi
(count: say1, none: hig, low: zayif, average: orta, high: yiiksek)
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Darlik ve Doksisiklin gruplarinda yiiksek diizeyde vaskiiler konjesyon goriilme orani
strast ile %37,5 (n:3) ve %25 (n:2) idi. Kontrol, BOTOX, Losartan ve Rapamisin gruplarinda
ise yiiksek diizeyde vaskiiler konjesyon goriilen sican bulunmamakta idi. Gruplara gore
vaskiiler konjesyon goriilme oranlar1 ve dagilimi1 Tablo 13 ve Sekil 7°de 6zetlendi. Vaskiiler
konjesyon agisindan gruplar arasinda istatistiki olarak %51,4’lik bir bag ve arada anlamli bir

fark vardi (p<0.001) ve bu fark darlik grubundan kaynaklanmakta idi.

Group

M Contral

M Stricture

M Botox

M Losartan

O Doxycycline
B Rapamycin

@

Count
|

[¥]

MNone Low Average High

Vascular Congestion

Sekil 7. Vaskiiler konjesyon diizeylerinin gruplara gore dagilimi
(count: say1, none: hig, low: zayif, average: orta, high: yiiksek)

Gruplarin hi¢ birinde yiiksek derecede inflamasyon bulgusu gézlemlenmedi. Orta
derece inflamasyon sadece %62,5’lik (n:5) oran ile Darlik grubunda gézlemlendi. Gruplara
gore inflamasyon gériilme oranlar1 ve dagilimi Tablo 13 ve Sekil 8°de dzetlendi. Inflamasyon
acisindan gruplar arasinda istatistiki olarak %64,7’liik bir bag ve arada anlaml1 bir fark vardi

(p<0.001) ve bu fark darlik grubundan kaynaklanmakta idi.
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- W

Count

[¥]

Group

E control

Wl Stricture

M Botox

[H Losartan

] Doxycycline
M Rapamycin

one Low

Inflammation

Average

Sekil 8. inflamasyon diizeylerinin gruplara gére dagilim

(count: say1, none: hig, low: zayif, average: orta, high: ytliksek)

Darlik ve Doksisiklin gruplarinda yiiksek diizeyde fibrozis goriilme orani sirasi ile %75
(n:6) ve %125 (n:1) idi. Kontrol, BOTOX, Losartan ve Rapamisin gruplarinda ise yiiksek
diizeyde fibrozis goriilen sican bulunmamakta idi. Gruplara gore fibrozis goriilme oranlari ve
dagilimlar1 Tablo 13 ve Sekil 9’da 6zetlendi. Fibrozis acisindan gruplar arasinda istatistiki
olarak %58,9’lik bir bag ve arada anlamli bir fark vardi (p<0.001) ve bu fark darlik grubundan

kaynaklanmakta idi.

Count
[ o [4]

MNone Low Average

Fibrosis

Sekil 9. Fibrozis diizeylerinin gruplara gore dagilimi
(count: say1, none: hig, low: zayif, average: orta, high: yiiksek)

High

Group

E control

M Stricture
Botox

[H Losartan

O ooxyeycline

M Rapamycin
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Kontrol grubunun H-E boyali iiretral kesitleri incelendiginde, transizyonel epitel
biitiinliigli ve yapisi korunmus, normal bir tiretral mukoza dokusunun etrafinda normal dagilima
sahip kollajen birikimleri ve diiz kas hiicrelerinin oldugu ve vaskiiler yapilarin saglam oldugu
gozlemlendi (Resim 6,7).

Vi g e o

Resim 6. Kontrol grubu iiretra dokusu. Normal histolojik goriiniimde. H-E, x10, 6l¢iim
cubugu =160 pm

Resim 7. Kontrol grubu iiretra dokusu. Normal histolojik goriiniimde. H-E, x20, 6l¢iim
cubugu =80 um
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Darlik grubu: yaygin submukozal hemoraji alanlari, yogun vaskiiler konjesyon, epitelde
dejenerasyon (¢ekirdek yapisi bozulmus, stoplazmada vakuollesme, epitel biitiinliigii yok),
fibrozis ve orta derece inflamasyonun oldugu tespit edildi (Resim 8,9).
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Resim 8. Darlik grubu iiretra dokusu. Yaygin submukozal hemoraji alanlar (ok), vaskiiler
konjesyon, fibrozis (yildiz) ve epitelde dejenerasyon bulgulari. H-E, x10, 6l¢iim ¢ubugu =
160 pm

Resim 9. Darlik grubu iiretra dokusu. Yaygin submukozal hemoraji alanlar (ok), vaskiiler
konjesyon(arti), fibrozis (yildiz) ve epitelde dejenerasyon(iicgen) bulgulari. H-E, x20,
ol¢iim ¢cubugu = 80 pm
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Rapamisin grubu; darlik grubuna gore kiyaslanarak incelendiginde, submukozal hemoraji
alanlarinda, vaskiiler konjesyonunda, epitel dejenerasyonununda, inflamasyonda ve fibrozisde
belirgin azalma oldugu gézlemlendi (Resim 10,11).
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Resim 10. Rapamisin grubu iiretra dokusu. Submukozal hemoraji (ok) ve diger

histopatolojik bulgular darhik grubuna kiyasla diisiik diizeyde. H-E, x10, 6l¢iim ¢ubugu =
160 pm
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Resim 11. Rapamisin grubu iiretra dokusu. Submukozal hemoraji (ok), fibrozis (yildiz) ve
diger histopatolojik bulgularda darhk grubuna kiyasla belirgin azalma. H-E, x20, él¢iim
cubugu = 80 um
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Losartan grubun; darlik grubuna gore kiyaslanarak incelendiginde, submukozal hemoraji
alanlarinda, vaskiiler konjesyonda, inflamasyonda ve fibrozisde belirgin azalma oldugu ve
epitel dejenerasyonunda ise orta diizey bir azalma oldugu gozlemlendi (Resim 12,13).
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Resim 12. Losartan grubu iiretra dokusu. Submukozal hemoraji(ok), fibrozis (yildiz) ve
diger histopatolojik bulgularda darhk grubuna kiyasla belirgin azalma. H-E, x10, 6l¢iim
c¢ubugu =160 pm
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Resim 13. Losartan grubu iiretra dokusu. Fibrozis (yildiz) ve diger histopatolojik
bulgularda darhk grubuna kiyasla belirgin azalma. H-E, x20, 6l¢ciim ¢ubugu = 80 pm



43

Doksisiklin grubu; darlik grubuna gore kiyaslanarak incelendiginde, submukozal hemoraji
alanlarinda, epitel dejenerasyonunda, vaskiiler konjesyonda ve fibroziste orta diizeyde bir
azalma oldugu ve inflamasyonda ise belirgin azalma oldugu gozlemlendi (Resim 14,15).
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Resim 14. Doksisiklin grubu iiretra dokusu. Submukozal hemoraji(ok), fibrozis (yildiz) ve
diger histopatolojik bulgularda darhk grubuna kiyasla diisiik oranda azalma. H-E, x10,

Resim 15. Doksisiklin grubu iiretra dokusu. Submukozal hemoraji(ok) ve diger
histopatolojik bulgularda darlik grubuna kiyasla diisiik oranda azalma. H-E, x20, él¢iim

cubugu = 80 um
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BOTOX grubu; darlik grubuna gore kiyaslanarak incelendiginde, vaskiiler konjesyonda,
inflamasyonda ve fibrozisde belirgin azalma oldugu ve submukozal hemorajide orta diizeyde
bir azalma oldugu ve epitel dejenerasyonunda ise hafif bir azalma oldugu gozlemlendi (Resim
16,17).
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Resim 16. Botox grubu iiretra dokusu. Submukozal hemoraji(ok), fibrozis (yildiz) ve diger

histopatolojik bulgularda darhk grubuna kiyasla diisiik oranda azalma. H-E, x10, él¢iim
cubugu =160 pm
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Resim 17. Botox grubu iiretra dokusu. Submukozal hemoraji(ok), fibrozis (yildiz) ve diger
histopatolojik bulgularda darhk grubuna kiyasla diisiik oranda azalma. H-E, x20, él¢iim
cubugu = 80 pm
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Masson Trikom boyasi, bag dokusunu yesil renge boyayan dolayisiyla fibrozis
olusumunu gostermede etkili olan bir boyama yontemidir. Kontrol grubunun Masson
Trikom kesitlerinde normal dagilima sahip kollajen lifleri gozlemlenmektedir.
(Resim:18,19)
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Resim 18. Kontrol grubu iiretra dokusu. Masson Trikrom boyama, x10, él¢iim ¢ubugu =
160 pm

Resim 19. Kontrol grubu iiretra dokusu. Masson Trikrom boyama, x20, él¢iim ¢ubugu =
80 pm
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Darlik drubunun kesitleri Masson Trikom boyama ile incelendiginde kontrol grubuna kiyasla

belirgin fibrozis oldugu goézlenmektedir. (Resim:20,21)

160 pm

Resim 21. Darlik grubu iiretra dokusu. Masson Trikrom boyama, x20, 6l¢iim cubugu = 80
pm
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Rapamisin grubunun kesitleri Masson Trikom boyama ile incelendiginde darlik grubuna

kiyasla fibroziste belirgin azalma oldugu gézlenmektedir. (Resim:22,23)

Resim 22. Rapamisin grubu iiretra dokusu. Masson Trikrom boyama, x10, 6l¢iim
cubugu =160 pm

Resim 23. Rapamisin grubu iiretra dokusu. Masson Trikrom boyama, x20, 6l¢iim
cubugu =80 pm
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Losartan grubunun kesitleri Masson Trikom boyama ile incelendiginde darlik grubuna kiyasla

fibroziste belirgin azalma oldugu gézlenmektedir. (Resim:24,25)

Resim 24. Losartan grubu iiretra dokusu. Masson Trikrom boyama, x10, 6l¢iim
cubugu =160 pm
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Resim 25. Losartan grubu iiretra dokusu. Masson Trikrom boyama, x20, 6l¢iim
cubugu = 80 pm
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Doksisiklin grubunun kesitleri Masson Trikom boyama ile incelendiginde darlik grubuna

kiyasla fibroziste orta diizeyde azalma oldugu gézlenmektedir. (Resim:26,27)

Resim 26. Doksisiklin grubu iiretra dokusu. Masson Trikrom boyama, x10, 6l¢iim
cubugu =160 pm

Resim 27. Doksisiklin grubu iiretra dokusu. Masson Trikrom boyama, x20, 6l¢iim
cubugu =80 pm
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BOTOX grubunun kesitleri Masson Trikom boyama ile incelendiginde darlik grubuna kiyasla

fibroziste belirgin azalma oldugu gozlenmektedir. (Resim:28,29)

Resim 28. Botox grubu iiretra dokusu. Masson Trikrom boyama, x10, 6l¢iim
cubugu =160 pm

Resim 29. Botox grubu iiretra dokusu. Masson Trikrom boyama, x20, ol¢iim
cubugu =80 pm
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MSB boyasi, bag dokusunu mavi renge boyayan dolayisiyla fibrozis olusumunu gostermede

etkili olan bir boyama yontemidir. Kontrol grubunun kesitlerinin MSB boyamasinda normal

dagilima sahip kollajen lifleri gdzlemlenmektedir. (Resim:30,31)

Resim 30. Sham Kontrol grubu iiretra dokusu. MSB boyama, x10, 6l¢iim ¢cubugu
=160 pm

Resim 31. Sham Kontrol grubu iiretra dokusu. MSB boyama, x20, 6l¢iim ¢cubugu
=80 pm
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Darlik grubunun kesitleri MSB boyama ile incelendiginde kontrol grubuna kiyasla belirgin
fibrozis oldugu gozlenmektedir. (Resim:32,33)

Resim 33. Darlik grubu iiretra dokusu. MSB boyama, x20, 6l¢iim ¢ubugu = 80 pm
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Rapamisin grubunun kesitleri MBS boyama ile incelendiginde darlik grubuna kiyasla fibroziste

belirgin azalma oldugu gozlenmektedir. (Resim:34,35)

Resim 34. Rapamisin grubu iiretra dokusu. MSB boyama, x10, 6l¢iim ¢ubugu =
160 pm

Resim 35. Rapamisin grubu iiretra dokusu. MSB boyama, x20, 6l¢iim cubugu = 80
pm
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Losartan grubunun kesitleri MBS boyama ile incelendiginde darlik grubuna kiyasla fibroziste
belirgin azalma oldugu gozlenmektedir. (Resim:36,37)

Resim 37. Losartan grubu iiretra dokusu. MSB boyama, x20, 6l¢iim ¢ubugu = 80
pum
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Doksisiklin grubunun kesitleri MBS boyama ile incelendiginde darlik grubuna kiyasla

fibroziste orta diizeyde azalma oldugu gozlenmektedir. (Resim:38,39)

Resim 38. Doksisiklin grubu iiretra dokusu. MSB boyama, x10, 6l¢iim ¢ubugu =
160 pm

Resim 39. Doksisiklin grubu iiretra dokusu. MSB boyama, x20, él¢iim ¢ubugu =
80 pm

BOTOX grubunun Kesitleri MBS boyama ile incelendiginde darlik grubuna kiyasla
fibroziste belirgin azalma oldugu gozlenmektedir. (Resim:40,41)
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gu =160 pm

Iciim ¢ubu

6

9

x10

MSB boyama,

Resim 40. Botox grubu iiretra dokusu.

80 pm

x20, ol¢iim cubugu

MSB boyama,

Resim 41. Botox grubu iiretra dokusu.
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4.3. Immiinohistokimyasal bulgular

Kesit alma ve boyama esnasinda bazi hayvanlarin dokularinda olusan teknik
nedenlerden dolay1 degerlendirme net yapilamadigindan her gruptan 8 adet hayvan
immiinohistokimyasal degerlendirmeye alindi. Gruplarin IL-1B derecelerinin gruplara gore
karsilastirilmasi tablo 14°te verildi.

Tablo 14. iL-1p derecelerinin gruplara gore karsilastirmasi

Kontrol Darhk Botox Losartan Doksisiklin  Rapamisin

n (%) p

Hic  6(750) 0(00) 2(250) 1(143)  2(250) 2 (25,0) <0,001*

IL-1 Zayif 2(25,0) 2(250) 6(750) 7(87,5)  6(75,0) 6 (75,0)

b Orta 0(0,0) 6(750) 0(0,00 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0)

*: p<0,05
Ki Kare testi

Kontrol, BOTOX, losartan, doksisiklin ve rapamisin gruplarinda orta diizeyde
immunreaksiyon gozlenmedi. Darlik grubunda %75(n:6) orta diizeyde immiinreaksiyon
gozlendi. BOTOX, doksisiklin ve rapamisin gruplarinda 6’sar (%75) sicanda zayif derecede
immunreaktivite saptandi. Losartan grubunun biiyiikk ¢ogunlugunda (%87,5) zayif derecede

immunreaktivite gozlendi. IL-1 ile ilag tiirleri arasinda %68,3’liik bir iliski goriildii (p<0,001).

Group

® control

M stricture

6 M Botox

@ Losartan

O Doxyeycline
B Rapamycin

Count

=]

MNone Low Average

iL-1B

Sekil 10. IL-1p diizeylerinin gruplara gore dagihm

(count: say1, none: hig, low: zayif, average: orta)
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Resim 42. Sham kontrol grubu iiretra dokusu negatif boyanma (IL-1p immun
boyama, x20, 6l¢ciim ¢ubugu = 80 pm)

Resim 43. Darlik grubu iiretra dokusu orta diizeyde boyanma (IL-1§ immun
boyama, x20, dl¢iim ¢ubugu = 80 pm)
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Resim 44. Rapamisin grubu iiretra dokusu zayif diizeyde boyanma (IL-1p immun
boyama, x20, 6l¢ciim ¢ubugu = 80 pm)

Resim 45. Losartan grubu iiretra dokusu zayif diizeyde boyanma (IL-1p immun
boyama, x20, él¢iim ¢ubugu = 80 pm)
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Resim 46. Doksisiklin grubu iiretra dokusu zayif diizeyde boyanma (IL-1$ immun
boyama, x20, 6l¢ciim ¢ubugu = 80 pm)

Resim 47. BotoX grubu iiretra dokusu zayif diizeyde boyanma (IL-1f immun
boyama, x20, él¢iim ¢ubugu = 80 pm)
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Tablo 15. Uretra dokusunun PCR analiz sonuclarinin kiyaslanmasi

Kontrol Darhk  Botox Losartan Doksisiklin Rapamisin

Ort. £SS p
Elastin 1,04+0,4 1,43+0,3 0,18+0,1 0,22+0,2 0,50+0,5 0,33+0,2 <0,001*
TGF-p 1,10+0.4 1,72+0,6 0,38+0,1 0,36+0,2 0,21+0,3 0,21+0,2 <0,001*
PDGF- a 1,03+0,3 2,34+1,7 0,59+0,2 0,50+0,2 0,26+0,1 0,27+0,2 <0,001*
a-SMA 0,99+0,2 1,95+1,3 0,55+0,2 0,60+0,5 0,43+0,8 0,32+0,2 0,001*
PDGF-p 1,03+0,3 1,88+0,9 0,22+0,1 0,15+0,1 0,09+0,1 0,23+0,1 <0,001*
COL-1 1,01+0,3 1,52+0,4 0,21+0,1 0,64+0,6 0,90+0,4 0,27+0,1 <0,001*
COL-3 1,03+0,3 1,76+0,8 0,43+0,1 0,42+0,2 0,96+2,4 0,21+0,2 <0,001*
*: p<0,05

Kruskal Wallis-H Testi

Gruplarin Elastin ortalama degerleri

ve dagilimi Tablo 15°te ve Sekil 11°de

Ozetlenmistir. Darlik grubu en yliksek ortalama Elastin degerine (1,43+0,3 ng/mL) sahip grup

idi. Gruplar arasinda Elastin ortalamasi agisindan istatistiki olarak anlamli fark vardi (p<0,001).

Uretra dokusundaki Elastin orani kontrol grubuna gére darlik grubunda artmisti ve tedavi

gruplarinda (BOTOX, Losartan, Doksisiklin, Rapamisin) ise kontrol grubuna gore azalmis idi.

Yine, Elastin oran1 tedavi gruplarinin hepsinde darlik grubuna gére azalmis idi. Yapilan post-

hoc analiz sonucunda bu farkin darlik ve kontrol gruplarindan kaynaklandig: tespit edildi (Tablo

16).

Mean Elastin

Control Stricture

Botox

Losartan

Group

Doxycycline

Rapamycin

Sekil 11. Ortalama elastin degerinin gruplara gore dagilim

(Mean elastin: ortalama elastin degeri)
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Gruplarin TGF-f ortalama degerleri ve dagilimi Tablo 2°de ve Sekil 3’de 6zetlenmistir.
Darlik grubu en yiiksek ortalama TGF-f degerine (1,724+0,6 ng/mL) sahip grup idi. Gruplar
arasinda TGF- B ortalamasi agisindan istatistiki olarak anlamli fark vardi (p<0,001). Uretra
dokusundaki TGF-B orani kontrol grubuna gore darlik grubunda artmisti ve tedavi gruplarinda
(BOTOX, Losartan, Doksisiklin,Rapamisin) ise kontrol grubuna gore azalmis idi. Yine, TGF-
B orani tedavi gruplarmin hepsinde, darlik grubuna gore azalmis idi. Yapilan post-hoc analiz

sonucunda bu farkin darlik ve kontrol gruplarindan kaynaklandig tespit edildi (Tablo 16).

2,00

Mean TGF-B

Control Stricture Botox Losartan Doxycycline Rapamycin

Group

Sekil 12. Ortalama TGF-3 degerinin gruplara gore dagilim
(Mean TGF -B: ortalama TGF-p degeri)

Gruplarin PDGF-a ortalama degerleri ve dagilimi Tablo 2’de ve Sekil 4°de
ozetlenmistir. Darlik grubu en yiiksek ortalama PDGF-a degerine (2,34+1,7 ng/mL) sahip grup
idi. Gruplar arasinda PDGF-a ortalamasi agisindan istatistiki olarak anlamli fark vardi
(p<0,001). Uretra dokusundaki PDGF-o oran1 kontrol grubuna gore darlik grubunda artmist: ve
tedavi gruplarinda (BOTOX, Losartan, Doksisiklin,Rapamisin) ise kontrol grubuna gore
azalmis idi. Yine, PDGF-a orani tedavi gruplarinin hepsinde, Darlik grubuna gore azalmis idi.

Yapilan post-hoc analiz sonucunda bu farkin darlik ve kontrol gruplarindan kaynaklandigi
tespit edildi (Tablo 16).
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250

Mean PDGF-A

Control Stricture Botox Losartan Doxycycline Rapamycin

Group

Sekil 13. Ortalama PDGF-a degerinin gruplara gore dagilim
(Mean PDGF- «.: ortalama PDGF- 0. degeri)

Gruplarin alfa- diiz kas aktin (a-SMA) ortalama degerleri ve dagilimi Tablo 2’de ve
Sekil 5’de 6zetlenmistir. Darlik grubu en yliksek ortalama a-SMA degerine (1,95+1,3 ng/mL)
sahip grup idi. Gruplar arasinda a-SMA ortalamasi agisindan istatistiki olarak anlamli fark vardi
(p<0,001). Uretra dokusundaki a-SMA orani1 kontrol grubuna gére darlik grubunda artmist1 ve
tedavi gruplarinda (BOTOX, Losartan, Doksisiklin,Rapamisin) ise kontrol grubuna gore
azalmis idi. Yine, a-SMA orani tedavi gruplarinin hepsinde, darlik grubuna gore azalmis idi.

Yapilan post-hoc analiz sonucunda bu farkin darlik ve kontrol gruplarindan kaynaklandig:
tespit edildi (Tablo 16).

Mean A-SMA

Control Stricture Botox Losartan Doxycycline Rapamycin

Group

Sekil 14. Ortalama a-SMA degerinin gruplara gore dagilimi
(Mean o -SMA: ortalam 0L -SMA degeri)
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Gruplarin platelet kaynakli biiyiime faktor- beta (PDGF-PB) ortalama degerleri ve
dagilimi Tablo 2’de ve Sekil 6’da 6zetlenmistir. Darlik grubu en yliksek ortalama PDGF-3
degerine (1,88+0,9 ng/mL) sahip grup idi. Gruplar arasinda PDGF- ortalamasi acisindan
istatistiki olarak anlamli fark vardi (p<0,001). Uretra dokusundaki PDGF-B orani kontrol
grubuna gore darlik grubunda artmisti ve tedavi gruplarinda (BOTOX, Losartan,
Doksisiklin,Rapamisin) ise kontrol grubuna gore azalmis idi. Yine, PDGF-f orani tedavi
gruplarinin hepsinde, Darlik grubuna goére azalmis idi. Yapilan post-hoc analiz sonucunda bu

farkin darlik ve kontrol gruplarindan kaynaklandigi tespit edildi (Tablo 16).

2,00

Mean PDGF-B

Control Stricture Botox Losartan Doxycycline Rapamycin

Group

Sekil 15. Ortalama PDGF- degerinin gruplara gore dagilimi
(Mean PDGF-p:ortalama PDGF-f degeri)

Gruplarin COL-1 ortalama degerleri ve dagilimi Tablo 2°de ve Sekil 7°de 6zetlenmistir.
Darlik grubu en yiiksek ortalama COL-1 degerine (1,52+0,4 ng/mL) sahip grup idi. Gruplar
arasinda COL-1 ortalamas1 agisindan istatistiki olarak anlamli fark vardi (p<0,001). Uretra
dokusundaki COL-1 orani kontrol grubuna gore darlik grubunda artmist1 ve tedavi gruplarinda
(BOTOX, Losartan, Doksisiklin,Rapamisin) ise kontrol grubuna gore azalmis idi. Yine, COL-
1 orani tedavi gruplarinin hepsinde, Darlik grubuna gore azalmis idi. Yapilan post-hoc analiz

sonucunda bu farkin darlik ve kontrol gruplarindan kaynaklandig: tespit edildi (Tablo 16).
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2,00

Mean COL1

Control Stricture Botox Losartan Doxycycline Rapamycin

Group

Sekil 16. Ortalama COL-1 degerinin gruplara gore dagilimi
(Mean COL-1: ortalama kollajen 1 degeri)

Gruplarin COL-3 ortalama degerleri ve dagilimi Tablo 2’de ve Sekil 8’de 6zetlenmistir.
Darlik grubu en yiiksek ortalama COL-3 degerine (1,76+£8 ng/mL) sahip grup idi. Gruplar
arasinda COL-3 ortalamas1 agisindan istatistiki olarak anlamli fark vardi (p<0,001). Uretra
dokusundaki COL-3 orani kontrol grubuna gore darlik grubunda artmist1 ve tedavi gruplarinda
(BOTOX, Losartan, Doksisiklin, Rapamisin) ise kontrol grubuna gore azalmis idi. Yine, COL-
3 orani tedavi gruplarinin hepsinde, darlik grubuna gére azalmis idi. Yapilan post-hoc analiz

sonucunda bu farkin darlik ve kontrol gruplarindan kaynaklandig: tespit edildi (Tablo 16).

2,00

Mean COL-3

Control Stricture Botox Losartan Doxycycline Rapamycin

Group
Sekil 17. Ortalama COL-3 degerinin gruplara gore dagilimi

(Mean COL-3: ortalama kollajen-3 degeri)
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Tablo 16. Genetik degerlerin posthoc analizi

Elastin TGF-p PDGF-a a-SMA PDGF-p COL-1 COL-3
p
Kontrol Darlik 0,233 0,149 0,403 0,537 0,259 0,084 0,212
Botox 0,001 0,003 0,018 0,001 0,000 0,000 0,001
Losartan 0,001 0,003 0,004 0,429 0,000 0,821 0,001
Doksisiklin 0,232 0,001 0,000 0,599 0,000 1,000 1,000
Rapamisin 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Darlik Kontrol 0,233 0,149 0,403 0,537 0,259 0,084 0,212
Botox 0,000 0,000 0,124 0,129 0,005 0,000 0,005
Losartan 0,000 0,000 0,096 0,159 0,004 0,031 0,004
Doksisiklin 0,003 0,000 0,049 0,109 0,003 0,054 0,997
Rapamisin 0,000 0,000 0,050 0,055 0,005 0,000 0,001
Botox Kontrol 0,001 0,003 0,018 0,001 0,000 0,000 0,001
Darlik 0,000 0,000 0,124 0,129 0,005 0,000 0,005
Losartan 1,000 1,000 1,000 1,000 0,833 0,639 1,000
Doksisiklin 0,695 0,899 0,028 1,000 0,280 0,004 1,000
Rapamisin 0,134 0,240 0,034 0,081 1,000 0,999 0,078
Losartan Kontrol 0,001 0,003 0,004 0,429 0,000 0,821 0,001
Darlik 0,000 0,000 0,096 0,159 0,004 0,031 0,004
Botox 1,000 1,000 1,000 1,000 0,833 0,639 1,000
Doksisiklin 0,884 0,964 0,204 1,000 0,984 0,992 1,000
Rapamisin 0,951 0,629 0,237 0,834 0,915 0,794 0,311
Doksisiklin  Kontrol 0,232 0,001 0,000 0,599 0,000 1,000 1,000
Darlik 0,003 0,000 0,049 0,109 0,003 0,054 0,997
Botox 0,695 0,899 0,028 1,000 0,280 0,004 1,000
Losartan 0,884 0,964 0,204 1,000 0,984 0,992 1,000
Rapamisin 0,997 1,000 1,000 1,000 0,381 0,009 0,998
Rapamisin  Kontrol 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Darlik 0,000 0,000 0,050 0,055 0,005 0,000 0,001
Botox 0,134 0,240 0,034 0,081 1,000 0,999 0,078
Losartan 0,951 0,629 0,237 0,834 0,915 0,794 0,311
Doksisiklin 0,997 1,000 1,000 1,000 0,381 0,009 0,998
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Sicanlarin genetik degerlerine ait korelasyon analizi sonuglar1 Tablo 17°te sunuldu.

Tablo 17. Korelasyon analizi

Elastin TGF-B  PDGF-u a-SMA PDGF-B COLIAL COL3Al

Elastin r 1 0612 0,610 0,437 0,644 0681 0,588

D <0,001* <0,001* 0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
TGF-B r 1 0,852 0,659 0,761 0525 0,686

D <0,001* <0,001*  <0,001* 0,001*  <0,001*
PDGF-o  r 1 0,733 0,773 0523 0,793

D <0,001*  <0,001* <0,001* <0,001*
o -SMA r 1 0,754 0572 0,703

D <0,001* <0,001* <0,001*
PDGF-p r 1 0516 0,653

p <0,001*  <0,001*
COLIAl r 1 0,585

p <0,001*
COL3Al r 1

p

* p<0,05

Spearman’s tho korelasyon testi

Sigan tliretra dokusundan PCR yontemi ile ¢alisilan parametreler arasinda bir korelasyon
olup olmadigi analiz edildi ve Tablo 17°de 6zetlendi. Yapilan analizde biitiin parametreler
(elastin, TGF-B, a-SMA, PDGF-a, PDGF-B, COL-1, COL-3) arasinda korelasyon (birlikte

artma veya azalma) oldugu tespit edildi.
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Sekil 18. Korelasyon analiz grafigi

Tablo 18. korelasyon analiz sonuclar:

elastin PDGF-0. | PDGF-f | a-SMA CcoL-1 CoL-3 TGF-B

elastin Y Y 0 Y 0 Y
PDGF-a Y Y Y 0] Y C-Y
PDGF-3 Y Y Y 0] Y Y
a-SMA o Y Y 0 Y Y
COL-1 Y o 0] 0] 0] 0]
CoL-3 0 Y Y Y 0 Y
TGF-p | Y c-Y Y Y 0 Y

(Y:yiiksek, O:orta, C-Y: ¢ok yiiksek)




69

5. TARTISMA

Uretra darlig1 gelisim patogenezinde fibrozis anahtar rol oynamaktadir ve etyolojisinde;
iatrojenik nedenler, travma ve enfeksiyon yer almaktadir. Buna ragmen iiretra darligmin

etyolojini olusturan dnemli bir oranin hangi nedenden dolay1 meydana geldigi bilinmemektedir

D).

Gliniimiizde {iiretra darhigi tedavisi ig¢in uygulanan yontemler yetersiz kalmaktadir.
Endoskopik yaklasimlarin en dnemli dezavantaji; yiiksek rekiirrens oranlaridir. Uretroplastinin
ise yliksek maliyet, 6grenme egrisinin uzunlugu ve her merkezde uygulanmamasindan dolayi
hastalarin bu tedaviye ulasim konusunda yasadiklar1 sikintilar en sik karsilagilan
dezavantajlardir. Bu nedenle iiretra darligi tedavisinde yeni yontem veya uygulamalara ihtiyag
vardir. Epitelde meydana gelen hasar sonrasinda baslayan yara iyilesmesinin sonucunda ortaya
cikan skar dokusunun mekanizmasi net olarak bilinmemektedir. Hiicresel ve molekiiler
diizeyde birgok faktoriin rol aldigi karmasik bir sistem oldugu tahmin ediliyor (86).
Calismalarin odak noktast darligin nedenini olusturan fibrozisi azaltmaya yoneliktir. Fibrozis
olusumunu azaltan tedaviler, endoskopik yaklagimla kombine edildiginde darligin
tekrarlamasinin oniine gegebilme ihtimali ortaya c¢ikar. Boylece hem firetroplasti gibi major
cerrahinin rolii azalacak hem de bu hastaligin yonetiminde tam bir konsensus olusturulmasinin

onii acilacaktir.

T1p alaninda kullanilacak bir medikal veya cerrahi tedavi tizerinde arastirma yapilirken,
hem kanunen ve hem de etik agidan bu arastirmanin Oncelikle insan patofizyolojisini taklit
edebilecek deneysel ortamlarda veya kobaylar lizerinde kullanilmas1 gerekmektedir. Bu amagla
en sik kullanilan canlilar laboratuvar siganlaridir. Ratlar, maliyeti az ve istatistiksel olarak
anlaml1 sonuglar elde edilebilecek sayiya ulasilmasi kolay hayvanlardir. Uretra ¢alismalari
bakimindan idealdir (87). Fizyolojik olarak insana benzemeleri, dayanikli olmalar1 ve ortama
kolay adapte olmalar1 en 6nemli avantajlaridir. Temel tip, ilag¢ ve toksisite gibi ¢alismalarda en
cok tercih edilen hayvanlardir. Laboratuvar hayvanlari lizerinde yapilan bilimsel ¢aligsmalarda
en temel nokta, dogru deneysel modelin olusturulmasidir. Literatiir incelendiginde kiiciik deney
hayvanlarinda {retra darlii modeli olusturmak icin farkli tekniklerin kullanildig:

goriilmektedir.

Elektrokoagiilasyon darlik modeli olusturmak amaciyla kullanilan yontemlerden biridir.
Meria ve ark. tavsanlarda elektrokoagiilasyonu, pediatrik rezektoskop ile bulber iiretrada darlik

modeli olusturmak amaciyla kullandi. Darlik olusma kriteri {iretra ¢apinin %50°den fazla
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daralmasi olarak belirlendi. Calisma sonucunda kontrol grubunda hi¢ darlik gézlenmezken,
darlik grubundaki 18 tavsanin 9 tanesinde %350°den fazla iiretral ¢ap daralmasi oldugu
gozlendi. Endoskopik elektrokoagiilasyonun darlik modelinde etkili bir yontem oldugu
belirtildi (88).

Ayyildiz ve ark. ise ¢alismasinda darlik modeli olusturmak i¢in internal iiretrotomi
bigcagiyla saat 4 ve 8 hizasindan 5 mm’lik longitudinal kesiler olusturdu. Kronik inflamasyon
ve fibrozisin degerlendirildigi ¢calismada yapilan islemin darlik modelini olusturmada basarili
oldugu gozlendi (2). Hu ve ark. da transiiretral endoskopi ile darlik modeli olusturmak i¢in
soguk bicak yerine holmium YAG lazeri kullandi. Calismada darlik modeli olusturulan grupta

kontrol grubuna gore idrar akim hizinda 6nemli derecede azalma oldugu saptandi (3).

TGF-B enjeksiyonu, darlik modeli olusumu i¢in kullanilan baska bir yontemdir.
Sangkum ve ark, darlik modelini olusturmak amaciyla 10 mikrogram TGF-f’y1 liretraya enjekte
etti. 4 hafta sonunda salin grubuyla kiyaslandiginda tiretral fibrozis ile COL-1 ve COL-3’te
anlamli derecede artig oldugu kaydedildi (4).

Bu teknikler disinda liimeni tam kapatmayacak sekilde emilmeyen siiturle iiretrayi
baglama ile karakterize ligasyon teknigi ve periliretral dokuya kadar uzanan rezeksiyon
teknikleri de tanimlanmistir (89, 90). Tanimlanan biitiin tekniklerin birbirlerine Ustiinliigiini
gosteren ¢alismalar yeterli degildir. Yapilmis sinirli ¢aligmalardan birinde Faydaci ve ark
iretrada darlikk modeli olusturmada elektrokoagiilasyon ile rezeksiyonun etkinligini
karsilagtirdi. Sonuglar iiretroskopi ve retrograt iiretrografi ile degerlendirildi. Rezeksiyon
yapilan gruptaki biitiin hayvanlarda elektrokoagiilasyon ve kontrol grubuyla kiyaslandiginda
onemli derecede darlik formasyonu olustugunu belirtti (89). Baska bir ¢alismada ise Sievert ve
ark. erkek domuz tretrasinda elektrokoagiilasyon, ligasyon ve iiretrotominin darlik oranlarimi
karsilastirdi. Sonuglar iiretrografi ve COL-1/ COL-3 oraniyla degerlendirildi. En siddetli darlik
elektrokoagiilasyon grubunda, en hafif darlik ise {retrotomi grubunda gozlendi.
Elektrokoagiilasyon grubundaki dokularin histolojisi insan iiretral skar dokusuna benzer ve
artmig COL-1/ COL-3 oranina sahipti (90). Ligasyon tekniginin ciddi derecede yara ve
fistlillere neden olmasi, iretrotomi ve rezeksiyon tekniklerinde ise insizyon derinliginin

kontroliiniin zorlugu bu tekniklerin baslica dezavantajlaridir (91).
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Biz, calismamizda darlik modelini olusturmak igin elektrokoagiilasyon teknigini
uyguladik. Uretra cevre dokulardan tamamen serbestlestirilip ortaya ¢ikarilirdiktan sonra 5
mm’lik araliklarla 3 noktaya 10 watlik koagiilasyon 1 saniye siire ile yapildi.
Elektrokoagiilasyon sonucu ratlarda 6liim gozlenmedi. 2 hafta sonundaki histolojik incelemede
kontrol grubunda orta ve yiiksek derecede fibrozis gdzlenmezken, darlik grubunun %75’ inde
yiiksek, %25’inde ise orta derecede fibrozis olustu. Darlik grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artis gozlendi (p=0,001). Darlik grubunda %75 oraninda yiiksek
derecede, %25 oraninda orta derecede submukozal hemoraji gozlendi. Kontrol grubunda
yiikksek derecede submukozal hemoraji gézlenmezken orta derecede hemoraji sadece bir
hayvanda gozlendi. Darlik grubunda submukozal hemoraji anlamli derece artis
gosterdi(p=0,001). Darlik grubundaki hayvanlarin %87,5’inde yiiksek derecede, %12,5’inde
ise orta derecede epitelyal dejenerasyon ortaya g¢ikarken kontrol grubunda yiiksek ve orta
derecede dejenerasyona rastlanmadi. iki grup arasinda anlamli degisiklik olustu(p=0,001).
Darlik grubundaki hayvanlarin %37,5’inde yiiksek, %62,5’inde orta diizeyde wvaskiiler
konjesyon gozlenirken, kontrol grubunda bu diizeylerde vaskiiler konjesyona rastlanmadi.
Darlik grubunda vaskiiler konjesyon énemli derecede artti(p=0,001). Inflamasyon oranlarinda
darlik grubunda kontrol grubuyla kiyaslandiginda o©nemli derecede artis oldugu
kaydedildi(p=0,003). Histolojik parametrelerin tamami elektrokoagiilasyonun darlik modelini
olusturmada etkili oldugunu gésterdi. Immiinohistokimyasal degerlendirmede darlik grubunda
%75 orta, %25 oraninda diisiik diizeyde IL1-B ekspresyonu izlendi. Kontrol grubunda %25
oraninda zay1f ekspresyon izlenirken orta diizeyde ekspresyona rastlanmadi. Darlik grubundaki
IL1-B ekspresyonu kontrol grubuna gére énemli derecede artis gosterdi (p=0,001). Yine PCR
sonuglarinda elastin, TGF-B, PDGF-a, PDGF-B, a-SMA, COL-1 ve COL- 3 genlerinin
tamaminda darlik grubunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
artts oldugu kaydedildi(p<0,015). Histolojik, immiinohistokimyasal ve PCR parametreleri
birlikte degerlendirildiginde elektrokoagiilasyon yontemiyle darlik olusturma modeli basariyla
sonuglandi. Hayvanlarda {iriner retansiyon ve Oliimiin olmamasi elektrokoagiilasyon
yonteminin basarili olmasinin disinda giivenli oldugunu da gostermektedir. Ayrica darlik
modelimiz: histolojik, immiinohistokimyasal ve 7 adet gen parametrelerini icererek darlik

modelinin en genis parametrelerle degerlendirildigi calisma 6zelligini de tasimaktadir.

Uretra darliginda fibrozisin rolii daha iyi anlasildikca, yeni tedavi yaklasimlariimn
fibrozisi azaltmaya yonelik olarak arttig1 goriillmektedir. Paklitaksel, mitomisin c, kollagenase

klostridium histoliticum, tadalafil, docetaxel, plazmadan zengin plataelet, kaptopril jel gibi
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ajanlar ve insan hiicre kiiltiirii ile mezenkimal kok hiicre gibi tedaviler bu amagla denenmis ve
basarili sonuglar elde edilmistir (2, 4-12, 86, 92). Biz de ¢alismamizda doksisiklin, rapamisin,

botox ve losartani antifibrotik 6zelliklerinden dolay: tiretra darliginda test etmek i¢in kullandik.

Rapamisinin farkli organlardaki antifbrotik 6zelligi bir¢ok calismayla test edilmistir.
Trabekiilektomi sonrasi olusan skar dokusunu azaltmak i¢in rapamisinin etkinligini igarashi ve
ark. tavsan modelinde arastirmis. Hipotezini; rapamisinin TGF-B1°i azaltarak insan konjuktival
fibroblastlarinda TGF-B1 etkisiyle olusan fibrozisi azaltabilecegi yoniinde kurdu. TGF-B1 ile
fibrozis indiiklenen tavsanlarda rapamisin tedavisinin fibronektin, COL-1, a -SMA ve fibrozisi
onemli Ol¢iide azalttigini gosterdi (93). Trabekiilektomi yapilan tavsanlarda Tai ve ark. ise
rapamisini géz damlast formunda uyguladi. Rapamisin alan gruplarda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda subkonjuktival fibroblastlarda belirgin apopitozis oldugunu goézlemledi
(94). Benzer bir ¢aligmada Kang ve ark. trabekiilektomi yapilan ratlarda rapamisin tedavisinin
fibrozis inhibisyonu tizerine etkinligini arastirdi. Rapamisinin, kontrol grubuyla

kiyaslandiginda fibroblastlarin asir1 ¢ogalmasini engellenerek fibrozisi azalttigini gosterdi (95).

Korneal alkali yaniklar korneada neovaskiilarizasyon ve fibrozisle sonuglanan bir
hastaliktir. Li ve ark. alkali yaniklar sonrasi gelisen fibrozisi azaltmak amaciyla rapamisinin
etkinligini degerlendirdi. 5-aza-2’-deoksitidin ile korneal alkali yanik olusturulan ratlara
rapamisin tedavisi uyguladi. Rapamisin alan grupta tedavi almayan grup ile kiyaslandiginda
neovaskiilarizasyon, doku kalinligi, pan lokosit marker olan CD45, VEGF ve o-SMA

diizeylerinin azaldig1 gozlemlendi (96).

Liang ve ark. hiperoksik akciger hasar1 olusturulan ratlarda olugan hasar1 azaltmak i¢in
rapamisinin a-SMA iizerinden etkili oldugunu gosterdi. Siirekli oksijen verilerek hiperoksik
hasar olusturulan gruplar karsilastirildi. Rapamisin alan grupta, almayan gruba gore a-SMA ve

mTOR diizeylerinin daha diisiik ve olugan akciger hasart ile fibrozisin azaldig1 gézlendi (97).

Progresif fibrozise bagli bobrek yetmezligi ile sonuclanan lupus nefritinde rapamisinin
antifibrotik 6zellige sahip oldugu Zhang ve ark. tarafindan gosterildi. Calismada rapamisinin
mezenkimal hiicrelerde anti-dsSDNA ve TGF-B1 tarafindan indiiklenen fibrozisi inhibe ettigi
gozlendi. TGF-B1, a-SMA, fibronektin ve kollajen ekpresyonlarinda azalma meydana geldi
(98).

Periton diyalizi alan hastalarda gelisen periton fibrozisini rapamisinin hangi mekanizma

ile inhibe ettigini Liu ve ark. fare ¢aligmasinda arastirdi. Calismada peritonel fibrozise lipit
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dengesindeki diizensizligin neden oldugu ve rapamisin tedavisinin periton kalinlig1 ve
gecirgenligini azalttigini, o-SMA ve Kkollajen birikimini baskiladigin1 ve lipit dengesini

diizenleyerek peritonel fibrozisi inhibe ettigini gosterdi (99).

Diabetes Mellitus (DM) kaynakli erektil disfonksiyon, apopitoz ve fibrozisle karakterize
ve yasam kalitesini onemli Ol¢iide azaltan bir hastaliktir. Lin ve ark. DM kaynakli erektil
disfonksiyonda rapamisinin antifbrotik etkinligini arastirdi. Ratlar rastgele kontrol grubu,
streptozosin grubu ve streptozosin + rapamisin grubu olarak tige gruba ayrildi. Streptozosin tip-
1 DM’yi indiiklemek amaciyla verildi. 10 haftalik takipten sonra maksimum intrakavernozal
basing ve arteryel basing Ol¢iilerek erektil fonksiyonlar test edildi. Streptozosin grubunda erektil
fonksiyonda 6nemli derece bozulma oldugu ve rapamisin alan grupta erektil fonksiyonun daha
fazla korundugu gozlendi. NO/cGMP yolag: streptozosin grubunda inhibe olurken, rapamisin
grubunda bu inhibisyon 6nemli dlgiide diizeldi. Rapamisin grubunda apopitozis ve fibrozisin
streptozosin grubuna oranla daha azalmis oldugu ve rapamisinin DM kaynakli ED’de koruyucu

olabilecegi sonucu paylasildi (100).

Rapamisinin antifibrotik etkinligi insan iiretral dokusunda in vivo olarak gdsterilmistir.
Bulb6z iiretrada eksizyon ve primer anastomoz yapilan dort hastanin skarli iretral
dokularindaki fibroblastlar izole edilerek kiiltiirlendi. Dokular kontrol grubu ve rapamisinin
farkl1 dozlarimi igeren toplam alti gruba ayrildi. Rapamisin biitiin dozlarda fibroblastlarin
biliylimesini engelledi. Ayrica total COL-1 ve COL-3 seviyelerinde doz bagimli olarak azalma
oldugu gozlendi (101).

Chong ve ark. elektrokoagiilasyonla iiretrada deneysel darlik modeli olusturdugu ratlari
yiiksek (1 mg/giin) ve diisiik (0,1 mg/giin) doz rapamisin, dimetil siilfoksid (DMSO) ve salin
(kontrol) gruplarina ayirarak tedavi etti. Rapamisin tedavisi katater ile 4 hafta boyunca giinliik
olarak iiretral yolla yapildi. Tedavi sonucunda salin grubunda iiretra ¢cap1 %82.9, DMSO
grubunda ise %69.1 azalirken, diisiik doz rapamisin grubunda ¢ap azalmas1 %56.6 ve yiiksek
doz rapamisin grubunda ise bu azalma %36.5 olarak gergeklesti. Histopatolojik incelemede de
rapamisin gruplarinda rastlanmayan ancak salin ve DMSO gruplarinda gozlenen fibroblast ve
kollajen birikimleri tiiretra ¢apinda gergeklesen darlik oranlarmi dogruladi. Rapamisin
gruplarinda gézlenen fibrozis submukozal tabaka ile sinirl ve sirius kirmizisi ile boyanmada

acik kirmizi lekelenme seklinde bulgu verdi. Salin ve DMSO gruplarinda ise fibrozis hem
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submukozal hem de kas tabakasinda gozlendi ve boyanmada koyu kirmiz1 bir goriintiiye sahipti.

Calisma; rapamisinin deneysel darlik modelini inhibe ettigini destekledi (76).

Histopatolojik degerlendirmemizde rapamisin fibrozisi darlik grubuna oranla onemli
derecede diisiirerek kontrol grubuna yakin sonuclarin ortaya cikmasini sagladi. Darlik
grubundaki biitiin hayvanlarin fibrozis yogunlugu orta ve yiiksek derecedeyken, rapamisin
grubundaki hayvanlarda fibrozis yogunlugu ya hi¢ gozlenmedi ya da diisiik yogunlukla sinirh
kaldi. Rapamisin inflamasyonu azaltmada olduk¢a basarili oldu. Hayvanlarin %75’inde
inflamasyon tamamen geriledi, digerlerinde ise diisiik diizeyde kaldi. Submukozal hemoraji,
epitelyal dejenerasyon ve vaskiiler konjesyonun iyilestirilmesinde rapamisin darlik grubuna
iistiinliik kurarak kontrol grubuyla yakin sonuglar elde etti. Iimmiinohistokimyasal incelemede
rapamisin grubunda IL-1B ekspresyonu ratlarin %25’inde izlenmezken, %75’inde ise zayif
ekspresyon ortaya ¢ikt1. Darlik grubunun %75’inde orta, %25’inde ise zayif ekspresyon izlendi.
Rapamisin, IL-1B ekspresyonunu darlik grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6lciide azaltt.
PCR analizinde rapamisin; biitiin gen ekspresyonlarinda, hem darlik hem de kontrol gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltma kaydetti. Histopatolojik, immiinhistokimyasal
ve PCR paratmetreleri birlikte degerlendirildiginde rapamisinin iiretral fibrozisi onemli dlciide
inhibe ettigini gostermis olduk. Bu sonuglari, rapamisinin tiretra darliginin tedavisinde etkili
olabileceginin bir gostergesi olarak yorumluyoruz. Calismamiz; iiretra darliginda rapamisinin
oral yolla verildigi ilk ¢alisma olma 6zelligini tagimaktadir. Literatiirde rapamisinin in vivo ve
lokal olarak denendigi iki adet ¢alismayla kiyaslandiginda; tedavi sonug degerlendirmesinin
histopatolojik, immiinokimyasal ve PCR analizlerini i¢erdigi en kapsamli ¢alisma oldugunu

gormekteyiz.

Zhou, hipertrofik skar modeli olusturulan tavsan kulaginda BOTOX etkinligini arastirdi.
8 adet tavsanin bir kulagindan 6 mm c¢apli cilt ve ciltalti dokusu eksize edildi. Yarisina botox
enjeksiyonu yapildi, yarisi ise kontrol grubu olarak takip edildi. Tedavi grubunda 30. glindeki
skar kalinlig1 kontrol grubunun yaris1 kadardi. Histopatolojik incelemede tedavi grubunun
vaskiilarizasyonu ve VEGF ekspresyonunu inhibe etti. Dolayisiyla skar olusumunu
engelleyerek kontrol grubuna 6nemli istiinliik sagladi (102). Benzer bir ¢alismayi Liu ve ark.
BOTOX’un antifibrotik etkinligini tavsan kulaginda travmatik model olusturarak gézlemledi.
BOTOXu, skar1 inhibe ettigi kanitlanmig triamsinolon asetinoid(TAC) ve kontrol grubuyla
karsilastirdi. Yiiksek doz (2 IU) BOTOX, TAC ve kontrol grubuna gore skar kalinligin1 daha
fazla azaltt1. Orta(1.5 IU) ve diistik(1 IU) doz BOTOX ile TAC grubu arasinda anlamli farklilik
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gbzlenmedi. Kollajen fibril ve fibroblast birikiminde BOTOX ve TAC benzer etkinlik

gostererek kontrol grubuna oranla daha fazla inhibisyon sagladi (103).

Insan skar dokusundan izole edilen fibroblastlarda BOTOX un etkinligini Li ve ark.
ortaya koydu. BOTOX verilen grupta kontrol grubuna kiyasla TGF-B1 ve ERK yolaklarinin
inhibe edildigi ve a-SMA, COL-1, COL-3 seviyelerinde azalma oldugu gozlendi(p<0,05)
(104).

Huang ve ark. yaptig1 retrospektif randomize ¢ift kor kontrollii ¢alismada blefaroplasti
yapilan hastalarda yara yeri skarmni azalmak amaciyla subkutan BOTOX(n:20), subkutan
salin(n:20) ile karsilastirildi. BOTOX un skar genisligini kontrol grubuna goére 6nemli dlgiide
daralttig1 sonucu paylasildi (105).

Liu ve ark. 16 rat ile yaptig1 ¢alismada lokal BOTOX enjeksiyonunun antifibrotik
etkisini arastirdi. Elektrokoagiilasyon ile iiretral hasar olusturan ratlar tedavi ve kontrol grubu
olarak ayrildi. Retrograd iiretrografide tedavi grubunda tiretra ¢ap1 5 mm iken kontrol grubunda
1,5 mm olarak izlendi. Histolojik incelemede; iiretral epitelyum devamliligi, fibroblast
infiltrasyonu, submukozal fibrozis yogunlugu ve kollajen liflerinin kalinliklar1 degerlendirildi.

Kriterlerin tamaminda botox grubu kontrol grubuna istiinliik sagladi (106).

Calismamizda BOTOX’u intralezyoner enjeksiyon olarak kullandik. Histopatolojik
incelemede; botox fibrozisi darlik grubuna kiyasla istatistiksel olarak azaltti. BOTOX grubunda
yiiksek yogunlukta fibrozis gézlenmedi. Orta yogunluklu fibrozis oran1 %37,5 diisiik yogunluk
fibrozis orami ise %62,5 oldu. Vaskiiler konjesyon, inflamasyon, submukozal hemoraji ve
epitelyal dejenerasyonda botox, darlik grubuna goére anlamli derecede azalma sagladi.
Immiinohistokimyasal degerlendirmemizde botox IL-1B’y1 azaltti. Hayvanlarin %75’inde iL-
1B zayif yogunlukta izlenirken, %25’inde ise yogunluk olugmadi ve darlik grubuna gore
istatiksel olarak anlamli derecede iistiinliik saglandi. PCR analizinde BOTOX, hem darlik hem
de kontrol gruplarina gore biitiin gen ekspresyonlarini istatistiksel olarak anlaml 6l¢iide azaltti.
Histopatolojik, immiinhistokimyasal ve PCR parametreleri birlikte goz Oniine alindiginda
BOTOX’un f{iretral fibrozisi azaltarak darlik olusumunu engellemede basarili oldugunu
gormekteyiz. Literatiirde calismamiz; hem diretra darliginda BOTOX’un kullanildig: ikinci
yayin hem de tedavi sonuglarinin en fazla parametre ile degerlendirildigi ¢alisma 6zelligine

sahiptir.

Kistik fibroziste brong epitel hiicrelerindeki inflamasyonu azaltmak i¢in Kim ve ark.

losartanin antiinflamatuar etkinligini koyunlarda test etti. Losartanin nebiilizasyon ve oral yolla
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verildigi ¢alismada TGF-B1 diizeyi, hiperkonsantrasyon ve hiicresel inflamasyonun azaldigi,

siliyer atim siklig1 ve hava yolu sivi hacminde diizelme oldugu gozlendi (107).

Song ve ark. ireter obstriikksiyonu diizeltildikten sonra, losartanin renal fibrozisi
azaltabilme etkinligini arastirdi. Ratlarda sol iireter kesilerek obstriiktif nefropati olusturuldu.
Bir hafta sonra iireterler mesaneye yeniden implante edildi. implantasyon sonrasi tedavi
grubuna losartan, plasebo grubuna ise serum fizyolojik verildi. Bir haftalik tedavi sonrasinda
plasebo ile kiyaslandiginda losartan grubunda hidronefroz derecesi ve patolojik degisiklikler
daha hafifti. Losartan grubunda kollajen, a-SMA ve TGF-f1 konsantrasyonlari1 daha diisiik
izlendi (108).

Progresif bir interstisyel akciger hastaligi olan idiopatik pulmoner fibrozisli hastalarda
Couluris ve ark losartanin antifibrotik etkinligini degerlendirildi. 100mg/giin losartan baglanan
20 hastanin 17 tanesi 1 yillik tedavi siirecini tamamladi. Hastalik klinik olarak progresif seyir
gosterme Ozelligine sahip olmasina ragmen losartan alan hastalarda bir yillik takipte progresyon
olmadig1, akciger kapasitelerinde diizelme oldugu veya kapasitenin sabit kaldig1 gozlendi. Hig¢

bir hastada hipotansiyon dahil olmak tizere 6nemli bir yan etki gozlenmedi (109).

Gay-Jordi ve ark. egzersizle indiiklenen kardiyak fibroziste losartanin etkinligini
arastirdi. Egzersiz oncesi giinliik losartan verilen grup ile sadece egzersiz yapilan gruptaki
ventrikiiler kollajen birikimi histolojik ve biyokimyasal markirlarla 6l¢iildii. Losartan egzersize
bagli hipertrofiyi tamamen engellemese de fibroziste rol alan mMRNA ekspresyonunda ve

protein sentezinde azalmaya yol agt1 (110).

Kastrasyon yapilan sicanlarda korpus kavernozumda meydana gelen fibrozise,
losartanin etkisini Kiiciikdurmaz ve ark. degerlendirdi. Kastrasyon sonrast dort hafta losartan
tedavisi alan grup ile sadece kastrasyon yapilan grup karsilastirildi. Sadece kastrasyon yapilan
grupta trombosondin-1, TGF-p ve fibronektin ekspresyonu 6nemli 6lgiide artig gosterirken, alfa
aktin seviyelerinde diisme gozlendi. Losartan alan grupta trombospondin-1, TGF- ve
fibronektinde azalma gozlenirken alfa aktin seviyesinde artis oldugu saptandi. Kastre edilmis

sicanlarin korpus kavernozumlarinda fibrozis anlamli olarak artarken, losartan tedavisi bu orani

azaltt1 (111).

He ve ark. nérojenik paralizi sonrasi mesanede gelisen fibrozis ve renal fonksiyonun
bozulmasia losartanin koruyucu etkisini arastirdi. Spinal sinir grubu kesilerek mesanede
paralizi olusturulan sicanlar losartan alan ve almayan olarak iki gruba béliindii. Operasyon

sonrasi 32. glinde mesane kapasitesi, mesane kompliyansi ve mesane kagirma basinci sistometri
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ile olgtildii. Kandan renal fonksiyon testleri ve anjiotensin-2 degerleri, mesane dokusundan ise
Ang-2, Ang-2 tipl reseptorii, TGF-B1, COL-3 ve kollajen fibrin degerleri dl¢iildii. Sonuglar
degerlendirildiginde losartan grubunda bdbrek fonksiyonlarinin tedavi almayan gruba gore
daha iyi oldugu gozlendi. TGF-B1, COL-3 ve kollajen fibrin degerleri losartan grubunda 6nemli
ol¢iide daha az tespit edildi (112).

Tavsanlarda trabekiilektomi sonrasi gézde olusan skari azaltmak amaciyla losartanin
antifibrotik etkinligi Shi ve ark. tarafindan ¢alisildi. Trabekiilektomi sonrasi losartan 0,1,2,3,5
ve 7. glinlerde subkonjuktival olarak enjekte edildi. 28 giinliik takip sonucunda yapilan
incelemede losartanin hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu, transdifferasyonunu, a-SMA ve

TGF-B1°1 azaltarak fibrozis gelisimini inhibe ettigi gézlemlendi (113).

Resesif epidermolizis biilloza; kollajen tip-7 eksikliginde ortaya ¢ikan ve bozulmus yara
iyilesmesi sonucu el ve ayak parmaklarinda deformite, eklem kontraktiirleri ve yumusak doku
fibrozisi gibi klinik bulgularla ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Bu hastaligin patagenezinde TGF-
Bl’in 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Nystrom ve ark. ratlarda losartanin TGF-B
iizerindeki inhibisyon etkisinin fibrozis olusumundaki roliinii degerlendirdi. Kollajen tip-7
hipomorfolojisi olan ratlara oral losartan verilerek 7 hafta takip edildi. Calismanin sonucunda

losartanin TGF-f’yi inhibe ederek fibrozisi azalttigi gozlemlendi (114).

Calismamizda losartan 30 mg/kg dozunda ve gavaj olarak verildi. Histopatolojik
degerlendirmede losartan; submukozal hemoraji, vaskiiler konjesyon, epitelyal dejenerasyon,
fibrozis ve inflamasyon parametrelerinde darlik grubuna fstilinlik sagladi. Losartan alan
hayvanlarda darlik grubuna gore fibrozis miktarinda 6nemli 6l¢iilde azalma kaydedildi. Darlik
grubunda hayvanlarin %75’inde yiiksek, %25’inde ise orta diizey yogunlukta fibrozis gézlendi.
Losartan grubunda ise yiiksek diizeyde fibrozise rastlanmadi, orta diizey fibrozis ise sadece bir
hayvanda gdzlemlendi. iki grup arasida istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. Darlik
grubundaki hayvanlarin %87’sinde yiiksek oranda epitelyal dejenerasyon vardi, losartan grunda
ise %12,5 oraninda yiiksek diizeyde epitelyal dejenerasyona rastlandi. Bu sonuglar; losartanin
travmaya  bagli  hasarin  iyilestirilmesine  katki  sagladigimi = gdstermektedir.
Immiinohistokimyasal degerlendirmede IL-1B yogunlugu karsilastirildi. Darlik grubunda iL-1p
yogunlugu hayvanlarin %75’inde orta diizeydeyken %25’inde zayif diizeyde gozlendi.
Losartan alan grubun %87,5’inde zayif yogunlukta iken %12,5’inde ise IL-1B yogunlugu
gozlenmedi. Losartan darlik grubuna gére IL-1B yogunlugunu azaltmada iistiinliik sagladi
(p=0,002). PCR sonuglarinda ise TGF-1p, COL1Al1, COL3Al, elastin, a-SMA, PDGF-aq,
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PDGF-B genleri karsilagtirildi. Losartan grubunda biitiin gen ekspresyonlarinda darlik ve
kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli azalma ortaya ¢ikti. Bulgularimizi birlikte
degerlendirdigimizde losartanin iiretral dokuda meydana gelen fibrozisi azalttigi sonucuna
vardik. Calismamiz iiretra darlifinda losartan tedavisinin denendigi ilk ¢alisma olma 6zelligi
tagimaktadir. Literatlir incelendiginde sonuglarimizin losartanin farkli organlardaki fibrozis

tizerine olan etkiyle benzerlik gosterdigini gérmekteyiz.

Doksisiklinin birgok dokuda fibrozisi azaltici etkinligi ¢alismalarda gosterildi. Fujita
ve ark. bleomisin ile fibrozis indiiklenen farelerin akcigerlerinde doksisiklinin antifibrotik
etkinligini arastird1. Histolojik degerlendirmede fibrozisin azaldig1 gozlendi. PCR analizinde
ise COL-1, CTGF, TGF-p1, MMP-2 ve MMP-9 seviyelerinde azalma oldugu gézlemlendi.

Doksisiklinin idiopatik pulmoner fibroziste etkili bir ajan olabilecegi sonucu paylasildi (115).

Trabekiilektomi sonrasi olusan skar1 azaltmak amaciyla doksisiklinin etkinligini Sen ve
ark. arastirdi. Calismada doksisiklinin topikal ve enjeksiyon formlar1 bu tedavide altin standart
olarak kabul edilen mitomisin ¢ ile karsilastirildi. Fibrozis ve inflamasyon skorlamalar1 ile
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 ve TIMP-1 ekspresyonlar1 dl¢iildii. Skarin iyilesmesinde
topikal doksisiklinin, kontrol grubu ve enjeksiyon grubuna iistiin oldugu ve mitomisin ile

benzer etkinlikte oldugu gézlendi (116).

Hori ve ark. izoproterenol ile indiiklenen myokard fibrozisini azaltmada doksisiklinin
basarili oldugunu ortaya koydu. Ratlar kontrol, izoproterenol ve izoproterenol+doksisiklin
grubu olmak iizere li¢ gruba ayrildi. Histopatolojik degerlendirmede fibrozis skoru, western
blot yoéntemi ile ise MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri 6lgiildii. Izoproterenol+doksisiklin grubunda
hem fibrozisin skorunda hem de MMP-2 ve MMP-9 degerlerinde izoproterenol grubuna goére
olduk¢a azalma oldugu gozlendi. Fibrozis skoru izoproterenol +doksisiklin grubunda kontrol
grubuna gore fazla iken, MMP-2 veMMP-9 diizeyleri bu iki grupta anlamli farklilik géstermedi.
Calisma bize doksisiklinin MMP inhibisyonu yaparak kardiyak fibrozisi azaltabilecegini
gostermektedir (117).

Intratrakeal belomisin verilerek pulmoner fibrozisin indiiklendigi ratlarda Huang ve ark.
doksisiklinin antifibrotik basar1 sergiledigini gosterdi. Bleomisintdoksisiklin alan grupta
bleomisin grubuna gore fibrozis alanlarinda belirgin diizelme ve kollajen tip-4 te %34.7 azalma
oldu (118). Benzer bir ¢alismay1 da Fujita ve ark. yapti. Bleomisin ile indiiklenmis pulmoner

fibroziste, doksisiklin tedavisi uyguladi. Fibroziste prekiirsor olarak bilinen serbest oksijen
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radikalleri, apopitozis ve notrofil kemotaksisini azaltarak pulmoner fibrozisi inhibe ettigini

gosterdi (119).

Cilt yaralarinda olusan skarda lokal subkutan olarak kullanilan doksisiklinin antifibrotik
ozellige sahip oldugunu Moore ve ark. gosterdi. Doksisiklin alan grupta skar kalinligi kontrol
grubuna gore %24.8 azalma gosterdi. Bu ¢alisma, lokal doksisiklinin yara iyilesmesinde etkili

olabilecegini ortaya koydu (58).

Calismamizda doksisiklin 10mg/kg/giin dozunda ve gavaj olarak verildi. Histopatolojik
incelemede doksisiklin fibrozis yogunlugunu darlik grubuna oranla azaltti. Yiiksek yogunluklu
fibrozis darlik grubunun %75’inde varken, doksisiklin grubunda ise bu oran %12,5 idi ve
doksisiklinin belirgin iistiin oldugu gozlendi. Darlik grubunda %62,5 orta, %37,5 oraninda zay1f
diizeyde inflamasyon vardi. Doksisiklin grubunda orta diizeyde inflamasyona rastlanmadi,
hayvanlarin %75 inde zay1f diizeyde inflamasyon izlendi. Fibrozis ve inflamayonda oldugu gibi
vaskiiler konjesyon, epitelyal dejenerasyon ve submukozal hemoraji parametleri incelendiginde
doksisiklin darlik grubuna fiistiinlik sagladi. Immiinohistokimyasal degerlendirmede
doksisiklin grubu IL-1B yogunlugunu darlik grubuna gore anlamli olarak azaltti. Doksisiklin
grubunda IL-1p hayvanlarm %75’inde zayif diizeyde eksprese edilirken, %25’inde ise
ekspresyon gozlenmedi. PCR analizimizde doksisiklin, biitlin gen ekspresyonlarinda darlik
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma kaydetti. Sonuclarimiz doksisiklinin doku
iyilestirmesini arttirarak fibrozisi azalttigin1 gostermektedir. Caligmamiz, doksisiklinin iiretra

darliginda tedavi amaciyla kullanildig: ilk ¢calismadir.

Kullanilan ilaglarin karsilastirilmasinda; histopatolojik incelemede, fibrozisi en ¢ok
azaltan ajan rapamisin oldu. Losartan ikinci olurken, BOTOX ve doksisiklin birbirlerine benzer
diizeyde etkinlik gdsterdiler. Inflamasyonu azaltmada rapamisin ile losartan ayn1 derecede etkili
oldu ve BOTOX ile doksisikline gore daha basariliydi. Vaskiiler konjesyonu en fazla azaltan
rapamisin ve ona yakin basar1 oraniyla losartan oldu. Rapamisin; epitelyal dejenerasyon ve
submukozal hemorajiyi en fazla azaltan ila¢ oldu. Rapamisini losartan takip etti. BOTOX ve
doksisiklin birbirlerine {istiinliik saglayamadilar. Immiindhistokimyasal degerlendirmede
rapamisin, botox ve doksisiklin IL-1B’yi %75 oraninda zayif diizeyde eksprese ederken losartan
grubunda zay1f ekspresyon orani %87,5 oldu. PCR analizinde TGF-B, a-SMA ve COL-3(i en
fazla azaltan rapamisin oldu. Elastinin ve COL-1’in en diisiikk oldugu grup BOTOX grubu
olarak izlendi. PDGF-a’y1 doksisiklin ve rapamisin gruplar1 en fazla azalttt. PDGF-B ‘nin en
diisiik ekspresyonda olustugu grup ise losartan gubu oldu. Bulgulardaki biitiin parametreler géz

Online alindiginda rapamisinin darligr azaltmada en basarili ilag oldugunu gormekteyiz.
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Losartan rapamisinden sonra en basarili ikinci ilag oldu. BOTOX ile doksisiklin birbirlerine
yakin basar1 oranina sahip olmalarina ragmen 6zellikle histolojik sonug¢larda BOTOX un biraz

daha 6nde oldugunu gérmekteyiz.
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6. SONUC

Wistar cinsi erkek sigan iiretrasinda, elektrokoagiilasyon yontemiyle yaptigimiz iiretral
darlik modelinin basaril1 oldugu gdzlemlendi. Uretra darlig1 tedavisinde yeni arastirmalarin
odak noktasi fibrozisi azaltmaya yoneliktir. Bu alanda etkinligi gosterilmis bir¢ok ajan olsa da,
tedavide kullanilabilecek en ideal ilaci bulma g¢aligmalart devam etmektedir. Calismamizda
kullandigimiz rapamisin, losartan, doksisiklin ve BOTOX’un fibrozisi azalttigin1 gosterdik.
Rapamisin en basarili ilag olurken, losartan ikinci ila¢ oldu. Doksisiklin ve BOTOX benzer
etkinlik gosterdi. Fibrozisi degerlendirmek i¢in histopatolojik, immiinohistokimyasal ve PCR’1
da iceren genis bir parametre ag1 kullandik. Losartan ve doksisiklin liretra darliginda ilk defa
bizim ¢alismamizda kullanilmigtir. Yine ¢alismamiz rapamisinin {iretra darligindaki {i¢iinci,
BOTOX un ise kullanildig: ikinci ¢aligmadir. Bu ilaglarin iiretra darliginda kullanilabilmeleri
icin bagka calismalar ve daha fazla veriye ihtiya¢ vardir. Calismamizin bu alanda literatiire katki

saglayacagina ve yeni ¢alismalar i¢in bir dayanak noktasi olabilecegine inaniyoruz.
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OZET

Sican Deneysel Uretral Travma Modelinde, Losartan, Rapamisin, Doksisiklin ve

Botulinum Toksin A'nin Etkileri

Uretra darhg, iiretra epitelinde meydana gelen hasar sonucu iyilesme esnasinda
fibrozise bagli darligin ortaya ¢iktig1 bir hastaliktir. Mevcut cerrahi tedavilerin kiir saglamada
yeterli olmadig 6nemli bir saglik sorunudur. Calismamizda siganlar iizerinde deneysel darlik
modeli olusturarak; losartan, rapamisin, doksisiklin ve botulinum toksin A’nin iiretra darlig

tizerindeki etkilerini arastirdik.

Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlart Uretimi ve Deneysel Arastirma
Laboratuvari’'ndan temin edilen, 260-460 g agirliginda Wistar cinsi erkek sicanlar
kullanilmistir. 60 adet sigan 6 gruba ayrildi. Grup 1; kontrol (n:10), grup 2; darlik (n:10), grup
3:losartan (n:10), grup 4; doksisiklin (n:10), grup 5; rapamisin (n:10), grup 6: botulinum toksin
A (n:10). Genel anestezi altinda biitliin gruplara 0. giinde penoskrotal insizyon yapildi. 2-6.
gruplarda elektrokoagiilasyon ile darlik modeli olusturuldu. 6. grubun iiretrasina botulinum
toksin A enjekte edildi. 14 gilin sonra tiim hayvanlar sakrifiye edilerek iiretra diseksiyonu

yapildi.

Histopatolojik degerlendirmede darlik grubunda; submukozal hemoraji, epitelyal
dejenerasyon, vaskiiler konjesyon, inflamasyon ve fibroziste kontrol grubuna gore onemli
artiglar oldugu ve losartan, rapamisin, doksisiklin ve botulinum toksin A gruplarinda bu
parametlerde belirgin iyilesme oldugu kaydedildi. Immiinohistokimyasal degerlendirmede;
tedavi grublarinda IL-1p immiinreaksiyonunda darlik grubuna gore énemli derecede azalma
oldugu gozlendi. PCR analizinde tedavi gruplar elastin, TGF-B, PDGF-a, a-SMA, PDGF-B,
COL-1 ve COL-3 ekspresyonlarinda darlik ve kontrol gruplarina gore dnemli derecede azalma
sagladi (p<0,001). Tedavi gruplarinda; biitiin parametreler birlikte degerlendirildiginde
rapamisin iiretra darliginda en etkili ilag¢ oldu. Losartan, rapamisinden sonra ikinci basarili ilag

oldu. Doksisiklin ve botulinum toksin A benzer etkinlige sahip oldu.

Calismamiz; losartan ve doksisiklinin iiretra darliginda kullanildig ilk ¢aligmadir. Yine
caligmamiz botulinum toksin A’nin kullanildigi ikinci ve rapamisinin kullanildigi {i¢iincii
caligma Ozelligini tasimaktadir. Calismamizda kullanilan ilaglarin iiretra darliginda etkili
oldugunu gosterdik. Ancak bu ¢aligsmay1 destekleyecek yeni ¢calismalara ve klinik kullanim igin

daha fazla veriye ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Uretra darlig, rat, losartan, rapamisin, doksisiklin, botulinum toksin A
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SUMMARY
Investigation of the effects of Losartan, Rapamycin, Doxycycline and Botulinum Toxin

A according to experimental urethral trauma model in rats with urethral injury.

Urethral stricture occurs as a result of damage to the urethral epithelium, and stenosis
occurs due to fibrosis during healing. The fact that current surgical treatments are not sufficient
to provide cure is considered as an important health problem. In our study, experimental
stenosis was created on rats and then the effects of losartan, rapamycin, doxycycline and

botulinum toxin A on urethral stricture were investigated.

The total of 60 adult male Wistar rats weighing between 260-460 g, were obtained from
Siileyman Demirel University Experimental Animal Production and Experimental Research
Laboratory. Six groups were formed with these rats used in the study. The groups could be
listed as follows: Group 1; control (n:10), group 2; stenosis (n:10), group 3: losartan (n:10),
group 4; doxycycline (n:10), group 5; rapamycin (n:10), group 6: botulinum toxin A (n:10). On
day 0, penoscrotal incision was performed in all groups under general anesthesia. A stenosis
model was created by electrocoagulation for groups other than the first group. Botulinum toxin
A was injected into the urethra of the sixth group. After 14 days, all animals were sacrificed

and the urethra was dissected.

Histopathology examination results showed that there were significant increases in
submucosal hemorrhage, epithelial degeneration, vascular congestion, inflammation and
fibrosis in the stenosis group compared to the control group.The results also revealed significant
improvement in these parameters in losartan, rapamycin, doxycycline and botulinum toxin A

groups.

Immunohistochemical evaluation results indicated that it was significant decrease in IL-
1B immune reaction in the treatment groups compared to the stenosis group. PCR analysis
results showed that elastin, TGF-B, PDGF-A, a-SMA, PDGF-B, collagen typel and collagen
type3 expressions were significantly decreased in the treatment groups compared to the stenosis
and control groups (p<0.001). The results of the study show that Rapamycin is the most
effective drug in urethral stricture in all treatment groups when all parameters was considered.
Losartan was determined to be the most effective drug after rapamycin. In addition,
Doxycycline and botulinum toxin A were found to have equivalent efficacy.



84

The current thesis is the first study in which losartan and doxycycline were used for
urethral stricture. In addition, this study is the second study in the literature using botulinum
toxin A and the third study using rapamycin. Results revealed that the drugs used are effective
in urethral stricture. However, new studies to support this study and more data for clinical use

are needed.
Keywords: Urethral stricture, Rat, Losartan, Rapamycin, Doxycylin, Botulinum Toxin A.



10.

11.

12.

13.

14.

85

KAYNAKCA

Verla W, Oosterlinck W, Spinoit A-F, Waterloos M. A comprehensive review
emphasizing anatomy, etiology, diagnosis, and treatment of male urethral stricture disease.
BioMed research international. 2019;2019.

Ayyildiz A, Nuhoglu B, GiLERKAYA B, Caydere M, USTUN H, Germiyanoglu C, et
al. Effect of intraurethral Mitomycin- C on healing and fibrosis in rats with
experimentally induced urethral stricture. International Journal of Urology.
2004;11(12):1122-6.

Hu W-F, Li C-L, Zhang H-P, Li T-T, Zeng X-Y. An experimental model of urethral
stricture in rabbits using holmium laser under urethroscopic direct visualization. Urologia
internationalis. 2014;93(1):108-12.

Sangkum P, Yafi FA, Kim H, Bouljihad M, Ranjan M, Datta A, et al. Collagenase
Clostridium histolyticum (Xiaflex) for the treatment of urethral stricture disease in a rat
model of urethral fibrosis. Urology. 2015;86(3):647. el1-. e6.

Barbalias D, Lappas G, Ravazoula P, Liourdi D, Kyriazis |, Liatsikos E, et al. Evaluation
of the distribution of paclitaxel after application of a paclitaxel-coated balloon in the rabbit
urethra. Journal of Endourology. 2018;32(5):381-6.

Liourdi D, Kallidonis P, Kyriazis I, Tsamandas A, Karnabatidis D, Kitrou P, et al.
Evaluation of the distribution of Paclitaxel by immunohistochemistry and nuclear
magnetic resonance spectroscopy after the application of a drug-eluting balloon in the
porcine ureter. Journal of endourology. 2015;29(5):580-9.

Elliott* S, Virasoro R, DeLong J, Estrella R, Pichardo M, Pichardo M, et al. PD22-06 one-
year safety and efficacy outcomes on a novel drug coated balloon (DCB) for urethral
stricture disease-the ROBUST | study. The Journal of Urology. 2019;201(Supplement
4):389-e90.

Ali L, Shahzad M, Orakzai N, Khan I, Ahmad M. Efficacy of mitomycin C in reducing
recurrence of anterior urethral stricture after internal optical urethrotomy. Korean journal
of urology. 2015;56(9):650-5.

Kurt O, Yesildag E, Yazici CM, Aktas C, Ozcaglayan O, Bozdemir Y. Effect of tadalafil
on prevention of urethral stricture after urethral injury: an experimental study. Urology.
2016;91:243. el-. e6.

Fu D, Chong T, Li H, Zhang H, Wang Z. Docetaxel inhibits urethral stricture formation,
an initial study in rabbit model. PLoS One. 2014;9(11):e112097.

Rezaei M, Badiei R, Badiei R. The effect of platelet-rich plasma injection on post-internal
urethrotomy stricture recurrence. World journal of urology. 2019;37(9):1959-64.

Shirazi M, Khezri A, Samani SM, Monabbati A, Kojoori J, Hassanpour A. Effect of
intraurethral captopril gel on the recurrence of urethral stricture after direct vision internal
urethrotomy: Phase Il clinical trial. International journal of urology. 2007;14(3):203-8.

Benjamin 1. Chung, Sommer G, Brooks JD. Campbell-Walsh Uroloji. In: Wein AJ, editor.
alt Uriner Sistem ve Erkek Genital Sistemin anatomisi. 10 ed2014. p. 56-60.

Baykara M. Temel Uroloji. In: Anafarta K, Bediik Y, Arikan N, editors. Urogenital
Organlarin anatomik ve Histolojik yap1s12007. p. 13-4.



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

86

Kizilay F, Simsir a. Uretra Darliklarina giincel Yaklasim Ozel Sayisi. Tiirkiye Klinikleri
Uroloji. 2016;9:5-7.

Jung W-G, Cho S-Y, Lee J-Y. Anatomical Features of Male Rat Urethra and Comparison
of Urethral Sphincter Contractility according to Different Urethral Strip Orientations.
Korean Journal of Urology. 2002:887-93.

giirkan arikan ha. tirogenital travmalarla ilgili sik kullanilan deney hayvan modelleri. In:
bilal eryildirim ak, editor. iirolojide sik kullanilan deney hayvan modelleri2020. p. 283.

Kurzrock EA, Baskin LS, Cunha GR. Ontogeny of the male urethra: theory of endodermal
differentiation. Differentiation. 1999;64(2):115-22.

Park JM. Campbell-Walsh Uroloji 10. Bask1. In: Wein AJ, editor. Urogenital Sistemin
Normal Geligimi2014. p. 2989-95.

ngﬁr GK, Ozyavuz R. Temel Uroloji. In: Anafarta K, Bediik Y, Arikan N, editors.
Urogenital Sistemin Embriyolojisi2007. p. 21-2.

Latini JM, McAninch JW, Brandes SB, Chung JY, Rosenstein D. SIU/ICUD consultation
on urethral strictures: epidemiology, etiology, anatomy, and nomenclature of urethral
stenoses, strictures, and pelvic fracture urethral disruption injuries. Urology.
2014,83(3):S1-S7.

Santucci RA, Joyce GF, Wise M. Male urethral stricture disease. The Journal of urology.
2007;177(5):1667-74.

Anger JT, Buckley JC, Santucci RA, Elliott SP, Saigal CS, Project UDiA. Trends in
stricture management among male Medicare beneficiaries: underuse of urethroplasty?
Urology. 2011;77(2):481-5.

Santucci RA, Payne CK, Saigal CS, Project UDiA. Office dilation of the female urethra:
a quality of care problem in the field of urology. The Journal of urology.
2008;180(5):2068-75.

Conti P, Caraffa A, Mastrangelo F, Tettamanti L, Ronconi G, Frydas I, et al. Critical role
of inflammatory mast cell in fibrosis: Potential therapeutic effect of IL- 37. Cell
Proliferation. 2018;51(5):e12475.

Dees C, Chakraborty D, Distler JH. Cellular and molecular mechanisms in fibrosis.
Experimental Dermatology. 2021;30(1):121-31.

Fenton AS, Morey AF, Aviles R, Garcia CR. Anterior urethral strictures: etiology and
characteristics. Urology. 2005;65(6):1055-8.

Stein DM, Thum DJ, Barbagli G, Kulkarni S, Sansalone S, Pardeshi A, et al. A geographic
analysis of male urethral stricture aetiology and location. BJU international.
2013;112(6):830-4.

Lumen N, Hoebeke P, Willemsen P, De Troyer B, Pieters R, Oosterlinck W. Etiology of
urethral stricture disease in the 21st century. The Journal of urology. 2009;182(3):983-7.

Rassweiler J, Teber D, Kuntz R, Hofmann R. Complications of transurethral resection of
the prostate (TURP)—incidence, management, and prevention. European urology.
2006;50(5):969-80.

Urethral Strictures. European Association of Urology. 2021.



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.
40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

87

Nuss GR, Granieri MA, Zhao LC, Thum DJ, Gonzalez CM. Presenting symptoms of
anterior urethral stricture disease: a disease specific, patient reported questionnaire to
measure outcomes. The Journal of urology. 2012;187(2):559-62.

Gallentine ML, Morey AF. Imaging of the male urethra for stricture disease. Urologic
Clinics. 2002;29(2):361-72.

Wessells H, Angermeier KW, Elliott S, Gonzalez CM, Kodama R, Peterson AC, et al.
Male urethral stricture: American urological association guideline. The Journal of urology.
2017;197(1):182-90.

Kumano Y, Kawahara T, Mochizuki T, Takamoto D, Takeshima T, Kuroda S, et al.
Management of urethral stricture: High- pressure balloon dilation versus optical internal
urethrotomy. LUTS: Lower Urinary Tract Symptoms. 2019;11(2):034-07.

Karsli O, Ustuner M, Memik O, Ulukaradag E. Comparison of Urethral Dilation with
Amplatz Dilators and Internal Urethrotomy Techniques for the Treatment of Urethral
Strictures. Urology journal. 2020;17(1):68-72.

Yu S-c, Wu H-y, Wang W, Xu L-w, Ding G-q, Zhang Z-g, et al. High-pressure balloon
dilation for male anterior urethral stricture: single-center experience. Journal of Zhejiang
University-SCIENCE B. 2016;17(9):722-7.

Milroy E, Cooper J, Wallsten H, Chapple C, Eldin A, Seddon A, et al. A new treatment
for urethral strictures. The Lancet. 1988;331(8600):1424-7.

BADLANI GH. Role of permanent stents. Journal of endourology. 1997;11(6):473-5.

Soria F, Morcillo E, Lopez de Alda A, Pastor T, Sanchez-Margallo F. Biodegradable
catheters and urinary stents. When? Archivos espanoles de urologia. 2016;69(8):553-64.

Joran GH, McCammon KA. penis ve lretra cerrahisi. In: Wein AJ, editor. Campbell-
Walsh tiroloji 10 Baski2014. p. 971-2.

Sachse H. Treatment of urethral stricture: transurethral slit in view using sharp section.
Fortschritte der Medizin. 1974;92(1):12-5.

Djulepa J, Potempa J. Urethrotomy technique in urethral strictures: 6-year results. The
Journal of urology. 1983;129(5):955-7.

Naudé¢ AM, Heyns CF. What is the place of internal urethrotomy in the treatment of
urethral stricture disease? Nature clinical practice Urology. 2005;2(11):538-45.

Steenkamp J, Heyns C, De Kock M. Internal urethrotomy versus dilation as treatment for
male urethral strictures: a prospective, randomized comparison. The journal of Urology.
1997;157(1):98-101.

Al Taweel W, Seyam R. Visual internal urethrotomy for adult male urethral stricture has
poor long-term results. Advances in urology. 2015;2015.

Tao J, Hong L, Jiang L-h, Li W, Wang K-j. Safety and efficacy of laser and cold knife
urethrotomy for urethral stricture. LWW; 2009.

Andrich DE, Mundy AR. What is the best technique for urethroplasty? European urology.
2008;54(5):1031-41.

Barbagli G, Palminteri E, Lazzeri M, Guazzoni G. Anterior urethral strictures. BJU
international. 2003;92(5):497-505.



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

88

Waxman SW, Morey AF. Management of urethral strictures. Lancet (London, England).
2006;367(9520):1379-80.

Barbagli G, Vallasciani S, Romano G, Fabbri F, Guazzoni G, Lazzeri M. Morbidity of
oral mucosa graft harvesting from a single cheek. European urology. 2010;58(1):33-41.

Markiewicz MR, Lukose MA, Margarone JE, Barbagli G, Miller KS, Chuang S-K. The
oral mucosa graft: a systematic review. The Journal of urology. 2007;178(2):387-94.

Grossman TH. Tetracycline antibiotics and resistance. Cold Spring Harbor perspectives
in medicine. 2016;6(4):a025387.

Cunha BA, Sibley CM, Ristuccia AM. Doxycycline. Therapeutic drug monitoring.
1982;4(2):115-35.

Peyriere H, Makinson A, Marchandin H, Reynes J. Doxycycline in the management of
sexually transmitted infections. Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 2018;73(3):553-
63.

Hua X-F, Li X-H, Li M-M, Zhang C-Y, Liu H-J, Sun T, et al. Doxycycline attenuates
paraquat-induced pulmonary fibrosis by downregulating the TGF-p signaling pathway.
Journal of thoracic disease. 2017;9(11):4376.

Li H, Ezra DG, Burton MJ, Bailly M. Doxycycline prevents matrix remodeling and
contraction by trichiasis-derived conjunctival fibroblasts. Investigative ophthalmology &
visual science. 2013;54(7):4675-82.

Moore AL. Doxycycline reduces scar thickness and improves collagen architecture.
Annals of surgery. 2020;272(1):183.

Sica DA, Gehr TW, Ghosh S. Clinical pharmacokinetics of losartan. Clinical
pharmacokinetics. 2005;44(8):797-814.

Munshi MK, Uddin MN, Glaser SS. The role of the renin-angiotensin system in liver
fibrosis. Exp Biol Med (Maywood). 2011;236(5):557-66.

Bataller R, Schwabe RF, Choi YH, Yang L, Paik YH, Lindquist J, et al. NADPH oxidase
signal transduces angiotensin Il in hepatic stellate cells and is critical in hepatic fibrosis.
The Journal of clinical investigation. 2003;112(9):1383-94.

Rimola A, Londofio M-C, Guevara G, Bruguera M, Navasa M, Forns X, et al. Beneficial
effect of angiotensin-blocking agents on graft fibrosis in hepatitis C recurrence after liver
transplantation. Transplantation. 2004;78(5):686-91.

Corey KE, Shah N, Misdraji J, Abu Dayyeh BK, Zheng H, Bhan AK, et al. The effect of
angiotensin- blocking agents on liver fibrosis in patients with hepatitis C. Liver
International. 2009;29(5):748-53.

Ishidoya S, Morrissey J, McCracken R, Reyes A, Klahr S. Angiotensin Il receptor
antagonist ameliorates renal tubulointerstitial fibrosis caused by unilateral ureteral
obstruction. Kidney international. 1995;47(5):1285-94.

Heinze G, Mitterbauer C, Regele H, Kramar R, Winkelmayer WC, Curhan GC, et al.
Angiotensin-converting enzyme inhibitor or angiotensin Il type 1 receptor antagonist
therapy is associated with prolonged patient and graft survival after renal transplantation.
Journal of the American Society of Nephrology. 2006;17(3):889-99.



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.
79.

80.

81.

82.

89

Zheng B, Fang Q-Q, Wang X-F, Shi B-H, Zhao W-Y, Chen C-Y, et al. The effect of
topical ramipril and losartan cream in inhibiting scar formation. Biomedicine &
Pharmacotherapy. 2019;118:109394.

Vezina C, Kudelski A, Sehgal S. Rapamycin (AY-22, 989), a new antifungal antibiotic 1.
Taxonomy of the producing streptomycete and isolation of the active principle. The
Journal of antibiotics. 1975;28(10):721-6.

Ozcan O, Dikmen M. Kanser Tedavisinde mTOR Inhibitorleri. Marmara Pharmaceutical
Journal. 2015;19(3).

Laplante M, Sabatini DM. mTOR signaling at a glance. Journal of cell science.
2009;122(20):3589-94.

Moes DJA, Guchelaar H-J, de Fijter JW. Sirolimus and everolimus in kidney
transplantation. Drug discovery today. 2015;20(10):1243-9.

Kahan BD, Julian BA, Pescovitz MD, Vanrenterghem Y, Neylan J, Group RS.
SIROLIMUS REDUCES THE INCIDENCE OF ACUTE REJECTION EPISODES
DESPITE LOWER CYCLOSPORINE DOSES IN CAUCASIAN RECIPIENTS OF
MISMATCHED PRIMARY RENAL ALLOGRAFTS: A PHASE 1l TRIAL1L.
Transplantation. 1999;68(10):1526-32.

Chen Y-B, Sun Y-A, Gong J-P. Effects of rapamycin in liver transplantation.
Hepatobiliary & pancreatic diseases international: HBPD INT. 2008;7(1):25-8.

Ussetti P, Laporta R, De Pablo A, Carreno C, Segovia J, Pulpon L, editors. Rapamycin in
lung transplantation: preliminary results. Transplantation proceedings; 2003: Elsevier.

Leducg S, Giraudeau B, Tavernier E, Maruani A. Topical use of mammalian target of
rapamycin inhibitors in dermatology: a systematic review with meta-analysis. Journal of
the American Academy of Dermatology. 2019;80(3):735-42.

Roos JC, Eglitis V, Murthy R. Inhibition of Fibrotic Contraction by Sirolimus
(Rapamycin) in an Ex Vivo Model of Thyroid Eye Disease. Ophthalmic Plastic and
Reconstructive Surgery. 2020;37(4):366-71.

Chong T, Fu D-l, Li H-c, Zhang H-b, Zhang P, Gan W-m, et al. Rapamycin inhibits
formation of urethral stricture in rabbits. Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics. 2011;338(1):47-52.

Ting PT, Freiman A. The story of Clostridium botulinum: from food poisoning to Botox.
Clin Med (Lond). 2004;4(3):258-61.

Sotos JG. Botulinum toxin in biowarfare. JAMA. 2001;285(21):2716.

Yiannakopoulou E. Serious and long-term adverse events associated with the therapeutic
and cosmetic use of botulinum toxin. Pharmacology. 2015;95(1-2):65-9.

Schantz EJ, Johnson EA. Botulinum toxin: the story of its development for the treatment
of human disease. Perspectives in Biology and Medicine. 1997;40(3):317-27.

Setler PE. Therapeutic use of botulinum toxins: background and history. The Clinical
journal of pain. 2002;18(6):S119-S24.

Austin E, Koo E, Jagdeo J. The cellular response of keloids and hypertrophic scars to
botulinum toxin A: a comprehensive literature review. Dermatologic Surgery.
2018;44(2):149-57.



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

90

Jabbari B. History of botulinum toxin treatment in movement disorders. Tremor and Other
Hyperkinetic Movements. 2016;6.

Jabbari B, editor Botulinum toxin treatment in neurology. Seminars in neurology; 2016:
Thieme Medical Publishers.

Duthie JB, Vincent M, Herbison GP, Wilson DI, Wilson D. Botulinum toxin injections
for adults with overactive bladder syndrome. Cochrane Database of Systematic Reviews.
2011(12).

El Agha E, Kramann R, Schneider RK, Li X, Seeger W, Humphreys BD, et al.
Mesenchymal stem cells in fibrotic disease. Cell stem cell. 2017;21(2):166-77.

Hofer MD, Cheng EY, Bury MI, Park E, Xu W, Hong SJ, et al. Analysis of primary
urethral wound healing in the rat. Urology. 2014;84(1):246. el-. e7.

Meria P, Anidjar M, Brouland JP, Teillac P, Le Duc A, Berthon P, et al. An experimental
model of bulbar urethral stricture in rabbits using endoscopic radiofrequency coagulation.
Urology. 1999;53(5):1054-7.

Faydaci1 G, Tarhan F, Tuncer M, Eryildirim B, Celik O, Keser SH, et al. Comparison of
two experimental models for urethral stricture in the anterior urethra of the male rabbit.
Urology. 2012;80(1):225. e7-. ell.

Sievert K-D, Selent-Stier C, Wiedemann J, Greiner T-O, Amend B, Stenzl A, et al.
Introducing a large animal model to create urethral stricture similar to human stricture
disease: a comparative experimental microscopic study. The Journal of urology.
2012;187(3):1101-9.

faydaci g. irolojide sik kullanilan deney hayvan modeli. bilal y1ldirim ak, editor2020. 379-
81 p.

Mangir N, Chapple C. Recent Advances in treatment of urethral stricture disease in men.
F1000Research. 2020;9.

Igarashi N, Honjo M, Aihara M. Effects of mammalian target of rapamycin inhibitors on
fibrosis after trabeculectomy. Experimental Eye Research. 2021;203:108421.

Tai X, Shen Y, Zhao H, Wang Z, Guan W, Kang X, et al. Anti-scarring effect of rapamycin
following filtering surgery in rabbit eyes. Nan Fang yi ke da xue xue bao= Journal of
Southern Medical University. 2020;40(9):1346-52.

Kang X, Shen Y, Zhao H, Wang Z, Guan W, Ge R, et al. Anti-scarring effect of rapamycin
in rabbits following glaucoma filtering surgery. Nan Fang yi ke da xue xue bao= Journal
of Southern Medical University. 2018;38(11):1389-94.

LiJ, Du S, ShiY, Han J, Niu Z, Wei L, et al. Rapamycin ameliorates corneal injury after
alkali burn through methylation modification in mouse TSC1 and mTOR genes.
Experimental Eye Research. 2021;203:108399.

Liang M, Dang H, Li Q, Huang W, Liu C. Effects of rapamycin and OSI-027 on a-SMA
in lung tissue of SD rat pups with hyperoxic lung injury. Biochemical and Biophysical
Research Communications. 2021;556:39-44.

Zhang C, Chan CC, Cheung KF, Chau MK, Yap DY, Ma MK, et al. Effect of
mycophenolate and rapamycin on renal fibrosis in lupus nephritis. Clinical Science.
2019;133(15):1721-44.



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

91

Liu J, Jiang C-M, Feng Y, Zhu W, Jin B, Xia Y-Y, et al. Rapamycin inhibits peritoneal
fibrosis by modifying lipid homeostasis in the peritoneum. American journal of
translational research. 2019;11(3):1473.

Lin H, Wang T, Ruan Y, Liu K, Li H, Wang S, et al. Rapamycin Supplementation May
Ameliorate Erectile Function in Rats With Streptozotocin—Induced Type 1 Diabetes by
Inducing Autophagy and Inhibiting Apoptosis, Endothelial Dysfunction, and Corporal
Fibrosis. The journal of sexual medicine. 2018;15(9):1246-59.

Fu D, Yin J, Huang S, Li H, Li Z, Chong T. Rapamycin inhibits the growth and collagen
production of fibroblasts derived from human urethral scar tissue. BioMed research
international. 2018;2018.

Zhou N, Li D, Luo Y, Li J, Wang Y. Effects of Botulinum Toxin Type A on Microvessels
in Hypertrophic Scar Models on Rabbit Ears. BioMed Research International. 2020;2020.

Liu D-q, Li X-j, Weng X-j. Effect of BTXA on inhibiting hypertrophic scar formation in
a rabbit ear model. Aesthetic plastic surgery. 2017;41(3):721-8.

Li YH, Yang J, Zheng Z, Hu DH, Wang ZD. Botulinum toxin type A attenuates
hypertrophic scar formation via the inhibition of TGF- B1/Smad and ERK pathways.
Journal of Cosmetic Dermatology. 2021;20(5):1374-80.

Huang Y-L, Wallace CG, Hsiao Y-C, Lee M-C, Huang J-J, Chang FC-S, et al. Botulinum
toxin to improve lower blepharoplasty scar: a double-blinded, randomized, vehicle-
controlled clinical trial. Aesthetic Surgery Journal. 2021.

Liu X-H, Wang Y, Liu G, Qin J-L, Li W-W, Gao D-J. Local injection of BT X-A prevents
iatrogenic anterior urethral stricture in rabbits. Zhonghua nan ke xue= National Journal of
Andrology. 2020;26(4):303-8.

Kim MD, Baumlin N, Yoshida M, Polineni D, Salathe SF, David JK, et al. Losartan
rescues inflammation-related mucociliary dysfunction in relevant models of cystic
fibrosis. American journal of respiratory and critical care medicine. 2020;201(3):313-24.

Song J, Xia Y, Yan X, Luo J, Jiang C, Zhang M, et al. Losartan accelerates the repair
process of renal fibrosis in UUO mouse after the surgical recanalization by upregulating
the expression of Tregs. International urology and nephrology. 2019;51(11):2073-81.

Couluris M, Kinder BW, Xu P, Gross-King M, Krischer J, Panos RJ. Treatment of
idiopathic pulmonary fibrosis with losartan: a pilot project. Lung. 2012;190(5):523-7.

Gay-Jordi G, Guash E, Benito B, Brugada J, Nattel S, Mont L, et al. Losartan prevents
heart fibrosis induced by long-term intensive exercise in an animal model. PloS one.
2013;8(2):e55427.

Kucukdurmaz F, Efe E, Kurutas EB, Olmez C, Temizer M, Resim S. Losartan treatment
significantly attenuates the fibrotic changes in the corpus cavernosum of castrated rats.
Revista internacional de andrologia. 2020;18(1):14-20.

He YL, Wen JG, Pu QS, Wen YB, Zhai RQ, Chen Y, et al. Losartan prevents bladder
fibrosis and protects renal function in rat with neurogenic paralysis bladder. Neurourology
and urodynamics. 2021;40(1):137-46.

Shi H, Wang H, Fu S, Xu K, Zhang X, Xiao Y, et al. Losartan attenuates scar formation
in filtering bleb after trabeculectomy. Investigative ophthalmology & visual science.
2017;58(3):1478-86.



114.

115.

116.

117.

118.

119.

92

Nystrom A, Thriene K, Mittapalli V, Kern JS, Kiritsi D, Dengjel J, et al. Losartan
ameliorates dystrophic epidermolysis bullosa and uncovers new disease mechanisms.
EMBO molecular medicine. 2015;7(9):1211-28.

Fujita M, Ye Q, Ouchi H, Harada E, Inoshima I, Kuwano K, et al. Doxycycline attenuated
pulmonary fibrosis induced by bleomycin in mice. Antimicrobial agents and
chemotherapy. 2006;50(2):739-43.

Sen E, Balikoglu-Yilmaz M, Bozdag-Pehlivan S, Sungu N, Aksakal FN, Altinok A, et al.
Effect of doxycycline on postoperative scarring after trabeculectomy in an experimental
rabbit model. Journal of ocular pharmacology and therapeutics. 2010;26(5):399-406.

Hori Y, Kunihiro S-i, Sato S, Yoshioka K, Hara Y, Kanai K, et al. Doxycycline attenuates
isoproterenol-induced myocardial fibrosis and matrix metalloproteinase activity in rats.
Biological and Pharmaceutical Bulletin. 2009;32(10):1678-82.

Huang Y, Li Y, Shang Y, Ouyang Z, Zhen Y. Inhibition of pulmonary fibrosis by
doxycycline: an experiment with mice. Zhonghua yi xue za zhi. 2006;86(3):182-6.

Fujita H, Sakamoto N, Ishimatsu Y, Kakugawa T, Hara S, Hara A, et al. Effects of
doxycycline on production of growth factors and matrix metalloproteinases in pulmonary
fibrosis. Respiration. 2011;81(5):420-30.



